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Zusammenfassung

CD8"-T-Zellen spielen eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese von Infektions-,
Tumor- und Autoimmunerkrankungen. Die allermeisten Zielstrukturen der T-Zell-
Rezeptoren dieser CD8'-T-Zellen sind gegenwirtig nicht bekannt, sodass deren Identi-
fizierung von grofler Bedeutung fiir die Aufklirung der Pathomechanismen und der
Atiologien vieler Krankheiten wire. Eine kiirzlich in unserer Arbeitsgruppe entwickelte
Technologie, die auf Plasmid-kodierten kombinatorischen Peptidbibliotheken basiert,
konnte sich zukiinftig als vielversprechend fiir die Identifizierung von CDS8'-T-Zell
Zielstrukturen erweisen. Bislang wurde diese Technologie nur an einem Modellsystem

mit einem T-Zell-Rezeptor mit bereits bekannter Spezifitit verifiziert.

In der vorliegenden Arbeit konnte diese Technologie erstmals an zwei unterschiedlichen
T-Zell-Rezeptoren validiert werden. Erstens wurde ein autoreaktiver, humaner T-Zell-
Rezeptor analysiert, dessen Pathogenitét in einem Tiermodell der Multiplen Sklerose
bereits beschrieben war. Eine vorangegangene Studie beschrieb mittels dieser Techno-
logie vier potentielle Kandidatenantigene dieses Rezeptors. Diese wurden hier mit bio-
chemischen Analysen untersucht und es konnte gezeigt werden, dass nur eines dieser
Peptide biologisch relevant ist. Zweitens wurden mit dieser Technologie drei antigene
Peptide eines autoreaktiven, vermutlich pathogenen T-Zell-Rezeptors identifiziert, der
aus einer Hautldsion eines Patienten mit Psoriasis vulgaris kloniert worden war. Dies
trug zur Charakterisierung eines Kandidatenantigens des vermutlich pathogenen T-Zell-
Rezeptors bei und fiihrte somit zu einer neuen Hypothese zum Pathomechanismus der

Psoriasis vulgaris.

Um die Technologie weiter zu verbessern, wurden parallel dazu Transfektionsbeding-
ungen etabliert, die es erlauben, eine definierte Anzahl an kombinatorischen Peptid-
kodierenden Plasmiden in antigenprésentierenden Zellen zu generieren. Die durch-
schnittliche Anzahl der Plasmide pro Zelle wurde erst mittels quantitativer PCR
bestimmt. Eine detaillierte Charakterisierung des Plasmid-Repertoires, das fiir unter-
schiedliche Peptide kodiert, erfolgte dann erstmals in einzelnen Zellen. Dazu wurde eine
vor Kurzem entwickelte Methode verwendet, die unique identifier Sequenzen und Next
Generation Sequencing einsetzt, um einzelne Plasmide in einzelnen Zellen zu zéhlen.
Die so bestimmte Anzahl und die Verteilung verschiedener Plasmide pro Einzelzelle
kann verwendet werden, um zukiinftig die Identifizierung der Zielstrukturen von CD8"-

T-Zellen innerhalb kiirzerer Zeit zu ermdglichen.






Summary

CD8" T cells play a key role in the pathogenesis of infectious, tumor and autoimmune
diseases. At present, most of the target structures of T cell receptors are unknown.
Therefore, their identification would be of great importance for the elucidation of
pathomechanisms and etiologies of many diseases. A novel technology that is based on
plasmid-encoded combinatorial peptide libraries was recently developed in our group
and seems promising for prospective identifications of target structures of CD8" T cells.
So far, this technology was only verified in a model system with a T cell receptor of

known specificity.

In the present thesis this technology was validated for the first time with two different
T cell receptors. First, an autoreactive, human T cell receptor was analyzed whose
pathogenicity is described in an animal model of multiple sclerosis. In a previous study
four potential candidate antigens were identified with this technology. Here, these
potential antigens were tested with different types of biochemical analyses. Thereby,
only one of these peptides turned out to be biologically relevant. Second, using this
technology three antigenic peptides of an autoreactive, presumably pathogenic T cell
receptor were identified. This T cell receptor was cloned from a skin lesion of a patient
with psoriasis vulgaris. They led to the discovery of a new candidate antigen and a new

hypothesis for the pathomechanism of psoriasis vulgaris.

To improve the antigen-search technology, transfection conditions were established that
generate antigen presenting cells with a defined amount of combinatorial peptide-
encoded plasmids. The average amount of plasmids was determined by quantitative
PCR. A detailed characterization of the plasmid repertoire that encodes for different
peptides was performed for the first time in single antigen presenting cells. To this end,
a recently developed method using unique identifier sequences and Next Generation
Sequencing was employed to count individual plasmids in single cells. In the future,
knowledge about the amount and distribution of individual plasmids per single cell
could allow the identification of target structures of CD8" T cells within a shorter period

of time.






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

1.2 CD8"-T-Zellen...
1.2.1 Generierung und Selektion des T-Zell-Repertoires.........occvveveeevieerieencieeecieeenn
1.2.2  Struktur von T-Zell-RezZeptoren.........cceeviieriiiiiieiiieeiie et
1.3  Antigenerkennung von CD8"-T-Zellen
1.3.1 Présentation von Antigenen auf HLA-Klasse-I-Molekiilen ..........cccccceeeneenennnee.
1.3.2 Besonderheiten der Peptid:HLA-TZR-Wechselwirkungen........cc..ccoceeveeneeneennee.
1.4 Technologien zur Identifizierung von T-Zell Antigenen
1.5 Analyse krankheitsrelevanter CD8"-T-Zellen
1.6 Mukosa-assoziierte invariante T-Zellen
1.7 Autoimmunerkrankungen
L.7.1  MUltiple SKIETOSE ...ccueieeuiieiiieeiieeiee ettt ettt ettt et e et e siee e e e snteesnteesnnaeeneeees
1711 CD8'-T-Zellen i MS ..o ceisecesieesiesieessee s
1.7.12  PLP(45-53) spezifische humane CD8"-T-Zellen im Tiermodell der MS.....................
1.7.1.3  MAIT-Zellen in MS.....c.cooiiiiiiiiiecetce ettt
1.7.2 PSOTIASIS w.eeuveiiieieeriieniienit ettt sttt ettt ettt sttt e sb e sb e bt et e sbeesbeesbeenbe e beenaeen
1.8 Fragestellung.....
2 Material und MethOden .........ceeeeecneenniecsensennsnensennssensencsseessessssesssessssecsssssssess
2.1 Material...
20101 GOTALE ettt sttt st
2.1.2  Puffer und LOSUNZEN.....ccc.eiiiiiiiiiieiiieciee ettt et
2.1.3  Verbrauchsmaterial.........ccoceviiriiiiiiniiiiiiiiicece e
2.1.4 Reagenzien und kommerzielle Kits ..........ccovoiiiiiiiiiiiniinieceeeee e
2.1.5 SynthetiSChe Peptide .......c.coociiiiiiiiiiieiieciieee et
2,100 PIIMET..cciiiiiiiiiiiietee ettt sttt st
2,17 PLaSMIA@ . ..coeiiiiiiiiiiiieeeee ettt e e
2,18 ZEINIEN .ttt s
2.2 DNA basierte Methoden
2.2.1  Agarose-GeleleKtrophOreSe ......c.eveeiieriieiiieeiie ettt
2.2.2  DNA-KonzentrationSbeStimmungen ...........ccceeeruererieenieeniienieeeieeeieeeseeesveesnnes
2.2.3  Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen .........cccoecvvvvveenveenieenneennne.
2.2.4 Reinigung von DNA-Fragmenten..........c..ccceeeuierriireiieenieeeiieeieesiee e eeeesvee s
2.2.5 Prézipitation von DNA durch Ethanol...........ccccocciiiiiiiiiiiii e
2.2.6  Mutagenese-PCR .......c.coooiiiiiiiiiiieee e
2.2.7 Enzymatischer Verdau von DNA-Fragmenten.........c..ccocccoveeriiniiniennecnecneennennn
2.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten...........ccceeeueeriiieiiiieiieeeiee ettt




Inhaltsverzeichnis

2.2.9 Klonierung von HLA-A2- und Bom-pET-21¢(F) ccveevoviiriiiieieeieeieecieeeee e 30
2.2.10 DNA Isolierung von transfizierten und nicht transfizierten COS-7 Zellen ........... 31
2.2.11 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen...........ccccoceevervenvinninncnncnnncnn 31
2.2.12 Sequenzierung von DNA-Proben.........ccceevviiiriiiiiieeieecie e 31
2.3 Mikrobiologische Methoden . . . 31
2.3.1  Transformation VON E. COL....cccieviiniiiniiiiiiiiiiiieeieeiteeee ettt 31
2.3.1.1  Transformation durch HitZeSChOCK...........coeviiieriiniiiiiiiiiiircncces e 31
2.3.1.2  Transformation durch EleKtroporation .............cccceevuerieriesienienieieeiene e 32
2.3.2 Expression von HLA-A2 sowie Bom i E. COLi ..ccuvvevvieeiiiieiieeieeeieeeieeeee e 32
2.3.3  Expression von GPCPDI1(1-118) in E. COli..cccvvrvviiniiiriiieieeieecieeeeeeee e 33
2.4 Protein basierte Methoden . . . 33
2.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration............ccceecueerciieriiieenieenieenie e eeee e 33
2.4.2  SDS-Polyacrylamid-GelelektrophOorese ..........c.coccveeveiieriiieiiiieenieenieecieeeee e 33
2.43  Proteinfirbung mit Coomassie® Brillant Blau ............cc.coooovovvievrverererrsreeseennns 34
2.4.4 Reinigung der Proteindomédne GPCPDI(1-118) aus E. coli .......c.ccccevcvvrvevrcucnncnne. 34
2.4.5 Reinigung von Proteinen aus inclusion bodies ..............cccocvvevcvevceenceerceenieennne, 35
2.4.6 Rickfaltung von Peptid:HLA-A2:f,m-KomplexXen........ccoocervirvinniinicnnicnncnnnennn 35
2.4.7 Enzymatische Biotinylierung von Peptid:HLA-A2:B,m-Komplexen.................... 36
2.4.8 Multimerisierung von biotinylierten M-GPCPD1(15-22):HLA-A2:,m-
Komplexen mit Streptavidin .........ceeeeieeiieiiiieiieeeeeeee e 36
2.5 Methoden mit eukaryotischen Zellen..... . . ceeessnesnessnesnne 36
2.5.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen...........ccceecveeriieriieriieeieeie e 36
2.5.2  Einfrieren und Auftauen von Zellen..........coocoeviriiiiiiiiiiiniiiiiieeeeeee e 37
2.5.3 Bestimmung der Lebendzellzahl.............coccooviiiiiiiiniiiii e 37
2.5.4 Trypsinierung von adhidrenten COS-7 Zellen ........cccceeviiieiieenieeniienieeeiee e 37
2.5.5 Transfektion von COS-7 Zellen mit PECPL- und HLA Plasmid-DNA ................ 38
2.5.5.1  Transfektion mit FUGENE®™ HD .......ccooooviummiriuiminreinnnneiesneseessesssssesssssssesssssssseeees 38
2.5.5.2  Transfektion durch NukIeofeKtion.........ccccoererieriiniiiiiiiiiiiiinnceescceeeeeene 39
2.5.6 Bestimmung der Transfektionseffizienz transfizierter COS-7 Zellen.................... 40
2.5.7 Generierung von Makrophagen aus CD14-MoONOZyten.............cccccvvveveverruerennnes 40
2.5.8 Versuche zur Harnstoff-vermittelten Kreuzprasentation von GPCPD1(1-118)
durch MaKrophagen..........coccueeiiieiiiieeiie ettt e es 40
2.5.9 Aktivierungsversuche mit T-Hybridomzellen.............ccocceevviiiniiiniienieeieeeeee 41
2.5.9.1  Aktivierungsversuche mit synthetischen Peptiden ..........cc.cocevveviriineninininicnencnenne 41
2.5.9.2  Aktivierungsversuche mit Peptid: HLA-A2:,m-Komplexen...........ccoevecverreeererennnne. 41
2.5.9.3 Aktivierungsversuche mit Plasmid-kodierten Peptiden.............ccocvvvenircieniecieneenne. 42
2.5.9.4  Aktivierungsversuche mit PECPL zur Identifizierung von Mimotopen ...................... 42
2.5.9.4.1 Identifizierung aktivierender APC ...........cccooviriiiiieiiiiieieciee e 42
2.5.9.42 Isolierung aktivierender APC..........ccccovirieriieiieiieie ettt 42

2.5.9.4.3  Amplifizierung und Klonierung von Peptid-kodierenden Sequenzen der PECPL-
Plasmide iSOLETter APC ........c.coveiirieiiieiiiciricercrcee e 43



Inhaltsverzeichnis

2.5.9.44 Reaktivierungsversuche mit PECPL-Plasmiden isolierter APC und subpools.....43
2.5.9.4.5 Anreicherung und Identifizierung des Plasmid-kodierten Mimotops................... 43

2.5.10 Fiarbung von T-Hybridomzellen mit PE-markierten M-GPCPD1(15-22):HLA-

A2:Bom-KOMPIEXCN ...eeeiiieiiiiiieciee ettt ettt e e s 44
2.5.11 Detektion der Expression von sGFP durch Fluoreszenzmikroskopie ................... 44
2.6 Quantifizierung von PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle mittels quantitativer
PCR 45
2.6.1  Primer SPeZIfItASIESt ....cccuiiiiiiieiiieeieeeiee ettt e 45
2.6.2 Herstellung der PECPL-Standards............ccovvviiiiiiieiiiiieeeieeeee e 46
2.6.3  Quantifizierung mittels qPCR ........ccoiviiiiiiii e 46
2.7 Analyse des PECPL-Repertoires einzelner COS-7 Zellen 48 h nach Nukleofektion
durch NGS .- .- .- .- .- 47
2.7.1 Sortierung von PECPL-transfizierten Einzelzellen ..........c..ccoccocenininiinninnenn 48
2.7.2  Einbau der UID-NUKIEOtAE.........cccoiririiiiiiiciiiiiiceciieeceeeseee e 48
2.7.3 Amplifizierung UID-markierter PECPL-Sequenzen........c..ccocccoveviinicniecnicnncnne 48
2.7.4 Einbau von Einzelzell-spezifischen Indices und Illumina Plattform kompatiblen
BN 3 1 (0] <) DU 49
2.7.5 Analyse vOn NGS-Daten .........ccceeriiiriiieiiieeiie ettt 50
3 EXGEDIISSE .ccuecnueciuennenenieenesnesnnsnesnesnessessnessnsssssssessssssssssessassssssassssssassssessasssassns 51
3.1 Identifizierung und Validierung von Antigenen des TZR 2D1 im Kontext von
HLA-A2.... . . .- .- .- 51
3.1.1 TZR 2D1 erkennt Mimotope als synthetische Okta- und Nonamere .................... 52
3.1.2  Identifizierung natiirlich vorkommender HLA-A2-restringierter Antigene des TZR
2D ] e e e s e 54
3.1.3 Riickfaltung von funktionalen Peptid:HLA-A2:B,m-Komplexen.........c.ccccueenneee. 56
3.1.4 Proteinprozessierung in Makrophagen ...........cccceveeerciieiiieniieniierieecee e 59
3.1.5 Analyse der beiden a-Ketten des ,,dual alpha* TZR 2D1........cccccvevevevcveeienannnn. 60
3.2 Versuche zur Identifizierung von Antigenen des MAIT-verwandten TZR
Va7.2Ja58-VE1JB2.3..... .- .- .- .- 62
3.3 Identifizierung von Mimotopen des TZR Va3S1Ja45.1-VB13S1JB1.1 im Kontext
von HLA-C6 .- .- .- .- . 63
3.4 Optimierung der Technologie zur Identifizierung von CD8"-T-Zell Antigenen .. 65
3.4.1 Quantifizierung von PECPL-Plasmiden durch qPCR ...........cccooiiiiiiniiinine. 66
3.4.1.1  Uberpriifung der Spezifitit der PriMET ..........coorurviueieieiiieieeieieieeiesee e 66
3.4.1.2 Etablierung der StandardKUrve ..........ccocceeieiieieniieieneceeteee et 66
3.4.2 Quantifizierung der PECPL-Plasmide pro COS-7 Zelle nach Transfektion mit

verschiedenen MeEthOEn ........ooovvieeeeee e 67

3.4.2.1 Anzahl an PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle zu verschiedenen Zeitpunkten nach

Transfektion mit dem FuGENE® HD-Standardprotokoll ..............cocoueveevevereeeeesreeen. 68



Inhaltsverzeichnis

3.42.2 Anzahl an PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle nach FuGENE® HD Transfektionen mit

verschiedenen PECPL-Konzentrationen...........ccccoverierienienienienieniieeeneeeeneeeeneeenne e 69
3.4.2.3 Anzahl an PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Nukleofektionen mit verschiedenen PECPL-Konzentrationen............cccoccecveveecueneencnne 71

3.4.3 Charakterisierung des PECPL-Repertoires einzelner COS-7 Zellen durch NGS .. 74

4 DISKUSSION euceueeenieneiinsnnnnesnessensncssnsssnsssessnessessaessssssesssessassssssassssssssssssssasssassassssssns 79
4.1 Validierung der PECPL-Technologie und weitere Charakterisierung des TZR
2D1.. .- .- .- .- .- 79
4.1.1 Identifizierung oktamerer und nonamerer HLA-A2-restringierter Epitope des TZR
2D e e 80
4.1.2 Bindungsmotive der antigenen Peptid:HLA-A2-Komplexe des TZR 2D1 ........... 81
4.1.3 Molekulare Ursachen der unterschiedlichen Aktivierungspotentiale nonamerer und
oktamerer Peptid:HLA-A2-Komplexe gegeniiber TZR 2D1.....ccccoovvvviviininnncnne 82
4.1.4 Zwei strukturell unterschiedliche Peptid:HLA-Komplexe aktivieren den TZR 2D1
................................................................................................................................ 84
4.1.5 Invitro Prozessierung von GPCPD1.........cccoooiiiiiiiiiii e 86
4.2 Charakterisierung des TZR Va3S1Ja45.1-VB1I3STIP 1.1 cuuirriersicrrcsnncsnsosasosanoses 88
4.3 Versuche zur Identifizierung von Antigenen des MAIT-verwandten TZR
Va7.2Ja58-VE1JB2.3 durch PECPL...... .- .- .- cesaesanesnesneaens 90
4.4 Optimierung und Standardisierung der Antigensuchtechnologie...........ccccccecuue.. 91
4.4.1 Anzahl der PECPL-Plasmide in APC .........cccoociiiiiniiiniiiiicceeeeee, 91
44.1.1  FuGENE" HD vS. NUKICOFEKON ......vvvveeremerveeeeeanreeeeeisesseessseresseessaseresseeeseeee 92
4.4.1.2 Charakterisierung des PECPL-Repertoires auf Einzelzellebene ............ccoevevvererennnee. 93
4.42 Mogliche zukiinftige Optimierungen der PECPL-Technologie............ccceevunnnnee. 95
4.5 Ausblick..... .- .- .- .- cesessnesnesnessesssssessessassaesseasssaesaesaenane 98
LiteraturverzeiChmis ........oueeveneenenniensieninniennenennninnesenssesssessssssnsssessssssssessasssessnes 100
ADKUIrZungsverzZeiChmis ........ccoveicesvencssnicssnncssnncsssnicsssnesssssesssssessssssssssssssssssssssssssscs 112
APPEIAIXo.eierrrriirrriessnncsssressssnessssnessssnessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 114
Eidesstattliche VersiCherung ..........ceeenennenennnensnenennensnessensnensncssnsssesssesscssessnes 121



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das humane Immunsystem dient dem menschlichen Organismus zum Schutz vor
infizierten sowie vor entarteten korpereigenen Zellen. Beim Menschen wird das Immun-
system in zwei Abwehrmechanismen gegliedert, die angeborene und die adaptive
Immunitét. Die angeborene Immunitdt umfasst physikalische und chemische Barrieren,
entziindliche Reaktionen, das Komplementsystem sowie unterschiedliche Zelltypen, wie
beispielsweise Granulozyten, Makrophagen und natiirliche Killerzellen. Diese Immun-
abwehr reagiert schnell und erkennt konservierte Strukturmotive verschiedener
Pathogene durch invariante Rezeptoren. Letzteres impliziert, dass sich dieser
Abwehrmechanismus nicht gegen neue oder abgewandelte, pathogene Strukturen
richten kann.

Eine bedeutend spezifischere Immunantwort wird hingegen durch die adaptive Immun-
itdt erzielt, die sich in die humorale und zellulire Immunantwort unterteilen lasst. Die
adaptive Immunitit umfasst T- und B-Lymphozyten (T- und B-Zellen), die aufgrund
ithrer vielfdltigen und hochgradig spezifischen Oberfldchenrezeptoren zielgerichtete
Immunreaktionen gegen nahezu sdamtliche Antigene hervorrufen konnen. B-Zellen
erkennen ihre Antigene in nativer Form und produzieren infolge des Antigenkontakts
z. B. losliche Antikorper, die durch Neutralisation, Opsonisierung oder Komplement-
aktivierung zur Immunabwehr fiihren. Zur zelluldren Immunitit zihlen auch CD4'- und
CDS8'-T-Zellen (Abbildung 1). CD4"-T-Zellen erkennen exogene Antigene, die von
antigenprisentierenden Zellen (APC) auf Haupthistokompatibilitditskomplex- (major
histocompatibility complex, MHC) Klasse-II-Molekiilen présentiert werden. Nach
Antigenerkennung setzen sie Zytokine frei, die weitere Immunantworten ausldsen und
zudem B-Zellen stimulieren. CD8'-T-Zellen hingegen werden durch zytosolische
Antigene im Kontext von MHC-Klasse-I-Molekiilen aktiviert. Beispiele sind virale
Antigene bei Infektionen oder Neoantigene in Tumoren. Die Aktivierung fiihrt zur Be-
seitigung der infizierten bzw. entarteten Zellen durch zytotoxische Mechanismen. Die
Fahigkeit des adaptiven Immunsystems ein immunologisches Gedédchtnis auszubilden,
garantiert eine schnellere und effizientere Immunreaktion bei erneuter Exposition mit

demselben Antigen.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Antigengenerierung zur Aktivierung von CD8'- sowie
CD4"-T-Zellen der adaptiven Immunitit.

Fiir die Prisentation von Antigenen durch MHC-Klasse-I-Molekiile an CD8'-T-Zellen (links oben)
werden zelluldre oder auch virale Proteine im Fall einer virusinfizierten Zelle im Zytosol durch das
Proteasom (links unten) prozessiert. Die dabei entstehenden kurzen Peptide gelangen anschlieend iiber
den Antigenpeptid-Transporter (TAP) in das Endoplasmatische Retikulum (ER), wo sie auf MHC-
Klasse-I-Molekiile beladen werden. Peptid:MHC-Klasse-I-Komplexe gelangen iiber den Golgi-Apparat
auf die Zelloberfliche und kénnen CD8'-T-Zellen aktivieren. Exogene Proteine werden iiberwiegend von
MHC-Klasse-II-Molekiilen (rechts) préasentiert. Die exogenen Proteine gelangen durch Endozytose ins
Zellinnere, wo die Vesikel mit Endosomen und Lysosomen fusionieren. In angesduerten Endosomen und
Lysosomen werden die Proteine durch Proteasen abgebaut. Im MHC-Klasse-1I-Kompartiment (MIIC)
werden die resultierenden Peptide auf MHC-Klasse-1I-Molekiile beladen und an die Zelloberfldche trans-
portiert, wo sie CD4'-T-Zellen aktivieren konnen. Neu synthetisierte MHC-Klasse-II-Molekiile werden
im ER mit einer invarianten Kette zusammengelagert, die den Transport zum MIIC dirigiert und die Bin-
dung von Peptiden verhindert. Die Freisetzung der invarianten Kette durch Proteolyse ermdglicht schlief3-
lich die Bindung von Peptiden. Werden exogene Peptide von MHC-Klasse-I-Molekiilen an der Zellober-
flache présentiert, bezeichnet man diesen Vorgang als Kreuzprdsentation. Die exogenen Peptide gelangen
u. a. liber die retrograde Translokation aus Phagosomen in das Zytosol (adaptiert von Blum et al., 2013).

1.2 CD8"-T-Zellen

Die CD8'-T-Zellen der adaptiven Immunitit sind entscheidend bei der Beseitigung von
Infektionen und verhindern ein Ausbreiten dieser im Organismus. CD8'-T-Zellen
erkennen eine infizierte Zelle spezifisch iiber ihren membranstindigen Oberflichen-

rezeptor, dem sogenannten T-Zell-Rezeptor (TZR), und sind in der Lage diese selektiv
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zu climinieren, sodass dabei benachbarte, nicht infizierte Zellen verschont bleiben.
Diese duferst zielgerichtete Eliminierung erfolgt dabei iiber zwei zytotoxische
Mechanismen, die polarisierte Sekretion von Perforin und Granzymen sowie die Ex-

pression des Fas-Liganden CD95L (Harty et al., 2000; Walter and Santamaria, 2005).

1.2.1 Generierung und Selektion des T-Zell-Repertoires
Um ein breites Spektrum von Antigenen erkennen zu konnen, ist ein duferst vielfaltiges
T-Zell-Repertoire erforderlich. Das T-Zell-Repertoire wird wéhrend der T-Zell-Ent-
wicklung im Thymus {iber die somatische Rekombination der variablen (V), diversen
(D) und joining (J) TZR-Gensegmente erzeugt (Schatz and Ji, 2011). Die variable Dom-
dne der B-TZR-Kette wird durch Verkniipfung von V,-, D,- und J,-Gensegmenten er-
zeugt, wihrend die der a-TZR-Kette durch Verbindung von V.- und J.-Gensegmenten
entsteht. Durch die Kombination von 40-48 V-, 2 D,- mit 12-13 J,- sowie 43-45 V.- mit
50 J.-funktionellen Gensegmenten und durch das Vorhandensein von P- und N-Nukleo-
tiden an den Verkniipfungsstellen konnen theoretisch bis zu 10'® verschiedene humane
a/B-TZR generiert werden (Davis and Bjorkman, 1988; Lefranc and Lefranc, 2001;
Turner et al., 2006). Bislang konnten in der Peripherie beim Menschen experimentell
2,5 x 10" verschiedene TZR nachgewiesen werden (Arstila et al., 2000). Eine geringe
Anzahl dieser TZR ist ,,allgemein®, d. h. dass diese in verschiedenen Individuen gefun-
den werden; der Grofteil hingegen ist fiir ein Individuum einzigartig und wird als
,privat bezeichnet (Attaf et al., 2015). Experimentell wurden sehr viel weniger TZR
gefunden als theoretisch moglich wiren, weil die TZR durch die positive und negative
Selektion der T-Zellen im Thymus eliminiert werden. Ublicherweise gelangt nur eine
von 100 T-Zellen nach der Selektion in die Peripherie (Attaf et al., 2015; Goldrath and
Bevan, 1999).
Bei der positiven Selektion im Thymus iiberleben zundchst nur unreife T-Zellen, deren
TZR eine ausreichende Affinitit gegeniiber Selbst-Peptid:MHC-Komplexen aufweisen.
Die Selbstantigene werden hierbei tiberwiegend durch das Thymoproteasom der korti-
kalen Epithelzellen des Thymus generiert und von korpereigenen MHC-Molekiilen an
ihren Oberflachen prisentiert (Laufer et al., 1996; Murata et al., 2007). Unreife T-Zell-
Klone, die Selbstantigene mit einer hohen Affinitit erkennen, werden durch Apoptose
deletiert. Diesen Prozess bezeichnet man als negative Selektion. Medulldre Epithel-
zellen des Thymus (mTEC) stellen dabei sicher, dass fast alle gewebsspezifischen
Selbstantigene ektopisch exprimiert werden und sie direkt oder indirekt durch konventi-
onelle dendritische Zellen prisentiert werden (Derbinski et al., 2001; Gotter et al., 2004;
3
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Hubert et al., 2011; Klein et al., 2014). Die Anzahl und Vielfalt der selektierten T-
Zellen werden demnach iiber die verfiigbaren Liganden reguliert, die im Thymus

prozessiert und présentiert werden (Attaf et al., 2015).

1.2.2 Struktur von T-Zell-Rezeptoren

CD8"-T-Zellen exprimieren an ihrer Zelloberfliche neben dem Corezeptor CD8 den
TZR (Meuer et al., 1983). Dieser transmembrane Glykoproteinkomplex dhnelt im Auf-
bau dem Fab-Fragment eines Antikorpers und besteht aus multiplen Untereinheiten, die
fiir die Antigenbindung sowie fiir die Signaltransduktion zustindig sind. Die antigen-
bindende Untereinheit besteht aus einer a- sowie einer B-Polypeptidkette, deren jewei-
ligen extrazelluldiren Amino-Termini iiber drei hochvariable komplementaritdtsbestim-
mende Regionen (complementarity determining regions, CDR) verfiigen, die zusammen
die Antigenbindungsstellen bilden. Beide Polypeptidketten sind {iber nicht-kovalente
Bindungen mit dem CD3-Komplex verkniipft, der aus sechs invarianten Polypeptid-

ketten (ydex(,) besteht (Abbildung 2).

ITAM = y-Kette
= (CD8 == §-Kette
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Abbildung 2: Schematische Abbildung eines TZR-CD3-Komplexes einer CD8"-T-Zelle.

Das a/B-Heterodimer des TZR (dunkelgriin) einer CD8'-T-Zelle ist iiber eine Disulfidbriicke (schwarz)
miteinander verkniipft und assoziiert mit dem CD3-Komplex. Dieser besteht aus einer homodimeren (£/C)
und zwei heterodimeren (¢/6 und &/y) Polypeptidkette(n), die jeweils die konservierten Sequenzmotive
immunoreceptor tyrosine-based activation motifs (ITAMs) (gelb) enthalten. Zudem exprimieren CD8"-T-
Zellen den Corezeptor CD8, der sich aus o/f- oder a/a-Polypeptidketten (lila) zusammensetzt (adaptiert
von Riihl, 2011).

Der CD3-Komplex ist fiir die Signaliibertragung der Antigenerkennung an eine intrazel-
luldre Signalkaskade zustindig. Die Initiation der Signaltransduktion erfolgt durch die

Phosphorylierung der ITAMs, die jede CD3-Komplexuntereinheit in ihrer zytoplasma-
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tischen Doméne enthdlt (van der Merwe and Dushek, 2011). Die Aktivierung der
Signalkaskade resultiert u. a. in der nukledren Translokation des Transkriptionsfaktors
nuclear factor of activated T cells (NFAT) und der Expression von Interleukin-2 (IL-2)
(Nohara et al., 2015).

1.3 Antigenerkennung von CD8"-T-Zellen

TZR von CDS8'-T-Zellen erkennen kurze Peptide, die von MHC-Klasse-I-Molekiilen
auf der Zelloberfliche préisentiert werden. MHC-Klasse-I-Molekiile, die beim
Menschen als human leukocyte antigen (HLA) benannt werden, sind Glykoproteine, die
sich aus einer schweren o-Kette (45kDa) und einer 16slichen, nicht-kovalent
assoziierten Kette, dem B,-Mikroglobulin (B.m, 13 kDa), zusammensetzen. Die a-Kette
besteht aus drei extrazelluldren o- (o-03), einer transmembranen sowie einer kurzen
intrazelluliren Doméne (Abbildung 3). Die beiden a;- und a,-Doménen bilden eine
Furche, in die Peptide binden kénnen (Bjorkman et al., 1987). MHC-Klasse-I-Molekiile
sind nur stabil und werden an die Zelloberfliche befordert, wenn sie ein Peptid
gebunden haben. Die antigenen Peptide weisen iliberwiegend eine Lange von acht bis
zehn Aminosduren auf. Die Lange der Peptide wird zum einen durch das Proteasom
vorgegeben, indem dieses vorzugsweise acht bis elf Aminosduren lange Fragmente
generiert (Wenzel, 1994). Zum anderen ist sie in der Gré8e der MHC-Bindungsfurche
begriindet. Peptide, die ldnger als zehn Aminosduren sind, machen mit ungefahr 5 %
aller gebundenen Peptide, lediglich einen kleinen Beitrag aus (Burrows et al., 2006;
Hickman et al., 2004). Das bisher ldngste bekannte Peptid ist 14 Aminosduren lang und
wird von HLA-B*35:01 présentiert (Probst-Kepper et al., 2001). Kurze Peptide sind
vollstdndig in der Bindungsfurche eingebettet, wihrend bei ldngeren Peptiden lediglich
der N- und C-Terminus innerhalb dieser liegt. Die zentralen Aminosduren des Peptids
hingegen wdlben sich aus der Bindungsfurche in Richtung des TZR aus. N-und C-
Terminus jeglicher gebundener Peptide werden jeweils liber Wasserstoffbriicken und
ionische Wechselwirkungen innerhalb der Bindungsfurche stabilisiert.
Peptid:HLA-Klasse-I-Komplexe weisen Dissoziationskonstanten von bis zu 500 nM
auf. Peptide mit einer Dissoziationskonstanten von < 50 nM werden als starke Binder
klassifiziert. Derzeit ist eine Vielzahl an Programmen, wie z. B. NetMHC oder MHC-I
binding tool frei verfiigbar, die Bindungsaffinititen von Peptid:HLA-Klasse-I-
Komplexen berechnen (Kim et al., 2012b; Roomp et al., 2010). Dariiber hinaus kdnnen
mit der Molekiildynamik Strukturmodelle von Peptid:HLA-Klasse-I-Komplexen simu-

liert werden.
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HLA-Klasse-I-Molekiile verfiigen innerhalb der a;-Doméne iiber eine konservierte Bin-
dungsstelle fiir das transmembrane Glykoprotein CD8 (Salter et al., 1989). CDS8 fungiert
als Corezeptor und stabilisiert die niedrig-affine Wechselwirkung zwischen TZR und

HLA-Klasse-I-Molekiil (Laugel et al., 2011).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Peptid:HLA-Klasse-I-Komplexes.

Zytosol

(A) Die o-Kette der HLA-Klasse-I-Molekiile (gelb) besteht aus drei Doménen (a,;-a3), von denen die a,-
und ay-Doméne eine Furche bilden, in die das Peptid (rot) bindet. Bom (orange) ist mit der a-Kette asso-
ziiert. (B) Strukturmodell der a;- und o,-Doméne (grau) mit gebundenem nonameren Peptid (rot) aus der
Perspektive des TZR (Darstellung und Adaption der pdb-Datei 10GA (Stewart-Jones et al., 2003)
erfolgte mit The PyYMOL Molecular Graphics System, Version 1.1r1 Schréodinger, LLC).

Beim Menschen sind HLA-Klasse-I-Molekiile auf dem Chromosom 6 lokalisiert
(Trowsdale and Knight, 2013). HLA-Klasse-I-Molekiile sind polygen, jeweils drei
HLA-Klasse-I-Molekiile miitterlicher- und véterlicherseits werden kodominant auf der
Zelloberflache exprimiert. Dariliber hinaus sind sie @uflerst polymorph. Derzeit sind
3.107 HLA-A-, 3.887 HLA-B- und 2.623 HLA-C-Allele bekannt (Robinson et al.,
2014). HLA-Klasse-I-Allele unterscheiden sich iiberwiegend in ihrer Aminosdurenzu-
sammensetzung an bestimmten Positionen innerhalb der Bindungsfurche. Diese Unter-
schiede fiihren dazu, dass Allele an diesen Positionen bevorzugt Peptide mit bestimmten
Aminosduren binden. Diese Positionen werden auch als Anker-Positionen bezeichnet
(Falk et al., 1991). Die Polygenie sowie der Polymorphismus sorgen dafiir, dass ein
grofles Peptidrepertoire von HLA-Klasse-I-Molekiilen présentiert werden kann. Binden
beispielsweise nur 1 % aller moglichen acht Aminoséduren langen Peptide an ein spezi-
fisches HLA-Klasse-I-Molekiil, so werden iiber 2,6 x 10° Peptide prisentiert (Sewell,
2012).

Im Vergleich zu anderen Regionen des Genoms ist die HLA-Region am stérksten mit
Krankheiten, insbesondere Infektionen und Autoimmunerkrankungen, assoziiert (Price
et al.,, 1999; Trowsdale and Knight, 2013). Multiple Sklerose (MS) ist beispielsweise
am stirksten mit dem HLA-Klasse-1I-Allel HLA-DRB1*15:01 verkniipft. Dariiber hin-
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aus werden HLA-Klasse-I-Allele als Risikofaktoren angesehen (Beecham et al., 2013;
Patsopoulos et al., 2013). Wéhrend dem HLA-A*02:01 (HLA-A2) eine vor MS schiitz-
ende Funktion zugewiesen wird, so wird dem HLA-A*03:01 (HLA-A3) ein erhohtes
Risiko an MS zu erkranken, zugesprochen, weil es genetisch mit HLA-DRB1*15:01
verkniipft ist (,,/inkage disequilibrium‘) (Brynedal et al., 2007; Fogdell-Hahn et al.,
2000; Harbo et al., 2004). Bei Psoriasis wird das HLA-Klasse-I-Allel HLA-C*06:02
(HLA-C6), das von tiber 60 % der Patienten exprimiert wird, als kausales Risikogen der
Erkrankung betrachtet (Nair et al., 2006).

1.3.1 Prisentation von Antigenen auf HLA-Klasse-I-Molekiilen

Endogene Proteine sowie exogene Proteine, die liber den retrograden Transport in das
Zytosol gelangen, werden im Zytosol durch das Proteasom in kurze Peptidfragmente
prozessiert (Abbildung 1). Die dabei entstehenden Peptide werden iiber den soge-
nannten Peptidbeladungskomplex (PLC) auf die jeweiligen HLA-Klasse-I-Molekiile be-
laden. Der PLC setzt sich aus den folgenden sechs Proteinen zusammen: der schweren
HLA-Klasse-I-Kette, fom, TAP, Tapasin, Calreticulin (CRT) und Erp57. Der hetero-
dimere Proteinkomplex TAP, dessen Untereinheiten in der Membran des ER verankert
sind, transportiert aktiv die zytosolischen Peptide in das ER-Lumen (Blum et al., 2013).
Zahlreiche Peptide, die in das ER-Lumen transportiert werden, sind ldnger als die von
HLA-Klasse-I-Molekiilen bevorzugten acht bis zehn Aminosduren langen Reste und
werden von der ER Aminopeptidase 1 und 2 (ERAP1/2) an ihren N-Termini verkiirzt
(Saric et al., 2002; Saveanu et al., 2005; York et al., 2002). TAP wechselwirkt dariiber
hinaus mit Tapasin und CRT. Tapasin ist ein transmembranes Glykoprotein und
rekrutiert das Chaperon CRT und Dimere, bestehend aus einer schweren HLA-Klasse-I-
Kette sowie einem [,m-Molekiil, zum PLC (Sadasivan et al., 1996). Die Anlagerung an
den PLC stabilisiert das leere HLA-Klasse-I-Molekiil und bewahrt die Peptidbindungs-
furche in einem Konformationszustand, der die Bindung von hoch-affinen Peptiden er-
moglicht. Der Faltungsprozess wird dabei durch CRT und Erp57 unterstiitzt. Sobald
durch die Bindung eines Peptids ein stabiler Peptid:HLA:B,m-Komplex entsteht, wird
dieser freigesetzt und gelangt liber den Golgi-Apparat an die Zelloberfldche, auf der
dieser schlieBlich von CD8"-T-Zellen erkannt werden kann (Blum et al., 2013).

1.3.2 Besonderheiten der Peptid:HLA-TZR-Wechselwirkungen
Die Wechselwirkung eines TZR mit einem Peptid:HLA-Komplex ist von besonders nie-

driger Affinitit gekennzeichnet. Im Gegensatz zu B-Zellen durchlaufen T-Zellen nach
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ihrer Antigen-spezifischen Aktivierung keine Affinitatsreifung durch somatische Hyper-
mutationen. Daher sind die Dissoziationskonstanten der Peptid:HLA-TZR-Wechselwir-
kung, die im Bereich von 10 bis 10™* M liegen, signifikant schwicher im Vergleich zu
denen der Antikérper-Antigen-Wechselwirkung (10™ bis 107> M) (Rudolph et al., 2006;
Stone et al., 2009). Aufgrund der niedrig-affinen Wechselwirkung kénnen beispielswei-
se keine fluoreszenzmarkierten monomeren Peptid:HLA-Komplexe verwendet werden,
um TZR anzufirben. Diese Problematik kann umgangen werden, indem Peptid:HLA-
Multimere verwendet werden (Altman et al., 1996; Davis et al., 2011). Hierbei wird die
niedrige Affinitit der monovalenten Peptid:HLA-TZR-Bindung durch die Aviditét
kompensiert, die sich aus den Bindungsstirken aller multivalenten Bindungen zusam-
mensetzt.

Ein weiteres Charakteristikum der Peptid:HLA-TZR-Wechselwirkung stellt die Kreuz-
reaktivitit dar und beschreibt die Féhigkeit eines TZR zwei oder mehrere Peptid:HLA-
Komplexe zu erkennen (Petrova et al., 2012). Es wurde abgeschitzt, dass ein TZR von
bis zu 10° verschiedenen Antigenen aktiviert werden kann (Wooldridge et al., 2012).
Unterschiedliche Mechanismen wurden bereits beschrieben, die auf molekularer Ebene

die Kreuzreaktivitét erkléren (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der moglichen Mechanismen der Kreuzreaktivitiit.

Cl Ly

o
o

(A) Konformationsdnderungen (Pfeil) in der antigenbindenden Region des TZR (griin) ermdglichen die
Erkennung beider Peptid:HLA-Komplexe (orange/rosa) (induced-fit). (B) Unterschiedliche Orientier-
ungen des TZR zu einem Peptid:HLA-Komplex ermdglichen die Erkennung verschiedener Peptid:HLA-
Komplexe. (C) Das Fehlen spezifischer Wechselwirkungen zwischen Peptid und TZR erméglicht die Er-
kennung von weiteren Peptiden, obgleich diese an der TZR-Bindungsstelle iiber andere chemische Eigen-
schaften verfiigen. (D) Verschiedene Peptid:HLA-Komplexe konnen #hnliche Oberflachenstrukturen
aufweisen, die von einem TZR erkannt werden (molekulare Mimikry). (E) Die Erkennung von verschie-
denen Peptid:HLA-Komplexen wird sowohl durch Konformationsénderungen des TZR, als auch durch
Konformationsédnderungen des Peptids und HLA-Molekiils beim Zusammentreffen der trimolekularen
Strukturen ermoglicht (adaptiert von Yin and Mariuzza, 2009).
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Dariiber hinaus sind TZR in der Lage, durch Peptid:HLA-Komplexe, bei denen das
HLA-Molekiil nicht kdrpereigen ist, stimuliert zu werden. Dieses Phdnomen bezeich-
net man als Alloreaktivitdt. Als mogliche Ursachen hierfiir werden zwei verschiedene
Modelle diskutiert. Bei dem Peptid-abhdngigen Modell erkennt der TZR strukturelle
Ahnlichkeiten zwischen dem korpereigenen und ,,fremden* HLA-Molekiil und reagiert
allein auf das gebundene Peptid. Bei dem HLA-abhéngigen Modell reagiert der TZR
auf polymorphe Reste des HLA-Molekiils (Rossjohn et al., 2015).

1.4 Technologien zur Identifizierung von T-Zell Antigenen

Eine effiziente Hochdurchsatzanalyse zur Identifizierung von T-Zell Antigenen ist
derzeit nicht verfiigbar, sodass die Entdeckung und Charakterisierung von Antigenen im
Vergleich zu anderen Forschungsgebieten weit im Riickstand ist (Sharma and Holt,
2014). Die Ursachen hierfiir liegen in der Besonderheit der TZR-Antigen-Wechsel-
wirkung. Erstens konnen TZR ihre Antigene im Vergleich zu Antikdérpern nur mit
niedriger Affinitdt binden (1.3.2). Klassische affinititsbasierte, biochemische
Methoden, die zur Identifikation von Rezeptor-Liganden Paaren herangezogen werden,
sind daher ungeeignet. Zweitens sind TZR polyspezifisch (1.3.2), wodurch die Ermitt-
lung des natiirlichen Antigens erschwert wird. Die Prozessierung von antigenen
Proteinen muss so ausgefiihrt werden, wie sie in vivo von natiirlichen APC erfolgt.
Drittens stellt allein das groBe TZR-Repertoire sowie die beachtliche Anzahl potentiell
moglicher antigener Peptide eine enorme Herausforderung dar.

In den letzten drei Jahrzehnten wurden verschiedene Methoden zur Bestimmung von T-
Zell Antigenen entwickelt. In einer der frithesten Arbeiten wurden cDNA Bibliotheken
in Melanoma-Zelllinien transfiziert und ihr Aktivierungspotential gegeniiber CD8"-T-
Zellen analysiert (van der Bruggen et al., 1991). Diese Methode fand jedoch keine brei-
te Anwendung, da die in vitro verwendeten APC antigene Proteine nicht wie die natiir-
lichen APC spalten. Diese Problematik wurde durch Herangehensweisen umgangen, die
kombinatorische Peptidbibliotheken verwenden. Die Liange der Peptide wird dabei so
gewihlt, dass intrazelluldre Prozessierungsschritte nicht ndtig sind. Zundchst wurden
APC mit kurzen, synthetischen kombinatorischen Peptidbibliotheken gepulst, die an
einer Position eine definierte und an den verbleibenden Positionen willkiirliche Amino-
sdure(n) enthalten (Gundlach et al., 1996). In darauffolgenden Ansitzen wurden diese
sogenannten positional scanning peptide combinatorial libraries mit biometrischen
Datenanalysen kombiniert (Hemmer et al., 1999; Nino-Vasquez et al., 2004; Sospedra
et al., 2003; Zhao et al., 2001). Die Hauptschwiche dieser Methode ist jedoch, dass

9
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aktivierende Peptide in nicht-aktivierenden Peptiden sehr stark verdiinnt sind und nicht
wiedergefunden bzw. amplifiziert werden konnen. Zudem konnen aufgrund ihrer chem-
ischen Eigenschaften nicht alle Aminosduren eingesetzt werden. So wird beispielsweise
die Aminosédure Cystein im Allgemeinen nicht verwendet, da diese leicht oxidiert und
Disulfidbriicken ausbildet (Sewell, 2012).

Eine Weiterentwicklung der synthetischen Peptidbibliotheken sind plasmid encoded
combinatorial peptide libraries (PECPL) (Adams et al., 2011; Pan et al., 2014; Siewert
et al., 2012; Wang et al., 2005). Hier konnen gegebenenfalls auch einzelne Plasmide,
die fiir aktivierende Peptide kodieren, durch PCR amplifiziert und kloniert werden.
Dabei werden APC mit Plasmidbibliotheken transfiziert, und diejenigen APC, die akti-
vierende Peptide exprimieren, mit TZR-Tetrameren (Adams et al., 2011; Wang et al.,
2005) angefarbt. Dies setzt jedoch eine gewisse Affinitdt zwischen TZR und
Peptid:HLA-Komplexen voraus. Dadurch ist diese Methode nur fiir hoch-affine TZR
geeignet. Um diese Limitation auszugleichen, wurde kiirzlich in unserer Arbeitsgruppe
eine neue Technologie entwickelt. Diese verwendet ebenfalls PECPL, um Antigene von
CDS8'-T-Zellen zu identifizieren (Siewert et al., 2012). Anstatt TZR-Tetramere zu
verwenden, werden T-Hybridomzellen erzeugt, die die gewiinschten o- und B-TZR-
Ketten rekombinant exprimieren. Dabei werden 58a3” Hybridomzellen (Blank et al.,
1993) verwendet, die keine eigenen TZR-Ketten exprimieren. Zudem werden sie mit
den humanen CD8 o- und B-Ketten sowie dem Reportergen sGFP transfiziert, das unter

der Kontrolle des NFAT-Promoters steht (Abbildung 5 A).

A - C

TZR -
- s
! P (M
- > \ 7
=2
~ o8 S _/Q\
T-Hybridomzelle NFAT-sGFP A ~ Antigen-kodierendes Plasmid
. ] — CD8ap — PECPL
B 11 &7 ’\‘ 4 HLA-Klasse-l — TZRa
B ~ 9 HLAKlasse-l -~ g 4 NFAT-sGFP  — TZRB
| & \ ( 4
4 ) 4%—> L 7 - >
— L 4 ’
T — PECPL S~
COS-7

Abbildung 5: Schematische Darstellung der PECPL-Technologie zur Identifizierung von Antigenen
von CD8"-T-Zellen.

(A) 58a’B" Zellen werden stabil mit Plasmiden transfiziert, die fiir die folgenden Proteine kodieren: a- und
B-Kette des TZR, humane CD8 o- und B-Ketten sowie sGFP, das unter der Kontrolle des NFAT-
Promoters steht. (B) COS-7, die als APC fungieren, werden mit Plasmiden transfiziert, die fiir HLA-
Klasse-I-Molekiile sowie fiir PECPL kodieren. (C) T-Hybridomzellen aus (A) und APC aus (B) werden
in Kokultur genommen. T-Hybridomzellen, die durch direkten Kontakt mit dem antigenen Peptid:HLA-
Komplex aktiviert wurden, fluoreszieren griin. Aus der unterliegenden APC wird das Antigen-kodierende
Plasmid isoliert und identifiziert.

10
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Als APC dienen COS-7 Zellen, die neben den Patienten-spezifischen HLA-kodierenden
Plasmiden mit den PECPL transfiziert werden (Abbildung 5 B). Bei den PECPL handelt
es sich um Plasmidbibliotheken, die fiir Peptide mit willkiirlicher Aminoséurenzusam-
mensetzung und einer definierten Anzahl an Aminosduren kodieren. Sie enthalten
zudem den SV40 Replikationsursprung, anhand dessen sie von der APC amplifiziert
werden. Das heif3t, in den transfizierten Zellen entstehen aus jedem Plasmid, das initial
aufgenommen wurde, viele Plasmide. Im néchsten Schritt werden die T-Hybridom-
zellen mit den APC kokultiviert. T-Hybridomzellen, die in direktem Kontakt mit einer
APC stehen, die das Antigen présentiert, werden aktiviert und fluoreszieren darauthin
griin (Abbildung 5 C). Die unterliegende APC, die das Plasmid fiir das antigene Peptid
enthélt, wird mittels einer Kapillare unter einem Fluoreszenzmikroskop isoliert. In
einem mehrstufigen Prozess wird aus dieser Zelle schlieBlich das Plasmid identifiziert,
das fiir das Antigen kodiert.

Das Auslesesystem dieser Methodik ist sehr sensitiv, sodass das aktivierende antigene
Peptid innerhalb kurzer Zeit aus mehreren Millionen potentieller Peptide detektiert
werden kann. T-Hybridomzellen und APC werden durch die Gravitationskraft in direk-
tem Kontakt zueinander gehalten, sodass die Methode unabhédngig von hoch-affinen
TZR-Antigen-Wechselwirkungen ist (Siewert et al., 2012). Dies ist ein grundlegender
Vorteil gegeniiber affinititsbasierten Methoden, die TZR- oder Peptid:HLA-Tetramere
verwenden, um TZR Antigene zu identifizieren (Adams et al., 2011; Pan et al., 2014;
Wang et al., 2005).

Es gibt allerdings noch Schritte dieser neuen Methode, die effizienter gestaltet werden

konnten. So ist z. B. nicht bekannt,

* wie viele APC bei der Transfektion tatsdchlich Plasmide aufnehmen. Experi-
mente mit Reportermolekiilen (z. B. GFP) beantworten diese Frage nur unzu-
langlich, da sie ein hohes Detektionslimit haben und niedrige Plasmidanzahlen

nicht gemessen werden konnen.

* wie viele verschiedene Plasmide in einer transfizierten Zelle initial aufge-
nommen werden. Dieser Schritt ist hdchstwahrscheinlich abhidngig von den

Details der Transfektionsmethode.
* wie schnell und effizient die Plasmide in der APC amplifiziert werden.

Die genaue Anzahl der verschiedenen PECPL-Plasmide pro COS-7 Zelle sowie die
Oberflachendichte der rekombinanten Peptide, die benétigt werden um die T-Hybri-
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domzelle zu aktivieren, sind also nicht bekannt. Beide Faktoren sind jedoch entschei-
dend fiir eine erfolgreiche Identifizierung von Antigenen. Ist das Antigen-kodierende
Plasmid in der APC zu sehr durch andere Plasmide verdiinnt, so ist es moglich, dass das
antigene Peptid nicht in ausreichender Zelloberflichendichte préisentiert wird und
infolgedessen die T-Hybridomzellen nicht aktiviert werden (Abbildung 6). Dies wire
z. B. der Fall, wenn sehr viele unterschiedliche Plasmide gleichzeitig aufgenommen
werden, und jedes einzelne dann nicht stark amplifiziert wird. Werden nur sehr wenige
Plasmide aufgenommen, und jedes dann stark amplifiziert, so miissen sehr viele APC

analysiert werden, da nur sehr wenige Plasmide fiir das ,,richtige Peptid kodieren.

A B C
T-Hybridomzelle
/..,_,.\\. , /.,—,.._\\
{ \ { \ ?2?77?
(/) (/) /
Z ]L 1 Peptid Z jl 2 Peptide [ 1L 5x10* Peptide
[ J @ @ @ L _Be | o @ [ J [ J @ @
. . | | | .. | | (. | | |
~ .4 . = . %
e I -, — 00 S - o0
1 Plasmid 2 verschiedene Plasmide 5x10% verschiedene Plasmide

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Aktivierung von T-Hybridomzellen in Abhingigkeit
von der Anzahl an transfizierten PECPL-Plasmiden in COS-7 Zellen.

Nach der Transfektion mit PECPL-Plasmiden amplifiziert die COS-7 Zelle (grau) die verschiedenen
Plasmide, exprimiert die kodierten Peptide und présentiert diese auf entsprechenden kotransfizierten
HLA-Klasse-I-Molekiilen (gelb) an ihrer Zelloberfldche. (A) Bei der Transfektion einer einzelnen Spezies
von Antigen-kodierenden Plasmiden (rot) erfolgt ausschlieBlich die Prisentation des antigenen Peptids
(rot) an der Zelloberfliache. Die T-Hybridomzelle, die in direktem Kontakt zur APC steht, wird aktiviert
(Blitz) und fluoresziert griin. (B) Wird die APC neben dem Plasmid, das fiir das Antigen kodiert (rot) mit
einem weiteren PECPL-Plasmid (blau) transfiziert, werden zwei verschiedene Peptide présentiert. Die
Oberflachendichte des antigenen Peptids ist fiir eine Aktivierung der T-Hybridomzelle sicherlich aus-
reichend. (C) Eine APC wird mit 5 x 10* PECPL-Plasmiden transfiziert, unter denen sich auch das
Antigen-kodierende Plasmid (rot) befindet, und préisentiert die kodierten Peptide an der Zelloberfldche.
Bei einer geschitzten Oberflichendichte von ca. 10° HLA-Molekiilen pro Zelle, wiirden also nur
zwei Peptide eines Plasmids prisentiert. Es ist zu vermuten, dass hier die Oberflichendichte damit nicht
ausreicht, um eine T-Hybridomzelle zu aktivieren.

1.5 Analyse krankheitsrelevanter CD8"-T-Zellen

Die Analyse humaner, krankheitsrelevanter T-Zellen ist von groBer Bedeutung, da sie
zusammen mit ihren Antigenen direkten Aufschluss iiber die Pathogenese geben
konnten. Die Hauptschwierigkeit liegt darin im Gewebe die krankheitsrelevanten T-

Zellen von irrelevanten (,,bystander ‘) T-Zellen zu unterscheiden, die durch das ent-
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zlindliche Milieu angelockt wurden, und von solchen, die zufillig, z. B. in Blutgefia3en
vorhanden sind. Deshalb konnen Gewebeproben nicht im Ganzen analysiert werden,
sondern es miissen erst krankheitsrelevante T-Zellen identifiziert und isoliert werden,
um dann zusammengehdrende o- und B-TZR-Ketten aus Einzelketten zu charakteri-

sieren. Kriterien fir Krankheitsrelevanz sind:

* klonale Expansionen, da man annimmt, dass bestimmte Antigene das Wachstum
spezifischer Klone fordern (Babbe et al., 2000; Held et al., 2015; Skulina et al.,
2004);

* die Morphologie in der Lé&sion, z. B. direkter Kontakt mit einer Zielzelle

(Arakawa et al., 2015);

* Aktivierungsmarker auf der Oberfliche, z. B. CD69, CD134, oder CD137, oder

im Inneren der T-Zelle, z. B. Perforin oder Granzyme (Goebels et al., 1996).

Die Analyse von Einzelzellen ist abhingig von der Qualitit der Gewebeproben, insbe-
sondere vom Erhaltungszustand der mRNA. Oftmals konnen keine lebenden T-Zellen
aus den Biopsien kultiviert werden, da es sich um gefrorene oder fixierte Proben han-
delt. Dariiber hinaus sind Gewebeproben nur begrenzt vorhanden, zumal diese nicht
immer routineméBig bei allen Erkrankungen entnommen werden.

In unserer Arbeitsgruppe wurde eine Methode entwickelt, die die Identifizierung
zusammengehdrender a- und B-TZR-Ketten einzelner humaner T-Zellen ermoglicht.
Mittels Einzelzell-Multiplex-RT-PCR kénnen TZR-Sequenzen jeglicher T-Zellen aus
gefrorenem Gewebe sowie von lebenden T-Zellen, wie z. B. aus Blut oder Liguor
cerebrospinalis (CSF), bestimmt werden (Kim et al., 2012a; Seitz et al., 20006).
Gewebeschnitte konnen immunhistochemisch mit Antikdrpern gegen T-Zell-spezifische
Oberflichen- und Aktivierungsmarker gefiarbt werden. Positive Zellen, die sich in akut
entziindetem Gewebe oder in direktem Kontakt mit einer Zielzelle befinden, kdnnen
dann durch Laser-Mikrodissektion isoliert werden. CD8'-T-Zellen aus Blut- oder CSF-
Proben konnen mit Hilfe von antikdrperbeschichteten magnetischen Partikeln oder nach
Féarbung mit Antikdrpern mit einem fluorescence-activated cell sorter (FACS) spezi-
fisch extrahiert werden.

In den letzten Jahren erfolgten zunehmend Studien des TZR-Repertoires mit Next
Generation Sequencing (NGS)-Technologien (Calis and Rosenberg, 2014). Diese geben
u. a. Aufschluss tiber klonal expandierte TZR-Ketten. Die klonale Expansion eines TZR

weist auf eine Antigen-vermittelte Immunantwort hin. Die Kombination der zuvor be-
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schriebenen Einzelzellanalyse mit NGS ermdglicht die Identifizierung klonal expandier-
ter, pathogener, funktionaler TZR von CD8"-T-Zellen.

Ist ein TZR und dessen Antigen bekannt, konnen Peptid:HLA-Multimere verwendet
werden, um die Frequenzen dieser Antigen-spezifischen T-Zellen innerhalb kiirzester
Zeit in verschiedenen Patienten zu analysieren (Davis et al., 2011). Treten diese
Antigen-spezifischen T-Zellen bei Patienten im Vergleich zu gesunden Individuen héu-

figer auf, so wiirde dies die Pathogenitdt dieses TZR unterstreichen.

1.6 Mukosa-assoziierte invariante T-Zellen

Mukosa-assoziierte invariante T (MAIT)- Zellen stellen neben y/6- und natiirlichen
Killer-T-Zellen eine T-Zellsubpopulation dar, die iiber eine eingeschrinkte TZR-Reper-
toire Diversitdt verfligt. ,,Klassische®, humane MAIT-Zellen exprimieren iiberwiegend
die invariante Va7.2-Ja33-Kette, die mit einer limitierten Anzahl an B-Ketten assoziiert,
und CD161 (Martin et al., 2009; Tilloy et al., 1999). Vor Kurzem wurden MAIT-Zellen
entdeckt, deren Va7.2-Segment mit den Jal2- und Ja20-Gensegmenten verkniipft ist
(Reantragoon et al., 2013). MAIT-Zellen werden durch bakterielle Vitamin B Metabo-
liten aktiviert, die durch das Restriktionselement MHC-related protein 1 (MR1) prisen-
tiert werden (Kjer-Nielsen et al., 2012). Nach dem aktuellen Stand der Forschung
nehmen MAIT-Zellen vermutlich eine wichtige Funktion in der Verteidigung gegen

Mikroorganismen ein (Le Bourhis et al., 2010; Gold et al., 2010).

1.7 Autoimmunerkrankungen

Verschiedene zelluldre und genetische Kontrollmechanismen eines gesunden Organis-
mus stellen sicher, dass das Immunsystem nicht auf korpereigene Strukturen reagiert.
Zelluldre Strategien, wie z. B. die negative Selektion im Thymus (1.2.1) sowie die peri-
phere Toleranz, sorgen dafiir, dass potentiell autoreaktive Lymphozyten durch Apop-
tose, Anergie oder regulatorische T-Zellen eliminiert werden (Goodnow et al., 2005).
Uberwindet ein autoreaktiver Lymphozyt die Toleranz, indem einer dieser Mechanis-
men ausfillt, kann dieser in der Peripherie aktiviert werden und Autoimmunerkrank-
ungen hervorrufen. Psoriasis, Diabetes mellitus Typ I, rheumatoide Arthritis, system-
ischer Lupus erythematodes sowie MS konnen als Beispiele fiir Autoimmunerkrank-
ungen genannt werden. Die zugrunde liegenden Mechanismen, die die Entstehung der
Autoimmunitdt bewirken, sind derzeit nicht vollstdndig bekannt. Als mdgliche Ursache

wird ein Zusammenspiel von genetischer Prédisposition, Genmutationen, Umwelt-
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faktoren sowie Infektionen diskutiert (Rioux and Abbas, 2005). Dariiber hinaus werden
Zusammenhdnge zwischen molekularer Mimikry und Autoimmunerkrankungen in
Betracht gezogen (Banki et al., 1994; Chastain and Miller, 2012; Oldstone, 1987,
Valdimarsson et al., 2009; Wucherpfennig and Strominger, 1995). Molekulare Mimikry
beruht auf Sequenzhomologien zwischen Antigenen aus pathogenen Organismen und
humanen, korpereigenen Antigenen. Auf diese Weise konnten Kreuzreaktionen
ausgelost werden, d.h. die T-Zelle ,,verwechselt“ unterschiedliche, aber &hnliche

Antigene (1.3.2).

1.7.1 Multiple Sklerose

MS ist eine der hdufigsten chronisch-entziindlichen Erkrankungen des Zentralnerven-
systems (ZNS) und zeichnet sich durch Demyelinisierung und axonale Degeneration
aus. Die Krankheitssymptome variieren zwischen verschiedenen Individuen abhingig
von den jeweilig betroffenen Regionen des ZNS (Bg et al., 2003; Lucchinetti et al.,
2000). Die beiden iiberwiegend vorkommenden Verlaufsformen stellen die schub-
formig-remittierende und primér-progrediente MS dar (Compston and Coles, 2008). Die
Atiologie sowie die Pathogenese von MS sind weitgehend unbekannt. Neben einem
komplexen Zusammenspiel genetischer Faktoren und Umwelteinfliissen (Beecham et
al., 2013; Fugger et al., 2009; Hemmer et al., 2015; Sawcer et al., 2011) werden
Infektionen (Cepok et al., 2005; Derfuss et al., 2001; Martin, 1981; Pohl, 2009; Serafini
et al., 2007) als mogliche Ursachen angesehen.

Die Klassifizierung von MS als Autoimmunerkrankung ist in den folgenden Beobach-
tungen begriindet. Zum einen sind die Lésionen im ZNS von Immunzellen, wie bei-
spielsweise Makrophagen sowie T- und B-Zellen, infiltriert (Kutzelnigg and Lassmann,
2014). Zum anderen enthdlt der CSF intrathekale, oligoklonale Antikorper (Stangel et
al., 2013). Zwar ist MS derzeit nicht heilbar, jedoch sind verschiedene Immuntherapien
vorhanden, die ein Voranschreiten der Krankheit verzogern (Haghikia et al., 2013).
Dariiber hinaus sind zahlreiche Genvarianten, die mit dem Immunsystem verwandt sind,

genetische Risikofaktoren (Sawcer et al., 2014).

1.7.1.1  CDS8'-T-Zellen in MS

Autoreaktiven T-Zellen wurden in den letzten Jahren eine entscheidende Funktion in
der Pathogenese von MS zugesprochen. Anfingliche Forschungen haben sich dabei
iiberwiegend auf CD4'-T-Zellen fokussiert, weil MS am stirksten mit HLA-
DRB1%*15:01 verkniipft ist und Tiermodelle der MS mit CD4"-T-Zellen etabliert waren.
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In den letzten Jahren wurden zunehmend Hinweise fiir eine mafigebende Beteiligung
der CD8'-T-Zellen erbracht (Hohlfeld et al., 2016a, 2016b). Die Anzahl an CD8"-T-
Zellen iibertrifft die der CD4 '-T-Zellen in Gehirnldsionen (Booss et al., 1983; Friese
and Fugger, 2009; Hauser et al., 1986). Dariiber hinaus wurden oligoklonal expandierte
CD8"-T-Zellen im Gehirn, CSF sowie im Blut von MS-Patienten nachgewiesen (Babbe
et al., 2000; Held et al., 2015; Jacobsen et al., 2002; Junker et al., 2007; Skulina et al.,
2004). Therapien, die sich nur gegen CD4'-T-Zellen richten, sind nicht so effektiv wie
solche, die gegen CD4'- sowie CD8'-T-Zellen wirken (Willing and Friese, 2012).
Genetische Studien zeigen, dass HLA-Klasse-I-Allele sowohl in risikobehaftender
(HLA-A3) als auch in schiitzender (HLA-A2) Weise mit MS assoziiert sind (1.3).
Zudem konnten Studien von Tiermodellen den CD8'-T-Zellen Bedeutung in der
humanen Pathogenese beimessen (Friese et al., 2008).

Bisher wurden Myelinbestandteile, wie beispielsweise Proteolipid-Protein 1 (PLP)
(Biddison et al., 1997; Honma et al., 1997; Tsuchida et al., 1994), Myelin-Basische
Protein (MBP) (Zhang et al., 1994) und Transaldolase (Niland et al., 2005) sowie virale
Antigene, wie z. B. Epstein-Barr-Virus (Serafini et al., 2007), als Zielstrukturen von

CDS8"-T-Zellen diskutiert.

1.7.1.2 PLP(45-53) spezifische humane CD8"-T-Zellen im Tiermodell der MS

Friese et al. erstellten ein transgenes Mausmodell fiir die Untersuchung der beiden
HLA-Klasse-I-Molekiile HLA-A3 und HLA-A2 sowie des humanen TZR 2DI in der
Pathogenese von MS (Friese et al., 2008). Der TZR 2D1 wurde aus CD8'-T-Zellen aus
dem Blut eines MS-Patienten isoliert und erkennt spezifisch die Aminosduren 45-53
von PLP (PLP(45-53)) in Zusammenhang mit HLA-A3 (Honma et al., 1997). Miuse,
die zweifach transgen fiir den TZR 2D1 sowie das risikobehaftete HLA-A3 (1.3) waren,
entwickelten spontan oder nach Immunisierung mit PLP(45-53) MS-dhnliche Symp-
tome. Bei dreifach transgenen Miusen, die zusétzlich das schiitzende HLA-A2 expri-
mierten (1.3), konnten hingegen keine Symptome beobachtet werden. Dies konnte
darauf zuriickgefiihrt werden, dass die autoreaktiven CD8'-T-Zellen durch negative
Selektion im Thymus entfernt wurden und der TZR 2D1 mit HLA-A2 kreuzreagiert.
Der TZR 2D1 erkennt jedoch PLP(45-53) nicht, wenn es von HLA-A2 présentiert wird.
Deshalb wird vermutet, dass die Deletion der 2D1 T-Zellen durch den Kontakt mit
bisher unbekannten autologen Peptiden im Komplex mit HLA-A2 erfolgte. Die grof3e
Ahnlichkeit der TZR-Bindungsoberflichen auf HLA-A3 und HLA-A2 unterstiitzen zu-
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dem diese Annahme (McMahon et al., 2011). Es wire also von grolem Interesse, das
unbekannte Antigen zu identifizieren, das im Kontext von HLA-A2 erkannt wird. Tat-
sdchlich konnten in unserer Arbeitsgruppe mdogliche Kandidaten identifiziert werden,
die vom TZR 2D1 auf HLA-A2 erkannt werden (Niedl, 2014). Von besonderem Inte-
resse sind hierbei Peptide der Proteine Echinoderm microtubule-associated protein-
like 5 (EMLS), DmX-like protein2 (DMXL2), Neurocan (NCAN) und
Glycerophosphocholine phosphodiesterase 1 (GPCPDI1), da diese sowohl in der Maus
als auch im Menschen vorkommen. Eine Validierung dieser Kandidaten steht jedoch

noch aus.

1.7.1.3 MAIT-Zellen in MS

Erste Hinweise auf eine Verbindung zwischen MAIT-Zellen und MS ergaben sich
durch eine Studie von Il1és et al., bei der Va7.2-Ja33"-T-Zellen innerhalb von Lisionen
im ZNS sowie in der Peripherie von MS-Patienten nachgewiesen wurden (Illés et al.,
2004). Spatere Arbeiten (Annibali et al., 2011; Miyazaki et al., 2011; Willing et al.,
2014) bestitigten diesen Befund. In einer CD8'-T-Zell-Repertoirestudie unserer Ar-
beitsgruppe wurde eine expandierte VB1'-T-Zellpopulation in Lisionen im Gehirn eines
MS-Patienten gefunden, deren VB1 -Kette neben der klassischen MAIT Va7.2-Ja33-
Kette mit den drei Va7.2-Jal6-, Va7.2-Ja24.2- und Va7.2-Ja58-Ketten exprimiert wird
(Held et al., 2015). Die TZR-Ketten konnten nicht nur zum Zeitpunkt des Krankheits-
beginns, sondern auch mehrere Jahre danach im Blut und im CSF nachgewiesen
werden. Diese Beobachtungen weisen auf eine Antigen-vermittelte Rekrutierung der T-
Zellen in Lésionen hin (Held et al., 2015). Die drei Va7.2-verwandten Ketten weisen er-
hebliche Ahnlichkeiten in ihrer CDR3 Region auf, verfiigen jedoch nicht iiber das kon-
servierte Try95a, das fiir die Vitamin B Metabolit-induzierte Aktivierung von klas-
sischen MAIT-Zellen auschlaggebend ist (Reantragoon et al., 2013). Es ist daher nicht
auszuschlieBen, dass die Aktivierung dieser MAIT-verwandten T-Zellen nicht durch
Vitamin B Derivate, sondern moglicherweise durch niedermolekulare Liganden oder

Peptide induziert wird.

1.7.2 Psoriasis
Psoriasis ist eine T-Zell-vermittelte, chronisch-entziindliche Erkrankung der Haut.
Weltweit sind 2-3 % der Bevdlkerung von der Krankheit betroffen. Psoriasis vulgaris

(PV) ist die haufigste Form der Psoriasis und zeichnet sich durch begrenzte, rotliche
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Plaques der Haut aus, die mit silbrig glinzenden Schuppen bedeckt sind (Perera et al.,
2012). HLA-C6 wird als Hauptrisikofaktor fiir die Erkrankung angesehen (1.3).
Diese HLA-Assoziation steht im Einklang mit der Beobachtung, dass T-Zellen an der
Immunpathogenese beteiligt sind (Prinz, 2003). CD4 -T-Zellen sind dabei primér in der
Dermis psoriatischer Lisionen zu finden, wihrend CD8"-T-Zellen iiberwiegend in der
Epidermis lokalisiert sind. Fiir die Induktion von PV sind die epidermalen CD8"-T-
Zellen ausschlaggebend (Conrad et al., 2007). Expandierte CD8"-T-Zell-Klone wurden
in der Epidermis nachgewiesen, die auf eine Aktivierung durch spezifische Antigene
schlieBen lassen (Chang et al., 1995; Kim et al., 2012a). Die TZR einiger dieser krank-
heitsrelevanten Klone konnten molekular charakterisiert werden (Kim et al., 2012a).
Einer dieser Klone war besonders interessant, da dieser ein unbekanntes Autoantigen
erkannte, das von Melanozyten prédsentiert wurde, vorausgesetzt diese exprimierten
HLA-C6. Es war also von groem Interesse, das Autoantigen dieses Va3S1Ja45.1-

VB13S1JB1.1 exprimierenden Klons zu identifizieren.
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1.8 Fragestellung

CD8"-T-Zellen wird eine herausragende Beteiligung an der Pathogenese von infek-
tiosen, neoplastischen und autoimmunen Erkrankungen zugesprochen. Die Spezifitét
dieser Zellen ist jedoch im Allgemeinen weitestgehend unbekannt. Dies ist iberwiegend
in der niedrig-affinen Wechselwirkung zwischen TZR und Antigen sowie in der Poly-
spezifitit des TZR begriindet. Vor Kurzem wurde in unserer Arbeitsgruppe eine
neuartige Technologie entwickelt, die eine Charakterisierung von CD8"-T-Zell Anti-
genen ermoglicht (1.4). Eine Identifizierung von Zielstrukturen krankheitsrelevanter T-
Zellen mittels dieser Technologie konnte erheblich zum Verstidndnis der Pathogenese
der jeweiligen Krankheit beitragen und die Grundlage fiir neue Therapien und Diagnos-

tika bilden.

Im Fokus der vorliegenden Arbeit standen daher die nachfolgenden Aufgaben:

* Validierung der Technologie durch Bestitigung der HLA-A2-restringierten
Epitope des autoreaktiven, im Tiermodell extensiv untersuchten TZR 2D1

(1.7.1.2) durch PECPL unabhéngige Methoden;

* Anwendung der Technologie zur Identifizierung von Antigenen des MAIT
verwandten TZR Va7.2Ja58-VB1JB2.3 (1.7.1.3) sowie des TZR Va3S1Ja45.1-
VB13S1Jp1.1 (1.7.2), die zum Verstdndnis der Pathogenese von MS bzw. PV

beitragen konnten;

* Optimierung und Standardisierung der Technologie durch:
- Quantifizierung von PECPL-Plasmiden pro APC,
- Etablierung von Transfektionsbedingungen zur Generierung von APC mit

definierter Anzahl an PECPL-Plasmiden.

19



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Die innerhalb dieser vorliegenden Arbeit flir Versuche und zur Analyse verwendeten

Geridte sind in Tabelle 1 unter Angabe des Modells sowie des Herstellers aufgelistet.

Tabelle 1: Verwendete Geriite

Gerit Modell Hersteller
Autoklav DX-150 Systec (Linden, D)
Durchflusszytometer FACSVerse™ Becton Dickinson (BD; Franklin

Elektrophoreseapparatur
Polyacrylamid

Agarose

ELISA-Plate-Reader

FPLC
Kontrolleinheit
UV-Detector
Pumpen

Geldokumentation
Polyacylamid
Agarose

Heizblock
Mikroskop

Objektive

CCD Kamera
Lichtquelle

XYZ-Tisch

Tischsteuerung

Nukleofektor

XCell SureLock™ Mini-Cell
Electrophoresis System

Pharmacia LKB-ECPS 3000/150

2™

Wallac 1420 VICTOR

LCC-501-Plus
Uvicord SD

Perfection 4990 Photo

Molecular Imager” Gel Doc™ XR
System

Quantity One" Basic Software
Alpha Innotech Alphalmager™

Thermomixer comfort

Wilovert S

AxioVert 200 M
Plan-Apochromat® 5x/0,16
Plan-Apochromat® 10x/0,45;
/0,17

Plan-Apochromat® 20x/0,8
CooISNAP HQ

LQ-HXP R 120

BioPrecision2

MAC 6000

4D-Nucleofector™ Core und X unit

Lakes, USA)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Werkstatt Max-Planck-Institut
(MPI) (Martinsried, D)

Amersham Pharmacia Biotech
(Uppsala, SWE)

Perkin Elmer (Waltham, USA)

Amersham Pharmacia Biotech

Epson (Suwa, JP)
Bio-Rad Labatories (Hercules,
USA)

Alpha Innotech (San Leandro,
USA)

Eppendorf (Hamburg, D)

Helmut Hund (Wetzlar, D)
Zeiss (Oberkochen, D)
Zeiss

Zeiss

Zeiss
Photometrics (Tucson, USA)
Leistungselektronik JENA (Jena, D)

Ludl Electronic Products
(Hawthrone, USA)
Ludl Electronic Products

Lonza (Basel, CH)

20



Material und Methoden

pH-Meter
Schiittelinkubator

Thermocycler

Ultraschallgerét
UV-Transilluminator

UV/Vis-Spektrometer

Wasseraufbereitungssystem
Werkbank

Zentrifugen

pH521
HT Multitron II

Applied Biosystems 7900HT Fast
Real-Time PCR System

TPersonal 48

Mastercycler” pro

Mastercycler

Sonifier 450
BL-312T
NanoDrop1000, NanoDrop2000

Milli-Q® Advantage A10

Optima™ XE 90K

Avanti” J-26 XP

Sprout Minizentrifuge
Centrifuge 5417R

Heraeus™ MegafugeTM 1.OR
PlateFuge™™ MicroCentrifuge

WTW (Weilheim, D)
Infors AG (Bottmingen, CH)

Applied Biosystems (Foster City,
USA)

Biometra (Goéttingen, D)
Eppendorf

Eppendorf

Branson (St. Louis, USA)
BIOS corporation

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Merck Millipore (Billerica, USA)
Werkstatt MPI

Beckman Coulter (Brea, USA)
Beckman Coulter

Biozym (Hessisch Oldendorf, D)
Eppendorf

Thermo Fisher Scientific
Benchmark Scientific (Edison,
USA)

2.1.2 Puffer und Losungen

Die innerhalb der vorliegenden Arbeit verwendeten Puffer und Losungen sind mit ihrer

jeweiligen Zusammensetzung in Tabelle 2 angegeben. Die dabei verwendeten Chemi-

kalien wurden mit dem Reinheitsgrad pro analysi von den nachfolgenden Firmen
bezogen: BD, Bio-Rad, Sigma-Aldrich (Sigma; St. Louis, USA), Merck/Biochrome
(Darmstadt, D), Carl Roth (Karlsruhe, D), Invitrogen/Life Technologies™ (Carlsbad,
USA) sowie AppliChem (Chicago, USA).

Tabelle 2: Verwendete Puffer und Losungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

6 x DNA Auftragspuffer

Biotinylierungspuffer

Coomassie-Férbelosung

co-RPMI

50 % (v/v) Glycerin (Carl Roth), 0,02 % (w/v) Bromphenolblau (Merck),
10 mM Tris-HCI (Sigma), 0,02 % (w/v) Xylencyanol (Bio-Rad)

0,1 M Tris-HC1 (pH 7,5) (Sigma), 0,2 M NaCl (Carl Roth), 5 mM MgCl,
(Sigma), 0,2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, geldst in 2-Propanol;
beide Sigma)

0,1 % (w/v) Coomassie” Brilliant Blue R-250
40 % (v/v) Methanol (Sigma), 10 % (v/v) Essigséure (Carl Roth)

2 mM L-Glutamin (Sigma), 10 % Fotales Kélberserum (FCS, Biochrome),
1 mM Natriumpyruvat (Invitrogen), 1 % Penicillin/Streptomycin
(Invitrogen), 1 x Nichtessenzielle Aminosduren (Invitrogen), RPMI-1640
(Sigma); gegebenenfalls wurde fiir Aufnahmen am Fluoreszenzmikroskop
RPMI-1640 Medium ohne Phenolrot (Biological Industries, Beit HaEmek,
IL) eingesetzt

(Bio-Rad),
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Einfriermedium
Entfarbeldsung
FACS Puffer

Harnstoff-Elutions-
Puffer (pH 8,0)

Harnstoff-Lyse-Puffer
(pH 8,0)

Harnstoff-Wasch-Puffer
(pH 8.,0)
IB-Puffer

IB-Wasch-Puffer

Injektionspuffer (pH 4,2)

Laufpuffer

LB Agar

LB Medium

Losung A:

Lyse-Puffer

Lysozym-Puffer
PBS

Riickfaltungspuffer
(pH 8,0)

SDS-Auftragspuffer
(reduzierend, 3 x)

SDS-Auftragspuffer
(nicht-reduzierend, 5 x)

Stopp-Losung
Triton-EDTA-Ldsung
Trypanblau-Lésung

10 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma) in FCS (Biochrome)
50 % (v/v) Methanol (Sigma), 7 % (v/v) Essigsédure (Carl Roth)

1 % FCS (Biochrome), PBS (s. u.)
gegebenenfalls wurde der Puffer mit einer 1:6.000 Verdiinnung an TO-
PRO®-3 Iodide (1 mM in DMSO, Life TechnologiesTM) versetzt

6 M Harnstoff (Merck), 50 mM NaH,PO, (Carl Roth), 300 mM NaCl (Carl
Roth), 250 mM Imidazol (Merck)

6 M Harnstoff (Sigma), 50 mM NaH,PO, (Carl Roth), 300 mM NaCl (Carl
Roth), 10 mM Imidazol (Merck)

6 M Harnstoff (Sigma), 50 mM NaH,PO, (Carl Roth), 300 mM NaCl (Carl
Roth), 20 mM Imidazol (Merck)

8 M Harnstoff (Sigma), 50 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (pH 6,5)
(Merck), 0,1 mM ETDA (Merck), 0,1 mM DTT (Sigma)

0,2M NaCl (Carl Roth), 1% Desoxycholsdure (w/v) (Sigma),
1 % IGEPAL"-CA-630 (v/v) (Sigma), 20 mM Tris-HCl (pH 7,5) (Sigma),
2 mM EDTA (Merck)

3 mM Guanidiniumchlorid 10 mM Natriumacetat

10 mM EDTA (Merck)
90 mM Tris-HCI (Sigma), 90 mM Borsédure (Sigma), 2 mM EDTA (Merck)

(Merck), (Sigma),

LB Medium mit 1,5 % (w/v) Bacto™™ Agar (BD),
autoklaviert, mit 100 pg/ml Ampicillin (Sigma) versetzt und in sterile
Plastikschalen gegossen

0,1 % (w/v) NaCl (Carl  Roth), 0,05 % (w/v) Hefeextrakt ~ (BD),
0,1 % (w/v) Bacto™ Tryptone (BD), autoklaviert; gegebenenfalls wurde das
Medium mit 100 pg/ml Ampicillin (Sigma) (= LBam, Medium) oder mit
1 % Glukose (Merck) versetzt

0,2 M NaOH (Merck), 2,5 % (w/v) SDS
0,025 % (w/v) CuSO4x 5SH,O(Merck), 0,05 % Na-Tartrat
2,5% (w/v) Na,CO; (Merck)

50 mM Tris-HC1 (pH 8,0) (Sigma),
1 mM EDTA (Merck)

(Carl Roth),
(AppliChem),

25 % Saccharose (w/v) (Merck),

10 mg/ml Lysozym (Sigma) in Lyse-Puffer

150 mM NaCl (Carl Roth), 8,4 mM Na,HPO, (Merck), 2 mM NaH,PO,
(Merck)

100 mM Tris-HCL, 0,4 mM L-Arginin, 5 mM reduziertes  Glutathion,
0,5 mM oxidiertes Glutathion, 100 mM PMSF (geldst in 2-Propanol; alle
Sigma), 2 mM EDTA (Merck)

0,15 M Tris-HC1  (pH 6,8) (Sigma), 15 % (w/v) SDS (Carl Roth),
5% (v/v) Glycerin (Carl Roth), 6 % (v/v) 3-Mercaptoethanol (Merck),
0,01 % (w/v) Bromphenolblau (Merck)

0,2 M Tris-HCl  (pH 6,8) (Sigma), 7,5 % (w/v) SDS (Carl Roth),

20 % (v/v) Glycerin (Carl Roth), 0,02 % (w/v) Bromphenolblau (Merck)
10 % FCS (Biochrome) in RPMI-1640 (Sigma)

0,5 % Triton X-100 (Carl Roth), 1 mM EDTA (Merck)

0,1 % Trypan Blue Solution (Sigma), 1 x PBS (Invitrogen)
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2.1.3 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterialien wie Pipettenspitzen, Messpipetten, Reaktionsgefile sowie

Zentrifugenr6hrchen wurden von den Firmen BD, Beckman Coulter, Eppendorf,

Corning Inc. (Corning, USA) und Biozym bezogen. Um die Adsorption von Proteinen

und DNA an Gefiwénde zu reduzieren, wurden Pipettenspitzen bzw. Reaktionsgefille

mit low binding Oberflichen-Technologie von Biozym bzw. Eppendorf verwendet.

Filterspitzen wurden eingesetzt, wenn Kontaminationen mit Aerosol gebundener DNA

vermieden werden sollten.

2.1.4 Reagenzien und kommerzielle Kits

In Tabelle 3 werden die Reagenzien und kommerziell erhéltlichen Kits unter Angabe

des Herstellers aufgelistet, die innerhalb dieser vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 3: Verwendete Reagenzien und kommerzielle Kits

Bezeichnung Hersteller

Agencourt” AMPure” XP Beckman Coulter

Asel (10.000 U/ml) NEW ENGLAND BioLabs (NEB, Ipswich,
USA)

DEPC behandeltes H,O Invitrogen

dNTP (10 mM) Qiagen (Venlo, NL)

EcoRI-HF® (20.000 U/ml) NEB

FuGENE"™ HD Transfection Reagent
iProof ™ High-Fidelity Master Mix
KAPA HiFi HotStart ReadyMix PCR Kit
Mfel (10.000 U/ml)

MinElute™ Gel Extraction Kit

Mouse IL-2 ELISA Ready-SET-Go!” Kit
Ndel (20.000 U/ml)

Nextera” Index Kit (96 indexes)

NuPAGE" MOPS SDS Running Buffer (20 x)

PBS, pH 7,4

pcDNA™3.1 Directional TOPO® Expression Kit

PCR Puffer (10x)

QIAamp” DNA Mini Kit

QIAprep” Spin Miniprep Kit
QIAquick” PCR Purification Kit
QuantiTect® Multiplex PCR Kit

Rapid DNA Dephos & Ligation Kit

SE Cell Line 4D-Nucleofector” X Kit L

SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard
Streptavidin, R-Phycoerythrin Conjugate

(1 mg/ml)

T4 DNA Ligase (1 U/ul)

T4 DNA Ligase Puffer (5 x)
Taq DNA Polymerase (5 U/ul)

Trypsin EDTA (1x) (0,05 %/0,025 % in PBS)

Promega (Madison, USA)
Bio-Rad

peqlab (Erlangen, D)

NEB

Qiagen

eBioscience (San Diego, USA)
NEB

Illumina (San Diego, USA)
Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Roche (Basel, CH)

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Roche

Lonza (Basel, CH)
Invitrogen

Life Technologies™

Invitrogen
Invitrogen
Roche

GE Healthcare (Chalfont St Giles, GB)
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2.1.5 Synthetische Peptide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten synthetischen Peptide wurden von Thermo
Fisher (Unterelchingen, D) mittels Fmoc-Festphasen-Technologie synthetisiert und
mittels HPLC gereinigt. Die Peptide wurden mit einer Reinheit von >95 % in lyo-
philisierter Form bezogen und ihre Aminosduresequenzen werden in Tabelle 4 aufge-
listet. Abweichend davon wies das Peptid T-lymphotrophic virus-2 protein (11-19)
(TAX(11-19)), das in Riickfaltungsexperimenten verwendet wurde, eine Reinheit von
> 85 % auf. Ferner wurde das Peptid Flu(58-66) von Stephan Ubel am MPI fiir
Biochemie in Martinsried zur Verfligung gestellt. Die Peptide wurden entsprechend

ithrer Loslichkeit in H,O oder DMSO gelost.

Tabelle 4: Verwendete synthetische Peptide

Bezeichnung Aminosiuresequenz
DMXL2(813-820) LIGEVFNI
DMXL2(812-820) KLIGEVFENI
M-DMXL2(813-820) MLIGEVENI
EML5(997-1004) MEGEVWGL
EML5(996-1004) HMEGEVWGL
M-EML5(997-1004) MMEGEVWGL
Flu(58-66) GILGFVFTL
Mimol LIGEVFVL
M-Mimol MLIGEVEVL
Mimo?2 LVGEVWGL
M-Mimo2 MLVGEVWGL
Mimo3 LLGEVFEL
M-Mimo3 MLLGEVFEL
GPCPDI1(15-22) LPGEVFAI
GPCPD1(14-22) LLPGEVFAI
M-GPCPD1(15-22) MLPGEVFAI
NCAN(257-264) LGGEVFYV
NCAN(256-264) ELGGEVFEYV
M-NCAN(257-264) MLGGEVFYV
TAX(11-19) LLFGYPVYV
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2.1.6 Primer

In Tabelle 5 werden die Primer sowie ihre Nukleotidsequenzen aufgelistet, die in der

vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

Alle Primer wurden von Metabion

(Martinsried, D) in geldster Form mit einer Konzentration von 100 pmol/pul bezogen.

Tabelle 5: Verwendete Primer

Bezeichnung Nukleotidsequenz
81-for 5Y-GAACTAAACCATGGCCAAGC-3'
81-rev 5Y-GCTACAATCAACAGCATCCC-3'

A02-Asel-for
Bom-Mfel-rev
Bom-Ndel-for
HLA-avi-rev

llu-for
Illu-rev

Nextera-for
Nextera-revl
Nextera-rev2

Nextera-rev3

P5

P7
pcDNA-2"-for-
TOPO
pcDNA-forl
pcDNA-rev3
T7 Prom

T7 Term

5Y-CGCGCATTAATATGGGCTCTCACTCCATGAGG-3’
5Y-GCGCCAATTGTTACATGTCTCGATCCCACTT-3"
5Y-CGCGCCATATGATGATCCAGCGTACTCCAAAGATTC-3’
5'Y-GCGCGAATTCTCATTCGTGCCATTCGATTTTCTGAGCCTCGAAGATGTCGTTC
AGGCCCCCGGGAGCTCCTCGAGAGAGCCCTCCCATCTCAGGGTGAGG-3’

5'Y-ACACUGACGACATGGUTCTACGAGUNNNNUNNNNUNNNNUCTTCACTAUAGGG
AGACCCAAGC-3’

5'-ACGGUAGCAGAGACTUGGTCGAUAGGCTUACCUTCGAAGG-3’

5'Y-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACACTGACGACATGGTTCTA
Cc-3’

5'Y-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCGCCTTAACGGTAGCAGA
GACTTGGTC-3’

5'Y-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTAGTACGACGGTAGCAGA
GACTTGGTC-3’

5'Y-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCTCAGGAACGGTAGCAGA
GACTTGGTC-3’

5Y-AATGATACGGCGACCACCGA-3'
5'Y-CAAGCAGAAGACGGCATACGA-3'

5'Y-CACCTCCGGCGCGCCACCATG-3"

5Y-CACTGCTTACTGGCTTATCG-3"
5Y-TGGTGATGGTGATGATGACC-3"
5Y-TAATACGACTCACTATAGGG-3'
5Y-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3"
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2.1.7 Plasmide
Die innerhalb der vorliegenden Arbeit verwendeten Plasmide sind unter Angabe ihrer

Eigenschaften und Herkunft in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Verwendete Plasmide

Bezeichnung Grofle Resistenzgene Anwendung Herkunft

fom-pET-21c(+) 57kb  amp" Expression von B,m in E. coli ~ Siehe 2.2.9

Bom-pHSE 9,1kb  amp", neo® Template fir die Pp,m K. Dornmair
kodierende Sequenz

HLA-A2-pET-21c(+) 6,3kb  amp® Expression von HLA-A2 in Siehe2.2.9
E. coli

HLA-A2-pHSE 9,2 kb amp®, neo® Template fiir die HLA- K. Dornmair

A*02:01 kodierende Sequenz;
Expression von HLA-A2 in
COS-7 Zellen

MRI1-pHSE 102kb  amp®, neo® Expression von MR1 in COS- K. Dornmair
7 Zellen

pcDNA-GPCPD1(15-22) 5,1 kb ampR, bls® Expression des Peptids K. Dornmair
GPCPDI1(15-22) in COS-7
Zellen

pcDNA-PLP(45-53) 5,1 kb amp®, bls® Expression des  Peptids K. Dornmair
PLP(45-53) in COS-7 Zellen

pcDNA-sGFP 51kb  amp®, bls® Expression von sGFP in K. Dornmair
COS-7 Zellen

pcDNArc-spacer 7,6 kb amp®, bls® Transfektionskontrolle fir K. Dornmair
COS-7 Zellen

PECPL 8X* 5,1 kb ampR, bls® PECPL, kodiert fir K. Dornmair
acht Aminosiuren lange
Peptide mit zufilliger
Zusammensetzung; siche
Abbildung 7

PECPL 9X* 5,1 kb ampR, bls® wie  PECPL 8X, kodiert K. Dornmair

jedoch fiir neun Aminoséure
lange Peptide mit zufdlliger
Zusammensetzung
pET-21c(+) 54kb  amp® Expressionsvektor fiir die Novagen
Klonierung von f,m- und
HLA-A2-pET-21c(+)
pQE-30-His6-GPCPD(1- 3,5kb amp® Expression von GPCPDI1(1- K. Dornmair
118)-V5 118) in E. coli

* PECPL 8X bzw. 9X (X= Aminosdure) wurden wie beschrieben generiert, indem die nachfolgenden
Sequenzen, die fiir randomisierte oktamere bzw. nonamere Peptide kodieren, in das Ascl/Notl verdaute
Plasmid pcDNArc-spacer eingefiigt wurden (Siewert et al., 2012). Bei der Klonierung verwendete Er-
kennungssequenzen der Restriktionsenzyme wurden angegeben.

PECPL 8X: GGCGCGCCACCATG(NNK)sTGAGCGGCCGC

PECPL 9X: GGCGCGCCACCATG(NNK)TGAGCGGCCGC

mit N=A,T,G oder C; K=G oder T; 4scl; Notl.
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2.1.8 Zelllinien

Eukaryotische Zelllinien, die innerhalb dieser vorliegenden Arbeit verwendet wurden,

sind in Tabelle 7 angegeben. Dariiber hinaus werden die Herkunft der verwendeten

Zellen sowie ihre jeweiligen Eigenschaften angegeben.

Tabelle 7: Verwendete Zelllinien

Zelllinie

Beschreibung

Herkunft

58-2D1-CD8-sGFP

58-Va2Jo21-
VPB15.1Jp2.7-CD8

58-Va7lall-
VPB15.1Jp2.7-CD8

58-Va3S1-VB13S1-CD8-
sGFP

58-IM22-CD8-sGFP

58-B7-CD8-sGFP

58-Ja58-CD8-sGFP

COS-7

COS-7-A2
COS-7-A3
COS-7-C6

580 f" Zellen, die den dualen TZR 2D1 (Vo2Jo21- und
Va7Jlall-VB15.1JB2.7), die humane CD8 a- und p-Kette
sowie sGFP unter der Kontrolle des NFAT Promoters
stabil exprimieren. Infolge einer Aktivierung des TZR
exprimieren die Zellen sGFP und sekretieren IL-2 in den
Zellkulturiiberstand.

58a B Zellen, die den TZR Va2Ja21-VB15.1JB2.7 sowie
die humane CD8 o- und p-Kette stabil exprimieren.
Infolge einer Aktivierung des TZR sekretieren die Zellen
IL-2 in den Zellkulturiiberstand.

58a B Zellen, die den TZR Va7Jall-VB15.1JB2.7 sowie
die humane CD8 o- und p-Kette stabil exprimieren.
Infolge einer Aktivierung des TZR sekretieren die Zellen
IL-2 in den Zellkulturiiberstand.

580" Zellen, die den TZR Va3S1Ja45.1-VB13S1Jp1.1
sowie die humane CD8 a- und p-Kette stabil exprimieren.
Infolge einer Aktivierung des TZR sekretieren die Zellen
IL-2 in den Zellkulturiiberstand.

58 Zellen, die den TZR JM22 (Val0.1Jod2-
VB171p2.7), die humane CD8 a- und p-Kette sowie sGFP
unter der Kontrolle des NFAT Promoters stabil
exprimieren. Infolge einer Aktivierung des TZR
exprimieren die Zellen sGFP.

580" Zellen, die den TZR B7 (Val7.2Ja54-
VB12.3J32.7), die humane CD8 a- und p-Kette sowie
sGFP unter der Kontrolle des NFAT Promoters stabil
exprimieren. Infolge einer Aktivierung des TZR
exprimieren die Zellen sGFP und sekretieren IL-2 in den
Zellkulturiiberstand.

580" Zellen, die den TZR Va7.2Ja58-VP1p2.3, die
humane CD8 o- und p-Kette sowie sGFP unter der
Kontrolle des NFAT Promoters stabil exprimieren. Infolge
einer Aktivierung des TZR exprimieren die Zellen sGFP.
Adhirente  Zelllinie aus Nierenzellen afrikanischer
Griinmeerkatzen, die mit SV40 transformiert wurden.

COS-7 Zellen, die das HLA-A*02:01 stabil exprimieren.
COS-7 Zellen, die das HLA-A*03:01 stabil exprimieren.
COS-7 Zellen, die das HLA-C*06:02 stabil exprimieren.

K. Dornmair

M. Friese

M. Friese

K. Dornmair

K. Dornmair

K. Dornmair

K. Dornmair

ATCC® CRL-
1651™  und
DSMZ

K. Dornmair
K. Dornmair
K. Dornmair
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2.2 DNA basierte Methoden

2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden durch Agarose-Gelelektrophorese gemédf ihrer Grofe in einer
Gelmatrix aufgetrennt. Abhédngig von der erwarteten Grofle entsprechender DNA-
Fragmente wurden 0,9-2,5 % (w/v) Agarose (Biozym) in 1 x TBE Puffer durch Erhitzen
gelost. Um eine Detektion der DNA-Fragmente unter UV-Licht zu ermdglichen, wurde
die Agarose-Losung mit einem DNA-interkalierenden und UV-absorbierenden Farb-
stoff versetzt. Dazu wurde die Agarose-Ldsung, bevor sie in die entsprechende Elektro-
phoreseapparatur (Volumen: 40 und 200 ml) gegossen wurde, mit 0,5 pg/ml Ethidium-
bromid (Carl Roth) oder mit peqGREEN (peqlab) gemif3 Herstellerangaben versetzt. Zu
den DNA-Proben wurde ein entsprechendes Volumen an 6 x DNA Auftragspuffer
hinzugefiigt, bevor sie auf die Agarose-Gelmatrix aufgetragen wurden. Die Elektro-
phorese erfolgte in Laufpuffer bei 120 V fiir 40 ml bzw. 180 V fiir 200 ml Gele fiir
30 bis 60 min. Die GroBe der DNA-Fragmente wurde bestimmt, indem 50 bp (peqlab)
und 1 kbp DNA-Léngenstandards (NEB) parallel mitgefiihrt wurden.

2.2.2 DNA-Konzentrationsbestimmungen

Die Konzentration von DNA-Proben wurde gemdf dem Absorptionsmaximum der
DNA bei 280 nm unter Verwendung eines UV/Vis-Spektrometers bestimmt. Dariiber
hinaus wurde die Konzentration teilweise nach Auftrennung der DNA-Fragmente durch
Agarose-Gelelektrophorese abgeschitzt, indem die Intensitit der jeweiligen Bande unter
einem UV-Transilluminator mit der eines mitgefiihrten DNA-Standards in Relation

gesetzt wurde (2.2.1).

2.2.3 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

PCR-Produkte sowie durch Restriktionsenzyme geschnittene Plasmide wurden nach
Durchfiihrung einer Agarose-Gelelektrophorese (2.2.1) mit einem Skalpell unter einem
UV-Transilluminator aus der Gelmatrix ausgeschnitten. Die DNA-Fragmente wurden
aus der Gelmatrix unter Verwendung des MinElute™ Gel Extraction Kit gemi Her-
stellerangaben extrahiert. Die Elution erfolgte dabei im Allgemeinen mit 12 pl EB
Puffer. Die Proben fiir NGS wurden dagegen in 20 pl EB Puffer eluiert.

2.2.4 Reinigung von DNA-Fragmenten
PCR-Produkte sowie durch Restriktionsenzyme geschnittene DNA-Fragmente wurden

mit dem QIAquick® PCR Purification Kit gemiB Herstellerangaben gereinigt. PCR-
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Produkte fiir NGS wurden mit Agencourt” AMPure® XP beads im Volumenverhiltnis
von 1:1 gemdB Herstellerangaben gereinigt. Abweichend davon wurde in den Wasch-

schritten 80%iger Ethanol verwendet.

2.2.5 Prazipitation von DNA durch Ethanol

Geringe DNA-Mengen aus Ligationsansdtzen wurden mit Ethanol prizipitiert. Die
Ligationsansitze wurden zundchst mit 20 pg Glykogen (Roche) als Triager-DNA sowie
mit 2 pl Pellet Paint® Co-Precipitant (Merck) zur Farbung des Prizipitats versetzt.
AnschlieBend wurden die Proben mit 1/10 Volumen an 3 M Natriumacetat (Merck)
gemischt, bevor die Prizipitation durch Zugabe des 2,5 fachen Volumens an Ethanol
(absolut, Sigma) und einer Inkubation von 30 min bei -80 °C erfolgte. Nach Zentri-
fugation der Ansétze bei 4 °C, 20.817 x g fiir 1 h wurden die DNA-Sedimente zweimal
mit jeweils 200 pl Ethanol (80 %) gewaschen, um mitgefallte Salze zu entfernen. Die
gewaschenen DNA-Sedimente wurden an der Luft getrocknet und mit 2 pl H,O

resolubilisiert.

2.2.6 Mutagenese-PCR

Fir die Klonierung der Plasmide P.m- sowie HLA-A2-pET21c(+) wurden die je-
weiligen Sequenzen, die fiir §,m sowie fiir die zytoplasmatische Doméne des HLA-A2-
Molekiils kodieren (2.2.9), durch eine Mutagenese-PCR N- und C-terminal mit den
Erkennungssequenzen fiir Ndel/Mfel (fom) bzw. Asel/EcoRl (HLA-A2) verlidngert. Die
Sequenz der zytoplasmatischen HLA-Doméne wurde dabei zudem C-terminal durch
einen GS Linker mit einer BirA Biotinylierungssequenz (LERAPGGLNDIFEAQKIEW
HE) verbunden. Als Template fiir die Sequenzen, die fiir die beiden Proteine kodieren,
dienten die Plasmide f,m- und HLA-A2-pHSE. Der Ansatz der Mutagenese-PCR
enthielt 0,5 pg Template, 1 x PCR Puffer, 200 uM dNTPs, 5 U Taq Polymerase sowie
0,5 uM der nachfolgenden Primer: Bom-Ndel-for/B.m-Mfel-rev fiir fom bzw. A02-Asel-
for/HLA-avi-rev fiir HLA-A2 (finales Volumen: 100 pl). Die Amplifizierung erfolgte
unter den nachfolgenden Bedingungen: 3 min bei 94 °C fiir einen Zyklus; 1 min bei
94 °C, 1 min bei 56 °C und 1 min 30 sec bei 72 °C fiir 30 Zyklen; 10 min bei 72 °C fiir

einen Zyklus.

2.2.7 Enzymatischer Verdau von DNA-Fragmenten
DNA-Fragmente oder Plasmide wurden mit Restriktionsenzymen von NEB gemif

Herstellerangaben geschnitten. Um Star-Aktivitét zu verhindern, erfolgte der Verdau bei
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37 °C fiir hochstens 16 h. Die beiden Restriktionsschnittstellen der Mutagenese-PCR-
Produkte (2.2.6) sind > 100 bp voneinander lokalisiert, sodass ein gleichzeitiger Verdau
mit den entsprechenden Restriktionsenzymen erfolgte. Der Expressionsvektor pET-
21c(+) wurde zundchst mit EcoRI-HF® und nach Hitzeinaktivierung (65 °C fiir 20 min)
mit Ndel geschnitten. Die geschnittenen DNA-Fragmente wurden anschlieend

gereinigt (2.2.3 und 2.2.4).

2.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Die gereinigten und Ndel/Mfel- bzw. Asel/EcoRI-geschnittenen Mutagenese-PCR-
Produkte von f,m bzw. HLA-A2 wurden im molaren Verhédltnis von 3:1 in den
gereinigten Ndel/EcoRlI-linearisierten Expressionsvektor pET-21c(+) ligiert (2.2.7). Die
Ligation erfolgte mit der T4 DNA Ligase gemdll Herstellerangaben. Hierflir wurden
100 ng dephosphorylierter Vektor in einem 20 pl Ligationsansatz eingesetzt und
30 min bei RT inkubiert. Der Vektor wurde mit dem Rapid DNA Dephos & Ligation
Kit gemiB3 Herstellerangaben dephosphoryliert, um mdgliche Eigenligationen des

Vektors zu reduzieren.

2.2.9 Klonierung von HLA-A2- und ,m-pET-21c¢(+)

Fiir die Riickfaltung von Peptid:HLA-A2:B,m-Komplexen wurden die Sequenzen, die
fiir Bom sowie fiir die zytoplasmatische Doméne des HLA-A2-Molekiils (Amino-
sduren 1 bis 275) kodieren, aus den Plasmiden ,m- sowie HLA-A2-pHSE erhalten und
in den Expressionsvektor pET-21¢c(+) eingefiigt (Sequenzen siehe Appendix I). Die
Sequenz der zytoplasmatischen HLA-Doméne wurde dabei zudem C-terminal durch
einen GS Linker mit einer BirA Biotinylierungssequenz verbunden. Hierfiir erfolgten
Mutagenese-PCR mit den A02-Asel-for/HLA-avi-rev bzw. Bom-Ndel-for/B,m-Mfel-rev
Primer (2.2.6). Die gereinigten PCR-Produkte wurden mit den Restriktionsenzymen
Asel/EcoRl (HLA-A2) bzw. Ndel/Mfel (Bom) geschnitten und erneut gereinigt, bevor
sie in den dephosphorylierten, Ndel/EcoRI-geschnittenen Expressionsvektor pET-
21c(+) ligiert wurden (2.2.7 und 2.2.8). Die beiden dabei erhaltenen Plasmide wurden
mittels Hitzeschock in One Shot® BL21(DE3) E. coli (Invitrogen) transformiert (2.3.1).
Die Sequenz der beiden Plasmide wurde mittels Sanger-Sequenzierung unter
Verwendung der T7 Prom und T7 Term Primer bestétigt (2.2.12). Die Plasmid-DNA

wurde hierfiir aus den E. coli-Kulturen isoliert (2.2.11).
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2.2.10 DNA Isolierung von transfizierten und nicht transfizierten COS-7 Zellen

Die DNA von transfizierten und nicht transfizierten COS-7 Zellen wurde mit dem
QIAamp® DNA Mini Kit gemiB Herstellerangaben isoliert. Die Elution der DNA
erfolgte in AE Puffer, sodass eine finale Zellkonzentration von 5.000 Zellen/ul vorlag.
Fiir die weitere Verwendung wurden die Proben 1:10 in DEPC behandeltem Wasser

verdiinnt.

2.2.11 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Kulturen (Volumen: 2 ml) erfolgte gemal3
Herstellerangaben mit dem QIAprep® Spin Miniprep Kit, das auf dem Prinzip der
alkalischen Lyse beruht.

2.2.12 Sequenzierung von DNA-Proben

Die Sequenzierung von DNA-Proben erfolgte von dem Sequenzierservice der LMU
Miinchen an der Fakultit fiir Biologie unter Anwendung des Protokolls ,,Cycle,
Clean & Run (BigDye v3.1)“. Die dabei erhaltenen Sequenzen wurden mit der Software
,,Chromas Lite 2.1.1* von Technelysium Pty Ltd. (South Brisbane, AU) analysiert. NGS
erfolgte von IMGM Laboratories GmbH (Martinsried, D) unter Verwendung des
Llumina MiSeq® next generation sequencing system* sowie der ,,2 x 150 bp paired
end v2 read chemistry*. Dafiir wurden die drei zu analysierenden Proben nach Quanti-
fizierung und Qualitdtskontrollen durch IMGM Laboratories GmbH dquimolar ver-
einigt. 3 pM des vereinigten Ansatzes wurden mit 20 % PhiX control library versetzt,
bevor der Ansatz auf die MiSeq” flow cell geladen wurde und die Sequenzierung

erfolgte.
2.3 Mikrobiologische Methoden

2.3.1 Transformation von E. coli

2.3.1.1 Transformation durch Hitzeschock

Die Plasmide HLA-A2- und f,m-pET-21¢(+) wurden durch Hitzeschock in ,,One Shot®
BL21(DE3) E. coli cells* (Invitrogen) transformiert. Dazu wurden die E. coli Zellen auf
Eis aufgetaut und mit 2 pl Ligationsansatz (2.2.8) versetzt. Nach einer Inkubationszeit
von 30 min auf Eis erfolgte der Hitzeschock der Bakterien fiir 30 sec bei 42 °C im
Wasserbad. Die Zellen wurden fiir weitere 2 min auf Eis inkubiert, bevor 250 pl S.O.C.

Medium (Invitrogen) hinzugefiigt wurden. Die transformierten Bakterien wurden fiir

31



Material und Methoden

1 h bei 37 °C im Schiittelinkubator inkubiert und anschliefend auf LB Agar bei 37 °C
kultiviert.

Das Plasmid pQE-30-His6-GPCPD(1-118)-V5 wurde in ,MAX Efficiency”
DH50F’ IQ™ Competent Cells* (Invitrogen) transformiert. Der Hitzeschock erfolgte

dabei wie zuvor beschrieben.

2.3.1.2 Transformation durch Elektroporation

,ElectroMAX™ DH10B™ T1 Phage-Resistant Competent Cells* (Invitrogen) wurden
mit prézipitierten Ligationsansdtzen durch Elektroporation transformiert. Hierzu wurden
die E. coli Zellen auf Eis aufgetaut und 20 pl der Bakterien zu 2 pl resolubilisiertem
Ligationsansatz (2.2.8) hinzugefiigt. Der Transformationsansatz wurde dann in eine
vorgekiihlte Gene Pulser” Elektroporationskiivette mit 0,1 cm Elektrodenabstand (Bio-
Rad) iiberfiihrt. Die Transformation erfolgte mit dem Gene Pulser ® (Bio-Rad) unter
den nachfolgenden Bedingungen: 2,0 kV, 25 uF und 200 Q. Die transformierten Zellen
wurden im direkten Anschluss mit 1 ml S.0.C. Medium (Invitrogen) versetzt und im
Schiittelinkubator bei 37 °C fiir 1 h inkubiert. Um die Anzahl an Bakterienklonen zu
bestimmen, wurden zuvor definierte Volumina der Bakteriensuspensionen auf LB Agar
bei 37 °C kultiviert, bevor die restliche Bakteriensuspension in 20 ml LBsm, Medium

uber Nacht bei 37 °C kultiviert wurde.

2.3.2 Expression von HLA-A2 sowie B.m in E. coli

Die Expression von HLA-A2 sowie B,m erfolgte wie beschrieben (Altman and Davis,
2003). Einzelkolonien der transformierten BL21(DE3) E. coli (2.3.1.1) wurden in
5 ml LB Medium kultiviert, jeweils 500 ml LBAm, Medium, 1 % Glucose wurden mit
diesen beimpft, iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt und anschlieBend bei 5.000 x g fiir
10 min zentrifugiert, um die Glucose zu entfernen. Die resuspendierten Zellsedimente
wurden zu jeweils 37 °C warmen LBamp, Medium (51) hinzugefiigt. Nach einer
Inkubation der Bakteriensuspension von ca. 30 min bei 37 °C im Schiittelinkubator
(optische Dichte bei 600 nm (ODgoonm): 0,6-1,0) wurde die Proteinexpression durch
1 mM Isopropylthio-B-Galaktosid (IPTG, Carl Roth) induziert. Die Bakterien wurden
nach weiteren 4 him 37 °C Schiittelinkubator durch Zentrifugation bei 5.000 x g fiir
10 min sedimentiert und bei -20 °C aufbewahrt.
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2.3.3 Expression von GPCPD1(1-118) in E. coli

Fir die Expression der Proteindomdne GPCPDI(1-118) wurden die DH50F’IQ™
E. coli Bakterien, die mit pQE-30-His6-GPCPD(1-118)-V5 transformiert wurden
(2.3.1.1), in 50 ml LBamp Medium, 1 % Glucose iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Die
Bakteriensuspension wurde bei 5.000 x g fiir 10 min zentrifugiert, um die Glucose zu
entfernen. Das Zellsediment wurde in 500 ml LBam, Medium resuspendiert und die
Expression von GPCPD1(1-118) wurde nach einer Inkubation von 30 min bei 37 °C im
Schiittelinkubator mit 1 mM IPTG induziert. Die Bakterienzellen wurden fiir 4 h bei
37 °C geschiittelt, durch Zentrifugation bei 5.000 x g fiir 10 min sedimentiert und bei
-20 °C aufbewabhrt.

2.4 Protein basierte Methoden

2.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration einer Probe erfolgte gemill Peterson, 1977
und beruht auf der Methode von Lowry et al., 1951. 100 pl der zu analysierenden Probe
wurden mit 100 pl Losung A gemischt und 10 min bei RT inkubiert. Der Ansatz wurde
mit 50 pl einer 1:6 Verdiinnung an Folin & Ciocalteus Phenol Reagenz (Sigma) ver-
setzt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei RT wurden 100 pl des Ansatzes in ein
Well einer 96-Well-Platte iiberfiihrt und dessen ODgoonm mit dem ELISA Reader
bestimmt. In einem Parallelansatz wurden Proteinstandards mit definierten Konzen-
trationen an BSA (20, 40, 60, 80, 100, 120 sowie 140 pg/ml; Sigma) mitgefiihrt, um
eine Standardkurve zu erstellen. Als Blindwert wurde das Vehikel gemessen, in dem
das zu analysierende Protein geldst wurde. Der gemessene ODgoo nm-Wert der zu analy-
sierenden Probe wurde anschlieBend in Relation zur Standardkurve gesetzt, um die

Proteinkonzentration der Probe zu berechnen.

2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fiir die Auftrennung der Proteine geméf ihrem Molekulargewicht wurde eine SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese ~ (SDS-PAGE)  durchgefiihrt. Hierfiir =~ wurden
NuPAGE® Novex® 12 % Bis-Tris Protein Gele (1.0 mm, 12 Well, 8 cm x 8 cm;
Invitrogen) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte in 1x NuPAGE® MOPS SDS
Running Buffer bei 120 V fiir 90 min. Das Molekulargewicht der Proteine wurde
bestimmt, indem der SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard parallel mitgefiihrt

wurde. Die Auftrennung der Proteine erfolgte unter reduzierenden und nicht-reduzieren-
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den Bedingungen. Unter nicht-reduzierenden Bedingungen wurde die Probe mit
5 x nicht-reduzierenden SDS-Auftragspuffer versetzt, wihrend sie unter reduzierenden
Bedingungen mit 3 x reduzierenden SDS-Auftragspuffer versetzt und zur vollstdndigen
Denaturierung zudem bei 95 °C fiir 5 min inkubiert wurde. Die Proben wurden bei

20.817 x g fiir 5 min zentrifugiert, bevor sie auf das Gel aufgetragen wurden.

2.4.3 Proteinfirbung mit Coomassie® Brillant Blau
Fiir die Detektion und das Fixieren von Proteinen in der Gelmatrix nach einer SDS-
PAGE wurden die Polyacrylamidgele fiir 30 min mit Coomassie-Férbelosung geférbt.

Unspezifische Hintergrundfarbungen wurden mit Entférbelosung entfernt.

2.4.4 Reinigung der Proteindomine GPCPD1(1-118) aus E. coli

Die Reinigung der rekombinanten Proteindomiane GPCPD1(1-118) aus DH5aF’1IQ™
E. coli Bakterien erfolgte iiber das N-terminale Hisec-Peptid des Proteins durch Nickel-
Chelat-Affinititschromatographie gemiB dem ,,The QlAexpressionist’™ System
(Qiagen). Das Bakteriensediment, das die Proteindoméne enthilt (2.3.3), wurde aufge-
taut und die Bakterienzellen durch Zusatz von 100 ml Harnstoff-Lyse-Puffer und einer
15-miniitigen Exposition im Ultraschall lysiert. Das Lysat wurde bei 20 °C,
10.000 x g fiir 1 h zentrifugiert. Der Uberstand, der die Proteindomine enthilt, wurde
mit einer Flussrate von 1,5 ml/min auf eine Luer-Lock-Saule (1,5 x 10 cm) mit Ni-
NTA-Agarose (Qiagen, Volumen: 5 ml) geladen. Die verwendete Ni-NTA-Agarose
wurde zuvor mit Harnstoff-Lyse-Puffer dquilibriert. Unspezifisch gebundene Proteine
wurden durch Waschen der Sédule mit 50 ml Harnstoff-Wasch-Puffer entfernt. Die
Elution von GPCPDI1(1-118) erfolgte an der Fast Protein Liquid Chromatography
(FPLC)-Apparatur mit UV-Detektor durch Harnstoff-Elutions-Puffer. Hierfiir wurden
die beiden Pumpen der FPLC-Apparatur mit Wasser gespiilt, bevor eine der Pumpen
mit Harnstoff-Wasch-Puffer und die andere mit Harnstoff-Elutions-Puffer gefiillt
wurden. Die Sdule wurde nun an das FPLC-System angeschlossen und der vorherige
Waschschritt solange fortgesetzt, bis keine Detektion von unspezifisch gebundenen
Proteinen bei 277 nm mit dem UV-Detektor erfolgte. AnschlieBend wurde die Siule mit
Harnstoff-Elutions-Puffer beladen und das Eluat mit dem gewlinschten Protein
gesammelt, dessen Absorption am UV-Detektor verfolgt wurde. Das Eluat wurde gegen
4 M Harnstoff (Sigma) mit 2 mM DTT (Sigma) dialysiert (Spectra/Por” Dialyse-
membran mit Molekulargewichtsausschlussgrofie (MWCO) von 12-14 kDa) und auf

eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt.
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2.4.5 Reinigung von Proteinen aus inclusion bodies

Die in Riickfaltungsexperimenten von Peptid:HLA-A2:B.m-Komplexen verwendeten
Proteine HLA-A2 und B,m wurden wie beschrieben aus inclusion bodies (IB) gereinigt
(Nagai and Thegersen, 1987). Hierflir wurden die Bakteriensedimente (2.3.2) in Lyse-
Puffer (4 °C) resuspendiert. Die Bakterienzellen wurden durch Zugabe von Lysozym-
Puffer fiir 30 min auf Eis lysiert. Zur Hydrolyse der DNA, die im Lysat vorlag, wurden
10 mM MgCl, (Merck), 1 mM MnCl, sowie 10 ug/ml DNasel (beide Sigma) zu dem
Lysat hinzugefiigt. Nach einer Inkubation von 30 min auf Eis wurde IB-Wasch-Puffer
hinzugegeben und der Ansatz zweimal bei 5.000 x g fiir 10 min zentrifugiert. Membran-
bestandteile, die neben den IB in den Sedimenten enthalten waren, wurden durch
zweimaliges Waschen mit Triton-EDTA-L6sung und anschlieBender Zentrifugation bei
5.000 x g fiir 10 min entfernt. Das Sediment mit den IB wurde wie beschrieben in IB-
Puffer geldst und fiir 30 min bei 150.000 x g zentrifugiert (Garboczi et al., 1992). Die
dabei erhaltenen Protein-Losungen wurden teilweise gegen 8 M Harnstoff (Sigma),
10 mM EDTA (Merck), 25 mM MES, pH 6,0 (Merck) mit 2 mM DTT (Sigma) und
anschlieend gegen denselben Puffer mit 0,1 nM DTT jeweils iiber Nacht bei RT
dialysiert (Spectra/Por® Dialysemembran, MWCO: 12-14 kDa). Die Protein-Losungen

wurden bei -80 °C aufbewabhrt.

2.4.6 Riickfaltung von Peptid:HLA-A2:[,m-Komplexen

Die Riickfaltung der heterotrimeren Peptid:HLA-A2:B.m-Komplexe wurde wie be-
schrieben durchgefiihrt (Altman and Davis, 2003) und erfolgte durch Verdiinnung von
denaturiertem HLA-A2 und f,m (2.4.5) in Riickfaltungspuffer in Gegenwart des
entsprechenden Peptids. Hierfliir wurden zundchst 24 pg/ml f,m und anschlieBend
31 pg/ml HLA-A2 (beide in Injektionspuffer aufgenommen) zu 4 °C gekiihltem Riick-
faltungspuffer hinzugefiigt, der 10 pg/ml Peptid enthielt. Der Riickfaltungsansatz wurde
fiir 24 h bei 4 °C inkubiert, bevor erneut die gleiche Menge an HLA-A2 hinzugesetzt
wurde. Nach ca. 40 h bei 4 °C wurde der Riickfaltungsansatz anschlieBend bei 4 °C,
200.000 x g fiir 1 h zentrifugiert, um prizipitiertes Protein zu entfernen. Der Uberstand
mit riickgefalteten Peptid:HLA-A2:B,m-Komplexen wurde mittels der Zentrifugen-
Ultrafiltrationseinheit ,,Amicon® Ultra-15“ (Ultracel®-10K, Merk Millipore) auf ein
Volumen von ca. 0,5-2 ml konzentriert. HLA-A2:f,m-Komplexe wurden in Gegenwart
der folgenden Peptide riickgefaltet: GPCPD1(15-22), DMXL2(813-820), EML5(997-
1004), NCAN(257-264), M-GPCPD1(15-22), M-DMXL2(813-820), M-EMLS5(997-
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1004) sowie M-NCAN(257-264). Als Kontrolle wurden die beiden HLA-A2 bindenden
Peptide Flu(58-66) sowie TAX(11-19) mitgefiihrt.

2.4.7 Enzymatische Biotinylierung von Peptid:HLA-A2:,m-Komplexen

Die riickgefalteten Peptid:HLA-A2:B,m-Komplexe (2.4.6) wurden mit der Biotin-
Ligase BirA (Avidity LLC, Aurora, USA) wie beschrieben biotinyliert (Altman and
Davis, 2003). Die riickgefalteten Komplexe aus 2.4.6 wurden zunichst gegen Bio-
tinylierungspuffer dialysiert (Dialysekapseln mit Spectra/Por® Dialysemembran,
MWCO: 12-14 kDa), bevor sie in Biotinylierungspuffer, der zusitzlich 0,4 mM Biotin
(gelost in 200 mM Tris-HCI (beide Sigma)), 5 mM ATP (Sigma) sowie 1,5 pg/ml BirA
enthielt, iber Nacht bei RT inkubiert wurden. Die Ansitze wurden mittels der
Zentrifugen-Ultrafiltrationseinheit ,,Amicon® Ultra-4* (Ultracel®-10K, Merk Millipore)
auf ein Volumen von ca. 0,5-1 ml konzentriert. Um freies Biotin und ATP zu entfernen,
wurden die Proben gegen 20 mM Tris-HCI (Sigma), 150 mM NacCl (Carl Roth), pH 8,0
iiber Nacht bei 4 °C dialysiert (Dialysekapseln mit Spectra/Por® Dialysemembran,
MWCO: 12-14 kDa).

2.4.8 Multimerisierung von biotinylierten M-GPCPD1(15-22):HLA-A2:$,m-
Komplexen mit Streptavidin

Die Multimerisierung der biotinylierten M-GPCPD1(15-22):HLA-A2:8,m-Komplexe

erfolgte wie beschrieben, indem die biotinylierten Komplexe (2.4.7) mit PE-konju-

giertem Streptavidin versetzt wurden (Altman and Davis, 2003). Abweichend davon

wurde das Volumen an eingesetztem PE-konjugierten Streptavidin so berechnet, dass

biotinylierte Peptid:HLA-A2:f,m-Komplexe im Verhdltnis von 4:1 gegeniiber Bin-

dungsstellen fiir Biotin vorlagen.
2.5 Methoden mit eukaryotischen Zellen

2.5.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen

Die in dieser vorliegenden Arbeit verwendeten eukaryotischen Zelllinien wurden in co-
RPMI bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Verschieden groe Gewebskulturflaschen
(BD) sowie Corning” Costar®-Flachboden-Mikrotiterplatten (Corning Inc.) wurden ver-
wendet. Alle nachstehenden Zentrifugationsschritte mit eukaryotischen Zellen erfolgten,
wenn nicht anders angegeben, bei 4 °C, 211 x g fiir 6 min.

Alle stabil transfizierten eukaryotischen Zelllinien wurden einem permanenten Antibio-
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tikaselektionsdruck ausgesetzt. COS-7 Zellen, die HLA-Klasse-I-Molekiile stabil expri-
mieren, wurden in co-RPMI kultiviert, das 1,5 mg/ml G418-Sulfat (Invitrogen oder
Santa Cruz) enthielt; 58-2D1-CD8-sGFP sowie 58-B7-CD8-sGFP Zellen wurden in co-
RPMI kultiviert, das 0,8 mg/ml G418-Sulfat und 3 pg/ml Blasticidin S (Invitrogen)
enthielt; 58-JM22-CD8-sGFP, 58-Ja58-CD8-sGFP sowie 58-Va3S1-VB13S1-CDS-
sGFP Zellen wurden in co-RPMI kultiviert, das 1,5 mg/ml G418-Sulfat, 0,3 mg/ml Hy-
gromycin B (Invitrogen), 1 pg/ml Puromycin (Biomol) sowie 3 pg/ml Blasticidin S

enthielt.

2.5.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fiir die Kryokonservierung wurden die eukaryotischen Zellen in Einfriermedium resus-
pendiert und in Kryordhrchen (Nunc® CryoTubes®, 1,8 ml, Thermo Fisher Scientific)
iiberfiihrt. Die Zellsuspension wurde unter Verwendung eines Nalgene® Mr. Frosty™
Gefrierbehilter (Thermo Fisher Scientific) langsam (1 °C/h) auf -80 °C gekiihlt. Nach
48 h wurden die Zellen fiir die Langzeitautbewahrung in fliissigen Stickstoff (-196 °C)
iiberfiihrt.

Fiir das Auftauen von Zellen wurden die Zellsuspensionen ziigig auf RT gebracht, in
5 ml co-RPMI iiberfiihrt und im direkten Anschluss zentrifugiert, um das zytotoxische
DMSO des Einfriermediums vollstindig zu entfernen. Das Zellsediment wurde dann in
co-RPMI resuspendiert. Je nach Bedarf wurde das Kultivierungsmedium nach einer

Kultivierungszeit von zwei Tagen mit Antibiotika versetzt (2.5.1).

2.5.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Lebendzellzahl wurde mittels einer Zdhlkammer (Neubauer Improved, Laboroptik,
Lancing, GB) bestimmt. Dazu wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit einem gleichen
Volumen an Trypanblau-Losung versetzt und in die Zdhlkammer tiberfiihrt. Trypanblau
ist ein anionischer Azofarbstoff, der in Zellen mit defekter Zellmembran eindringt und
ihr Zytoplasma blau farbt. In lebende Zellen, die eine intakte Zellmembran aufweisen,
kann sich dieser Farbstoff hingegen nicht einlagern. Die Lebendzellzahl wurde folglich

durch Zahlen ausschlieBlich farbloser Zellen unter dem Lichtmikroskop bestimmt.

2.5.4 Trypsinierung von adhirenten COS-7 Zellen
Die adhirenten COS-7 Zellen wurden mittels des proteolytischen Enzyms Trypsin von
den GefaBBwénden abgelost. Die Zellen wurden mit 1 x PBS (Invitrogen) gewaschen be-

vor sie mit 1 x Trypsin EDTA (4 ml/75 cm’® bzw. 10 ml/175 cm’® Kultivierungsflasche)
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versetzt wurden. Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei 37 °C wurde der Ansatz mit
dem doppelten Volumen an Stopp-Ldsung versetzt, um die Spaltung der extrazelluldren

Proteine durch Trypsin zu stoppen.
2.5.5 Transfektion von COS-7 Zellen mit PECPL- und HLA Plasmid-DNA

2.5.5.1 Transfektion mit FuGENE® HD

Fiir Aktivierungsversuche von 58-2D1-CDS8-sGFP, 58-Va2Ja21-VB15.1Jp2.7-CD8
und 58-Va7lall-VB15.1J82.7-CD8 Zellen wurden COS-7-A2 und -A3 Zellen mit
FuGENE" HD transient mit Plasmiden transfiziert, die fiir die Peptide PLP(45-53) und
GPCPDI1(15-22) kodieren. Dazu wurden jeweils 0,5 pg pcDNA-PLP(45-53) bzw.
pcDNA-GPCPD1(15-22) Plasmid-DNA pro Transfektionsansatz zu RPMI-1640 Me-
dium hinzugegeben (finales Volumen: 25 pl). Als Negativkontrolle wurde ein Trans-
fektionsansatz parallel mitgefiihrt, der 0,5 pg pcDNArc-spacer enthielt. Der jeweilige
Transfektionsansatz wurde mit 1,75 ul FuGENE® HD versetzt und gemischt. Nach
einer Inkubationszeit von 15 min bei RT wurde dieser Ansatz zu jeweils 1,5 x 10° COS-
7-A2 und -A3 Zellen hinzugegeben, die 4 h zuvor in einem Well einer 24-Well-Platte
ausgesét wurden.

Die Transfektion von COS-7-C6 Zellen mit Plasmid-DNA von klonierten PECPL-
Plasmiden isolierter APC oder von subpools erfolgte wie zuvor beschrieben.

Fiir die Quantifizierung der Anzahl an PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle wurden
COS-7 Zellen gemiB Herstellerangaben mit FuGENE® HD mit PECPL- und HLA-A2-
pHSE Plasmid-DNA transfiziert. Hierzu wurden 24 h vor der Transfektion
2x 10° COS-7 Zellen/Well einer 6-Well-Platte ausgesit. Jeweils 10 ng/ul HLA-A2-
pHSE sowie variierende Mengen an PECPL 8X Plasmid-DNA (10 ng/ul, 3,3 ng/ul,
1,0 ng/pl, 0,33 ng/ulund 0,10 ng/ul) wurden pro Transfektionsansatz zu RPMI-1640
Medium hinzugefiigt (finales Volumen: 100 ul). Der jeweilige Transfektionsansatz
wurde mit 7 pl FuGENE® HD versetzt, gemischt und 15 min bei RT inkubiert, bevor
dieser zu den COS-7 Zellen hinzugefiigt wurde. Dariiber hinaus wurden Transfektions-
ansétze mitgefiihrt, die neben der HLA-A2-pHSE Plasmid- und PECPL-DNA zusitz-
lich Heringssperma-DNA als Triger-DNA enthielten. Die Konzentration an Triger-
DNA entsprach der Differenz der eingesetzten Konzentration an PECPL-DNA im
Vergleich zum urspriinglichen Standardprotokoll (10 ng/ul PECPL). Als Negativkon-

trolle wurden im Allgemeinen Transfektionsansitze ohne Zusatz von FuGENE® HD zu
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den Zellen hinzugefiigt. Als Transfektionskontrolle wurden Transfektionsansidtze mit
entsprechender Konzentration an pcDNA-sGFP Plasmid-DNA mitgefiihrt.

Zur Identifizierung von potentiellen Antigenen des TZR Va7.2Ja58-VB1p2.3 wurden
COS-7 Zellen mit FuGENE® HD transient mit jeweils PECPL 9X sowie mit MRI-
pHSE Plasmid-DNA transfiziert. Hierfiir wurden 6 x 10° COS-7 Zellen in einer
3,5 cm Kultivierungsschale in 3 ml co-RPMI ausgesit und fiir 4 h kultiviert. Die Trans-
fektion erfolgte durch Zugabe eines Transfektionsansatzes, der 2 pg der entsprechenden
Plasmid-DNA in 125 pl RPMI enthielt. Der Transfektionsansatz wurde mit
8,75 ul FuGENE®™ HD (Roche/Promega) versetzt, gemischt und nach einer Inkubation
von 15 min zu den Zellen hinzugefiigt.

Zur Identifizierung von Mimotopen des TZR Va3S1Ja45.1-VB13S1JB1.1 erfolgte die
Transfektion von COS-7-C6 Zellen mit 2 pg PECPL 9X wie zuvor beschrieben.

2.5.5.2 Transfektion durch Nukleofektion

Fiir die transiente Transfektion von COS-7 Zellen mit PECPL- und HLA-A2-pHSE
Plasmid-DNA durch Nukleofektion wurde die Lebendzellzahl von trypsinierten COS-7
Zellen, die 24 h zuvor gesplittet wurden, bestimmt (2.5.3 und 2.5.4). 1 x 10° COS-7
Zellen pro Ansatz wurden bei 300 x g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
anschlieBend vollstdndig abgenommen. Zu 100 pl Nukleofektor Losung SE, die mit
supplement versetzt wurde und RT hatte, wurden 10 ng/pl HLA-A2-pHSE und ver-
schiedene Konzentrationen an PECPL 8X DNA (10 ng/pl, 1 ng/ul und 0,1 ng/pl) hin-
zugefiigt. Dariiber hinaus wurden Transfektionsansdtze mitgefiihrt, die neben der HLA-
A2-pHSE Plasmid- und PECPL-DNA zusitzlich mit Heringssperma-DNA als
Trager-DNA versetzt wurden. Die Konzentration an Triger-DNA entsprach der
Differenz der eingesetzten PECPL-Konzentration im Vergleich zum Standardprotokoll
(10 ng/ul PECPL). Als Transfektionskontrolle wurden parallel Transfektionsansétze mit
10 ng/pl, 1 ng/pulund 0,1 ng/pl pcDNA-sGFP Plasmid-DNA mitgefiihrt. Unmittelbar
vor der Nukleofektion wurden die COS-7 Zellen in der entsprechenden Nukleofektor-
DNA-L6sung resuspendiert und anschlieBend in eine Kiivette iiberfiihrt, die im
Nukleofektor Kit enthalten ist. Die Kiivette wurde in die entsprechende Vorrichtung der
4D-Nukleofektor™ X Unit positioniert und das Programm CM-130 durchgefiihrt. Nach
der Nukleofektion wurde die Zell-DNA-Suspension zunédchst 10 min bei RT inkubiert
bevor 500 pul 37 °C warmes co-RPMI hinzugefiigt wurden. Nach einer weiteren

Inkubationszeit von 10 min bei RT wurde der Ansatz mit einer Plastikpipette, die im
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Nukleofektor Kit enthalten ist, vorsichtig in eine 3,5 cm Kultivierungsschale iiberfiihrt,

die bereits 2 ml 37 °C warmes co-RPMI enthielt, und wie gewo6hnlich kultiviert.

2.5.6 Bestimmung der Transfektionseffizienz transfizierter COS-7 Zellen

Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz von FuGENE® HD oder Nukleofektion
(2.5.5) wurden COS-7 Zellen in Parallelansédtzen mit pcDNA-sGFP transfiziert und auf
ihre Expression von sGFP mit einem Fluoreszenzmikroskop (2.5.11) sowie mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Fiir die Durchflusszytometrie wurden die Zellen
zweimal mit 1 x PBS gewaschen, bevor sie in TO-PRO®-3-haltigem FACS Puffer
resuspendiert und anschlieBend mit dem FACSVerse'™ analysiert wurden. TO-PRO®-3
wurde hinzugesetzt, um tote Zellen zu detektieren und um ausschlieBlich lebende Zellen
zu analysieren. Fiir die Auswertung der Daten wurde das Programm FlowJoV7.6.4

(Tree Star Inc., Ashland, USA) verwendet.

2.5.7 Generierung von Makrophagen aus CD14"-Monozyten

Fiir die Generierung von Makrophagen aus CD14"-Monozyten wurden mononukleére
Zellen des peripheren Blutes (Peripheral Blood Mononuclear Cell; PBMC) aus dem
Blut eines HLA-A*02:01 homozygoten sowie eines HLA-A2 negativen, gesunden
Spenders eingesetzt. Die verwendeten PBMC wurden hierfiir freundlicherweise von
Kathrin Held nach Dichtegradientenzentrifugation von Blutproben der jeweiligen
Spender mit Ficoll zur Verfiigung gestellt. CD14'-Monozyten wurden unter Verwen-
dung von CD14 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D) gemal3 Her-
stellerangaben aus den PBMC isoliert. Die Differenzierung zu Makrophagen erfolgte
wie beschrieben durch Stimulation mit Monozytenkolonien-stimulierenden Faktor (M-
CSF) fiir acht Tage (Martinez et al., 2006). Hierfiir wurden 1,44 x10° CD14"-Mono-
zyten/Well einer 6-Well-Platte in 3 ml 37 °C warmes RPMI-1640 Medium ausgesiit,
das 20 % FCS und 100 ng/ml M-CSF (R&D Systems, Minneapolis, USA) enthielt.

2.5.8 Versuche zur Harnstoff-vermittelten Kreuzprisentation von GPCPDI1(1-
118) durch Makrophagen

Um zu tiberpriifen, ob Makrophagen die Proteindomidne GPCPD1(1-118) auf die Weise

prozessieren konnen, sodass dabei das antigene Peptid GPCPD1(14-22) entsteht, er-

folgten wie beschrieben Versuche zur Harnstoff-vermittelten Kreuzpridsentation mit der

Proteindomine (Barabas et al., 2008). Hierfiir wurden 2,5 x 10 differenzierte HLA-

A2"-Makrophagen (2.5.7) in einem Well einer 96-Well-Platte ausgesit, nachdem die
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Zellen zuvor durch eine Inkubationszeit von 25 min auf Eis von der Kultivierungsschale
abgelost und fiir 10 min bei 300 x g zentrifugiert wurden. Nach 24 h wurden die Zellen
iiber einen Zeitraum von ca. 28 h mit der Proteindoméne GPCPD1(1-118) inkubiert, die
in harnstoffhaltigem Vehikel gelost wurde (2.4.4), bevor ihr Aktivierungspotential
gegeniiber 6 x 10* 58-2D1-CD8-sGFP Zellen analysiert wurde (finale Konzentration:
15 pg/ml). Parallel dazu wurden die Makrophagen mit dem synthetischen Peptid
GPCPD1(14-22) als Positivkontrolle (finale Konzentration: 1,5 mM) sowie mit dem
harnstofthaltigem Vehikel als Negativkontrolle inkubiert. Dariiber hinaus wurden HLA-
A2 -Makrophagen (2.5.7) in Parallelansétzen als weitere Negativkontrollen mitgefiihrt.
Die Aktivierung von 58-2D1-CD8-sGFP Zellen wurde 16 h spéter analysiert (2.5.9.1).

2.5.9 Aktivierungsversuche mit T-Hybridomzellen

2.5.9.1  Aktivierungsversuche mit synthetischen Peptiden

Die Validierung von potentiell antigenen Peptiden, die durch PECPL identifiziert
wurden, erfolgte durch synthetisch hergestellte Peptide. Hierzu wurden zunichst
3 x 10 COS-7-A2 Zellen/Well einer 96 Well-Platte ausgesit und fiir 4 h kultiviert,
bevor 0,5 mM der zu untersuchenden synthetischen Peptide hinzugefiigt wurden. Nach
einer Inkubationszeit von 30 min wurden 3 x 10" T-Hybridomzellen mit den COS-7-A2
Zellen kokultiviert. Die T-Hybridomzellen wurden 16 h spéter unter einem Fluoreszenz-
mikroskop auf die Expression von sGFP untersucht (2.5.11). Dariiber hinaus wurde der
Zellkulturiiberstand auf IL-2 Sekretion mittels ELISA analysiert. Fiir alle Experimente
wurden Nunc-Immuno™ MaxiSorp™ 96-Well-Flachbodenplatten (Thermo Fisher
Scientific) und das Mouse IL-2 ELISA Ready-SET-Go!® Kit gemiB Herstellerangaben
verwendet. Die verwendeten Zellkulturiiberstinde wurden so verdiinnt, dass diese im

linearen Bereich des mitgefiihrten Standards lagen.

2.5.9.2  Aktivierungsversuche mit Peptid: HLA-A2:f,m-Komplexen

Zur Validierung von TZR Antigenen wurde das Aktivierungspotential von Peptid:HLA-
A2:f,m-Komplexen, die in einem zellunabhidngigen System in vitro riickgefaltet
wurden, gegeniiber T-Hybridomzellen in Aktivierungsversuchen untersucht. Die riick-
gefalteten und biotinylierten Peptid:HLA-A2:f.m-Komplexe (2.4.7) wurden in einem
Well einer Streptavidin-gekoppelten Mikrotiterplatte (Pierce® High Sensitivity

Streptavidin Coated Plates, Thermo Fisher Scientific) immobilisiert, das zuvor dreimal
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mit 1 x PBS gewaschen wurde. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei RT wurde
der Uberstand abgenommen und 1 x 10° T-Hybridomzellen hinzugefiigt. Die Aktivie-
rung wurde 16 h spéter analysiert (2.5.9.1).

2.5.9.3  Aktivierungsversuche mit Plasmid-kodierten Peptiden

Das Aktivierungspotential von Plasmid-kodierten Peptiden gegeniiber einem TZR
wurde untersucht, indem COS-7-A2 und-A3 Zellen mit den Plasmiden transient mittels
FuGENE® HD transfiziert wurden (2.5.5.1) und die Zellen 56 h nach der Transfektion
mit 1,5 x 10’ T-Hybridomzellen kokultiviert wurden. Die Aktivierung wurde 16 h spi-
ter analysiert (2.5.9.1).

2,594  Aktivierungsversuche mit PECPL zur Identifizierung von Mimotopen

Zur lIdentifizierung von Plasmid-kodierten Mimotopen erfolgten die Versuche der

Abschnitte 2.5.9.4.1-2.5.9.4.5 wie beschrieben (Siewert et al., 2012).

2.5.9.4.1 Identifizierung aktivierender APC

Zur Detektion von APC, die das Plasmid-kodierte Mimotop exprimieren und aufgrund
dessen die T-Hybridomzellen aktivieren, wurden COS-7 und COS-7-C6 Zellen transient
mit FuGENE® HD transfiziert (2.5.5.1) und 32 h und/oder 56 h nach der Transfektion
mit 1,5 x 10° T-Hybridomzellen in co-RPMI oder DNase-Medium kokultiviert. Die
APC wurden zuvor zweimal mit 1 x PBS gewaschen, um unspezifisch gebundene
PECPL-Plasmide von der Zellmembran zu entfernen. Die Kokultur wurde 16 h spéter
unter einem Fluoreszenzmikroskop analysiert (2.5.11). APC, die sich in direktem Kon-

takt mit aktivierten T-Hybridomzellen befanden, wurden isoliert (2.5.9.4.2).

2.5.9.4.2 Isolierung aktivierender APC

Einzelne Antigen-exprimierende COS-7-C6 Zellen wurden mit Glaskapillaren (Durch-
messer: 14 um, abgeschrigte Spitze; BioMedical Instruments, Z6llnitz, D) isoliert, die
in einen Mikroinjektor (CellTram® vario (Eppendorf) mit Mikromanipulator
LN 25 Mini Unit (Luigs & Neumann, Ratingen, D) als Steuereinheit) eingespannt
waren. Die Zellen wurden unmittelbar nach ihrer Isolierung in ein Reaktionsgefal} iiber-
fiihrt, das 7 pl NH; (25 %, Sigma) enthielt, und fiir 5 min bei 80 °C inkubiert, um die
Aktivitdt der DNase zu inhibieren. Die isolierten APC wurden bis zur Amplifizierung
und Klonierung der Peptid-kodierenden Sequenzen ihrer PECPL-Plasmide (2.5.9.4.3)
auf Eis aufbewahrt.
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2.5.9.4.3 Amplifizierung und Klonierung von Peptid-kodierenden Sequenzen der
PECPL-Plasmide isolierter APC

Die Amplifizierung der Peptid-kodierenden Sequenzen der PECPL-Plasmide isolierter
COS-7-C6 Zellen (2.5.9.4.2) erfolgte durch PCR. Um NHj; aus den Reaktionsgefiflen
mit den isolierten Zellen zu verfliichtigen, wurden die Gefdaf3e bei RT unter einer Werk-
bank fiir 30 min gedffnet, die zuvor mit UV bestrahlt wurde. Die Proben wurden mit
PCR-Mix versetzt, sodass pro finalem Ansatz 1x iProof ™ High-Fidelity Master Mix,
0,5 uM pcDNA-2nd-for-TOPO und 0,5 uM pcDNA-rev3 vorlagen (finales Volumen:
100 pl). Die Amplifizierung erfolgte unter den nachfolgenden Bedingungen: 3 min bei
98 °C fiir einen Zyklus; 20 sec bei 98 °C, 20 sec bei 56 °C und 30 sec bei 72 °C fiir
40 Zyklen; 10 min bei 72 °C fiir einen Zyklus. Die dabei erhaltenen PCR-Produkte
wurden anschlieBend gereinigt (2.2.4) und jeweils 1 ng gereinigtes PCR-Produkt in den
pcDNA™3.1D/V5-His-TOPO® Vektor des pcDNA™3.1  Directional TOPO®
Expression Kit gemdll Herstellerangaben ligiert. Die Ligationsprodukte wurden durch
Ethanol prizipitiert (2.2.5), bevor sie in den E. coli-Stamm DHI10B™ transformiert
wurden (2.3.1.2).

2.5.9.4.4 Reaktivierungsversuche mit PECPL-Plasmiden isolierter APC und
subpools
Klonierte PECPL-Plasmide isolierter APC sowie subpools wurden auf das Vorhanden-
sein des Plasmid-kodierten Mimotops untersucht, indem ihr Aktivierungspotential
gegeniiber dem TZR Va3S1Ja45.1-VB13S1JB1.1 analysiert wurde. Hierzu wurde die
Plasmid-DNA aus subpools (2.5.9.4.5) oder E. coli Zellen isoliert (2.2.11), die mit
klonierten PECPL-Plasmiden isolierter APC transformiert wurden (2.5.9.4.3). COS-7-
C6 Zellen wurden anschlieBend transient mit der isolierten Plasmid-DNA transfiziert
(2.5.5.1). 32h und 56 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit 2,5 x10° 58-
Va3S1-VB13S1-CD8-sGFP Zellen kokultiviert. Die Kokultur wurde nach 16 h auf akti-
vierte T-Hybridomzellen untersucht (2.5.11), die auf die Prasenz des Plasmid-kodierten

Mimotops in den klonierten PECPL-Plasmiden bzw. subpools hinweisen.

2.5.9.4.5 Anreicherung und Identifizierung des Plasmid-kodierten Mimotops

Unter der Annahme, dass sich ein Plasmid des Plasmid-kodierten Mimotops unter den
klonierten PECPL-Plasmiden isolierter APC befindet (2.5.9.4.4), wurde das Plasmid-
kodierte Mimotop in sogenannten subpools angereichert. Ein subpool bestand dabei aus

30 LBamp-Fliissigkulturen, die jeweils 1/10 der urspriinglichen Anzahl der Bakterien-
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klone (2.3.1.2) bzw. des vorherigen subpools enthielten. Subpools wurden auf ihr Akti-
vierungspotential gegeniiber 58-Va3S1-VB13S1-CD8-sGFP Zellen getestet (2.5.9.3).
Aktivierten PECPL-Plasmide einer Fliissigkultur den TZR, so wurde ausgehend von
dieser ein weiterer subpool erzeugt. Die Generierung von subpools wurde so lange fort-
gefiihrt, bis Fliissigkulturen mit einzelnen Bakterienklonen erhalten wurden. Plasmid-
DNA der positiv getesteten Fliissigkultur des Einzelklons wurde mit dem Primer
pcDNA-for-1 sequenziert (2.2.12), um die Sequenz des Plasmid-kodierten Mimotops zu
erhalten.

Anmerkung: Die Bestimmung der Anzahl der Bakterienklone einer Fliissigkultur, aus
der ein subpool generiert wurde, erfolgte durch Messen der ODgoonm. Ab dem Erreichen
von subpools mit einer Anzahl von = 300 Bakterienklonen wurde fiir die Generierung
des nachfolgenden subpools ein aliquoter Teil der positiv getesteten Fliissigkultur auf
LBamp Agar kultiviert. Die bendtigte Anzahl an Bakterienklonen der darauffolgenden
Fliissigkultur wurde dadurch erhalten, indem mit einzelnen, aus LBamp, Agar isolierten

Klonen LBAmp Medium beimpft wurde.

2.5.10 Farbung von T-Hybridomzellen mit PE-markierten M-GPCPD1(15-
22):HLA-A2:f,m-Komplexen

Die biologische Funktionalitit sowie Spezifitit der PE-markierten M-GPCPD1(15-
22):HLA-A2:fom-Tetramere (2.4.8) wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Hierzu wurden 3 x 10° mit FACS Puffer gewaschene 58-2D1-CD8-sGFP Zellen mit
einer 1:10 Verdiinnung der PE-markierten M-GPCPD1(15-22):HLA-A2:f,m-Tetramere
in FACS Puffer fiir 1 h im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit
FACS Puffer wurden die Zellen in TO-PRO®-3-haltigem FACS Puffer resuspendiert
und anschlieBend mit dem FACSVerse™ analysiert. TO-PRO®-3 wurde hinzugesetzt,
um tote Zellen zu detektieren und um ausschlieflich lebende Zellen zu analysieren. Zur
Kontrolle wurden in einem Parallelansatz 58-B7-CD8-sGFP Zellen mitgefiihrt. Dariiber
hinaus wurden ungefarbte 58-2D1-CD8-sGFP Zellen verwendet. Die Auswertung der
Daten erfolgte mit dem Programm FlowJoV7.6.4.

2.5.11 Detektion der Expression von sGFP durch Fluoreszenzmikroskopie

Aktivierte T-Hybridomzellen sowie mit pcDNA-sGFP transfizierte COS-7 Zellen
wurden auf ihre Expression von sGFP mit dem inversen Fluoreszenzmikroskop
Axiovert 200 M analysiert. sSGFP wurde mit einem 472/30 nm Bandpassfilter angeregt

und dessen Emission mit einem 520/35 nm Bandpassfilter detektiert (BrightLine®
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Fluorescence Filter, Semrock, Rochester, USA). Um autofluoreszierende Artefakte
auszuschlieBen, wurde ein 545/25 nm Bandpassfilter flir die Anregung und ein
605/70 nm Bandpassfilter (beide Zeiss) fiir die Detektion von Cy3 verwendet. Aufnah-
men erfolgten mit einer Belichtungszeit von 600 ms bzw. 400 ms im griinen bzw. roten
Kanal sowie mit 100 ms im Durchlicht unter Verwendung der Software
,2MetaMorph V6.3r6 (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) und wurden mit
ImagelJ 1.481 (NIH, Bethesda, USA) bearbeitet. Die zu analysierenden Zellen wurden in
co-RPMI kultiviert, das mit phenolrothaltigen oder -freien RPMI-1640 angesetzt wurde.

2.6 Quantifizierung von PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle mittels
quantitativer PCR

2.6.1 Primer Spezifititstest

Zur Uberpriifung der Spezifitit der Primer, die ein 81 bp langes Amplikon im PECPL-
Plasmid-Riickgrat erzeugen (siche Abbildung 7), erfolgte eine PCR mit PECPL 8X
DNA.

5-GAACTAAACCATGGCCAAGCCTTTGTCTCAAGAAGAATCCACCCTCATTGAAAGAGCAACGGCTACAATCAACAGCATCCC-¥
Frerrrrrrrerererrrerer e e rrrrrrrrerrrrererrrrrer e et
l3‘—C'ITGATI_I'GGTACCGG'I_I'CGGAAACAGAGTI’C'ITC'ITAGGTGGGAGTAAC"I_I_I'CTCG'ITGCCGATGTTAGTTGTCGTAGGG-S’ |

Peptid-kodierende Seguenz

| 5-ATGN,,-TGA-3'

Abbildung 7: Schematische Darstellung des PECPL 8X-Plasmids, das mittels quantitativer PCR
(qPCR) detektiert wird.

Die 81 bp lange Nukleotidsequenz des Amplikons wurde zur Veranschaulichung der Bindestellen der
beiden Primer sowie der Sonde angegeben, die bei der qPCR eingesetzt werden (81-for: blau, 81-rev:
griin, 81-FAM-BQH]1: rot). Zudem wurde dargestellt, wo die Peptid-kodierende Sequenz (5’-ATG-No4-
TGA-3’), der SV40 Replikationsursprung (SV40 ori), das SV40 Polyadenylierungssignal (SV40 pA), das
Ampicillin-Resistenzgen und der Promotor des humanen Cytomegalovirus (CMV) auf dem 5,1 kb groflen
PECPL-Plasmid lokalisiert sind.

Der PCR-Ansatz enthielt 30 ng PECPL 8X, 1 x PCR Puffer, 200 uM dNTPs, 5 U Taq
Polymerase sowie jeweils 0,5 uM 81-for und 81-rev (finales Volumen: 100 pl). Die
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Amplifizierung erfolgte unter den nachfolgenden Bedingungen: 3 min bei 94 °C fiir
einen Zyklus; 1 min bei 94 °C, 1 min bei 60 °C und 1 min bei 72 °C fiir 40 Zyklen;
10 min bei 72 °C fiir einen Zyklus. Als Negativkontrollen wurden in einem Parallel-
ansatz die isolierte, genomische DNA von 1 x 10° COS-7 Zellen (2.2.10) sowie HLA-
A2-pHSE Plasmid-DNA anstelle der PECPL-DNA verwendet. Die PCR-Produkte der
drei Ansidtze wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert (2.2.1). DNA-
Fragmente wurden isoliert (2.2.3) und mittels der Primer 81-for und 81-rev sequenziert

(2.2.12).

2.6.2 Herstellung der PECPL-Standards

Fiir die Quantifizierung von PECPL-Plasmiden pro transfizierter COS-7 Zelle durch
qPCR wurden PECPL-Standards mit definierter Anzahl an PECPL-Plasmiden im
Bereich von 10* bis 10° PECPL-Plasmiden/pl erstellt. Die Anzahl an PECPL-
Plasmiden (N) wurde mit der nachfolgenden Gleichung berechnet:

N = (m % Na)/M;

mit m=Masse [g], Na= 6,022 x 10* (Avogadro-Konstante) und M = Molekularge-
wicht des Plasmids (hier PECPL 8X: M =5.142x 660 g mol™). Ausgehend von
10° PECPL-Plasmiden/pl wurden serielle Verdiinnungen erstellt, um die zuvor be-
schriebenen Standards zu erhalten. Die PECPL-Standards wurden bei einer qPCR stets
mitgefiihrt.

2.6.3 Quantifizierung mittels qPCR

Fiir die Quantifizierung der Anzahl der PECPL-Plasmide pro COS-7 Zelle wurden
COS-7 Zellen durch FuGENE® HD oder Nukleofektion mit PECPL- und HLA-A2-
pHSE Plasmid-DNA transfiziert (2.5.5). Zu definierten Zeitpunkten nach der Trans-
fektion wurden die Zellen trypsiniert (2.5.4), viermal mit 1 x PBS gewaschen, um un-
spezifische Plasmide, d. h. Plasmide, die von den Zellen nicht aufgenommen wurden,
zu entfernen. Dazu wurden die Zellen in 1 ml 1x PBS (4 °C) resuspendiert und bei 4 °C,
612 x g fiir 3 min zentrifugiert. Die Lebendzellzahl wurde bestimmt (2.5.3),
5x 10° (FuGENE® HD) bzw. 2 x 10° (Nukleofektion) Zellen wurden erneut zentri-
fugiert und der Uberstand bis auf ein Volumen von 200 pul abgenommen. Die Zellsedi-
mente wurden bis zur DNA Isolierung bei -20 °C aufbewahrt. Die DNA dieser COS-7
Zellen wurde unmittelbar vor Durchfiihrung der qPCR isoliert (2.2.10).

Die Bestimmung der PECPL-Plasmidanzahl pro transfizierter COS-7 Zelle erfolgte
mittels TagMan'™ PCR Technologie. Unter Verwendung der beiden Primer 81-for und
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81-rev wurde ein 81 bp langes Fragment amplifiziert. Die Detektion der Amplifikate
erfolgte iiber den Abbau der Sonde 81-FAM-BHQ1 (5’-Fam-TCTCAAGAAGAATCC
ACCCTCATT-BHQ-1-3’; Metabion). Fiir die qPCR wurde die isolierte DNA, die
1 x 10’ transfizierte bzw. nicht transfizierte COS-7 Zellen reprasentiert (2.2.10), mit
einem qPCR-Mix versetzt, sodass pro finalem Ansatz 200 nM 81-for, 200 nM 81-rev,
200 nM 81-FAM-BHQI, 1 x QuantiTect® Multiplex PCR Master Mix vorlagen (finales
Volumen: 20 pl). Negativkontrollen, die anstelle der DNA DEPC behandeltes Wasser
enthielten, wurden stets mitgefiihrt, um eventuelle Plasmid Kontaminationen auszu-
schlieBen. Dariiber hinaus wurden 10* bis 10° PECPL-Plasmide als Standards in
Parallelansitzen bei jeder qPCR mitgefiihrt. Die Amplifizierung jedes Ansatzes erfolgte
in Triplikaten mit dem Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System unter
den folgenden Bedingungen: 15 min bei 95 °C fiir einen Zyklus; 1 min bei 94 °C und
1 min bei 60 °C fiir 40 Zyklen.

Die Anzahl der PECPL-Plasmide pro COS-7 Zelle einer zu analysierenden Probe wurde
bestimmt, indem der Schwellenwert-Zyklus (cycle threshold, Ct)-Wert der Probe in
Relation zu denen des mitgefiihrten Standards gesetzt wurde. Hierfiir wurde mit den Ct-
Werten eines jeden Standards eine Standardkurve erstellt, indem die jeweiligen Ct-
Werte gegen den dekadischen Logarithmus (logjo) ihrer urspriinglichen Anzahl an
PECPL-Plasmiden aufgetragen wurden.

Anmerkung: Um mdgliche Kontaminationen mit PECPL-Plasmiden zu vermeiden,
erfolgten sdmtliche Schritte nach Trypsinierung der transfizierten COS-7 Zellen jeweils
unter einer geschlossenen Werkbank, die zuvor mit UV Licht bestrahlt wurde. Zudem
wurden aus diesem Grund die PECPL-Standards sowie alle verwendeten Reagenzien im
Vorfeld aliquotiert. Um Ungenauigkeiten aufgrund des Pipettierens zu verhindern,

wurden ausschlieBlich Volumen = 4 pl pipettiert.

2.7 Analyse des PECPL-Repertoires einzelner COS-7 Zellen 48 h nach

Nukleofektion durch NGS
Die Analyse des PECPL-Repertoires einzelner COS-7 Zellen erfolgte 48 h nach

Nukleofektion von COS-7 Zellen mit drei verschiedenen PECPL-Konzentrationen
durch NGS unter Anwendung der exogenen unique identifier (UID)-Strategie (Kinde et
al., 2011; Kivioja et al., 2011). Diese Strategie ist in 3.4.3 und Abbildung 20 dargestellt.
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2.7.1 Sortierung von PECPL-transfizierten Einzelzellen

COS-7 Zellen wurden hierfiir in drei Parallelansétzen transfiziert (2.5.5.2). 48 h nach
der Transfektion wurden die jeweiligen Zellen trypsiniert (2.5.4) und viermal mit
1 x PBS gewaschen, um unspezifisch gebundene PECPL-Plasmide zu entfernen, bevor
sie mittels eines FACS-Sorters vereinzelt wurden. Die Sortierung erfolgte von Markus
Moser am MPI fiir Biochemie in Martinsried unter Verwendung eines FACSAria™ II
(BD). Fiir die drei verschiedenen Transfektionsansidtze wurde in 94 Wells einer 96-
Well-Platte, die jeweils 6 ul 1 x PCR Puffer enthielten, jeweils eine COS-7 Zelle/Well
sortiert. Als Negativkontrollen wurden jeweils zwei Wells ohne Einzelzellen mitgefiihrt.

Die sortierten Zellen wurden bei -20 °C aufbewabhrt.

2.7.2 Einbau der UID-Nukleotide

Der Einbau der UID-Nukleotide in die einzelnen Sequenzen der PECPL-Plasmide einer
COS-7 Zelle erfolgte durch PCR mit dem Primer-Satz Illu-for/-rev. Die 3’-Enden dieses
Primer-Satzes waren jeweils komplementér zur PECPL-Sequenz und die 5°-Enden ent-
hielten definierte Nukleotidsequenzen (fags). Der UID wurde zwischen dem fag und der
PECPL komplementiren Sequenz des forward-Primer angehéngt und setzte sich aus
zwolf zufdllig angeordneten Nukleotiden zusammen (Shugay et al., 2014). Fiir die PCR
wurde zu den Einzelzellen ein PCR-Mix hinzugefiigt, sodass pro Well final 1 x PCR
Puffer, 200 uM dNTPs, 0,5 U Taq Polymerase, 0,5 uM Illu-for sowie 0,5 uM Illu-rev
Primer vorlagen (finales Volumen: 10 pl). Die Amplifizierung erfolgte unter den nach-
folgenden Bedingungen: 3 min bei 94 °C fiir einen Zyklus; 1 min bei 94 °C, 1 min bei
60 °C und 30 secbei 72 °C fiir 15 Zyklen; 7 min bei 72 °C fiir einen Zyklus. Die
einzelnen PCR-Ansitze wurden mit jeweils 10 ul H,O versetzt und mittels Agencourt™
AMPure® XP beads gereinigt (2.2.4). Die Elution der PCR-Produkte von den beads er-
folgte in 40 ul H,O.

2.7.3 Amplifizierung UID-markierter PECPL-Sequenzen

In dem darauffolgenden Schritt wurden Produkte aus der vorangegangenen PCR spezi-
fisch mit dem Primer-Satz Nextera-for/-rev amplifiziert. Dieser Primersatz enthielt an
den 3’-Enden Sequenzen, die komplementér zu den in der ersten PCR eingefiihrten fags
waren. Die 5’-Enden enthielten zudem die Nextera® fransposase sequences, die zur
Einfiihrung von Einzelzell-spezifischen Indices im nachfolgenden Schritt bendtigt
wurden. Zur Unterscheidung der PCR-Produkte der drei verschiedenen Transfektions-

ansétze (10 ng/ul, 1 ng/ul und 0,1 ng/pl PECPL-DNA) erfolgte die Amplifizierung der
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PCR-Produkte einer jeden Bedingung zudem jeweils mit unterschiedlichen reverse-
Primern, die einen definierten Barcode enthielten (Nextera-revl: 10 ng/ul;
-rev2: 1 ng/pl und -rev3: 0,1 ng/ul PECPL-DNA). Fiir die Amplifizierung wurden je-
weils 35 pl gereinigtes PCR-Produkt der ersten PCR mit einem PCR-Mix versetzt,
sodass der finale Ansatz 1 x PCR Puffer, 200 uM dNTPs, 5 U Taq Polymerase,
0,5 uM Nextera-for sowie 0,5 uM Nextera-rev Primer enthielt (finales Volumen:
100 pul). Die PCR erfolgte unter den nachfolgenden Bedingungen: 3 min bei 94 °C fiir
einen Zyklus; 1 min bei 94 °C, 1 min bei 60 °C und 30 sec bei 72 °C fiir 20 Zyklen;
7 min bei 72 °C fiir einen Zyklus. Jeweils 50 pl der einzelnen PCR-Ansdtze wurden mit

Agencourt” AMPure® XP beads gereinigt (2.2.4). Die Elution erfolgte in 30 pl H,O.

2.7.4 Einbau von Einzelzell-spezifischen Indices und Illumina Plattform
kompatiblen Adaptoren

Um die PCR-Produkte einzelner Zellen eines Transfektionsansatzes unterscheiden zu
konnen, wurden die PCR-Produkte einer jeweiligen Zelle mit Einzelzell-spezifischen
Indices versehen. Hierfiir wurde das Nextera® Index Kit verwendet. Dieses Kit enthilt
8 forward- und 12 reverse-Primer, die jeweils eine acht Nukleotide lange Index-
Sequenz enthalten und aus deren Kombination sich 96 verschiedene Indices ergeben.
Die Primer enthalten dariiber hinaus Illumina Plattform kompatible Adaptoren, die fiir
die Sequenzierung notwendig sind. Jeweils 6 pl der gereinigten PCR-Produkte der
zweiten Amplifizierung wurden hierbei mit einem PCR-Mix versetzt, sodass final
jeweils 1 x KAPA HiFi HotStart ReadyMix sowie 3 pl forward- (5‘-AATGATACGGC
GACCACCGAGATCTACAC [i5] TCGTCGGCAGCGTC-3’) und 3 pl reverse- (5°-
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [i7] GTCTCGTGGGCTCGG-3’) Primer der
entsprechenden Kombination der Primer des Nextera® Index Kit vorlagen. Die Ampli-
fizierung erfolgte unter den nachfolgenden Bedingungen: 3 min bei 95 °C fiir einen
Zyklus; 30 sec bei 95 °C, 30secbei 55°C und 30secbei 72 °C fiir acht Zyklen;
5 min bei 72 °C fiir einen Zyklus. Je Transfektionsbedingung wurden 5 pl der 96 ver-
schiedenen PCR-Ansidtze vereinigt (finales Volumen pro Bedingung: 480 ul). Die
vereinigten Ansdtze der drei verschiedenen Transfektionsbedingungen wurden mit
Agencourt® AMPure® XP beads gereinigt (2.2.4). Die Elution der PCR-Produkte er-
folgte hierbei in 160 pl EB Puffer.

Jeweils 45 pl Probe pro Transfektionsbedingung wurden in einer Agarose-Gelelektro-
phorese verwendet (2.2.1). Die Banden, die der GroBe des finalen PCR-Produktes ent-

sprachen, wurden ausgeschnitten und die DNA-Fragmente extrahiert (2.2.3). Die Se-
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quenz der drei Amplifikate wurde mittels Sanger-Sequenzierung unter Verwendung der
P5 und P7 Primer bestitigt, bevor die NGS durch IMGM Laboratories GmbH erfolgte
(2.2.12).

2.7.5 Analyse von NGS-Daten

Die Sequenzen der NGS wurden von IMGM in Form von 96 FastQ-Dateien erhalten
und waren entsprechend ihrer Einzelzell-spezifischen Indices (i5/i7) sortiert, sodass jede
Datei die Sequenzen der PCR-Produkte der Einzelzellen aus drei verschiedenen Trans-
fektionsansétzen enthielt. Die weitere Analyse der Daten erfolgte in Kooperation mit
Eduardo Beltran unter Vorgabe der nachfolgenden Kriterien: 1) Sequenzen, die kein
UID und/oder nicht iiber einen der drei Transfektionsansatz-spezifischen Barcodes ver-
fiigen, werden verworfen. 2) Die verbliebenen Sequenzen werden dann zunichst tiber
ihren Transfektionsansatz-spezifischen Barcode klassifiziert. 3) Duplikate, d. h. Sequen-
zen mit identischer UID und Peptid-kodierender Sequenz, werden zusammengefasst.
Fehler in Sequenzen, die wiahrend der drei PCR oder bei der Sequenzierung entstanden
waren, werden beriicksichtigt, indem Sequenzen zudem als Duplikate angesehen wer-
den, wenn sich ihre Sequenzen lediglich in <2 Nukleotiden unterscheiden. 4) Fiir die
Quantifizierung von Plasmiden, die fiir unterschiedliche Peptide kodieren, werden nur
solche Sequenzen mit einbezogen, die das Startcodon ATG sowie das Stopcodon TGA

aufweisen.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung und Validierung von Antigenen des TZR 2D1 im
Kontext von HLA-A2

Der urspriinglich aus dem Blut eines MS-Patienten isolierte, autoreaktive TZR 2D1
wurde von Friese et al. extensiv in einem Mausmodell untersucht (1.7.1.2). Versuche
der Studie liefen vermuten, dass die dreifach transgenen Maduse nicht an MS-&hnlichen
Symptomen erkrankten, da der TZR 2D1 durch den Kontakt mit bisher unbekannten
autologen Peptiden im Komplex mit HLA-A2 im Thymus deletiert wurde. Die
vier Kandidaten = EML5(997-1004), DMXL2(813-820), NCAN(257-264) und
GPCPDI1(15-22) wurden innerhalb unserer Arbeitsgruppe als potentielle Antigene
beschrieben (Niedl, 2014). Grundlage hierfiir waren die drei Mimotope Mimol-3, die
von Anna Niedl anhand der PECPL-Technologie identifiziert wurden (Tabelle 8).

Tabelle 8: Aminosiuresequenzen der von Anna Niedl identifizierten HLA-A2-restringierten
Mimotope und Kandidatenantigene des TZR 2D1

SNEPORS

P P S

NI

G
Nr\,beQ\'}o&e.\
L Fe ¥
F &Yy
PP T &
1 L L L L L ML
2 1 VL P I E G
3 GG G G G G G
4 E E E E E E E
5 V.V V V V V V
6 F WF F F W F
7 VG E A NG Y
8 L L L I I L V

Ausgehend von den Ergebnissen der Tabelle 8 erfolgten in der vorliegenden Arbeit
Experimente zur Validierung der zuvor genannten HLA-A2-restringierten Antigene des
TZR 2D1. Dazu wurde zunéchst getestet, ob der TZR die Mimotope und Kandidaten in
Form von synthetischen Peptiden erkennt, wenn diese von COS-7-A2 Zellen prisentiert
werden. Zudem wurden Antigen:HLA-A2-Komplexe in vitro in einem zellunabhidng-
igen System riickgefaltet und ihr Aktivierungspotential gegeniiber dem TZR 2D1 unter-
sucht. Dariiber hinaus wurde analysiert, ob HLA-A2"-Makrophagen fihig sind das
natiirlich vorkommende antigene Protein in vitro so zu prozessieren, dass dabei das

antigene Peptid entsteht.
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3.1.1 TZR 2D1 erkennt Mimotope als synthetische Okta- und Nonamere

Die drei Mimotope des TZR 2D1 (Mimol-3) wurden mit der PECPL 8X*" von
Anna Niedl identifiziert (Niedl, 2014). Diese PECPL enthélt acht Aminosiuren lange
Peptide, bei denen die ersten sieben Positionen fiir zufdllige Aminoséuren und Posi-
tion 8 fiir den HLA-A2-Anker Leucin kodieren. In der vorliegenden Arbeit wurde {iber-
priift, ob 58-2D1-CD8-sGFP Zellen die drei Mimotope nicht nur in Form von Plasmid-
kodierten Peptiden, sondern zudem als synthetische Peptide erkennen. Dazu wurden
COS-7-A2 Zellen mit den synthetischen acht Aminosduren langen Mimotopen inkubiert
und mit 58-2D1-CD8-sGFP Zellen in Kokultur genommen. Als Negativkontrolle
erfolgte der Aktivierungstest in einem Parallelansatz ohne Peptid sowie mit dem fiir den
TZR 2D1 irrelevanten Peptid TAX(11-19), das an HLA-A2 bindet (Utz and Biddison,
1992). Die Aktivierung des TZR 2D1 wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop und die
Sekretion von IL-2 in den Zellkulturiiberstand mittels ELISA analysiert. Mimol und
Mimo?2 aktivierten die 58-2D1-CD8-sGFP Zellen schwach, Mimo3 hingegen aktivierte
die Zellen nicht (Abbildung 8 B, C).

Die Unterschiede beziiglich der Aktivierung von 58-2D1-CD8-sGFP Zellen zwischen
den Plasmid-kodierten und den synthetischen Mimotopen konnten darauf zuriickgefiihrt
werden, dass Peptide der PECPL zunidchst mit dem Startcodon Methionin (Met, M)
synthetisiert werden und die Abspaltung durch die Met-Aminopeptidase (Met-AP) im
Zytosol nicht vollstindig erfolgt (Wiltschi et al., 2009). Demzufolge konnten in der
APC zwei Peptidvarianten vorliegen: das urspriingliche Peptid mit N-terminalen Met
sowie das prozessierte Peptid. Aufgrund dessen wurden zusitzlich synthetische Peptide
getestet, die N-terminal mit einem Met-Rest verldngert wurden (M-Mimol-3). Alle
drei synthetischen =~ M-Mimo  aktivierten die  58-2D1-CD8-sGFP  Zellen
(Abbildung 8 B, C).

Der TZR 2D1 erkennt demzufolge sowohl acht als auch neun Aminosduren lange
synthetische Peptide (Sequenzen siehe Abbildung 8 A). Die hoheren IL-2 Konzen-
trationen bei den Aktivierungsversuchen mit neun Aminosiduren langen Peptiden im
Vergleich zu denen mit acht Aminosduren langen Mimotope weisen darauf hin, dass der

TZR 2D1 von diesen stiarker aktiviert wird.
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Abbildung 8: Aktivierungstest von 58-2D1-CD8-sGFP Zellen mit synthetischen Mimotopen im
Kontext von HLA-A2.

(A) Aminoséuresequenzen der verwendeten synthetischen Mimotope (a-f) an den jeweiligen Positionen
-1 bis 8. Synthetische Mimotope, die den TZR 2D1 aktivierten, wurden griin hinterlegt (bei schwécherer
Aktivierung griin schraffiert). (B) Fluoreszenzbilder der Kokultur von 58-2D1-CD8-sGFP und COS-7-A2
Zellen, die zuvor mit synthetischen Peptiden inkubiert wurden. Griine Zellen stellen aktivierte 58-2D1-
CD8-sGFP Zellen dar. MaBstabskala: 100 um. (C) IL-2 Konzentration [pg/ml] der Kokulturiiberstinde
aus (B), die mittels ELISA bestimmt wurden. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung des
Mittelwerts dar. 58-2D1-CD8-sGFP Zellen exprimieren IL-2, nachdem sie aktiviert wurden. Von den
acht Aminosduren langen synthetischen Mimotopen aktivierten nur Mimol und Mimo2 die 58-2D1-CDS8-
sGFP Zellen (aund b). Mimo3 hingegen aktivierte sie nicht (c). Alle drei neun Aminosduren langen
synthetischen Mimotope (d-f), die an ihrem N-Terminus mit einem Met verldngert wurden, aktivierten
die 58-2D1-CD8-sGFP Zellen stark. Wurde kein Peptid (g) bzw. ein irrelevantes Peptid (hier TAX(11-
19)) (h) verwendet, so konnte keine Aktivierung der 58-2D1-CD8-sGFP Zellen beobachtet werden.
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3.1.2 Identifizierung natiirlich vorkommender HLA-A2-restringierter Antigene
des TZR 2D1
Die vier Kandidaten GPCPDI1(15-22), DMXL2(813-820), EML5(997-1004) und
NCAN(257-264), die sowohl in der Maus als auch im Menschen vorkommen, wurden
von Anna Niedl als mogliche Antigene des TZR 2D1 identifiziert. Sie wurden bisher als
Plasmid-kodierte Peptide in COS-7-A2 Zellen transfiziert und aktivierten die 58-2D1-
CD8-sGFP Zellen (Niedl, 2014). In der vorliegenden Arbeit wurde {iberpriift, ob diese
vier Kandidaten zudem den TZR 2D1 in Form von synthetischen Peptiden aktivieren.
Dazu wurden COS-7-A2 Zellen mit den synthetischen Peptiden inkubiert und 58-2D1-
CDS8-sGFP Zellen wurden anschliefend mit diesen Zellen in Kokultur genommen. Da
nach den Ergebnissen aus 3.1.1 anzunehmen war, dass die Met-Abspaltung bei Plasmid-
kodierten Peptiden nicht immer vollstindig erfolgt, wurden dariiber hinaus identische
synthetische Peptidsitze getestet, die am N-Terminus mit einem Met-Rest bzw. mit der
in Maus und Mensch natiirlich vorkommenden Aminosdure verldngert wurden. Als
Negativkontrolle erfolgte der Aktivierungstest in einem Parallelansatz ohne Peptid
sowie mit dem fiir den TZR 2D1 irrelevanten Peptid TAX(11-19), das an HLA-A2
bindet (Utz and Biddison, 1992). Die Aktivierung des TZR 2D1 wurde unter dem
Fluoreszenzmikroskop und die Sekretion von IL-2 in den Zellkulturiiberstand
analysiert. Bei den acht Aminosduren langen synthetischen Peptiden konnten nur bei
GPCPD1(15-22) unter dem Fluoreszenzmikroskop schwach aktivierte 58-2D1-CDS-
sGFP Zellen beobachtet sowie signifikante IL-2 Konzentrationen gemessen werden.
Alle anderen synthetischen acht Aminosduren langen Peptide aktivierten den TZR 2D1
nicht (Abbildung 9). Die 58-2D1-CD8-sGFP Zellen wurden von allen vier synthe-
tischen Peptiden aktiviert, die N-terminal mit einem Met verlangert wurden. Von den
natiirlich vorkommenden neun Aminosiuren langen synthetischen Peptiden aktivierte
nur GPCPD1(14-22), das Leu an Position -1 enthilt, den TZR 2D1 (Abbildung 9). Die
hoheren IL-2 Konzentrationen der neun Aminoséuren langen Peptide im Vergleich zu
denen der acht Aminosduren langen Peptide zeigen, dass der TZR 2D1 von diesen

starker aktiviert wird.
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Abbildung 9: Aktivierungstest von 58-2D1-CD8-sGFP Zellen mit synthetischen Peptiden im
Kontext von HLA-A2.

(A) Aminosduresequenzen der verwendeten synthetischen Peptide (a-1) an den Positionen -1 bis 8. Synthetische
Peptide, die den TZR 2D1 aktivierten, wurden griin hinterlegt (bei schwicherer Aktivierung griin schraffiert). (B)
Fluoreszenzbilder der Kokultur von 58-2D1-CD8-sGFP und COS-7-A2 Zellen, die zuvor mit synthetischen Peptiden
inkubiert wurden. Griine Zellen stellen aktivierte 58-2D1-CD8-sGFP dar. Mafistabskala: 100 um. (C) IL-2 Konzen-
tration [pg/ml] der Kokulturiiberstinde aus (B), die mittels ELISA bestimmt wurden. Fehlerbalken stellen die Stan-
dardabweichung des Mittelwerts dar. 58-2D1-CD8-sGFP Zellen exprimieren IL-2, nachdem sie aktiviert wurden. Bei
a-d wurden oktamere Peptide verwendet. Nur GPCPD1(15-22) aktivierte die 58-2D1-CD8-sGFP Zellen. Bei e-h han-
delt es sich um die gleichen oktameren Peptide, jedoch wurden sie am N-Terminus mit einem Met verldngert. Alle
vier Peptide aktivierten die 58-2D1-CD8-sGFP Zellen stark. Bei i-1 wurden die gleichen oktameren Peptide verwen-
det, jedoch enthalten sie zusidtzlich am N-Terminus ihre natiirlich vorkommende Aminosdure. Aktivierte 58-2D1-
CDB8-sGFP Zellen konnten nur bei GPCPD1(14-22) detektiert werden. Wurde kein Peptid (m) bzw. ein irrelevantes
Peptid (hier TAX(11-19)) (n) verwendet, so konnte keine Aktivierung der 58-2D1-CD8-sGFP Zellen festgestellt
werden.
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3.1.3 Riickfaltung von funktionalen Peptid: HLA-A2:p,m-Komplexen

Die schwache Aktivierung von TZR 2D1 durch einige Peptide (3.1.2) kann zwei Griin-
de haben: Erstens konnten die Peptide nicht gut an HLA-A2 binden, somit stdnden nur
wenige Peptid:HLA-Komplexe zur Verfiigung. Zweitens konnten Peptid:HLA-Kom-
plexe sehr wohl entstehen, diese wiren aber nicht in der Lage, den TZR zu aktivieren.
Um diese Moglichkeiten zu unterscheiden, wurden die Peptide in vitro in einem zell-
unabhédngigen System auf HLA-A2 zuriickgefaltet, da bekannt ist, dass HLA-Molekiile
nur mit gut bindenden Peptiden riickfalten (Garboczi et al., 1992). Dafiir wurde die
extrazellulire Domine der schweren Kette des HLA-A2-Molekiils sowie P,m aus
E. coli gereinigt und in Gegenwart der nachfolgenden oktameren und nonameren
Peptide riickgefaltet: ~GPCPDI1(15-22), DMXL2(813-820), EML5(997-1004),
NCAN(257-264), M-GPCPDI1(15-22), M-DMXL2(813-820), M-EML5(997-1004)
sowie M-NCAN(257-264). Als Positivkontrolle wurden die Peptide Flu(58-66) und
TAX(11-19) verwendet. Abbildung 10 zeigt eine SDS-PAGE der Riickfaltungs-
produkte, wenn oktameres GPCPDI1(15-22) (Spuren3 und 5) und nonameres M-
GPCPDI1(15-22) (Spuren 2 und 4) eingesetzt wurde. Sie stellen ein reprisentatives
Beispiel fiir alle oben beschriebenen riickgefalteten Peptid: HLA-A2:f,m-Komplexe dar.
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Abbildung 10: SDS-PAGE der riickgefalteten Peptid:HLA-A2:p,m-Komplexe.

Die schwere Kette und fom wurden in Gegenwart des oktameren Peptids GPCPD1(15-22) (Spuren 3
und 5) und des nonameren Peptids M-GPCPD1(15-22) (Spuren 2 und 4) riickgefaltet und auf einem
Polyacrylamidgel unter reduzierenden (Spuren 2-3) und nicht-reduzierenden (Spuren 4-5) Bedingungen
nach ihrem Molekulargewicht getrennt. Proteinstandards zur GroBenabschitzung wurden mitgefiihrt
(Spuren 1 und 6). Die reduzierten schweren Ketten zeigen ein apparentes Molekulargewicht von 39 kDa,
wihrend die nicht-reduzierten schweren Ketten ein apparentes Molekulargewicht von 36 kDa aufweisen.
Unter reduzierenden bzw. nicht-reduzierenden Bedingungen hat f,m ein Molekulargewicht von 13 bzw.
10 kDa. Die Abbildung stellt ein représentatives Beispiel aller Riickfaltungen mit oktameren und
nonameren Peptiden dar.
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Unter reduzierenden Bedingungen (Spuren 2 und 3) laufen die denaturierten schweren
Ketten bei einem Molekulargewicht von 39 kDa. Die Spuren 4 und 5 zeigen die gefal-
teten Komplexe unter nicht-reduzierenden Bedingungen. Die schweren Ketten laufen
mit apparenten Molekulargewichten von 36 kDa. Wichtig ist, dass sich die Intensitdten
deutlich unterscheiden: Die Bande bei 36 kDa der Spur 4 ist intensiver im Vergleich zur
Spur 5. Dies zeigt, dass die Ausbeute an riickgefalteten Peptid:HLA-A2:B,m-Komplex
fiir nonameres M-GPCPD1(15-22) hoher ist als fiir oktameres GPCPD1(15-22). Das
oktamere Peptid stabilisiert die HLA-Kette weniger gut.

Die Funktionalitit der riickgefalteten Peptid:HLA-A2:B,m-Komplexe wurde in einem
Aktivierungsversuch bestitigt. Dazu wurden die trimeren Komplexe enzymatisch durch
die Ligase BirA C-terminal biotinyliert und an Streptavidin-gekoppelte Mikrotiterplat-
ten immobilisiert. 58-2D1-CD8-sGFP Zellen wurden hinzugefiigt und die Aktivierung
des TZR 2D1 wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop und die Sekretion von IL-2 in
den Zellkulturiiberstand mittels ELISA analysiert. Abbildung 11 A und B stellen re-

présentative Beispiele erhaltener Ergebnisse dar.
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Abbildung 11: Aktivierungstest von 58-2D1-CD8-sGFP Zellen mit in vitro riickgefalteten
Peptid:HLA-A2:B,m-Komplexen.

(A) Fluoreszenzbilder von 58-2D1-CD8-sGFP Zellen, die mit riickgefalteten und biotinylierten
Peptid:HLA-A2:B,m-Komplexen inkubiert wurden. Die riickgefalteten trimeren Komplexe wurden hierzu
an eine Streptavidin-gekoppelte Mikrotiterplatte immobilisiert. GPCPD1(15-22):HLA-A2:B,m (a) stellt
ein reprisentatives Beispiel fiir alle Riickfaltungen dar, die in Gegenwart eines oktameren Peptids
erfolgten; und M-GPCPDI1(15-22):HLA-A2:f,m (b) eines flir Riickfaltungen in Gegenwart eines
Nonamers. Griine Zellen stellen aktivierte 58-2D1-CD8-sGFP Zellen dar. MaBstabskala: 100 um. (B)
IL-2 Konzentration [pg/ml] der Zellkulturiiberstinde aus (A), die mittels ELISA bestimmt wurden.
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung des Mittelwerts dar. Aktivierte 58-2D1-CD8-sGFP Zellen
konnten nur bei Riickfaltungen detektiert werden, die in Gegenwart eines Nonamers erfolgten.

Aktivierte 58-2D1-CD8-sGFP Zellen konnten bei den vier trimeren Komplexen be-
obachtet werden, bei denen die nonameren Peptide M-GPCPDI1(15-22), M-
DMXL2(813-820), M-EML5(997-1004) und M-NCAN(257-264) verwendet wurden.
Die riickgefalteten Peptid:HLA-A2:B,m-Komplexe, bei denen die oktameren Peptide
GPCPDI1(15-22), DMXL2(813-820), EML5(997-1004) und NCAN(257-264) eingesetzt
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wurden, aktivierten den TZR 2D1 nicht. Die beiden Flu(58-66):HLA-A2:B,m- bzw.
TAX(11-19):HLA-A2:B,m-Komplexe, die als Positivkontrolle parallel zu den zuvor
beschriebenen trimeren Komplexen hergestellt wurden, aktivierten spezifisch die 58-
IM22-CD8-sGFP bzw. die 58-B7-CD8-sGFP Zellen. Dies zeigt, dass bei diesen

Komplexen die Riickfaltungsreaktion erfolgreich stattfand.

Mit den biotinylierten, riickgefalteten M-GPCPDI1(15-22):HLA-A2:3,m-Molekiilen
wurden zusétzlich PE-markierte Tetramere synthetisiert. Dazu wurden diese Komplexe
mit PE-markiertem Streptavidin umgesetzt. 58-2D1-CD8-sGFP Zellen wurden mit den
daraus resultierenden M-GPCPD1(15-22)-PE Tetrameren (kurz M-GPCPDI1(15-22)-
PE) inkubiert. Mittels Durchflusszytometrie wurde analysiert, ob das Tetramer den TZR
2D1 spezifisch erkennt. Der Verschiebung der Fluoreszenzintensitdt ist zu entnehmen,
dass das M-GPCPDI(15-22)-PE an die 58-2D1-CD8-sGFP Zellen bindet
(Abbildung 12). Zellen, die den TZR B7 exprimierten (58-B7-CD8-sGFP Zellen),
dienten als Negativkontrolle. Sie wiesen kein Fluoreszenzsignal auf. Dies zeigt, dass

das Tetramer funktional und spezifisch fiir den TZR 2D1 ist.

— 58-2D1-CD8-sGFp Ungefamt
58-B7-CD8-sGFP M-GPCPD1(15-22)-PE

— 58-2D1-CD8-sGFP M-GPCPD1(15-22)-PE

Relative Zellzahl

Fluoreszenzintensitat

Abbildung 12: Funktionalitits- und Spezifititstest von M-GPCPD1(15-22)-PE mit 58-2D1-CD8-
SGFP Zellen.

Die Funktionalitit und Spezifitit des M-GPCPD1(15-22)-PE fiir den TZR 2D1 wurde mittels
Durchflusszytometrie analysiert. 58-2D1-CD8-sGFP Zellen (rotes Histogramm) wurden dazu mit PE-
gekoppeltem Tetramer inkubiert. Als Negativkontrolle wurden 58-B7-CD8-sGFP Zellen (griines
Histogramm) in einem Parallelansatz mit dem Tetramer inkubiert. Zudem wurden 58-2D1-CD8-sGFP
Zellen, die nicht mit dem Tetramer inkubiert wurden, als Kontrolle mitgefiihrt (schwarzes Histogramm).
Die Abszisse zeigt die Fluoreszenzintensitét und die Ordinate die relative Zellzahl.
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3.1.4 Proteinprozessierung in Makrophagen

Das Programm NetCTLpan von IEDB (Stranzl et al., 2010), das zur Berechnung
moglicher Epitope die Vorhersagen der proteasomalen Spaltung, die TAP Transport-
effizienz sowie die Bindungsaffinitit eines Epitopes kombiniert, sagt die Bildung des
Epitop GPCPD1(14-22) aus der Proteindomédne GPCPD1(1-118) vorher. Um diese Vor-
hersage experimentell zu verifizieren, wurde untersucht, ob Makrophagen dazu féhig
sind, das antigene Protein so zu prozessieren, dass dabei das antigene Peptid entsteht.
Dazu wurden humane CD14"-Monozyten aus PBMC aus dem Blut eines HLA-A*02:01
homozygoten und eines HLA-A2 negativen Individuums isoliert und zu Makrophagen
differenziert. Die HLA-A2"-Makrophagen wurden mit der Proteindomine GPCPDI1(1-
118) versetzt, die in harnstofthaltigen Vehikel gelost wurde. Es wurde gezeigt, dass so
Kreuzprisentation stattfinden kann (Barabas et al., 2008). Zudem wurden die Makro-
phagen parallel mit synthetischem Peptid GPCPD1(14-22) als Positivkontrolle und mit
dem Vehikel als Negativkontrolle inkubiert. Als zusitzliche Negativkontrollen wurden
HLA-A2-Makrophagen in einem Parallelansatz mitgefiihrt. Die Makrophagen wurden
anschlieBend mit 58-2D1-CD8-sGFP Zellen in Kokultur genommen. Die Aktivierung
des TZR 2D1 wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop und die Sekretion von IL-2 in
den Zellkulturiiberstand mittels ELISA analysiert. Es wurden keine aktivierten Zellen in
der Kokultur mit HLA-A2"-Makrophagen nachgewiesen, die mit der Proteindomine
GPCPDI1(1-118) versetzt wurden (Abbildung 13). Aufgrund dessen ist davon auszu-
gehen, dass Makrophagen nicht in der Lage sind GPCPD1(1-118) so zu prozessieren,
dass dabei das antigene Peptid entsteht. Aktivierte 58-2D1-CD8-sGFP Zellen und die
Expression von IL-2 konnten nur bei HLA-A2"-Makrophagen detektiert werden, die mit
synthetischem GPCPD1(14-22) inkubiert wurden. Dies zeigt, dass Makrophagen im
Allgemeinen féahig sind das Peptid auf ihren membranstéindigen HLA-A2-Molekiilen zu

préasentieren und den TZR 2D1 zu aktivieren.
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Abbildung 13: Aktivierungstest von 58-2D1-CD8-sGFP Zellen mit humanen Makrophagen von
HLA-A*02:01 homozygoten und HLA-A2 negativen Spendern.

(A) Fluoreszenzbilder der Kokultur von 58-2D1-CD8-sGFP Zellen mit HLA-A2"- und HLA-A2-
Makrophagen. HLA-A2'-Makrophagen (a bis c) sowie HLA-A2-Makrophagen (d bis f) wurden mit dem
synthetischen Peptid GPCPD1(14-22) (a, d), mit der Proteindomédne GPCPD1(1-118), die in harnstoff-
haltigen Vehikel gelost wurde (b, e), sowie mit dem Vehikel (c, f) inkubiert. Griine Zellen stellen akti-
vierte 58-2D1-CD8-sGFP Zellen dar. MaBstabskala: 100 pm. (B) IL-2 Konzentration [pg/ml] der Zellkul-
turiiberstdnde aus (A), die in Duplikaten mittels ELISA bestimmt wurden. Aktivierte Zellen konnten
lediglich bei HLA-A2'-Makrophagen nachgewiesen werden, die mit synthetischem Peptid versetzt
wurden (a).

3.1.5 Analyse der beiden a.-Ketten des ,,dual alpha“ TZR 2D1

Der urspriingliche T-Zell-Klon 2D1 exprimierte eine - und zwei a-Ketten (Honma et
al., 1997). Auch bei den 58-2D1-CD8-sGFP Zellen handelt es sich um T-Hybridom-
zellen, die neben der VB15.1Jp2.7-Kette, die beiden a-Ketten Va2Ja21 und Va7lall
exprimieren (Friese et al., 2008). In Experimenten mit 58-CD8 Zellen, die neben der
VB15.1J82.7-Kette eine der beiden o-Ketten exprimieren, erwies sich der TZR
Va2Ja21-VP15.1Jp2.7 als pathogener TZR, da er spezifisch den PLP(45-53):HLA-A3-
Komplex erkennt. Der TZR Va7Jal1-VB15.1Jp2.7 hingegen bindet diesen Komplex
nicht (Friese et al., 2008). Um herauszufinden, welcher dieser beiden TZR von den
zuvor identifizierten Peptid:HLA-A2-Komplexen aktiviert wird (3.1.1-3.1.3), erfolgten
Aktivierungsversuche mit den zuvor beschriebenen T-Hybridomzellen, die neben der (3-
Kette eine der beiden a-Ketten exprimieren. COS-7-A2 und -A3 Zellen wurden hierfiir
mit Plasmiden transfiziert, die fiir das Peptid GPCPD1(15-22) und das Peptid PLP(45-
53) kodieren. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit pcDNArc-spacer Plasmid-
DNA transfiziert. Die transfizierten COS-7 Zellen wurden anschlieBend in Kokultur mit
den 58-Va2Jo21-VP15.1J82.7-CD8 und 58-Va7Jall-VB15.1Jp2.7-CD8 Zellen ge-
nommen. Als Positivkontrolle wurden 58-2D1-CD8-sGFP Zellen mitgefiihrt, die
sowohl den PLP(45-53):HLA-A3- als auch den GPCPDI1(15-22):HLA-A2-Komplex
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erkennen. Die Aktivierung der T-Hybridomzellen wurde untersucht, indem die Zellkul-
turiiberstinde mittels ELISA auf IL-2 analysiert wurden. Abbildung 14 zeigt, dass
aktivierte Zellen lediglich bei 58-Va2Ja21-Vp15.1J82.7-CD8 und 58-2D1-CD8-sGFP

Zellen detektiert wurden.

A 259 B 254 C 254
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0. — T — 0.0- T — 0.0+—— — —
PLP(45-53)  GPCPD1(15-22) NC PLP(45-53)  GPCPD1(15-22) NC PLP(45-53)  GPCPD1{15-22) NC

Abbildung 14: Aktivierungstest verschiedener T-Hybridomzellen gegeniiber COS-7-A2 und -A3
Zellen, die mit Plasmid-kodierten Peptiden transfiziert wurden.

COS-7-A2 (schwarze Balken) und COS-7-A3 (weille Balken) Zellen wurden mit Plasmiden transfiziert,
die fiir die Peptide PLP(45-53) und GPCPD1(15-22) kodieren. Als Negativkontrolle (NC) wurden die
Zellen mit pcDNArc-spacer Plasmid-DNA transfiziert. Die transfizierten COS-7 Zellen wurden in
Kokultur mit (A) 58-2D1-CD8-sGFP, (B) 58-Va2Ja21-VB15.1Jp2.7-CD8 und (C) 58-Va7lall-
VB15.1Jp2.7-CD8 Zellen genommen. T-Hybridomzellen exprimieren IL-2, nachdem sie aktiviert
wurden. Die Kokulturiiberstinde wurden mittels ELISA auf IL-2 {berpriift und die gemessene
ODys0 nm der jeweiligen Probe wurde angegeben. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung des
Mittelwerts der Duplikate dar.

Beide T-Hybridomzelllinien weisen das gleiche IL-2 Expressionsmuster auf und werden
demzufolge spezifisch von PLP(45-53):HLA-A3- und GPCPDI1(15-22):HLA-A2-
Komplexen aktiviert. Bei Versuchen mit 58-Va7Jal1-Vp15.1Jp2.7-CD8 Zellen konnte
keine Aktivierung beobachtet werden. Dies belegt, dass der pathogene TZR Vo2Ja21-
VB15.1Jp2.7 mit beiden zuvor genannten Peptid:HLA-Komplexen kreuzreagiert und
alloreaktiv gegeniiber HLA-A2 ist.
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3.2 Versuche zur Identifizierung von Antigenen des MAIT-verwandten

TZR Va7.2Ja58-VB1JB2.3

Eine vermutliche Beteiligung von MAIT-Zellen an der Pathogenese von MS wurde in
unterschiedlichen Studien beschrieben (1.7.1.3). Innerhalb unserer Arbeitsgruppe wurde
die klassische MAIT Va7.2-Ja33-Kette sowie drei verschiedene MAIT-verwandte o-
Ketten aus Lasionen im Gehirn eines MS-Patienten identifiziert, die mit der VB1Jp2.3-
Kette paaren (Bhonsle, 2011). Die Antigene dieser vier verschiedenen TZR sind
unbekannt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgten daher Versuche zur
Identifizierung der Antigene einer dieser TZR, dem TZR Va7.2Ja58-VB1JB2.3.

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war die Beobachtung von Kjer-Nielsen et al., dass
MAIT-Zellen durch bakterielle Vitamin B Derivate im Kontext von MR1 aktiviert
werden, noch nicht veroffentlicht (Kjer-Nielsen et al., 2012). Zu dieser Zeit war das
MAIT Antigen sowie die Natur des MR1 Liganden unbekannt. Es wurde kontrovers
diskutiert, ob MAIT-Zellen Peptide oder Lipide auf MR1 erkennen (Huang et al., 2005;
Shimamura et al., 2007). Die vorherrschende Meinung war jedoch, dass die Antigene
Peptide sind. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die PECPL-Technologie zur
Identifizierung antigener Peptide angewendet. Hierzu wurden COS-7 Zellen transient
mit MR1-pHSE Plasmid-DNA sowie der PECPL 9X transfiziert. PECPL 9X kodiert fiir
neun Aminosduren lange Peptide mit zufdlliger Zusammensetzung. Die transfizierten
COS-7 Zellen wurden in Kokultur mit den 58-Ja58-CD8-sGFP Zellen genommen, die
den TZR Va7.2Ja58-VPB1JP2.3 stabil exprimieren. Die Aktivierung des TZR wurde
unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Auf einer analysierten Fldche von rund
50 cm” konnten keine cluster an aktivierten Zellen, d. h. mehrere aktivierte Zellen in
unmittelbarer Ndhe zueinander, beobachtet werden, die auf eine Aktivierung des TZR

hinweisen.
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3.3 Identifizierung von Mimotopen des TZR Voa3S1Ja45.1-

VB13S1JB1.1 im Kontext von HLA-C6

Der humane TZR Va3S1Ja45.1-VB13S1JB1.1 wurde aus einer Lésion eines Psoriasis-
Patienten isoliert und wird spezifisch von HLA-C6'-Melanozyten aktiviert (1.7.2). Zur
Identifikation potentieller Selbstantigene aus Melanozyten wurden in unserer
Arbeitsgruppe von Katherina Siewert PECPL verwendet, die zur Identifizierung von
sechs HLA-C6-restringierten Epitopen fiihrten (Tabelle 9; Arakawa et al., 2015). Die
dabei eingesetzten PECPL enthielten neun Aminosduren lange Peptide, die an

definierten Positionen fiir die bekannten HLA-C6-Anker-Aminosiuren kodierten.

Tabelle 9: Identifizierte HLA-C6-restringierte Mimotope des TZR Va3S1Ja45.1-VB13S1J81.1

Angegeben sind die Aminoséuresequenzen der sechs Mimotope Mimol-6, die in Vorexperimenten von
Katherina Siewert identifiziert wurden. Zudem sind die Sequenzmotive der beiden verwendeten PECPL
dargestellt, aus denen die Mimotope isoliert wurden. Aus PECPL1 bzw. PECPL2 isolierte Mimotope sind
mit ,,*“ bzw. ,,***“ markiert.

IN A A
&5 SSESESE
T SIS

1 Fl1 X F F F F R G
2 R X R R R R R R
3 X X S HCWN A
4 X X Y R R Y W S
5 X X R R Q R N R
6 X X T T Y Vv Y T
7 X X R L R R R R
8 X X R R R R R R
9 1 L L L L L L L

In der vorliegenden Arbeit wurden weitere HLA-C6-restringierte Mimotope identifi-
ziert, um die Datenbanksuche zur Entdeckung natiirlich vorkommender Antigene zu
verfeinern. Hierzu wurden COS-7-C6 Zellen mit der PECPL 9X transfiziert. Im Gegen-
satz zu fritheren Arbeiten, bei denen feste Anker-Positionen in den Bibliotheken vorge-
geben waren (Tabelle 9), kodiert diese PECPL fiir neun Aminosduren lange Peptide, die
an allen Positionen zufillig angeordnete Aminosduren enthalten. Diese reduzierte Ein-
schrankung ermdglicht bessere Datenbanksuchen, da mehr Moglichkeiten zugelassen
werden. Die transfizierten COS-7-C6 Zellen wurden mit 58-Va3S1-VB13S1-CD8-
sGFP Zellen in Kokultur genommen. Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurde die Kokul-

tur auf aktivierte T-Hybridomzellen untersucht. Insgesamt konnten acht sogenannte
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cluster (3.2) auf einer Fliche von ca. 71 cm?® beobachtet werden. Unter einem cluster
lokalisierte COS-7-C6 Zellen wurden mit einer Kapillare isoliert. Mittels Einzelzell-
PCR wurden die Sequenzen der enthaltenen Plasmid-kodierten Mimotope amplifiziert,
kloniert und durch subpools (2.5.9.4.5) angereichert. Aus den acht Ansidtzen konnten
schlieBlich durch Sequenzierung die drei nachfolgenden Mimotope identifiziert werden:
MRSHRYLRL (Mimo7), RRYFRCLRM (Mimo8) sowie VRCWRGRRL (Mimo9)
(Abbildung 15). Mimo7 bis Mimo9 sind die ersten Plasmid-kodierten Epitope, die aus
einer vollstidndig zuféllig angeordneten PECPL ohne HLA-C6-Anker isoliert wurden.

LR LR E | Sy R S S T R R

MMRSHRYLRL -

(I e I |‘,]|'
A

Abbildung 15: Mimotope 7-9 aktivieren TZR Va.3S1Ja45.1-VB13S1JB1.1.

Fluoreszenzbilder (oben) der Kokultur von 58-Va3S1-VB13S1-CD8-sGFP und COS-7-C6 Zellen, die mit
den Plasmiden transfiziert wurden, die fiir Mimo7 (a), Mimo8 (b) und Mimo9 (c) kodieren. Griine Zellen
stellen aktivierte 58-Va3S1-VB13S1-CD8-sGFP dar. MafBstabskala: 100 pm. Darunter sind Ausschnitte
der Elektropherogramme der Sequenzierung der Mimo7-9-kodierenden Plasmide dargestellt, die aus
PECPL 9X isoliert wurden. Dabei wurde die Nukleotid- sowie die iibersetzte Aminosduresequenz der
jeweiligen Mimotope zwischen Startcodon (griines M) und Stopcodon (x) gezeigt.
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3.4 Optimierung der Technologie zur Identifizierung von CD8"-T-Zell

Antigenen

Die PECPL-Technologie ermdglicht es Antigene von CD8'-T-Zellen zu identifizieren
(Arakawa et al., 2015; Siewert et al., 2012, 3.1 und 3.3). Eine bedeutende Verbesserung
der Technologie zur Identifizierung von Antigenen wire die Anzahl der Plasmide pro
Zelle genau steuern zu kdnnen. Wenn das Antigen-kodierende Plasmid in der APC zu
sehr durch andere Plasmide verdiinnt ist, wird das antigene Peptid auf der Zellober-
fliche nicht in einer fiir die Aktivierung der T-Hybridomzellen benétigten Dichte
prasentiert (Abbildung 6). Andererseits konnten APC nur mit einer geringen Anzahl an
PECPL-Plasmiden transfiziert werden, sodass das Antigen nicht zu verdiinnt wére. Bei
einer verringerten Anzahl an PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle miissten zahlreiche
APC analysiert werden, da im Allgemeinen tausende von PECPL-Plasmiden untersucht
werden miissen, um ein Antigen zu identifizieren. Dies ist jedoch mit einem grofRen
Zeitaufwand verbunden. Zur Entwicklung dieser innovativen Technologie zur Hoch-
durchsatzanwendung muss daher ein Optimum zwischen der Anzahl der zu trans-
fizierenden PECPL-Plasmide und der Anzahl der zu untersuchenden APC gefunden
werden.

In den nachfolgenden Abschnitten der vorliegenden Arbeit wurde zunéchst eine qPCR-
Methode zur Quantifizierung von PECPL-Plasmiden etabliert. AnschlieBend wurde die
durchschnittliche Anzahl der PECPL-Plasmide pro APC zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Transfektionen mit variierenden Bedingungen bestimmt. Das PECPL-Repertoire
einzelner APC 48 h nach der Transfektion wurde mit der UID-Strategie durch NGS
bestimmt. Dadurch konnte die Amplifikationsrate einzelner PECPL-Plasmide unter-
sucht werden. Die Experimente der Abschnitte 3.4.1.2 bis 3.4.3 erfolgten in

Zusammenarbeit mit Margarete Schonwetter.
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3.4.1 Quantifizierung von PECPL-Plasmiden durch qPCR
In den nachfolgenden Abschnitten wurde eine qPCR-Methode etabliert, die eine
Quantifizierung von PECPL-Plasmiden ermdglicht.

34.1.1 Uberpriifung der Spezifitiit der Primer

Fiir die qPCR wurden Primer generiert, die ein 81 bp langes Amplikon des Plasmid-
Riickgrats der PECPL erzeugen (Abbildung 7). Die Spezifitit der verwendeten Primer
wurde lberpriift, indem eine PCR mit Plasmid-DNA der PECPL 8X erfolgte. Als
Negativkontrollen wurden die Plasmid-DNA eines HLA-Klasse-I-Molekiils (hier HLA-
A2-pHSE) sowie genomische COS-7 DNA mitgefiihrt. Die drei PCR-Produkte wurden
durch Agarose-Gelelektrophorese analysiert. DNA-Fragmente mit einer Grof3e von ca.
80 bp konnten nur in dem Ansatz mit PECPL detektiert werden.

Die Identitdt des Amplikons wurde zusétzlich durch Sequenzieren des gereinigten PCR-

Produkts bestétigt.

3.4.1.2 Etablierung der Standardkurve

Fir die Etablierung der Standardkurve erfolgten qPCR mit PECPL-Standards mit
definierter Anzahl an PECPL-Plasmiden im Bereich von 10%-10° unter den folgenden
Bedingungen: 15 min bei 95 °C fiir einen Zyklus; 1 min bei 94 °C und 1 min bei 60 °C
fiir 40 Zyklen. Zudem wurden die Verdiinnungen mit extrahierter, genomischer DNA
von 1x 10° COS-7 Zellen versetzt, da die zu analysierenden Proben nachfolgender
Versuche ebenfalls genomische COS-7 DNA enthalten. Die Ct-Werte jeder
Verdiinnung wurden in Triplikaten bestimmt und gegen den log;o ihrer urspriinglichen
Anzahl an PECPL-Plasmiden aufgetragen. Abbildung 16 zeigt ein reprédsentatives
Beispiel einer erhaltenen Standardkurve. Die Standardkurve ist im Bereich von 10” bis
10® PECPL-Plasmiden linear.

Die Effizienz (E) der qPCR, anhand der die Standardkurve der Abbildung 16 erstellt
wurde, liegt bei 0,93 und wurde wie beschrieben gemél der nachfolgenden Gleichung
berechnet (Rasmussen, 2001):

E = 10 V/Steigumg) |

Das Detektionsminium der qPCR liegt bei 10* PECPL-Plasmiden. Wird die extrahierte
DNA von 1 x 10° COS-7 Zellen, die mit PECPL transfiziert wurden, in einer Messung

eingesetzt, liegt das Detektionslimit bei 10 Plasmiden pro Zelle.
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Abbildung 16: Standardkurve zur Quantifizierung von PECPL-Plasmiden.

Die PECPL-Standards mit definierter Anzahl an PECPL-Plasmiden im Bereich von 10* bis 10* wurden
mit genomischer DNA von 10° COS-7 Zellen versetzt. Jede Verdiinnung wurde mittels qPCR in
Triplikaten gemessen. Die dabei erhaltenen Ct-Werte wurden gegen den log;, der anfénglichen Anzahl an
PECPL-Plasmiden aufgetragen. Die Standardkurve, die durch lineare Regression erstellt wurde, weist
eine Steigung von -3,51 und ein BestimmtheitsmaB (R?) von 0,999 auf. Die Negativkontrollen mit bzw.
ohne genomische COS-7 DNA weisen Ct-Werte > 30 bzw. > 34 auf.

3.4.2 Quantifizierung der PECPL-Plasmide pro COS-7 Zelle nach Transfektion
mit verschiedenen Methoden

Die Transfektionen der APC geméll der PECPL-Technologie erfolgten bisher mittels
Elektroporation oder FuGENE® HD. FuGENE® HD wurde innerhalb der letzten Jahre
aufgrund seiner einfachen und schnellen Handhabung in dieser Arbeitsgruppe
iiberwiegend verwendet. Eine neuere Transfektionsmethode, die Nukleofektion, ist
zudem seit Kurzem in dieser Arbeitsgruppe verfiigbar.

Die Ausgangszahl an PECPL-Plasmiden, die unmittelbar nach Transfektion mit
FuGENE® HD oder nach der Nukleofektion innerhalb der APC vorliegen, ist bisher
nicht bekannt. Dasselbe gilt fiir die Plasmidanzahl zum Zeitpunkt der Isolation der APC
mittels einer Kapillare. Die PECPL enthalten den SV40 Replikationsursprung, anhand
dessen sie von COS-7 Zellen amplifiziert werden konnen. Die Amplifikationsrate der
PECPL-Plasmide durch COS-7 Zellen ist jedoch unbekannt.

In den nachfolgenden Abschnitten wurde mittels der etablierten qPCR-Methode (3.4.1)
die durchschnittliche Anzahl an PECPL-Plasmiden in einzelnen COS-7 Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der FuGENE® HD Transfektion sowie der Nukleo-

fektion analysiert. Dariliber hinaus wurden Reaktionsbedingungen variiert, um COS-7

67



Ergebnisse

Zellen mit verschiedenen, definierten Ausgangszahlen an PECPL-Plasmiden in einer

Zelle zu erhalten.

34.2.1 Anzahl an PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle zu verschiedenen
Zeitpunkten nach  Transfektion mit dem FuGENE® HD-
Standardprotokoll

Fiir die Quantifizierung von PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle wurden COS-7 Zellen
zunichst mit dem FuGENE® HD-Standardprotokoll der PECPL-Methode transfiziert.
Dazu wurden jeweils 10 ng/ul PECPL und HLA-A2-pHSE Plasmid-DNA mit
FuGENE® HD Reagenz versetzt und zu den COS-7 Zellen hinzugegeben. Als
Transfektionskontrolle wurden COS-7 Zellen in einem Parallelansatz —mit
10 ng/ul pcDNA-sGFP transfiziert und griine Zellen unter einem Fluoreszenzmikroskop
gezédhlt. Zu definierten Zeitpunkten (0, 2,4, 6, 24,48, 72 h) nach der Transfektion
wurden jeweils 5 x 10° Zellen geerntet und ihre DNA extrahiert. Die Zellen wurden
zuvor viermal mit 1 x PBS gewaschen, um Plasmide zu entfernen, die unspezifisch an
die Zelle gebunden haben. qPCR erfolgten jeweils in Triplikaten mit DNA, die
1 x 10° Zellen reprisentiert. Die Anzahl der PECPL-Plasmide pro COS-7 Zelle wurde
bestimmt, indem die erhaltenen Ct-Werte in Relation zu denen der mitgefiihrten
Standards gesetzt wurden. In Abbildung 17 wurde die Anzahl an PECPL-Plasmiden pro
COS-7 Zelle zum jeweiligen Zeitpunkt aus drei unabhéngigen Experimenten dargestellt.
Innerhalb der ersten sechs Stunden nach der Transfektion nimmt die Anzahl an PECPL-
Plasmiden pro Zelle ausgehend von =430 zum Zeitpunkt O h, tiber =~ 12.000 nach
2 h auf = 30.000 nach 6 h zu. Im Zeitraum von 6 bis 72 h nach Transfektion hingegen
bleibt die Anzahl an PECPL-Plasmiden pro Zelle relativ konstant (24 h: = 28.000;
48 h: =27.000 und 72 h: = 34.000). COS-7 Zellen, die mit pcDNA-sGFP transfiziert

wurden, exprimierten in allen drei unabhédngigen Versuchen gleichermallen sGFP.
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Abbildung 17: Anzahl an PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Transfektion mit dem FuGENE® HD-Standardprotokoll.

Die Quantifizierung der PECPL-Plasmide pro COS-7 Zelle erfolgte durch qPCR. Die dabei erhaltenen
Ct-Werte aus drei unabhingigen Experimenten wurden in Relation zu den mitgefiihrten Standardkurven
gesetzt (Steigungen: -3,55 + 0,07, R*= 0,995 + 0,005). Die Mittelwerte der Anzahl an PECPL-Plasmiden
pro Zelle wurden zu den Zeitpunkten 0, 2,4, 6,24, 48 und 72 h nach der Transfektion mit jeweils
10 ng/ul PECPL und HLA-A2-pHSE Plasmid-DNA angegeben. Die Effizienz der qPCR betrigt
0,92 £ 0,03. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der Mittelwerte dar.

3.4.2.2  Anzahl an PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle nach FuGENE® HD

Transfektionen mit verschiedenen PECPL-Konzentrationen

Ublicherweise werden die COS-7 Zellen in einem Aktivierungsversuch 48 und 72 h
nach der Transfektion mit einer Kapillare isoliert. Um die Anzahl der PECPL-Plasmide
pro Zelle zu diesen Zeitpunkten zu reduzieren, wurden die Bedingungen des Standard-
protokolls der FuGENE® HD Transfektion beziiglich der PECPL-Konzentration modi-
fiziert. COS-7 Zellen wurden deshalb mit vier verschiedenen PECPL-Konzentrationen
(3,3 ng/ul, 1,0 ng/ul, 0,33 ng/ul sowie 0,10 ng/ul) transfiziert. Fiir den direkten
Vergleich wurden COS-7 Zellen in einem Parallelansatz geméll Standardprotokoll
transfiziert (10 ng/ul). Die eingesetzte Konzentration an HLA-A2-pHSE hingegen blieb
mit 10 ng/ul bei allen fiinf Transfektionsansétzen konstant. Fiir die Abschitzung der
Transfektionseffizienz wurden COS-7 Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an
pcDNA-sGFP transfiziert. Als Negativkontrollen wurden COS-7 Zellen zudem mit
Ansitzen versetzt, die die fiinf verschiedenen Plasmid-DNA Konzentrationen, jedoch
nicht das FuGENE®™ HD Transfektionsreagenz enthielten.

Zu den Zeitpunkten 48 h und 72 h nach der Transfektion wurden jeweils 5 x 10° COS-7
Zellen nach viermaligem Waschen mit 1 x PBS geerntet und ihre DNA extrahiert. Die
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Quantifizierung der PECPL-Plasmide pro Zelle erfolgte mittels qPCR wie in 3.4.2.1
beschrieben.

Die Anzahl der PECPL-Plasmide pro Zelle zu den jeweiligen Zeitpunkten nach der
Transfektion mit fiinf verschiedenen PECPL-Konzentrationen wurde in Abbildung 18

dargestellt. Sie zeigt die gemittelten Werte aus drei unabhidngigen Versuchen.
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Abbildung 18: Anzahl an PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle 48 h und 72 h nach FuGENE® HD
Transfektionen mit verschiedenen PECPL-Konzentrationen.

Die Zellen wurden hierfiir gemidl dem Standardprotokoll mit 10 ng/ul PECPL sowie mit 3,3; 1,0;
0,33 und 0,10 ng/ul PECPL transfiziert. Die Quantifizierung der PECPL-Plasmide erfolgte durch qPCR
in drei unabhéngigen Experimenten. Die dabei erhaltenen Ct-Werte der zu analysierenden Proben wurden
in Relation zu den mitgefiihrten Standardkurven gesetzt (Steigungen: -3,55 + 0,05; R*= 0,998 + 0,001).
Die gemittelte Anzahl der PECPL-Plasmide pro Zelle wurde fiir die Zeitpunkte 48 h (grau) und
72 h (schwarz) nach der Transfektion angegeben. Die Effizienz der drei qPCR betrdgt 0,91 + 0,02.
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der Triplikate dar.

Je weniger PECPL-DNA transfiziert wird, desto niedriger ist die Anzahl an PECPL-
Plasmiden pro Zelle zu den jeweiligen Zeitpunkten. Die Anzahl an PECPL-Plasmiden
pro Zelle der beiden Zeitpunkte 48 und 72 h unterscheidet sich dabei, wie erwartet, nur
wenig (Abbildung 17). Durch die Transfektion von 0,10 ng/ul bis 10 ng/ul kénnen
einzelne COS-7 Zellen generiert werden, die PECPL-Plasmide im Bereich von
=~ 3.000 bis 24.000 aufweisen. Werden 0,33 ng/ul, 1,0 ng/ul bzw. 3,3 ng/ul PECPL
transfiziert, so enthilt eine Zelle nach 48/72 h = 4.000, = 6.500 bzw. = 17.000 PECPL-
Plasmide.

Um auszuschlieBen, dass die verminderte Anzahl der PECPL-Plasmide pro Zelle bei
Transfektionen auf die Adsorption der geringen PECPL-DNA an Transfektionsgefafe
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zuriickzufiihren ist, erfolgte ein Kontrollversuch, bei dem zwei verschiedene Ansétze
parallel transfiziert wurden: Der eine Ansatz enthielt 0,10 ng/pul PECPL-DNA, wihrend
der zweite zusitzlich mit 9,9 ng/ul Trager-DNA aus Heringsperma versetzt wurde. Die
Konzentration an Trager-DNA entspricht der Differenz der eingesetzten Konzentration
an PECPL-DNA im Vergleich zum Standardprotokoll. qPCR erfolgten mit DNA von
1 x 10° transfizierten Zellen, die zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6, 24, 48 und 72 h geerntet
wurden. Bei der Quantifizierung konnten keine signifikanten Unterschiede detektiert
werden. Artefakte durch Adsorption der Plasmide konnen daher ausgeschlossen werden.
Die mitgefiihrten Negativkontrollen zeigen, dass die Anzahl der PECPL-Plasmide, die
unspezifisch an die Zellmembran von COS-7 Zellen gebundenen haben, vernachlissig-
bar ist. Nach 48/72 h wurden lediglich bei den drei hochsten Konzentrationen an
Plasmid-DNA durchschnittlich 5/2 (10 ng/ul), 2/1 (3,3 ng/ul) und 1/0 (1,0 ng/pl)
PECPL-Plasmide pro Zelle nachgewiesen. Demzufolge werden durch das viermalige
Waschen mit PBS unspezifisch gebundene PECPL-Plasmide nahezu vollstindig
entfernt.

COS-7 Zellen, die parallel mit unterschiedlichen Konzentrationen an pcDNA-sGFP
transfiziert wurden, exprimieren in allen drei unabhéngigen Versuchen gleichermallen
sGFP. Mit abnehmender Konzentration an Plasmid-DNA sinkt der Anteil sGFP expri-

mierender Zellen.

3.4.2.3 Anzahl an PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Nukleofektionen mit verschiedenen PECPL-

Konzentrationen

Fiir die Bestimmung der Anzahl an PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zellen wurden COS-
7 Zellen gemill dem hier etablierten Nukleofektionsprotokoll (2.5.5.2) transfiziert. Um
verschiedene Ausgangszahlen an transfizierten PECPL-Plasmiden pro Zelle zu erzielen,
erfolgten Nukleofektionen mit variierenden Konzentrationen an PECPL-DNA
(10 ng/pul, 1 ng/ul und 0,1 ng/ul) und 10 ng/ul HLA-A2-pHSE. Um auszuschlieBen,
dass eine Reduzierung der Anzahl der PECPL-Plasmide pro Zelle durch die Adsorption
der geringen PECPL-DNA an Transfektionsgefde erfolgt, wurden auch hier zu-
satzliche Kontrollen mitgefiihrt. Bei den Kontrollen wurde zu den Transfektions-
ansitzen Triager-DNA hinzugefiigt, sodass vergleichbar zum Standardprotokoll
(10 ng/ul PECPL) jeweils final 10 ng/ul DNA vorlagen. Als Negativkontrolle wurden
COS-7 Zellen ohne Plasmid-DNA transfiziert.
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Die Effizienz der Nukleofektion wurde abgeschétzt, indem COS-7 Zellen mit 0,1 ng/pl,
1 ng/pl und 10 ng/pl pcDNA-sGFP transfiziert und 48 h nach der Nukleofektion mittels
Durchflusszytometrie analysiert wurden. Nach der Transfektion von 0,1 ng/ul, 1 ng/ul
bzw. 10 ng/pul PECPL exprimierten demzufolge durchschnittlich 3 +0 %, 24+ 1%
bzw. 72 + 2 % der COS-7 Zellen sGFP.

Zu den Zeitpunkten 2, 6, 24, 48 und 72 h nach der Nukleofektion wurden 2 x10° Zellen
der verschiedenen Nukleofektionsansdtze geerntet und viermal mit 1 x PBS gewaschen,
um Plasmide zu entfernen, die unspezifisch an die Zellmembran gebunden waren. Die
DNA der Zellen wurde extrahiert und die Quantifizierung der PECPL-Plasmide pro
COS-7 Zelle erfolgte, wie in 3.4.2.1 beschrieben, durch qPCR. Die Anzahl der PECPL-
Plasmide pro COS-7 Zelle der verschiedenen Nukleofektionsansidtze ist in
Abbildung 19 dargestellt und zeigt die gemittelten Werte aus drei unabhdngigen
Experimenten.

Die drei Kurven der verschiedenen Nukleofektionsansétze in Abbildung 19 A weisen
einen dhnlichen Verlauf auf. Innerhalb der ersten sechs Stunden nach der Nukleofektion
bleibt die Anzahl an PECPL-Plasmiden pro Zelle konstant, wéihrend sie im Zeitintervall
von 6 bis 48 h nach der Nukleofektion stark ansteigt und zwischen 48 und 72 h
abnimmt. Die Transfektion mit geringeren PECPL-Konzentrationen fiihrt zu einer
reduzierten Anzahl aufgenommener PECPL-Plasmide pro Zelle. Zwei Stunden nach der
Nukleofektion enthilt eine Zelle durchschnittlich =20, =200 bzw. = 1.000 PECPL-
Plasmide, wenn COS-7 Zellen mit 0,1 ng/ul, 1 ng/ul bzw. 10 ng/ul PECPL transfiziert
wurden. Die Anzahl an PECPL-Plasmiden erreicht 48 h nach der Nukleofektion mit
~2.000 (0,1 ng/ul), = 14.000 (1 ng/ul) bzw. = 30.000 (10 ng/ul) PECPL-Plasmiden pro
Zelle ihr Maximum. Der Anstieg der PECPL-Plasmide pro Zelle im Zeitintervall von
6 bis 48 h ist in der Amplifikation der PECPL-Plasmide durch die Zelle begriindet.
Zwischen den Transfektionsansdtzen mit und ohne Zusatz an Triger-DNA konnten
keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden (Abbildung 19 B). Die reduzierte
Anzahl an PECPL-Plasmiden pro Zelle ist demzufolge nicht auf den Verlust der
PECPL-DNA durch unspezifische Adsorption an Transfektionsgefde zuriickzufiihren.
Die Ct-Werte der Negativkontrolle liegen im Bereich von 34,7+1,6. PCR

Kontaminationen kdnnen demzufolge ausgeschlossen werden.
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Abbildung 19: Anzahl an PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Nukleofektionen mit unterschiedlichen PECPL-Konzentrationen.

COS-7 Zellen wurden hierfiir mit (A) 10 ng/pl (schwarz), 1 ng/ul (blau) und 0,1 ng/pl PECPL (rot) sowie
(B) 10 ng/ul PECPL (schwarz), 1 ng/pul PECPL+ 9 ng/ul Trager-DNA (TD) (blau gestrichelt) und
0,1 ng/ul PECPL + 9,9 ng/ul TD (rot gestrichelt) transfiziert. Die Quantifizierung der PECPL-Plasmide
pro Zelle erfolgte zu den Zeitpunkten 2, 6, 24, 48 und 72 h nach der Nukleofektion durch qPCR. Die
dabei erhaltenen Ct-Werte der zu analysierenden Proben wurden in Relation zu den mitgefiihrten
Standards gesetzt (Standardkurven: Steigungen: -3,54 + 0,02; R*=0,998 + 0). Die Mittelwerte der Anzahl
an PECPL-Plasmiden pro Zelle aus drei unabhidngigen Experimenten wurden zu den jeweiligen
Zeitpunkten angegeben. Die Effizienz der qPCR betrdgt 0,92 + 0,01. Die Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung der Triplikate dar.
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3.4.3 Charakterisierung des PECPL-Repertoires einzelner COS-7 Zellen durch
NGS

Zur Charakterisierung des PECPL-Repertoires einzelner COS-7 Zellen wurde die
Gesamtanzahl an Plasmiden, die fiir Peptide kodieren (PECPLu,) sowie die Anzahl der
Plasmide, die fiir verschiedene Peptide kodieren (PECPLyi¢r) pro COS-7 Zelle ermittelt.
Die Quantifizierung von PECPL;y, und PECPLgs erfolgte hierbei durch NGS unter
Verwendung der UID-Strategie (Abbildung 20). Hier wird in den allerersten Schritten
eine Zufallssequenz (,,UID*) eingebaut, sodass idealerweise jedes initiale PCR-Produkt,
das aus einem Plasmid entsteht, eine einzigartige Signatur erhélt. Auf diese Weise kann
man Plasmide ,,zdhlen”, und unterschiedliche Amplifikationseffizienzen in spéteren
Schritten korrigieren.

COS-7 Zellen wurden hierzu in drei parallelen Nukleofektionsansitzen mit
10 ng/ul HLA-A2-pHSE sowie mit 0,1 ng/ul, 1 ng/ul bzw. 10 ng/ul PECPL transfiziert.
Zur Ermittlung der Effizienz der Nukleofektion wurden COS-7 Zellen in Parallelan-
sdtzen mit der gleichen Konzentration an pcDNA-sGFP transfiziert. Die Zellen wurden
48 h nach der Nukleofektion mittels Durchflusszytometrie analysiert. Nach der Trans-
fektion von 0,1 ng/ul, 1 ng/ul bzw. 10 ng/ul pcDNA-sGFP exprimierten demnach 4 %,
25 % bzw. 73 % der COS-7 Zellen sGFP. Die Effizienzen der Nukleofektionen liegen
im erwarteten Bereich (3.4.2.3).

48 h nach der Nukleofektion wurde die Peptid-kodierende Sequenz aller PECPL-
Plasmide einzelner COS-7 Zellen der drei verschiedenen Transfektionsansétze in einer
ersten PCR mit einem UID verlidngert (Abbildung 20). In der zweiten PCR wurden die
UID-markierten Sequenzen amplifiziert und dabei parallel mit den Barcodes verléngert,
die spezifisch fiir die jeweiligen Transfektionsansétze waren. In der dritten PCR wurden
die Amplifikate mit Einzelzell-spezifischen Indices und Illumina Plattform kompatiblen
Adaptoren verlidngert. Hierfiir wurde die Nextera-Technologie verwendet. Die Sequen-

zen der resultierenden Produkte wurden mit NGS bestimmt.
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Abbildung 20: Schematischer Arbeitsablauf zur Quantifizierung von PECPLy, und PECPL g
durch NGS.

In PCRI erfolgte der Einbau der UID-Nukleotide (blau) in die einzelnen Sequenzen aller PECPL-
Plasmide (grau) von Einzelzellen der drei verschiedenen Nukleofektionsansdtze (a: 10 ng/pl; b: 1 ng/pl;
c: 0,1 ng/pl), die die Peptid-kodierende Sequenz enthalten (rot). Dabei wurde zudem das 5°- und 3°-Ende
des templates mit Nukleotiden (griin) verldngert, die eine allgemeine Amplifizierung im nachfolgenden
Schritt ermdglichen. In PCR II wurde jede einzelne UID-markierte Sequenz amplifiziert. Parallel dazu
wurden die Zellen je nach Transfektionsbedingung mit spezifischen Barcodes (a: 10 ng/ul: 5’-AGCG
GAAT-3’; b: 1 ng/pl: 5>-GATCATGC-3’; c: 0,1 ng/ul: 5°>-CGAGTCCT-3") und mit weiteren Nukleo-
tiden verldngert (lila/pink). In PCR III wurde den Amplifikationsprodukten Einzelzell (EZ)-spezifische
Indices (schwarz) zugewiesen, anhand deren im spéteren Verlauf die Sequenzen der PCR-Produkte einer
definierten Einzelzelle zugeordnet werden konnen. Zudem wurden die Amplifikate mit [llumina Plattform
kompatiblen Adaptoren (orange/gelb) ergénzt, die fiir die Sequenzierung notwendig sind. Unterschied-
liche Farben der Primersegmente zeigen, wo der entsprechende Primer an sein template hybridisiert.

Bei der Sequenzierung wurden fiir jeweils 94 Einzelzellen der drei Transfektionsansétze
und sechs Negativkontrollen insgesamt 2.141.615 lesbare Sequenzen erhalten. Die Aus-
wertung der Sequenzen erfolgte, wie im Detail in 2.7.5 beschrieben, nach den nachfol-
genden Kriterien: Erstens, es wurden nur Sequenzen beriicksichtigt, die einen UID
sowie einen Transfektionsansatz-spezifischen Barcode enthielten. Dies traf auf

1.544.032 Sequenzen zu (Tabelle 10). Zweitens wurden die Sequenzen auf das Vor-
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handensein von Duplikaten untersucht. Traten Duplikate auf, so wurden diese entfernt.
Dabei verblieben insgesamt 1.376.903 Sequenzen. Drittens wurden nur Sequenzen in
die nachfolgende Analyse mit einbezogen, die iiber die Peptid-kodierende Sequenz
(5’-ATG-N24-TGA-3’) verfiigten. Insgesamt erfiillten 969.778 Sequenzen dieses Krite-
rium. Eine detaillierte Aufschliisselung der Anzahl der Sequenzen der einzelnen
Nukleofektionsansédtze mit 10 ng/ul, 1 ng/pl bzw. 0,1 ng/ul PECPL ist in Tabelle 10
dargestellt.

Tabelle 10: Ubersicht der durch NGS erhaltenen Sequenzen

Fir die jeweiligen drei Nukleofektionsansdtze (a: 10 ng/pl; b: 1 ng/ul; c: 0,1 ng/ul) wurde die Anzahl der
Sequenzen mit UID und Transfektionsansatz-spezifischen (TS) Barcode, die Anzahl der Sequenzen ohne
Duplikate sowie die Anzahl der Sequenzen angegeben, die die Peptid-kodierende Sequenz (5’-ATG-No4-
TGA-3’) enthalten. Zudem wurden die jeweiligen Gesamtanzahlen aufgelistet.

total a b c

Anzahl Sequenzen mit UID und TS-Index 1.544.032 556.795 619.681 367 556
Anzahl Sequenzen ohne Duplikate 1.376.903 510.183 548.320 318.400

Anzahl Sequenzen mit 5-ATG-N,,-TGA-3’ 969.778 427 250 525370 17.158

Fiir die weitere Analyse zur Bestimmung der Anzahl an PECPLir und PECPLota auf
Einzelzellebene wurden nachfolgend ausschlieBlich Sequenzen von Einzelzellen be-
rlicksichtigt, die = 6 PECPLg;¢ enthielten (Negativkontrollen enthielten durchschnittlich
3 =3 PECPLgifr). Bei Nukleofektionen mit 10 ng/pl, 1 ng/ul bzw. 0,1 ng/ul PECPL
trifft dieses Kriterium auf 60, 31 bzw. 17 Einzelzellen zu. Die PECPL ;¢ und PECPL ota1
dieser Einzelzellen wurden in Abbildung 21 A dargestellt. Sie zeigt, dass 65 % der Ein-
zelzellen bei Nukleofektionen mit 0,1 und 1 ng/ul PECPL mehr als 100 PECPLya
aufweisen (Abbildung 21 B). Bei der Nukleofektion mit 10 ng/ul PECPL ist der Anteil
dieser Zellen um 20 % geringer. Wéhrend bei allen drei Nukleofektionsansétzen nahezu
gleich viele Zellen mit mehr als 10° PECPL,y generiert werden, sind Unterschiede in
der Anzahl an Zellen mit groBer 10* PECPL i zu beobachten. Bei Nukleofektionen mit
I ng/ul und 10 ng/ul PECPL weisen 6 % und 12 % der Einzelzellen mehr als
10* PECPLy auf. Bei der Nukleofektion von 0,1 ng/ul konnten keine Einzelzellen mit

mehr als 10* PECPLy1 nachgewiesen werden.
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Dariiber hinaus wurde der durchschnittliche Wert der PECPLg;r der analysierten Einzel-
zellen bestimmt. COS-7 Zellen enthalten bei Nukleofektionen mit 10 ng/ul PECPL
durchschnittlich =239 PECPLgitr, mit 1 ng/ul PECPL =131 PECPL4gg und mit
0,1 ng/ul PECPL = 32 PECPLgisr (Abbildung 21 B).

a b c
6 6+ 6
o
J. S A
o ) - 0 o 5 .-:l-‘ . o 5 '
2 L = 24 « & 5 21 .
A g s g7 Caw
0 : T T 0 : T T 0 r T T 3
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 4
log,,PECPL ;. log,,PECPL log,,PECPL
B
a b c
Einzelzellen mit PECPL,,, 210%[%] 45 65 65
Einzelzellen mit PECPL__ 210°[%)] 27 26 29
Einzelzellen mit PECPL,,, 210%[%] 13 6 -
@ PECPL . pro Einzelzelle 239 131 32

Abbildung 21: PECPL gt zu PECPL,, der Einzelzellen verschiedener Nukleofektionsansitze.

(A) Aufgetragen wurde der log;y PECPLy, gegen den log;y PECPLgy analysierter Einzelzellen der
Nukleofektionsansitze mit 10 ng/ul PECPL (a), 1 ng/ul PECPL (b) und 0,1 ng/ul PECPL (c). Alle darge-
stellten Einzelzellen weisen PECPL ;s groBer 6 auf. (B) Der Prozentsatz der analysierten Einzelzellen aus
(A), die mehr als 10°, 10° und 10* PECPL,, aufweisen, wurde aufgelistet. Zudem wurde der Durch-
schnitt (&) der PECPL s pro Einzelzelle des jeweiligen Nukleofektionsansatzes angegeben.

Fiir die Analyse der Amplifikationsrate verschiedener PECPL-Plasmide wurde die Héu-
figkeit der einzelnen Peptid-kodierenden Plasmide einer jeden Zelle in Relation zur
PECPL a1 der jeweiligen Zelle gesetzt. Dabei konnten bei allen Nukleofektionsansétzen
die nachfolgenden drei Amplifikationsmuster beobachtet werden: alle PECPLg;¢s einer
Zelle wurden gleichermafBen amplifiziert (Muster I); = 2 unterschiedliche PECPL-
Plasmide lagen héufiger vor (Muster II) und ein PECPL-Plasmid wurde iiberwiegend
amplifiziert (Muster IIT) (Abbildung 22 A).
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B
I I III
10 nglpl [%] 483 35,0 16,7
1 ngiul [%] 97 51,6 38,7
0,1 ng/ul [%] 235 235 53,0

Abbildung 22: Amplifikationsmuster der Einzelzellen.

(A) Schematische Darstellung der drei verschiedenen Amplifikationsmuster. Die Kreisflachen stellen
PECPL,y, und die Segmente die Haufigkeit der einzelnen PECPL g dar. Muster I: alle PECPL-Plasmide
werden von der Zelle gleichméBig amplifiziert; Muster II: zwei oder mehrere PECPL-Plasmide (hier
zwei) werden von der Zelle haufiger amplifiziert und Muster III: ein PECPL-Plasmid wird hauptséchlich
von der Zelle amplifiziert. (B) Es wurde der Prozentsatz der analysierten Einzelzellen aus Nukleo-
fektionen mit 10 ng/ul, 1 ng/ul und 0,1 ng/pul PECPL aufgelistet, die das entsprechende Amplifikations-
muster aus (A) aufweisen.

Bei den drei Transfektionsansétzen sind Unterschiede in der Héaufigkeit der Amplifika-
tionsmuster zu sehen. Wihrend Einzelzellen bei der Nukleofektion mit 10 ng/ul PECPL
iiberwiegend Muster I und II aufweisen, sind bei Ansédtzen mit 1 ng/ul PECPL bzw.
0,1 ng/ul PECPL Muster I und II bzw. Muster IIl vorwiegend zu beobachten
(Abbildung 22 B). Die Amplifikationsmuster der analysierten Einzelzellen aus den

drei verschiedenen Transfektionsansétzen sind in Appendix II dargestellt.
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4 Diskussion

Die Identifizierung der Zielstrukturen von CD8'-T-Zellen ist duBerst relevant, da sie
Aufschliisse iiber die Atiologie und Pathogenese von verschiedenen Erkrankungen, wie
beispielsweise MS und PV, ermdglichen und die Grundlage neuer Therapien darstellen.
Die kiirzlich innerhalb unserer Arbeitsgruppe entwickelte Methode zur Identifizierung
von CD8'-T-Zell Antigenen, die mit einem bereits detailliert charakterisierten TZR
verifiziert wurde, scheint dazu Erfolg versprechend zu sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde die PECPL-Technologie validiert, ihre Bedeutsam-
keit unterstrichen und zu ihrer Optimierung beigetragen: Das Peptid GPCPD1(14-22)
im Komplex mit HLA-A2 konnte basierend auf zuvor mit der PECPL-Technologie
erhaltenen Erkenntnissen als potentielles Antigen des autoreaktiven TZR 2D1 identi-
fiziert werden und damit die vermutete Alloreaktivitdt des TZR 2D1 belegen.

Die Charakterisierung des pathogenen TZR Va3S1Ja45.1-VB13S1JB1.1 mittels dieser
Technologie fiihrte zur Entdeckung von drei weiteren HLA-C6-restringierten Epitopen.
Transfektionsbedingungen wurden etabliert, die APC mit definierter Anzahl an PECPL-
Plasmiden generieren. Dies ist die Grundlage filir zukiinftig wesentlich effizientere

Antigensuch-Experimente.

4.1 Validierung der PECPL-Technologie und weitere
Charakterisierung des TZR 2D1
Die PECPL-Methode wurde mit dem TZR JM22 entwickelt, dessen Struktur und Spezi-
fitdt bereits im Voraus detailliert charakterisiert war (Siewert et al., 2012). Um die
Technologie zu validieren, sollten in der vorliegenden Arbeit potentielle HLA-A2-
restringierte oktamere Antigene des TZR 2D1, die zuvor erstmals mit der PECPL-
Methode identifiziert wurden (Niedl, 2014), durch PECPL unabhingige Methoden be-
statigt werden. Zudem konnte die von Friese et al. aufgestellte und durch die PECPL-
Versuche gestiitzte Hypothese der Alloreaktivitit des pathogenen TZR 2D1 gegeniiber
endogenen Peptid:HLA-A2-Komplexen in dreifach transgenen Maiusen bestétigt

werden.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass mit der zuvor genannten Methode
Antigene eines TZR mit bisher unbekannter Spezifitit und sogar Antigene auf allogenen
HLA-Klasse-I-Molekiilen identifiziert werden kdnnen. Dies triagt zur weiteren Charak-
terisierung des TZR 2D1 bei. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass der TZR 2D1
von nonameren Peptiden aktiviert wird. Zudem konnte erstmals belegt werden, dass der
TZR Va2Joa21-VB15.1Jp2.7 des dualen TZR 2D1, wie vermutet, kreuzreaktiv ist und
Alloreaktivitit gegeniiber Peptid:HLA-A2-Komplexen aufweist. GPCPDI1(14-22)

wurde als mogliches natiirlich vorkommendes Antigen des TZR 2D1 identifiziert.

4.1.1 Identifizierung oktamerer und nonamerer HLA-A2-restringierter Epitope
des TZR 2D1
In vorangegangenen Studien wurden die drei Mimotope LIGEVFVL, LVGEVWGL
und LLGEVFEL aus der PECPL 8X®" mittels der PECPL-Technologie als mdgliche
HLA-A2-restringierte Epitope des TZR 2D1 identifiziert und bildeten die Grundlage
zur Entdeckung natiirlich vorkommender, potentieller antigener Peptide in Datenbanken
(Niedl, 2014). Die Analyse verschiedener Datenbanken ergab die vier Kandidaten-
antigene EML5(997-1004), DMXL2(813-820), NCAN(257-264) und GPCPD1(15-22).
Erste Aktivierungsversuche mit Plasmid-kodierten Peptiden wiesen darauf hin, dass
diese vom TZR 2D1 erkannt werden (Niedl, 2014). Hier konnten mit den beiden Mimo-
topen LIGEVFVL und LVGEVWGL sowie dem Peptid GPCPDI1(15-22) lediglich
drei der sieben potenticllen Epitope in Aktivierungsversuchen mit synthetischen
Peptiden bestdtigt werden. Diese Diskrepanz zu den vorherigen Beobachtungen konnte
darauf zuriickgefiihrt werden, dass in Aktivierungsversuchen mit Plasmid-kodierten
Peptiden nicht nur, wie bisher angenommen, eine Variante des Peptids, sondern dariiber
hinaus noch eine weitere Variante in der APC vorliegt, die N-terminal mit der Amino-
sdaure Met verldngert ist und zur Aktivierung des TZR fiihren kann. Diese zweite Vari-
ante resultiert dadurch, dass die Plasmid-kodierten Peptide zunichst mit dem Startcodon
Met synthetisiert werden und das Enzym Met-AP, das gewohnlich den N-terminalen
Met-Rest im Zytosol der APC abspaltet, in dem vorliegenden Fall inhibiert ist. Studien
haben gezeigt, dass eine Inhibition der Met-AP erfolgt, wenn die Aminosdure, die auf
den Met-Rest folgt, einen groflen, sterisch anspruchsvollen Aminosdurerest aufweist
(Wiltschi et al., 2009). In dem vorliegenden Fall liegt bei sechs der sieben potentiellen
Epitope der vorausgegangenen Studie an Position 1 die groe Aminoséure Leu vor,

sodass anzunehmen ist, dass die Met-Abspaltung wie beschrieben gehemmt ist. Zum
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anderen kann die Effizienz der Met-AP durch einen Uberschuss an Substrat erniedrigt
werden. Aufgrund der Tatsache, dass bei der vorausgegangenen Studie PECPL ver-
wendet wurden, die unter dem SV40 Promotor exprimiert werden, der von den COS-7
Zellen amplifiziert wird, kann davon ausgegangen werden, dass in der Zelle viele
PECPL-Plasmide vorliegen und infolgedessen eine Vielzahl an Peptiden. Dies wiirde
ebenfalls eine verminderte Abspaltung des N-terminalen Met implizieren. In PECPL
transfizierten Zellen liegen also zwei verschiedene Peptidvarianten vor. Im Fall des
TZR 2D1 konnen offensichtlich beide Varianten dessen Aktivierung bewirken, wobei
die Nonamere besser als die Oktamere banden und aktivierten. Somit konnte das Reper-
toire an HLA-A2-restringierten Antigenen des TZR 2D1 innerhalb der vorliegenden
Arbeit spezifiziert und um acht zusitzliche Epitope erweitert werden. Dariiber hinaus
konnte dadurch gezeigt werden, dass der TZR 2D1 nicht nur oktamere Peptide, sondern
auch nonamere Peptide erkennt. Die Tatsache, dass die 58-2D1-CD8-sGFP Zellen in
der Gegenwart von antigenen nonameren Peptid:HLA-A2-Komplexen im Vergleich zu
antigenen oktameren Peptid:HLA-A2-Komplexen groflere Mengen an IL-2 expri-
mieren, ldsst vermuten, dass Nonamere den TZR stérker aktivieren. Diese Beobachtung
steht im Einklang mit der Annahme, dass HLA-Klasse-I-restringierte TZR eine
Priferenz fiir antigene Peptide mit definierter Lénge aufweisen (Ekeruche-Makinde et
al., 2013).

Unter den in dieser Arbeit identifizierten Antigenen des TZR 2D1 befinden sich zwei in
Maus und Mensch natiirlich vorkommende Peptide des Proteins GPCPDI1: das oktamere
Peptid GPCPD1(15-22) und das nonamere Peptid GPCPD1(14-22). Die Tatsache, dass
das nonamere Peptid GPCPD1(14-22) den TZR 2D1 stirker aktiviert, ldsst vermuten,

dass dieses wahrscheinlich das Zielantigen ist, das von HLA-A2 présentiert wird.

4.1.2 Bindungsmotive der antigenen Peptid:HLA-A2-Komplexe des TZR 2D1

Drei HLA-A2-restringierte Epitope aus vorangegangen Studien (Niedl, 2014) wurden in
der vorliegenden Arbeit als Antigene des TZR 2DI1 bestidtigt. Dariiber hinaus konnten
acht weitere Epitope des TZR identifiziert werden. In Abbildung 23 wurden die Amino-
sduren graphisch dargestellt, die an den jeweiligen Positionen der elf identifizierten
HLA-A2 bindenden, antigenen Peptide auftreten. Sie zeigt, dass die Epitope an den
Positionen 2 und 9 mit Met und Leu bzw. Leu und Ile die von HLA-A2 bevorzugten

Anker-Aminosduren aufweisen. Zudem enthalten alle antigenen Peptide an den Posi-
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tionen 4 bis 6 das Aminosédurenmuster Gly-Glu-Val, wihrend die Aminosiuren an den

Positionen 3 und 8 eine groBere Vielfalt aufweisen.

A4 \v4
L =
p
=

Abbildung 23: Bindungsmotiv der Aminosiuren an den Positionen 1 bis 9 der HLA-A2-restrin-
gierten antigenen Peptide des TZR 2D1.

Es wurden alle Aminosduren angegeben, die an der jeweiligen Position der nonameren antigenen Peptide
detektiert wurden.

Die zuvor beschriebenen Peptide werden trotz ihrer unterschiedlichen Aminosduren-
zusammensetzungen vom gleichen TZR erkannt. Dies steht im Einklang mit dem Kon-
zept der Kreuzreaktivitét, die das Phdnomen beschreibt, dass ein TZR nicht nur einen,
sondern mehrere Peptid:HLA-Komplexe erkennen kann (Sewell, 2012; Wooldridge et
al., 2012; Wucherpfennig et al., 2007). Verschiedene Mechanismen der Kreuzreaktivitét
wurden bereits identifiziert (Abbildung 4). Zugrunde liegende Mechanismen kdnnten
demzufolge u.a. Konformationsinderungen in der CDR3a-Schleife (Mazza et al.,
2007) oder in den V-Doménen des TZR (Yin et al., 2011) sein. Dariiber hinaus wire
molekulare Mimikry, wie bereits beschrieben, iliber einen induced fit-Mechanismus
denkbar, bei dem die beiden Peptide eine dhnliche Konformation infolge der Bindung

des TZR einnehmen (Macdonald et al., 2009).

4.1.3 Molekulare Ursachen der unterschiedlichen Aktivierungspotentiale

nonamerer und oktamerer Peptid:HLA-A2-Komplexe gegeniiber TZR 2D1
Um die unterschiedlichen biochemischen Eigenschaften der HLA-A2-Komplexe mit
oktameren und nonameren Peptiden (3.1.2 und 3.1.3) zu illustrieren, wurden die
Strukturen der GPCPD1(15-22):-, M-GPCPD1(15-22):- und GPCPD1(14-22):HLA-A2-
Komplexe in silico simuliert. Die Simulation der Molekiildynamik (MD) erfolgte durch
Atanas Patronov und Maria Kalemanov vom Department Biowissenschaftliche Grund-
lagen der Technischen Universitit Miinchen, Freising. Die dabei erhaltenen moleku-
laren Strukturen der Peptid:HLA-A2-Komplexe mit den drei verschiedenen GPCPD1
Peptiden tragen zum Verstindnis der Ursache der stirkeren Aktivierung des TZR 2D1

durch Nonamere im Vergleich zu Oktameren bei. Die Strukturen zeigen, dass dabei die
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erste Aminosiure der nonameren Peptide am N-Terminus einen entscheidenden Ein-
fluss auf die Konformation und die Stabilitét des Peptids in der Bindungsfurche ausiibt
(Abbildung 24).

Abbildung 24: Struktur-Modelle der GPCPD1(15-22):HLA-A2-, M-GPCPD1(15-22):HLA-A2- und
GPCPD1(14-22):HLA-A2-Komplexe.

(A) Aufsicht auf den N-Terminus des HLA-A2-Molekiils (dunkelgrau), an das Oktamer GPCPD1(15-22)
(tiirkis) gebunden hat. Die freie Aminogruppe des oktameren Peptids interagiert nicht mit den Tyrosin-
resten Y7, Y159 und Y171 des HLA-A2-Molekiils, die in rot abgebildet wurden. (B) Aufsicht auf den N-
Terminus des HLA-A2-Molekiils (hellgrau), an das Nonamer M-GPCPD1(15-22) (gelb) gebunden hat.
Die freie Aminogruppe des Methionins des Nonamers bildet Wasserstoffbriicken (griin) mit der Tyrosin-
triade (rot) aus und stabilisiert auf diese Weise das gebundene Peptid. (C) Aufsicht auf den N-Terminus
des HLA-A2-Molekiils (hellgrau), an das Nonamer GPCPD1(14-22) (orange) gebunden hat. Die
drei Tyrosinreste (rot) haben einen stabilisierenden Effekt auf das gebundene Peptid. Sie formen Wasser-
stoffbriicken (griin) mit der freien Aminogruppe des L14 des Nonamers (aus Riihl et al., 2016).

Die Aminosduren an Position 1 beider nonamerer Peptide M-GPCPDI1(15-22) und

GPCPD1(14-22) konnen Wasserstoffbriicken zu drei verschiedenen Tyrosinresten aus-
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bilden, die innerhalb der HLA-A2-Bindungsfurche lokalisiert sind. Bei dem oktameren
Peptid hingegen entspricht die erste Aminosdure der Position 2 der nonameren Peptide
und die Tyrosintriade ist rdumlich zu weit von der ersten Aminosdure des Oktamers
entfernt. Dadurch konnen sich keine stabilisierenden Wechselwirkungen ausbilden.
Letzteres steht im Einklang mit dem hoheren root mean square deviation-Wert des ok-
tameren Peptids (2,130 A) gegeniiber den beiden nonameren Peptiden (M-GPCPD1(15-
22): 1,272 A; GPCPD1(14-22): 1,474 A), der darauf hinweist, dass das Oktamer
schwécher gebunden ist. Die fehlende Stabilisierung durch die Wechselwirkung mit der
Tyrosintriade wirkt sich auf die Peptidriickgrate der nachfolgenden Aminosduren aus
und fiihrt dazu, dass sich die Konformation des oktameren Peptidriickgrats erheblich
von denen der beiden nahezu identischen nonameren Peptidriickgrate unterscheidet.
Lediglich die beiden Peptidriickgrate der als Anker-Positionen geltenden Aminosduren
L15 und 122 weisen bei allen drei Peptiden die gleiche Bindungskonformation in den
Bindungstaschen B und F auf (Falk et al., 1991).

Dies ist im Einklang mit experimentellen Daten aus HLA-Riickfaltungen, die zeigen,
dass Oktamere die Riickfaltung von Peptid:HLA-A2-Komplexen im Vergleich zu
Nonameren mit geringerer Effizienz katalysieren (3.1.3). HLA-A2 bevorzugt in diesem
Fall demzufolge die Bindung nonamerer Peptide. Dies stimmt zudem mit Beobach-
tungen aus Studien des HLA-Bindungsrepertoires iiberein, die beschreiben, dass liber-
wiegend nonamere Peptide an HLA-A2 binden (Scull et al., 2012). Die fehlende Stabili-
sierung beim Oktamer bewirkt eine hohere Beweglichkeit des Peptids innerhalb der
Bindungsfurche und fiihrt zu einer schwécheren Aktivierung des TZR 2D1 gegeniiber
Nonameren (3.1.2). Die Aktivierungs- und Riickfaltungsexperimente validieren somit
die simulierten Molekiildynamiken, die zeigen, dass die strukturellen Unterschiede des
oktameren Peptids gegeniiber den nonameren Peptide mutmaBlich die Ursache fiir die

unterschiedlichen biologischen Eigenschaften der drei Peptid:HLA-A2-Komplexe sind.

4.1.3.1 Zwei strukturell unterschiedliche Peptid:HLA-Komplexe aktivieren den
TZR 2D1

Wihrend die Kristallstruktur des HLA-Klasse-I-Molekiils HLA-A2 bereits seit zwei

Jahrzehnten bekannt ist (Bjorkman et al., 1987; Saper et al., 1991), wurde die des HLA-

A3-Molekiils erst vor Kurzem bestimmt (McMahon et al., 2011). McMahon et al.

konnten erstmals durch die Kristallisation des PLP(45-53):HLA-A3-Komplexes zeigen,

dass die zum TZR gerichteten Strukturoberflichen des HLA-A3- und HLA-A2-Mole-
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kiils identisch sind. Samtliche Aminosédurereste, die sich zwischen den beiden Mole-
kiilen innerhalb der a;- und a,-Doméine unterscheiden (AS 62, 66, 70, 74, 152), richten
sich zur Bindungsfurche, sodass sie keinen Einfluss auf die Bindung des TZR haben.
Diese Beobachtung lieB sie vermuten, dass strukturelle Mimikry zwischen
Peptid:HLA-A3- und Peptid:HLA-A2-Komplexen auftreten kann, die zur Kreuzreakti-
vitdt des TZR fiihren und die Selektion des TZR im Thymus beeinflussen konnte
(McMahon et al., 2011). Die Peptide, die dabei von den beiden HLA-Klasse-I-Mole-
kiilen présentiert werden, kdnnen sich dabei durchaus unterscheiden. Zwar binden beide
Molekiile innerhalb ihrer Bindungstasche B bevorzugt Peptide, die an der Anker-
Position 2 die Aminosduren Leu oder Met aufweisen, jedoch fiithren strukturelle Unter-
schiede im mittleren Bereich der Bindungsfurche (AS 70, 97, 114 und 116) zu unter-
schiedlichen Aminosdurebindungsmotiven (Falk et al., 1991; McMahon et al., 2011).
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen im Einklang mit den zuvor be-
schriebenen Beobachtungen. Die von Atanas Patronov und Maria Kalemanov durch
MD-Simulation erhaltene  Struktur des GPCPDI(14-22):HLA-A2-Komplexes
(Abbildung 25 A), der von dem TZR Va2Ja21-VB15.1Jp2.7 des dualen TZR 2D1
erkannt wird (3.1.5), weist eine dhnliche Oberfliche im Vergleich zum PLP(45-
53):HLA-A3-Komplex (Abbildung 25 B) auf, der ebenfalls von diesem TZR erkannt

wird.

Abbildung 25: MD-simulierte  Struktur des GPCPD1(14-22):HLA-A2-Komplexes und
Kristallstruktur des PLP(45-53):HLA-A3-Komplexes.

(A) Aufsicht auf die HLA-A2-Bindungsfurche des GPCPD1(14-22):HLA-A2-Komplexes. Die Struktur
wurde mit 10 ns simuliert. (B) Aufsicht auf die HLA-A3-Bindungsfurche des PLP(45-53):HLA-A3-
Komplexes (adaptiert aus McMahon et al., 2011). Die schweren HLA-Ketten aus (A) und (B) wurden in
blau, die Peptide in rot dargestellt. Zudem wurden die jeweiligen Aminoséuren an den entsprechenden
Positionen (P) angegeben.
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Bei beiden Peptid:HLA-Komplexen wird die Bindungstasche B von der bevorzugten
Aminosdure Leu an der Anker-Position 2 besetzt und an Position 7 binden beide Mole-
kiilkomplexe die Aminosdure Phe. Deutlich unterschiedliche Aminosdurebindungs-
motive konnen bei beiden Peptiden innerhalb der Positionen 4 bis 6 beobachtet werden.
Wihrend das Peptid PLP(45-53) an Position 4 die Aminosdure Glu mit ihrer negativ-
geladenen Seitenkette aufweist, enthdlt GPCPD1(14-22) die neutrale Aminosdure Gly.
An Position 6 wird der aromatische Seitenkettenrest des Tyr mit der Aminosdure Val
durch einen aliphatischen ausgetauscht.

Diese Ergebnisse sind ein Beispiel dafiir, dass zwei Peptid:HLA-Komplexe, die trotz
unterschiedlicher Strukturen innerhalb ihrer jeweiligen Bindungsfurchen von demselben
TZR erkannt werden. Bisher ist nur ein Beispiel eines allogenen TZR bekannt, der
zwei unterschiedliche HLA-Klasse-II-Molekiile mit verschiedenen Peptiden erkennt
(Lang et al., 2002). In diesem besonderen Fall wiesen hingegen beide Komplexe nahezu
identische Strukturen auf und stellen ein Beispiel dafiir dar, dass molekulare Mimikry
auch mit HLA-Molekiilen korrelieren kann. Derzeit ist nicht bekannt, wie es dem TZR
2D1 gelingt, diese beiden strukturell unterschiedlichen Komplexe gleichermaf3en zu er-
kennen. Mogliche molekulare Mechanismen, die diese Kreuzreaktivitit erkléren
konnten, wurden bereits detailliert in 4.1.2 beschrieben. Diese Frage wird allerdings nur
durch Ko-Kristallisation beider Peptid:HLA-Komplexe mit TZR 2D1 beantwortet

werden konnen.

4.1.4 Invitro Prozessierung von GPCPD1

Die von Friese et al. aufgestellte Hypothese, dass die Deletion des autoreaktiven TZR
2D1 im Thymus von dreifach transgenen Méusen auf die Kreuzreaktion dieses TZR mit
autologen Peptiden im Komplex mit HLA-A2 erfolgte (Friese et al., 2008), wird durch
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzt. Es konnte gezeigt werden, dass der
TZR 2D, der urspriinglich gegen den PLP(45-53):HLA-A3-Komplex generiert wurde,
zudem durch das Peptid GPCPD1(14-22) auf HLA-A2 aktiviert wird. Wie im Fall des
Peptids PLP(45-53) kommt das Peptid GPCPDI1(14-22) in Maus und Mensch in
identischer Form vor und stammt ebenfalls von einem korpereigenen Protein ab. Beide
Proteine werden im Thymus exprimiert (Bastian et al., 2008). Geméfl dem Prinzip der
negativen Selektion hdtte der TZR 2D1 demzufolge bereits in der zweifach transgenen
Maus aufgrund seiner Affinitdt gegeniiber dem Selbstantigen PLP(45-53) durch
Apoptose deletiert werden miissen (Klein et al., 2014). Gegenwirtig ist nicht bekannt
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wie der autoreaktive TZR 2D1 in der zweifach transgenen Maus den Toleranzmechanis-
mus umgangen hat. Im Fall der dreifach transgenen Maus hingegen ist anzunehmen,
dass die Deletion des TZR 2D1 im Thymus vermutlich durch das Selbstantigen
GPCPDI1(14-22) ausgelost wurde und so die Maus vor MS-dhnlichen Symptomen
schiitzte. Unter dieser Annahme bleibt zudem zu erforschen, wie sich der TZR 2D1, der
urspriinglich aus dem Blut eines MS-Patienten mit dem Genotyp HLA-A3 und HLA-A2
isoliert wurde, der negativen Selektion im Patienten entzogen hat. Wie zuvor beschrie-
ben ist die Présentation von Peptiden nahezu aller korpereignen Proteine durch mTEC
mafgeblich fiir die negative Selektion (Klein et al., 2014). Unterschiede in der Pro-
zessierung von Antigenen zwischen murinen und humanen mTEC kénnten moglicher-
weise eine Erklarung fiir die unterschiedliche Selektion des TZR 2D1 bei Maus und
Mensch sein.

Da humane mTEC in der vorliegenden Arbeit nicht zugénglich waren, erfolgten Ver-
suche zur Prozessierung des Proteins GPCPD1 mit humanen Makrophagen. Die Experi-
mente deuten darauf hin, dass HLA-A2'-Makrophagen, die aus CD14"-Monozyten
eines gesunden Spenders differenziert wurden, nicht in der Lage sind, die Protein-
domédne GPCPDI(1-118) so zu prozessieren, dass dabei das antigene Peptid
GPCPD1(14-22) entsteht. Es ist jedoch nicht auszuschlieen, dass der hier eingesetzte
Aktivierungsassay mit T-Hybridomzellen nicht sensitiv genug war, um geringe Ober-
flichendichten an antigenen GPCPD1(14-22):HLA-A2-Komplexen zu detektieren.
Auch wenn Makrophagen das Protein nicht unter Bildung von GPCPD1(14-22) pro-
zessieren konnen, schlieBt dies nicht aus, dass mTEC im Thymus dies konnten,

insbesondere weil die genauen Prozessierungspriferenzen nicht im Detail bekannt sind.
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4.2 Charakterisierung des TZR Va3S1Ja45.1-VB13S1J81.1

Der autoreaktive TZR Va3S1Ja45.1-VB13S1JB1.1 wurde aus einer epidermalen Lésion
eines HLA-C6 -PV-Patienten isoliert (Kim et al., 2012a). Die Beobachtungen, dass epi-
dermale CD8"-T-Zellen fiir das Auslésen von PV verantwortlich sind und bevorzugt die
VB13S1-Kette verwenden, lieBen eine pathologische Relevanz dieses TZR vermuten
(Chang et al., 1995; Conrad et al., 2007). Vorexperimente zeigten eine spezifische
Aktivierung des TZR durch HLA-C6'-Melanozyten und HLA-C6-restringierte Epitope
des TZR konnten unter Verwendung von PECPL mit Anker-Positionen des HLA-C6
identifiziert werden (Tabelle 9).

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Identifizierung weiterer HLA-C6-restringierter
Epitope aus einer PECPL ohne fixierte HLA-Anker die PECPL 9X verwendet. Dabei
konnten drei weitere Mimotope MRSHRYLRL (Mimo7), RRYFRCLRM (Mimo8) und
VRCWRGRRL (Mimo9) identifiziert werden. Die drei Mimotope weisen dhnliche Bin-
dungsmotive wie die sechs Mimotope auf, die von Katherina Siewert aus PECPL mit
HLA-C6-Anker-Positionen isoliert wurden (Tabelle 9). Alle Mimotope weisen an den
Positionen 2 und 8 die positiv geladene Aminosdure Arg auf (Abbildung 26).

Abbildung 26: Bindungsmotiv der Aminosiuren an den Positionen 1 bis 9 der HLA-C6-restrin-
gierten Mimotope des TZR Va3S1Ja45.1-VA13S1J81.1.

Es wurden alle Aminosduren angegeben, die an der jeweiligen Position der Mimotope aus vorangegangen

Studien und aus der vorliegenden Arbeit detektiert wurden.

Die Aminosdure Arg tritt zudem iliberwiegend an den Positionen 5 und 7 auf, wéihrend
an Position 9 iliberwiegend der HLA-C6-Anker Leu vorliegt. Die verbleibenden Posi-
tionen hingegen weisen ein grofleres Spektrum moglicher Aminosduren auf. Bereits bei
TZR 2D1 und TZR JM22 wurde beobachtet, dass Epitope mit verschiedenen Amino-
sduren an definierten Positionen zur Aktivierung des TZR fiihrten und ist mit dem
Prinzip der Kreuzreaktivitit vereinbar (Sewell, 2012; Siewert et al., 2012; Wooldridge
et al., 2012; Wucherpfennig et al., 2007; 3.1.1 und 3.1.2). Der Mechanismus, mit dem
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der TZR Va3S1Ja45.1-VPB13S1J1.1 fahig ist, die verschiedenen Peptid:HLA-C6-
Komplexe zu erkennen, ist zur Zeit nicht bekannt. Verschiedene Mechanismen der
Kreuzreaktivitit, die bereits detailliert in 4.1.2 beschrieben wurden, konnten eine mog-
liche Erkldrung auf molekularer Ebene sein.

Basierend auf den Bindungsmotiven der sechs Mimotope aus Vorexperimenten
(Tabelle 9) und Mimo7 erfolgten verschiedene Datenbankenanalysen zur Identifizier-
ung natiirlich vorkommender Antigene. Dabei wurden die Aminosduren 57-65 des
ADAMTS-like protein 5 (ADAMTSLS5(57-65)) als spezifisches HLA-C6-restringiertes
Autoantigen des TZR Va3S1Ja45.1-VB13S1JB1.1 entdeckt (Arakawa et al., 2015).
Dieses Ergebnis bildete die Grundlage fiir die weiteren Beobachtungen der Studie, in
der gezeigt wurde, dass Melanozyten in psoriatischen Lésionen die Zielzellen der
epidermalen CD8'-T-Zellen sind und dass das in der Epidermis ausschlieBlich von
Melanozyten exprimierte Protein ADAMTSLS ein Autoantigen ist, das von vielen
Patienten mit PV erkannt wird.

Diese Ergebnisse sind zudem ein weiterer Beleg dafiir, dass mit der PECPL-Methode
Antigene mit biologischer Relevanz identifiziert werden konnen, die zum Verstandnis

der Pathogenese der Erkrankung beitragen.

&9



Diskussion

4.3 Versuche zur Identifizierung von Antigenen des MAIT-verwandten

TZR Va7.2Ja58-VB1JB2.3 durch PECPL

Die Studie von Held et al. weist auf eine Antigen-spezifische Rekrutierung des MAIT-
verwandten TZR Va7.2Ja58-VB1JB2.3 in eine MS-Lésion hin und ldsst vermuten, dass
dieser TZR mdglicherweise eine Rolle in der Pathogenese spielt. Die Identifizierung der
Antigene dieses TZR konnte demzufolge zum Verstindnis der MS-Pathogenese
beitragen.

Aus diesem Grund erfolgten in der vorliegenden Arbeit Versuche zur Identifizierung
von Antigenen des MAIT-verwandten TZR. Mit der PECPL-Technologie unter Ver-
wendung von MR1 konnten keine Antigene identifiziert werden. Dies stimmt mit Be-
obachtungen iiberein, dass MR1 Vitamin B Derivate und keine Peptide prasentiert
(Kjer-Nielsen et al., 2012). Der Ligand des MR1 war zum Zeitpunkt der PECPL-
Versuche nicht bekannt und in der Literatur wurden Lipide oder Peptide als vermutliche
Kandidaten kontrovers diskutiert (Huang et al., 2005; Shimamura et al., 2007).

Mit der Erkenntnis von Kjer-Nielsen et al. wurden in unserer Arbeitsgruppe von
Kathrin Held Vitamin B Derivate auf ihr Aktivierungspotential gegeniiber den drei
MAIT-verwandten TZR getestet. Dabei konnte jedoch ebenfalls keine Aktivierung
beobachtet werden. Dies kann darin begriindet sein, dass die TZR nicht das konservierte
Tyr95a in der CDR3a-Schleife aufweisen, das fiir die Vitamin B Metabolit-induzierte
Aktivierung bendtigt wird (Reantragoon et al., 2013).

Die Tatsache, dass weder Peptid:MR1- noch Vitamin B Derivat:MR1-Komplexe den
TZR Va7.2Ja58-VB1JB2.3 aktivieren, ldsst zwei weitere Mdglichkeiten offen: Zum
einen konnte der TZR wie klassische CD8'-T-Zellen Peptide im Kontext von HLA-
Klasse-I-Molekiilen erkennen. Dies konnte durch Versuche mit den HLA-Klasse-I-
Molekiilen des Patienten, aus dem der TZR isoliert wurde, und PECPL belegt werden.
Zum anderen konnte die Aktivierung dieses TZR durch bisher unbekannte MRI-
restringierte niedermolekulare Liganden ausgeldst werden. Dies wire mit Beobach-
tungen aus Studien vereinbar, die vermuten lassen, dass MAIT-Zellen neben den
bisherigen drei identifizierten Vitamin B Derivaten durch weitere, bisher unbekannte
MR 1-restringierte Liganden aktiviert werden (Gold et al., 2014; Lopez-Sagaseta et al.,
2013).
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4.4 Optimierung und Standardisierung der Antigensuchtechnologie

Das hohe Potential der PECPL-basierten Methode zur Identifizierung von CD8"-T-Zell
Antigenen (Siewert et al., 2012) wurde in vorherigen Abschnitten der vorliegenden
Arbeit bestitigt (3.1 und 3.3). Die Effizienz der Methode konnte jedoch noch gesteigert
werden. Um mdglichst effiziente APC zu generieren, wurde deshalb die Anzahl von
PECPL-Plasmiden pro APC im Zeitverlauf bestimmt. Zudem sollte der Prozess somit
standardisiert werden. Dies ist entscheidend, damit in Zukunft die Identifikation des
antigenen Peptids aus einer Myriade von potentiellen Peptiden in kiirzerer Zeit erfolgen
kann. Dariiber hinaus werden weitere Optimierungsmdglichkeiten der Methode vorge-
schlagen, die auf Ergebnissen und Beobachtungen aus Versuchen im Rahmen dieser

Arbeit basieren.

4.4.1 Anzahl der PECPL-Plasmide in APC

Fiir eine erfolgreiche Identifizierung von Antigenen mit der PECPL-Methode muss auf
der Oberflache der APC eine ausreichende Dichte antigener Peptide im Komplex mit
HLA-Klasse-I-Molekiilen priasentiert werden. Dabei ist die Anzahl transfizierter
PECPL-Plasmide pro APC sowie ihre Amplifizierung iiber den SV40 Replikations-
ursprung ausschlaggebend (1.4). Bislang gibt es keine genauen Angaben dariiber, wie
viele PECPL-Plasmide eine APC wihrend der Transfektion aufnimmt und wie sich das
PECPL-Repertoire der APC bis zum Zeitpunkt ihrer Isolierung verdndert. Welchen Ein-
fluss verschiedene Transfektionsmethoden auf die Anzahl der PECPL-Plasmide haben,
ist nicht detailliert charakterisiert.

Manche T-Zellen benétigen nur sehr niedrige Oberfldchendichten an Peptid:HLA-
Klasse-I-Komplexen, um aktiviert zu werden (Huang et al., 2013; Irvine et al., 2002;
Sykulev et al., 1995; Valitutti et al., 1995). Es ist jedoch zu vermuten, dass die optimale
Oberflachendichte an Peptid:HLA-Komplexen zwischen verschiedenen TZR variiert
und abhéngig von deren jeweiligen Affinititen gegeniiber diesen Komplexen ist. Daher
wiren Transfektionsmethoden vorteilhaft, die APC mit unterschiedlicher Anzahl an
PECPL-Plasmiden generieren. Die Charakterisierung des PECPL-Repertoires von APC
nach Transfektion mit verschiedenen Bedingungen und zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten wiirde demzufolge zur Verbesserung der Effizienz und dadurch zu einer schnelleren

Identifizierung von Antigenen fiihren.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit tragen zur Charakterisierung des PECPL-
Repertoires transfizierter COS-7 Zellen bei. Es wurde eine qPCR-Methode etabliert,
anhand derer die Quantifizierung von PECPL-Plasmiden erfolgen kann. Die durch-
schnittliche Gesamtanzahl an PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle konnte dadurch bei
verschiedenen Transfektionsbedingungen analysiert werden. Dabei stellte sich die
Nukleofektion als vielversprechendste Transfektionsmethode fiir die PECPL-Techno-
logie dar und wurde im weiteren Verlauf detaillierter charakterisiert. Dabei konnte unter
der Anwendung der UID-Strategie erstmals das PECPL-Repertoire auf Einzelzellebene

bestimmt werden.

4.4.1.1 FuGENE® HD vs. Nukleofektion

Bislang waren keine Informationen iiber die Transfektionsmethoden FuGENE® HD und
Nukleofektion beziiglich der Anzahl transfizierter Plasmide pro COS-7 Zelle vor-
handen. In der Literatur sind Angaben zur Anzahl an Plasmiden pro COS-7 Zelle 48 h
nach Transfektionen von Plasmiden mit SV40 Replikationsursprung durch Diethyl-
aminoethyldextran oder Ca”’-Phosphat zu finden. Die Anzahl variiert dabei sehr stark
von 5 x 10° Plasmiden pro Zelle (Gerard and Gluzman, 1985), 2-4 x 10° Plasmiden pro
Zelle (Mellon et al., 1981) bis hinzu 2 x 10° Plasmiden pro Zelle (Lusky and Botchan,
1981). Die unterschiedlichen Anzahlen an Plasmiden pro COS-7 Zelle sind eventuell
auf Unterschiede in den experimentellen Details zuriickzufiihren.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit kdnnen nun Aussagen iiber die Anzahl an Plasmiden
pro COS-7 Zelle zu verschiedenen Zeitpunkten und Bedingungen nach der Transfektion
mit FuGENE® HD und Nukleofektion erfolgen. Mit Hilfe der in dieser vorliegenden
Arbeit etablierten qPCR-Methode, deren Detektionsbereich 10 bis 1 x 10° PECPL-
Plasmide pro APC umfasst, wurde ausgehend von der DNA von 1 x 10° COS-7 Zellen
die durchschnittliche Anzahl an PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle bestimmt.

Bei Transfektionen mit FuGENE® HD ist die Anzahl an PECPL-Plasmiden pro COS-7
Zelle abhingig von der Konzentration an PECPL-DNA. Je weniger PECPL-DNA
transfiziert wird, desto weniger PECPL-Plasmide liegen pro COS-7 Zelle 48 h und 72 h
nach der Transfektion vor. Die Quantifizierung zeigte, dass bei Transfektionen mit
FuGENE® HD mit dem Standardprotokoll COS-7 Zellen initial ~12.000 PECPL-
Plasmide (2 h) aufnehmen, diese bis zum Zeitpunkt 6 h auf =30.000 PECPL-Plasmide

amplifizieren und bis 48 h nach der Transfektion konstant aufrechterhalten (3.4.2.1).
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Bei Nukleofektionen konnte wie zuvor bei Transfektionen mit FuGENE® HD be-
obachtet werden, dass die Anzahl der PECPL-Plasmide pro COS-7 Zelle abhidngig von
der Konzentration an transfizierter PECPL-DNA ist. Dariiber hinaus konnten im Rah-
men dieser vorliegenden Arbeit drei Transfektionsprotokolle erstmals etabliert werden,
die zur Aufnahme von durchschnittlich =20, =200 bzw. =~1.000 PECPL-Plasmiden pro
COS-7 Zelle fiihren. Die Quantifizierung mittels qPCR zeigte, dass die Amplifizierung
der PECPL-Plasmide in COS-7 Zellen sechs Stunden nach der Nukleofektion beginnt
und ihr Maximum 48 h nach der Nukleofektion erreicht. Je nach Transfektionsprotokoll
werden die PECPL-Plasmide um das 30-fache (10 ng/ul), 70-fache (1 ng/ul) oder 100-
fache (0,1 ng/ul) amplifiziert. Die héheren Amplifikationsraten der PECPL-Plasmide
pro APC bei Nukleofektionen im Vergleich zu Transfektionen mit FuGENE® HD
lassen vermuten, dass die Nukleofektion als Transfektionsmethode fiir die PECPL-
Technologie besser geeignet ist. Moglicherweise liegt das an der chemischen Struktur
von FuGENE® HD, die zwar nicht genau bekannt ist, jedoch auf kationischen Lipiden
basiert, die mit den negativ geladenen Lipidkopfgruppen interagieren. Diese konnten

eventuell den Stoffwechsel der Zellen negativ beeinflussen.

4.4.1.2 Charakterisierung des PECPL-Repertoires auf Einzelzellebene

Es ist bisher nicht bekannt wie viele Peptide der PECPL-Plasmide eine Zelle im Ein-
zelnen exprimiert, wie viele an das jeweilige HLA-Klasse-I-Molekiil binden und wie
viele dann auf der Zelloberfliche préasentiert werden. Wie zuvor beschrieben, zeigten
Studien, dass bei T-Zellen einige wenige oder gar nur ein Peptid:HLA-Klasse-I-
Komplexe an der Zelloberfliche benétigt wird, um einen TZR zu aktivieren (Huang et
al., 2013; Irvine et al., 2002; Sykulev et al., 1995; Valitutti et al., 1995). Dies ist
vermutlich abhingig vom jeweiligen TZR und dessen Affinitdt gegeniiber den
Peptid:HLA-Klasse-I-Komplexen. Ob diese geringe Anzahl an Peptid:HLA-Klasse-I-
Komplexen zur Aktivierung der T-Hybridomzellen ausreicht, ist zudem nicht bekannt.
Es ist jedoch davon auszugehen, dass eine ausreichende Oberflichendichte an
Peptid:HLA-Klasse-I-Komplexen vorliegt, wenn viele Plasmide einer geringen Anzahl
unterschiedlicher PECPL-Plasmide (PECPLgitr) pro APC vorhanden sind. Die Quanti-
fizierungen der PECPL-Plasmide pro COS-7 Zelle mittels qPCR lassen vermuten, dass
COS-7 Zellen nach Nukleofektionen mit den drei etablierten Protokollen diese An-

forderungen erfiillen.

93



Diskussion

Die Charakterisierung des PECPL-Repertoires durch die UID-Strategie bestétigt diese
Annahme. Eine COS-7 Zelle enthdlt 48 hnach der Nukleofektion mit 0,1 ng/ul,
1 ng/pul bzw. 10 ng/ul PECPL-DNA durchschnittlich 32, 131 bzw. 239 PECPLy;¢r. Somit
konnte erstmals auf Einzelzellebene gezeigt werden, dass PECPLgisr pro Zelle zum
Zeitpunkt der Aktivierungsversuche abhéngig von der Konzentration an PECPL-DNA
ist, die bei der Nukleofektion eingesetzt wurde. Mit zunehmender Konzentration an
transfizierter PECPL-DNA erhoht sich PECPLgi¢r pro Zelle. Fiir Aktivierungsversuche
kann demnach zukiinftig die Anzahl an PECPL-Plasmiden pro COS-7 Zelle iiber die
Konzentration der zu analysierenden PECPL gezielt gesteuert werden.

Mit der UID-Strategie konnte erstmals bestimmt werden, in welchem Verhéltnis die
unterschiedlichen PECPL-Plasmide zueinander in einer einzelnen Zelle vorliegen. Da-
bei stellte sich heraus, dass die einzelnen PECPL-Plasmide einer Einzelzelle entweder
gleichmiaBig amplifiziert werden (Muster I) oder mehrere bzw. ein PECPL-Plasmid(e)
hohere Amplifikationsraten aufweisen (Muster I bzw. III) (Abbildung 22 A). Ein Zu-
sammenhang zwischen dem héufigeren Auftreten einzelner Muster und der transfi-
zierten Konzentration an PECPL-DNA konnte festgestellt werden. Mit abnehmender
Konzentration an transfizierter PECPL-DNA treten hdufiger Einzelzellen auf, die ein
einzelnes Plasmid tiberwiegend amplifizieren. Die genauen Ursachen fiir die Unter-
schiede in der Anzahl der PECPL-Plasmide zwischen Einzelzellen einer Nukleofek-
tionsbedingung und den beobachteten unterschiedlichen Amplifikationsraten einzelner
PECPL-Plasmide einer Zelle sind derzeit nicht bekannt.

Bei Bakterien sind solche Fluktuationen in der Anzahl der Plasmide auf Einzellzell-
ebene bekannt und detaillierter untersucht (Tal and Paulsson, 2012). Als mdgliche
Ursachen wurden Schwankungen in den Konzentrationen an Chaperonen, Polymerasen
und Ribosomen, die indirekt die Initiation der Replikation beeinflussen sowie die
zufdllige Expression von Kontrollmolekiilen und die zufillige Verteilung der Plasmide
bei der Zellteilung (,,random segregation*) beschrieben. Ob vergleichbare Mechanis-
men bei den hier verwendeten eukaryotischen COS-7 Zellen zutreffen, ist bisher nicht
geklart, aber zu vermuten. Unterschiedliche Konzentrationen an Proteinen in einzelnen
COS-7 Zellen, die fiir die Replikation notwendig sind (z. B. SV40 large T antigen
(Fanning and Zhao, 2009)), sind auch hier durchaus als Erkldrung fiir die Fluktuationen
der Plasmidanzahl denkbar. Bei Saccharomyces cerevisiae Stimmen wurde bei der

Zellteilung eine Verteilung des 2-um Plasmids im Verhéltnis von 1:1 auf die resul-
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tierenden Tochterzellen beobachtet (Ghosh et al., 2007). Ob diese gleichméBige
Verteilung der replizierten PECPL-Plasmide auch bei COS-7 Zellen stattfindet oder
diese zufallig verteilt werden, ist ungewiss.

Dariiber hinaus koénnten die Unterschiede dadurch erklart werden, dass sich die Zellen
in unterschiedlichen Zellzyklusphasen befinden. Die verwendeten COS-7 Zellen
wurden vor der Transfektion nicht auf eine Zellzyklusphase synchronisiert. Zellen,
deren Plasmide gerade repliziert wurden, verfiigen vermutlich iiber eine hohere Anzahl
an Plasmiden als Zellen, die gerade eine Zellteilung durchlaufen haben. Zudem ist nicht
auszuschlieen, dass ein Teil der von der Zelle aufgenommenen PECPL-Plasmide nicht
in den Nukleus transportiert wurde, sondern im Zytosol verblieben ist und infolgedessen
nicht amplifiziert wurde.

Falls einzelne PECPL-Plasmide fiir toxische oder antimikrobielle Peptide kodieren, so
konnten diese einen Einfluss auf die Anzahl der PECPL-Plasmide haben, indem diese
u. a. die Replikation der DNA verhindern oder zu einem Stillstand des Zellzyklus
fiihren (Mulder et al., 2013).

DNA-Sekundirstrukturen einzelner PECPL-Plasmide, die das Voranschreiten der
Replikationsgabel verzogern oder blockieren und dadurch die Replikation beeinflussen
(Mazouzi et al., 2014), sind zwar vermutlich vernachléssigbar, da sich die Plasmide
lediglich in der 24 bp langen Peptid-kodierenden Sequenz unterscheiden, jedoch kénnen
sie nicht vollstindig ausgeschlossen werden.

Da bei Bakterien bereits unterschiedliche Faktoren zu Fluktuationen in der Anzahl an
Plasmiden fiihrten, kann bei eukaryotischen COS-7 Zellen durchaus ein noch kom-

plexeres Zusammenspiel an Ursachen erwartet werden.

4.4.2 Mogliche zukiinftige Optimierungen der PECPL-Technologie

Basierend auf den Beobachtungen, die im Verlauf der vorliegenden Arbeit bei der An-
wendung der PECPL-Technologie erfolgten, sowie den Ergebnissen der Analyse des
PECPL-Repertoires von APC sind weitere Verbesserungen zur Steigerung der Effizienz
denkbar.

Die drei Nukleofektionsbedingungen, die mit dieser Arbeit etabliert wurden, erdffnen
die Moglichkeit fiir eine neue Herangehensweise zur Isolierung des Antigen-
kodierenden Plasmids. Dabei wiirde man vor allem den Vorteil ausnutzen, dass bei der
Nukleofektion mit 0,1 ng/ul PECPL-DNA eine geringe Anzahl an PECPLi¢ pro COS-7
Zelle zum Zeitpunkt der Aktivierungsversuche vorliegt (3.4.3). Der erste Aktivie-
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rungsversuch zur Detektion aktivierender COS-7 Zellen wiirde dabei mit COS-7 Zellen
erfolgen, die durch Nukleofektion von 1 ng/ul oder 10 ng/pul PECPL-DNA generiert
wurden. Peptid-kodierende Sequenzen der PECPL-Plasmide aktivierender COS-7
Zellen wiirden wie bisher durch Amplifizierung und Klonierung erhalten werden
(2.5.9.4.3). Anstelle der Generierung eines ersten subpools (2.5.9.4.5), wie urspriinglich
bei der PECPL-Methode vorgesehen, wiirde ein zweiter Aktivierungsversuch erfolgen.
Im Gegensatz zum ersten Aktivierungsversuch wiirden hier COS-7 Zellen eingesetzt
werden, die durch Nukleofektion mit 0,1 ng/pl der isolierten PECPL-Plasmide aktivie-
render Zellen erhalten wurden. PECPL-Plasmide aktivierender COS-7 Zellen des
zweiten Aktivierungsversuchs wiirden dann erneut isoliert werden. Da bei der Nukleo-
fektion mit 0,1 ng/ul PECPL-DNA durchschnittlich lediglich 32 verschiedene PECPL-
Plasmide pro COS-7 Zelle vorliegen, wiirde hochst wahrscheinlich ein einzelner
subpool ausreichen, um das Antigen-kodierende Plasmid zu erhalten. Dadurch reduziert
sich die Anzahl der subpools im Vergleich zur bisherigen Vorgehensweise und wiirde
damit zu einer wesentlichen Zeitersparnis fithren.

Des Weiteren umfasst die Optimierung die Isolierung aktivierender APC. Fiir das
prazise Isolieren einzelner Zellen aus einem Zellverband bedarf es Kapillaren mit
moglichst kleinem Durchmesser. Handelsiibliche Pipettenspitzen eignen sich nicht, da
diese aufgrund ihres groBen Durchmessers dabei zu viele benachbarte Zellen isolieren
wiirden (Siewert, 2011). Die Isolierung mit der Glaskapillare erfordert jedoch Ubung
und Feingefiihl, da die Kapillare sehr zerbrechlich ist und eignet sich daher nicht fiir
automatisierte Hochdurchsatzapplikationen. Ein weiterer Nachteil ist, dass sich auf-
grund des kleinen Durchmessers der Kapillare (14 pm) groB8e Scherkréfte beim Isolier-
prozess auf die APC wirken. Dies kann eine Beschiddigung der Zelle wéhrend des
Isoliervorgangs zur Folge haben (Abbildung 27). Entscheidend fiir den Erfolg der
Antigensuche ist jedoch, dass die APC in einem intakten Zustand isoliert wird. Wird die
Zelle wihrend der Isolierung beschidigt, so ist es moglich, dass das Antigen-kodierende
Plasmid verloren wird, indem es in der Kultivierungsschale oder an der GefdBwand der
Kapillare zuriickbleibt. Infolgedessen kann im weiteren Verlauf der PECPL-Methode

das Antigen nicht identifiziert werden.
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Abbildung 27: sGFP exprimierende COS-7 Zelle wihrend des Isoliervorgangs mit einer
Glaskapillare.

Fluoreszenzbilder einer sGFP exprimierenden COS-7 Zelle (a) vor, (b) wihrend und (c) nach ihrer
Isolierung mit Hilfe einer Kapillare. Die COS-7 Zelle ist vor der Isolierung intakt. Wahrend die Zelle von
der Kapillare aufgesogen wird, fithren die groBen Scherkrifte zum Platzen der COS-7 Zelle. Zell-
bestandteile diffundieren in den Uberstand der Kokultur und bleiben in der Kultivierungsschale zuriick.
MafBstabskala: 100 um.

Diese Herausforderungen kdnnten mit nachfolgend beschriebenem Versuchsautbau um-
gangen werden. Eine geringe Anzahl transfizierter APC wiirde zusammen mit T-Hybri-
domzellen pro Well einer 384-Well-Platte (oder kleiner) kokultiviert werden. Nach
Detektion aktivierter T-Hybridomzellen wiirden die adhédrenten APC durch Inkubation
auf Eis schonend von der Kultivierungsschale abgelost werden und mit einer handels-
iiblichen Pipettenspitze (10 pl) manuell oder mit einem Pipettierroboter isoliert werden,
die im Vergleich zur Glaskapillare deutlich geringere Scherkrifte verursacht. Optional
konnten die APC vor ihrer Ablosung vom Kultivierungsboden mit PBS gewaschen
werden, um unspezifisch gebundene PECPL-Plasmide zu entfernen. Nach der
Isolierung der APC konnte das Well zudem mit PCR-Mix ausgespiilt werden, um eine
vollstindige Isolierung der PECPL-Plasmide zu ermoglichen. Die isolierten Zellen
konnten fiir die nachfolgende PCR auf verschiedene Reaktionsgefifle aufgeteilt werden,
sodass Einzelzellen vorliegen. Dadurch wiirde vermieden werden, dass das Antigen-
kodierende Plasmid der APC mit PECPL-Plasmiden irrelevanter Nachbarzellen ver-
diinnt wird.

Ein weiterer Vorteil des zuvor beschriebenen Versuchsaufbaus wire, dass ein Weg-
rollen der T-Hybridomzellen von der aktivierenden APC, wie es bereits im Rahmen der
Versuche mit der PECPL-Methode beobachtet wurde (Daten nicht gezeigt), vernach-

lassigbar wére.
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4.5 Ausblick

CD8"-T-Zellen sind sehr wichtig fiir die Abwehr von infektidsen Erregern und
Tumoren, jedoch konnen sie auch zur Entstehung von Autoimmunerkrankungen fiihren.
Um die zugrunde liegenden Mechanismen dieser T-Zellen dabei im Einzelnen zu ver-
stehen, miissen zunéchst die Zielstrukturen dieser T-Zellen identifiziert werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte die PECPL-Technologie, die kiirzlich als potentielle
Methode zur Identifizierung von Antigenen der CDS8'-T-Zellen entwickelt wurde,
erstmals validiert werden. Im Rahmen dessen konnte das Peptid GPCPD1(14-22) als
HLA-A2-restringiertes, vermutlich protektives Antigen im Tiermodell der MS mit drei-
fach transgenen Méusen identifiziert werden. Ob dieses Antigen tatséchlich bewirkt hat,
dass die Méuse vor MS-dhnlichen Symptomen geschiitzt wurden, muss in weiterfiihren-
den Untersuchungen belegt werden. Hierzu sollte zunéchst iiberpriift werden, ob die
mTEC der dreifach transgenen Méiuse in der Lage sind, dass Protein GPCPDI1 so zu
prozessieren, dass dabei das antigene Peptid generiert wird. Der eindeutige Beweis wére
erbracht, wenn die dreifach transgenen Miuse in Folge eines Knock-out des GPCPD1-
kodierenden Gens an MS-dhnlichen Symptomen erkranken wiirden.

In einem anderen Teilprojekt wurde die PECPL-Methode zur Antigensuche eines klonal
expandierten TZR verwendet, der direkt aus einer PV-Lasion stammte. Die urspriing-
liche Zielzelle war also vermutlich am Krankheitsprozess beteiligt. Basierend auf
Vorexperimenten mit PECPL-Plasmiden, die definierte Anker-Aminosduren enthielten,
wurden in der vorliegenden Arbeit Mimotope identifiziert, die auf vollstindig rando-
misierten Bibliotheken beruhten. Diese Mimotope sind damit besonders aussagekriftig
und trugen wesentlich dazu bei, ein PV-relevantes Antigen zu identifizieren. Die
PECPL-Technologie ermdglichte damit einen neuen Pathomechanismus der PV zu
entdecken und bildet moglicherweise die Grundlage fiir zukiinftige Therapien und
Biomarker der PV (Arakawa et al., 2015).

Dariiber hinaus wurde ein bestehender Prozessschritt der Methode detaillierter charak-
terisiert und verbessert, sodass zukiinftige Versuche zur Identifizierung von T-Zell Anti-
genen vermutlich mit einem deutlich geringeren Zeitaufwand erfolgen. In weiterfiihren-
den Untersuchungen sollten die vorgeschlagenen weiteren Optimierungen auf ihre An-
wendbarkeit tiberpriift werden, da diese entscheidend fiir einen zukiinftigen Einsatz der
Technologie als Industrie-Applikation wiéren. Die Giiltigkeit der vorgeschlagenen
Verbesserungen konnte beispielsweise mit dem Modellsystem JM22 untermauert

werden.
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Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit scheint die verbesserte PECPL-Techno-
logie ein bedeutsames Werkzeug fiir die Identifizierung von krankheitsrelevanten Anti-
genen von TZR aus verschiedenen Krankheiten zu sein. Die Erkenntnisse, die mit dieser
Methode erzielt werden, konnten zur Entdeckung der Atiologie, der Pathogenese sowie

neuer Diagnostika und Therapien vieler Erkrankungen beitragen.
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Physikalische MaBeinheiten wurden entsprechend ihrem Einheitszeichen und

Nukleotide wurden gemiB des TUPAC Ambiguity Codes abgekiirzt. Aminosduren

wurden im Ein- oder Dreibuchstabencode angegeben.

58-2D1-CD8-sGFP
58-B7-CD8-sGFP
58-Ja58-CD8-sGFP
58-JM22-CD8-sGFP
58-Vo2Ja21-
VB15.1Jp32.7-CD8
58-Va3.1Ja45.1-
VB13.1J81.1-CD8-
sGFP
58-Va7lall-
VB15.1Jp32.7-CD8
Amp

APC

AS

B-Zelle

fom

bp

bzw.

C-Terminus

ca.

CD

cDNA

CDR

COS-7-A2
COS-7-A3
COS-7-C6

CRT

CSF

Ct-Wert

d. h.

DMXL2

DNA

D,

E

E. coli

ELISA

EMLS5

ER

ERAP1/2

FACS

FPLC

GPCPD1

HLA

HLA-A2

HLA-A3

HLA-C6

112

58a’B Zellen, die den TZR 2D1, CD8 und sGFP exprimieren

58a’B Zellen, die den TZR B7, CD8 und sGFP exprimieren

58a’B Zellen, die den TZR Va7.2Ja58-VB1$2.3, CD8 und sGFP exprimieren
58a’B Zellen, die den TZR JM22, CD8 und sGFP exprimieren

58a’B Zellen, die den TZR Va2Ja21-VB15.1Jp2.7 und CD8 exprimieren

58a’p" Zellen, die den TZR Va3.1Ja45.1-VB13.1Jp1.1, CD8 und sGFP
exprimieren

58a’B Zellen, die den TZR Va7Jal1-VB15.1Jp2.7 und CD8 exprimieren

Ampicillin

antigenprésentierende Zelle

Aminoséiure

B-Lymphozyt

B2-Mikroglobulin

Basenpaare

beziehungsweise

Carboxy-Terminus

circa

cluster of differentiation

complementary DNA

complementarity determining regions

COS-7 Zellen, die HLA-A*02:01 exprimieren
COS-7 Zellen, die HLA-A*03:01 exprimieren
COS-7 Zellen, die HLA-C*06:02 exprimieren
Calreticulin

Cerebrospinal fluid (Liquor cerebrospinalis)
cycle threshold-Wert

das heif3t

DmX-like protein 2

Desoxyribonukleinsdure

diverse (Gensegment der 3-TZR-Kette)
Effizienz

Escherichia coli

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Echinoderm microtubule-associated protein-like 5
Endoplasmatisches Retikulum

ER Aminopeptidase 1 und 2
fluorescence-activated cell sorter

Fast Protein Liquid Chromatography
Glycerophosphocholine phosphodiesterase 1
human leukocyte antigen

HLA-A*02:01

HLA-A*03:01

HLA-C*06:02
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1B

IL-2

IPTG
ITAMs
1./],
LB-Medium
logo
M-CSF
MAIT
MBP

MD
Met-AP
MHC
MIIC
Mimo

MPI

MR1

MS

mTEC
MWCO
N-Terminus
NCAN
NFAT
NGS

OD

PBMC
PCR
PECPL
PECPL 8X

PECPL 9X

PECPLdiff
PECPL a1
PLC

PLP

PV

qPCR

R2

RPMI

RT

SDS
SDS-PAGE
sGFP
T-Zelle
TAP

TAX

TZR

u. a.

UID

uv

VS.

V.V,

z. B.

ZNS

inclusion bodies

Interleukin-2

Isopropylthio-B-Galaktosid

immunoreceptor tyrosine-based activation motifs
Jjoining (Gensegment der o/p-TZR-Kette)
Luria-Bertani Medium

dekadische Logarithmus
Monozytenkolonien-stimulierender Faktor
Mukosa-assoziierte invariante T-Zellen
Myelin-Basische Protein

Molekiildynamik

Methionin-Aminopeptidase

major histocompatibility complex
MHC-Klasse-II-Kompartiment

Mimotop

Max-Planck-Institut

MHC-related protein 1

Multiple Sklerose

Medulldre Epithelzellen des Thymus
Molekulargewichtsausschlussgrofe
Amino-Terminus

Neurocan

nuclear factor of activated T cells

Next Generation Sequencing

optische Dichte

Peripheral Blood Mononuclear Cell

polymerase chain reaction

plasmid encoded combinatorial peptide libraries
PECPL, die fiir acht Aminosduren lange Peptide mit zufdlliger Zusammensetzung
kodiert

PECPL, die fiir neun Aminosduren lange Peptide mit zufélliger
Zusammensetzung kodiert

Anzahl an PECPL-Plasmiden, die fiir verschiedene Peptide kodieren
Gesamtanzahl an PECPL-Plasmiden
Peptidbeladungskomplex

Proteolipid-Protein 1

Psoriasis vulgaris

quantitative PCR

Bestimmtheitsmal}

Roswell Park Memorial Institute (Zellkulturmedium)
Raumtemperatur

Sodiumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

super griin fluoreszierendes Protein
T-Lymphozyt

Antigenpeptid-Transporter

T-lymphotrophic virus-2 protein
T-Zell-Rezeptor

unter anderem

unique identifier

Ultraviolett

versus

variable (Gensegment der a/f-TZR-Kette)

zum Beispiel

Zentralnervensystem
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Appendix
I. Sequenzen

Nachfolgend wurden die Nukleotidsequenzen angegeben, die flir das om und die
zytoplasmatische Domédne des HLA-A2-Molekiils kodieren und in den Expressions-
vektor pET-21c(+) eingefiligt wurden. Die Sequenz der zytoplasmatischen Doméne des
HLA-A2 wurde dariiber hinaus durch einen GS Linker mit der BirA Biotinylierungs-
sequenz verbunden. Zudem wurden die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme
angegeben, die wihrend der Klonierung verwendet wurden.

B2m

CATATGATGATCCAGCGTACTCCAAAGATTCAGGTTTACTCACGTCATCCAGCAGAGAA
TGGAAAGTCAAATTTCCTGAATTGCTATGTGTCTGGGTTTCATCCATCCGACATTGAAG
TTGACTTACTGAAGAATGGAGAGAGAATTGAAAAAGTGGAGCATTCAGACTTGTCTTTC
AGCAAGGACTGGTCTTTCTATCTCTTGTACTACACTGAATTCACCCCCACTGAAAAAGA
TGAGTATGCCTGCCGTGTGAACCATGTGACTTTGTCACAGCCCAAGATAGTTAAGTGGG
ATCGAGACATGTAAC/AATTC

Ndel, Mfel/EcoR1

HLA-A2

CA/TAATATGGGCTCTCACTCCATGAGGTATTTCTTCACATCCGTGTCCCGGCCCGGCC
GCGGGGAGCCCCGCTTCATCGCAGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTC
GACAGCGACGCCGCGAGCCAGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATAGAGCAGGAGGE
TCCGGAGTATTGGGACGGGGAGACACGGAAAGTGAAGGCCCACTCACAGACTCACCGAG
TGGACCTGGGGACCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGTTCTCACACCGTC
CAGAGGATGTATGGCTGCGACGTGGGGTCGGACTGGCGCTTCCTCCGCGGGTACCACCA
GTACGCCTACGACGGCAAGGATTACATCGCCCTGAAAGAGGACCTGCGCTCTTGGACCG
CGGCGGACATGGCAGCTCAGACCACCAAGCACAAGTGGGAGGCGGCCCATGTGGCGGAG
CAGTTGAGAGCCTACCTGGAGGGCACGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAA
CGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCACGGACGCCCCCAAAACGCATATGACTCACCACGCTG
TCTCTGACCATGAAGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGAGCTTCTACCCTGCGGAGATC
ACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAGACCCAGGACACGGAGCTCGTGGAGAC
CAGGCCTGCAGGGGATGGAACCTTCCAGAAGTGGGCGGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAC
AGGAGCAGAGATACACCTGCCATGTGCAGCATGAGGGTTTGCCCAAGCCCCTCACCCTG
AGATGGGAGGGCTCTCTCGAGCGAGCTCCCGGGGEGCCTGAACGACATCTTCGAGGCTCA

GAAAATCGAATGGCACGAATGAGAATTC
Ndel/Asel, BirA Biotinylierungssequenz, GS Linker, EcoRI
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L Ergebmsse zu Abschnltt 34.1.3

X

17.850 418 71.392
915 21 1973

A7 A18

A22
136 726 2789
13 32 141 418

Abbildung 28: Schematische Darstellung der Amplifikationsmuster der Einzelzellen A1-A24 48 h
nach Nukleofektion von 10 ng/ul PECPL unter Angabe von PECPLy, (schwarz) und PECPL g
(rot).
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A32
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Abbildung 29: Schematische Darstellung der Amplifikationsmuster der Einzelzellen A25-A48 48 h
nach Nukleofektion von 10 ng/ul PECPL unter Angabe von PECPLy, (schwarz) und PECPL g
(rot).
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Abbildung 30: Schematische Darstellung der Amplifikationsmuster der Einzelzellen A49-A60 48 h

nach Nukleofektion von 10 ng/ul PECPL unter Angabe von PECPLy, (schwarz) und PECPL
(rot).
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Abbildung 31: Schematische Darstellung der Amplifikationsmuster der Einzelzellen B1-B24 48 h
nach Nukleofektion von 1 ng/ul PECPL unter Angabe von PECPL;y, (schwarz) und PECPL
(rot).

-

118



Appendix

13 47 18
9 9 7

Abbildung 32: Schematische Darstellung der Amplifikationsmuster der Einzelzellen B25-B31 48 h
nach Nukleofektion von 1 ng/ul PECPL unter Angabe von PECPL;y, (schwarz) und PECPL
(rot).
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Abbildung 33: Schematische Darstellung der Amplifikationsmuster der Einzelzellen C1-C17 48 h
nach Nukleofektion von 0,1 ng/ul PECPL unter Angabe von PECPL,, (schwarz) und PECPL g
(rot).

120



Eidesstattliche Versicherung

Riihl, Geraldine

Name, Vorname

Ich erklare hiermit an Eides statt,
dass ich die vorliegende Dissertation mit dem Thema

,untersuchungen zur Antigenerkennung von T-Zellen bei Patienten mit
Autoimmunkrankheiten*

selbstiandig verfasst, mich auller der angegebenen keiner weiteren Hilfsmittel bedient
und alle Erkenntnisse, die aus dem Schrifttum ganz oder anndhernd iibernommen sind,
als solche kenntlich gemacht und nach ihrer Herkunft unter Bezeichnung der Fundstelle
einzeln nachgewiesen habe.

Ich erkldre des Weiteren, dass die hier vorgelegte Dissertation nicht in gleicher oder in

dhnlicher Form bei einer anderen Stelle zur Erlangung eines akademischen Grades
eingereicht wurde.

Miinchen, 16.11.2016

Ort, Datum Geraldine Riihl

121



Danksagung

Am Erfolg meiner Promotion waren viele Personen beteiligt. Ich mochte hiermit allen
meinen tiefen Dank aussprechen, die mich auf meinem Weg begleitet und unterstiitzt
haben.

Mein besonderer Dank gilt meinem Doktorvater PD Dr. Klaus Dornmair fiir die
Bereitstellung der spannenden Projekte, fiir seine intensive Betreuung, seine Ideen und
fiir seine stindige Bereitschaft zur Diskussion.

Ich mochte mich bei Prof. Dr. Reinhard Hohlfeld dafiir bedanken, dass ich an seinem
Institut promovieren konnte.

Ich bedanke mich bei Prof. Dr. Jorg Prinz von der Klinik und Poliklinik fiir
Dermatologie und Allergologie, dass ich die Mdglichkeit hatte, an diesem spannenden
Teilprojekt mitarbeiten zu konnen.

Fiir die freundliche Zusammenarbeit danke ich Prof. Dr. Ires Antes, Atanas und Maria.

Ich mochte mich bei Stefan fiir die hilfreiche Unterstiitzung bei den Datenbanksuchen
bedanken.

Mein Dank gilt Simon und Ingo fiir den spannenden Einblick in die ,,Welt des
Programmierens und der automatisierten Bildanalyse®, ich habe viel davon profitiert.
Vor allem Ingo fiir Deine stete Bereitschaft trotz Mundschutz und Haube mit mir
zahlreiche Stunden auf die ,,Fokus-Fehlersuche* zu gehen.

Ein groBer Dank gilt meinen Kollegen Jessica, Ingrid, Matea, Kathrin, Reinhard, Edu
und insbesondere Joachim fiir die gute Arbeitsatmosphdre und die fachkundigen
Ratschlége.

Ein herzlicher Dank gilt Marga und Aline fiir die vielen Gespriche, die gute
Zusammenarbeit und die lustige gemeinsame Zeit, die mir meine Promotionszeit sehr
verschonert haben.

Mein groBer Dank gebiihrt Sabrina, meiner Familie, meiner Schwester, Ben und vor
allem meinen Eltern fiir Eure liebevolle Unterstiitzung und die zahlreichen
Aufmunterungen, die mir viel Kraft gegeben haben. Ohne Euch wiére das so nicht
moglich gewesen!

122



