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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Das (adaptive) Immunsystem

Der menschliche Organismus ist permanent potenziell krankheitsauslésenden und
todlichen Erregern aus der Umwelt ausgesetzt. Trotz dessen ist das menschliche
Immunsystem in der Lage den Organismus vor diesen pathogenen Keimen und
Mikroorganismen dauerhaft und erfolgreich zu schiitzen. Nur selten kommt es bei
einem funktionsfahigen und gesunden Immunsystem zum Ausbruch einer
Erkrankung. Dabei sind vier Hauptaufgaben zu nennen die das Immunsystem
auszufuhren imstande sein muss: a) Die Erkennung von Pathogenen, b) ihre
Bekdmpfung bzw. Elimination, c) das sich merken der jeweiligen Erreger und der
spezifischen Antwort auf diese (immunologisches Geddchtnis), und mindestens
genauso wichtig: d) die Immunregulation zur Selbst-Kontrolle des Immunsystems
um Allergien und autoimmune Erkrankungen zu verhindern.

Systematisch wird das Immunsystem eingeteilt in ein angeborenes und ein
erworbenes Immunsystem. Das Charakteristikum des angeborenen Immunsystems
ist, dass es unverziiglich auf Pathogene reagieren kann, wahrend das adaptive
(erworbene) Immunsystem Tage bis Wochen daflir braucht. Andererseits ist
Letzteres in der Lage mdogliche Erreger spezifischer zu bekampfen und zu
eliminieren, da es Antigen-spezifisch fungiert. Die T-Lymphozyten die dem
erworbenen Immunsystem angehoren, reagieren auf individuelle Antigene mit einem
jeweils hochspezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR). Diese hochspezifischen TCRs
fihren somit zu hochspezifischen Immunantworten. Das Immunsystem besitzt die
Fahigkeit 10'°-10%° verschiedene TCRs zu generieren. Jede ap T-Zelle, die entsteht,
besitzt einen einzigarten TCR. Erst wenn diese T-Zelle auf das fir ithren TCR

passende Antigen trifft, beginnt die T-Zelle zu differenzieren und zu proliferieren.
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Hierbei entstehen identische Tochterzellen. Dieser Vorgang wird als klonale
Expansion bezeichnet. Aufgrund der enormen TCR-Diversitat im naiven T-Zell-
Pool, ist das menschliche Immunsystem imstande auf nahezu alle Antigene mit
denen der Organismus in Kontakt kommen kann, adéquat zu reagieren. Auf diese
Weise werden pathogene Keime, die das angeborene Immunsystem nicht ausschalten
konnte, durch die adaptive Immunantwort eliminiert. Dabei kénnen Antikérper und
aktivierte Lymphozyten des adaptiven Immunsystems nach einer erfolgten Infektion
im immunologischen Gedéchtnis weiterhin persistieren. Dadurch wird bei einer
Reinfektion sofort reagiert und eine l&ngerfristige Immunitat gegen das jeweilige
Pathogen bzw. das spezifische Antigen aufrechterhalten. Zudem hilft das
immunologische Gedéachtnis dabei, auch nach Jahren der Infektfreiheit, im Rahmen
einer Sekundarinfektion eine schnellere und effektivere Immunantwort in Gang zu

setzen.!

1.2 Zellen des adaptiven Immunsystems

T- und B-Lymphozyten entstehen aus Progenitorzellen, die im Knochenmark
anséssig sind. Aus sogenannten gemeinsamen lymphoiden Vorldaufern entstehen je
nach Umgebung und einwirkenden Reizen T- und B-Zellen. Wahrend B-
Lymphozyten im Knochenmark heranreifen, findet die Reifung der T-Lymphozyten
dagegen im Thymus statt. Nach der Ausreifung wandern sie in periphere Gewebe,
wo sie Uber den Eintritt von Keimen, die Entstehung von Tumorzellen und
degenerierte dysfunktionale Zellen wachen. Dabei verbleiben einige T-Zellen im
Gewebe selbst, wéhrend andere im Blut- und Lymphsystem zirkulieren.
B-Lymphozyten und T-Lymphozyten Gbernehmen jeweils unterschiedliche Rollen
und exprimieren verschiedene Antigen-spezifische Rezeptoren. Bindet ein Antigen
an den B-Zell-Rezeptor auf der B-Zell-Oberflache, proliferiert diese B-Zelle und

differenziert sich in eine Plasmazelle, welche die aktivierte Form der B-Zelle
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darstellt. Die Plasmazelle produziert Antigen-spezifische Antikorper, welche die
sezernierte Version des B-Zell-Rezeptors darstellen. Auf diese Weise wird das
aktivierende Antigen zum Ziel der sezernierten Antikdrper. TCRs werden auf der T-
Zell-Oberflache exprimiert und sind mit den Immunglobulinen verwandt, jedoch in
ihren strukturellen und Erkennungsmerkmalen unterschiedlich. Die T-Zelle kann
nach Erkennen ihres spezifischen Antigens je nach Kostimuli und anwesenden
Zytokinen in verschiedene aktivierte T-Zellen differenzieren: a) Zytotoxische T-
Zellen, die infizierte Zellen (viral, bakteriell) abtoten, b) Helfer T-Zellen, die B-
Zellen und Makrophagen unterstiitzen und ihre Effektivitat steigern indem sie
Signale in Form von Zytokinen ausschiitten und ferner ¢) Regulatorische T-Zellen,
die eine kontrollierte Immunantwort ermdglichen und eine Autoimmunitat

verhindern.}

1.3 T-Lymphozyten und MHC-Klassen

Im menschlichen Kérper befinden sich naherungsweise 10* T-Zellen.>® Nach der
Entwicklung im Thymus verlassen die naiven T-Zellen dieses Organ mit einem von
zwei sogenannten T-Zell-Korezeptoren: CD4 oder CD8. Die zytotoxischen T-Zellen
tragen das CD8-Protein und die Helfer T-Zellen tragen das CD4-Protein auf ihrer
Oberflache. Diese beiden T-Lymphozyten-Arten unterscheiden sich dadurch in ihrem
Bindungsverhalten beziglich der Peptid-prasentierenden MHC-Molekile (Abk.
MHC von engl. major histocompatibility complex). Die MHC-Molekiile werden in
zwei Hauptklassen unterteilt: MHC-Klasse | und MHC-Klasse Il. CD4 und CD8
fungieren als Korezeptoren bei der Bindung Peptid-beladener MHC-Molekiile. Dabei
binden CD8" T-Zellen selektiv MHC-Klasse-I- und CD4" T-Zellen MHC-Klasse-II-
Molekiile. MHC-Klasse-I-Molekile prasentieren zytosolisch verarbeitete Peptide,
was sie vor allem zur Virus-Protein-Présentation befahigt und werden auf den

Oberflachen der meisten Korperzellen (Ausnahme: Erythrozyten) exprimiert. MHC
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Klasse-11-Molekiile verarbeiten vor allem durch Endozytose aufgenommene Proteine
und werden hauptséchlich von Antigen-prasentierenden Zellen, wie Dendritischen
Zellen, Makrophagen, Thymus-Epithelzellen, B- und (humanen) T-Zellen exprimiert.
Zwei Mechanismen verhindern, dass Pathogene die MHC-abhangige Prasentation
umgehen: einerseits der Polymorphismus der MHC-Molekiile und andererseits die
Polygenie der MHC-Molekile. Der Polymorphismus stellt sicher, dass die
interindividuelle MHC-Merkmalsauspragung hochgradig variant ausfallt, da mehrere
allelische Varianten sowohl von MHC-Klasse-1- als auch von MHC-Klasse-11-Genen
vorliegen. Die Polygenie sorgt dafir, dass MHC-Klasse-I und -11 sowohl Epitope,
die aus dem intra- als auch extrazellularen Kompartiment stammen, erfassen und
prasentieren konnen. Die MHC-Gene gehdren unter anderem (u.a.) zu den
polymorphsten der bekannten Gene. Die Eigenschaft von T-Zellen, dass sie Antigene
nur in Verbindung mit einer bestimmten allelischen Variante eines MHC-Molekiils
erkennen kénnen, wird als MHC-Restriktion bezeichnet.

Die MHC-Gene beim Menschen werden als human leukocyte antigens (HLA)
bezeichnet. Dabei werden drei humane Klasse-1 a-Ketten-Gene unterschieden, die
sogenannten HLA-A, -B und —C, sowie drei MHC-Klasse-II a- und B-Ketten-Gen
Paare, die als HLA-DR, -DP und —DQ bezeichnet werden. Zudem gibt es noch
sogenannte nonclassical MHC-Gene, die strukturelle Ahnlichkeit mit MHC-Klasse-1-
Genen zeigen. Die a-Kette der MHC-Klasse-1-Molekiile und die a- und -Ketten der
MHC-KIlasse-11-Molekiile befinden innerhalb eines MHC Komplexes. Die Gene fr
das B,-Mikroglobulin, welches mit den drei a-Ketten von MHC 1 assoziiert ist und
das invariant chain (li; CD74) befinden sich auf den (humanen) Chromosomen 15
bzw. 5. li verhindert durch nicht-kovalente Bindung an die Peptid-Bindungsfurche
eines im Endoplasmatischen Retikulum entstehenden MHC-Klasse-1I  of3-
Heterodimers, die Bindung von Peptiden und den Verschluss der Peptid-

Bindungsfurche.’
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1.4 T-Zell-Rezeptor-Generierung durch somatische
DNA-Rekombination

Es ist nicht moglich, dass jede Rezeptor-Kette im Genom einzeln kodiert ist, da es
dann weitaus mehr Gene geben wirde, als im gesamten Genom vorhanden sind.
Stattdessen sind die V-Regionen der Rezeptor-Ketten (bestehend aus V(D)J-
Segmenten) jeweils in mehreren Teilstlicken kodiert, die als Gensegmente bezeichnet
werden. Wahrend der Lymphozyten-Reifung kénnen die einzelnen Gensegmente
unterschiedlich zusammengefligt werden, um eine vollstandige einzigartige V(D)J-
Region zu bilden. Diesen Vorgang bezeichnet man als DNA- oder V(D)J-
Rekombination. Die V(D)J-Rekombination ist ein Vorgang der TCRs betrifft und
wahrend der T-Zell-Reifung im Thymus stattfindet. Die Auswahl der einzelnen
Gensegmente wahrend der DNA-Rekombination geschieht zuféallig und ist u.a. fir
die enorme Diversitat des TCR-Repertoires verantwortlich.

Wihrend der TCRa-Lokus die V, J und C Gensegmente Va, Ja sowie Ca beherbergt,
hat der TCRB-Lokus auBer den Gensegmenten V3, JB und CPB zusétzlich das D-
Gensegment. Hierbei kodieren die C-Regionen der TCRs fur den konservierten Part
der transmembranen Polypeptidkettendomane. Die Keimbahn-kodierten V-, J- und
D-Gensegmente kommen zudem in multiplen Kopien im Genom vor, wobei zwei bis
drei Gensegmente (V, J und evtl. D) zusammengefligt die Sequenz der V-Region
bilden.! Der T-Zell-Rezeptor-Alpha(TRA)-Ketten Lokus liegt auf Chromosom 14
(14911.2) und besitzt 47 TRAV-, 57 TRAJ- und ein TRAC-Gensegment. Der T-Zell-
Rezeptor-Beta(TRB)-Ketten-Lokus liegt auf Chromosom 7 (7g35) und beherbergt 54
TRBV-, 2 TRBD-, 13 TRBJ- und 2 TRBC-Gensegmente. Die Kombination dieser
TRA- und TRB-Gensegmente tragt zu 5-10 % zur Diversitat des TCR-Repertoires
bei.t*

Biochemische Grundlage fiir die Neuanordnung einzelner DNA-Bruchstiicke sind, in

den beiden sogenannten recombination-activating genes (RAG1 und RAG2) kodierte

10
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Enzyme, die eine Bruchstelle innerhalb chromosomaler DNA erzeugen und somit die
V(D)J-Rekombination ermdglichen.>® Maximale Diversitat wird letztendlich tiber
die Exonuklease-Aktivitdt des Enzyms terminale Desoxyribonukleotidyltransferase
(TdT) erzielt, die beim Rekombinationsprozess nicht-kodierte Nukleotide in den
neukombinierten Strang an den Bruchstellen einbaut. Da sowohl Anzahl als auch
Typ der eingebauten Nukleotide zufallig sind, wird die Diversitat enorm gesteigert
und liegt bei 10® einzigartiger und jeweils unterschiedlicher TCRs.*®® Bei TCRo-
Gensegmenten findet diese Addition zwischen den V- und J-Regionen und bei

TCRp-Gensegmenten zwischen den V-, D- und J-Regionen statt."

1.5 ap* TCR

Bei af-TCRs handelt es sich um in die Zellmembran integrierte, heterodimere
Proteine, die sich auf der Oberflache von T-Zellen befinden. Sie bestehen aus jeweils

einer o- und einer B-Untereinheit, die Uber eine Disulfidbriicke miteinander

verbunden sind.*® Sie sind in ihrem Aufbau der Fragment-

antigen-binding
site

v @y,  antvoty antigen-binding(-FAB)-Region von Antikérpern &hnlich
af; " s (Abb. 1-1). ap-TCRs erkennen ausschlieBlich MHC-
&//) /{; gebundene  Fremd-Peptid-Fragmente."  Bei  der
)Y Kontaktaufnahme zum Peptid-beladenen MHC-Molekiil

antigen-binding
site

TR,

L E T-cell
C. l Cy receptor . . . .
Abbildung 1-1 — Der Aufbau eines TCRs entspricht dem der FAB-Region
i [ | ] eines Antikorpers. Es handelt sich hierbei um Heterodimere die (ber
Disulphidbriicken miteinander verkniipft sind. Dabei besteht jede Kette
T cel jeweils aus einer V- und einer C-Doméne, wobei die V-Regionen beider
Ketten fiir die Antigenerkennung zustandig sind.

(PMHC) spielen TCRo-Ketten im Vergleich zu TCRB-Ketten eine groRere Rolle.***
Neben den ap-TCRs, welche den groten Anteil an TCRs stellen, gibt es auch y§*

TCRs, die nur einen geringen Anteil am TCR-Pool ausmachen (siehe 1.8).

11
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1.6 Complementy-determining regions

Die strukturelle Diversitdt der of-TCRs ist auf den Vorgang der somatischen
Rekombination der V-, D- und J-Gensegmente zuriickzuftihren. Dabei enthalten die
TCR-Va- und -VB-Regionen je drei hypervariable Regionen, die den
complementarity-determining regions (CDR) der Immunglobuline entsprechen.
Wihrend CDR1- und CDR2-Regionen ausschlielflich Keimbahn-kodiert sind und
konservierte Abschnitte der MHC-Molekile erkennen, enthalten CDR3-Regionen
sowohl Keimbahn-kodierte Reste aus den V(D)J-Segmenten, als auch N-Nukleotid-
Additionen im Bereich der V/(D)J-Verbindungsstellen, die wahrend der
Rekombination entstanden sind.” Die CDR3-Region ist die Region des TCR die
spezifisch fiir das zu bindende Antigen ist."**!*> Die TCRs von unterschiedlichen T-
Zell-Klonen bestehen aus unterschiedlichen CDR3-Regionen, die sich in Sequenz,

Spezifitat und Lange unterscheiden.*®*’

1.7 Public TCRs und ihre Entstehung

1.7.1 ,private* und ,,public“ TCRs

Der Prozess der Rekombination verleint Immunglobulin- und TCR-Genen die
Fahigkeit auf verschiedenste Antigen-Molekiile hochspezifisch zu antworten. Die
Zufélligkeit des Prozesses und die dabei entstehende enorme Diversitat ermdglichen
es, dass beispielsweise mehrere unterschiedliche TCRs ein spezifisches Antigen-
Epitop zu binden in der Lage sind. In den meisten T-Zell-Antworten sind diese
sogenannten private TCRs zu finden'®'®, d.h. sie kommen ausschlieRlich in diesem
Individuum vor. Immunantworten mit TCRs die eine solche individuelle Spezifitat

zeigen, werden als private T-Zell-Antworten bezeichnet.

12
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Im Gegensatz dazu gibt es sogenannte public T-Zell Antworten, d.h.
Immunantworten die von sogenannten public TCRs ausgehen. Diese zeigen eine
Antigen-Spezifitat und werden von mehreren Individuen exprimiert. In diesen public
Immunantworten gehen Zufalligkeit und Diversitat scheinbar verloren, da die
spezifische Antwort einerseits sehr fokussiert ist, d.h. dominiert durch einen oder
wenige TCRs, und andererseits in mehreren Individuen vorkommt.”® Da es sehr
unwahrscheinlich ist, dass derselbe TCR-Klon, in mehreren Individuen vorkommt,
wurden Aminosaure-Sequenzen von public TCRs™® lange als uniibliches Phanomen
betrachtet. Studien konnten jedoch die Relevanz der public TCRs in public T-Zell
Antworten aufzeigen, da diese in akuten und chronischen Infektionen, sowie
autoimmunen und alloreaktiven Antworten vorkommen.®® AuRerdem werden
Keimbahn-kodierte public TCRs wahrend der V(D)J-Gen-Rekombination haufiger
produziert, als andere TCRs, und finden sich folglich auch h&ufiger im naiven Zell-

Pool 12

1.7.2 Eigenschaften von public TCRs

Eine wichtige Eigenschaft von public TCRs ist ihre klonale Dominanz innerhalb
einer Immunantwort®® in einem Individuum und einer Bevélkerung. Klonale
Dominanz bedeutet, dass der jeweilige Klonotyp anderen Klonotypen in einer
Immunantwort gegen ein bestimmtes Epitop Uberlegen ist. Folglich wird dieser
Klonotyp im Vergleich zu anderen Klonotypen in héherer Anzahl in einem T-Zell-
Antwort-Repertoire  vorhanden sein.®® Die Vorlaufer-Frequenz, welche ein
bestimmender Faktor der klonalen Dominanz ist*, wird selbst durch die
Produktionsfrequenz im Thymus und durch die post-thymische Expansion bestimmt.
Da die Produktionsfrequenz an sich ein ausschlaggebender Faktor gleichzeitig flr
das TCR sharing und die klonale Dominanz ist, bedeutet das, dass das TCR sharing

und die klonale Dominanz miteinander verkniipft sind.?’ Auch kénnen strukturelle

13
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Determinanten”®, wie z.B. unterschiedliche pMHC-Konformationen die zu einer
TCR-Repertoire-Bias fiihren’*?®%, fiir eine T-Zell-Selektion verantwortlich sein.®
Trotz allem konnen diese Gegebenheiten und Annahmen die Prdasenz von public
TCRs im naiven Zell-Pool nicht befriedigend erklaren. Bevor es zu jeglichem
Antigen-Kontakt kommt, sind die public TCRs ndmlich bei den meisten Individuen

bereits in der Peripherie vorhanden.?

1.7.3 Konvergierende Rekombination

Man geht davon aus, dass public TCRs, welche bereits im naiven T-Zell-Pool
vorkommen, nach dem Prinzip der konvergierenden Rekombination entstehen.
Hierbei wird durch Neuordnung eine neue Nukleotid-Sequenz generiert. Durch die
Degeneration des genetischen Codes, kdnnen unterschiedliche Nukleotid-Sequenzen
ein und dasselbe Protein kodieren.®?° Beispielsweise gibt es fiir die Aminosauren
Arginin, Leucin und Serin je 6 verschiedene Kodons.**3? Mit dem Prinzip der
Konvergierenden Rekombination lasst sich die Vielfalt der public T-Zell-Antworten
und das gleichzeitige Vorhandensein der public TCRs in mehreren Individuen,

weitestgehend erklaren.?

1.7.4 Public T-Zell-Antworten im Rahmen von chronischen

Erkrankungen

Public T-Zell-Antworten von CD8" T-Zellen gegen Cytomegalievirus (CMV) und
Epstein-Barr-Virus (EBV) wurden in strukturellen'®®*% ynd TCR-Repertoire-
Studien®**® nachgewiesen. Dariiber hinaus wurden CD8" T-Zellen im Rahmen von
public T-Zell Antworten gegen Humanes Immundefizienz-Virus (HIV)*“°, Simianes

Immundefizienz-Virus  (SIV)*® und im Zusammenhang mit alloreaktiven

14
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Antworten*®48

nachgewiesen. Ferner konnte ein Zusammenhang zwischen public
CD4" T-Zellantwort und experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), einem
Tiermodel der Multiplen Sklerose, hergestellt werden.**>' Dieses Wissen kénnte in
Zukunft hilfreich sein bei der Entwicklung von Immuntherapie und

Impfstoffen. >3

1.8 y6-TCR-tragende T-Lymphozyten

Ein geringer Anteil der T-Zell-Population besteht aus y8-TCR-tragenden T-Zellen.!
Wihrend of,-TCRs bei ber 90 % der T-Zellen im peripheren Blut vorkommen,
tragen weniger als 10 % y3-TCRs.>** v3-T-Zellen gehéren zu den sogenannten
innate-like lymphocytes (ILLs), die definitionsgemal dem adaptiven Immunsystem
zuzuordnen sind, jedoch Eigenschaften des angeborenen Immunsystems aufweisen.
ILLs sind Zellen, die RAG-1 und RAG-2 exprimieren und deren Rezeptoren durch
DNA-Rekombination gebildet werden, jedoch trotzdem eine geringe Diversitat
aufweisen. Diese Eigenschaften fuhren zu einer Unabhangigkeit von Proliferation
bzw. klonaler Expansion um effektiv auf ein Antigen zu reagieren, genau wie beim
angeborenen Immunsystem. y5-T-Zellen kommen u.a. im Epithel, wie z.B. der Haut
vor. Es werden zwei Anteile von y3-T-Zellen unterschieden: Die einen zeigen eine
hohe TCR-Diversitit, dhnlich den ap-T-Zellen, und kommen im Lymphgewebe aller
Wirbeltiere vor, die anderen, intraepithelialen v3-T-Zellen kommen in

unterschiedlichen Wirbeltieren vor und zeigen eine eingeschrankte TCR-Diversitat.*

1.8.1 Entwicklung und Diversitiit von y6-TCR

Auch die y3-TCRs entstehen im Rahmen der somatischen Rekombination. Dabei
sind die TCRy- und TCR&-Loki den TCRa- und TCRp-Loki bezlglich ihrer
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Organisation sehr ahnlich. Dennoch bestehen Unterschiede, wie z.B. dass das
komplette Gensegment-Cluster der TCRd-Kette sich innerhalb des TCRa-Lokus
befindet. Der TCR&-Lokus befindet sich zwischen den Va und Jo Gensegmenten.

Die 6 V3-Gensegmente liegen verstreut innerhalb der Va-Gensegmente (Abb. 1-2).

a-chain and &-chain loci
{jwux?o-so Dyx 3 Jyx 4 G [J,x61] C,

.
L L] '

V, andV;
interspersed

~v-chain locus
[L Vyx12 ] Jyx 3 Cy1 Jyx 2 Cre2

Abbildung 1-2 — Der Aufbau der TCRy- und TCR&-Loki im menschlichen Genom. Diese Loki besitzen V-, D-
und J-Gensegmente. Einzigartig ist, dass der Lokus der &-Kette sich innerhalb des a-Ketten-Lokus befindet.
Dabei befinden sich die 3 D3-, 4 J3-Gensegmente und das C3-Gensegment zwischen den Va- und Ja-Clustern.
Der TCRy-Lokus entspricht dabei dem TCRp-Lokus, da er tber 2 Cy-Gensegmente verfligt, die jeweils einen
eigenen Satz an Jy-Gensegmenten besitzen.!

Jegliches Rekombinationsereignis im a-Lokus fiihrt unweigerlich zum Verlust des 6-
Lokus (Abb. 1-3). Da die TCRy- und TCRo-Loki weniger V-Gensegmente besitzen
als die TCRa- und TCRp-Loki, liegt der Fokus fiir die Diversitit der y3-TCRS

jeweils in den Verbindungsregionen der Vy- und V&-
Regionen. Wie bei den af-TCRs liegen bei den yo-
TCRs die in den Verbindungsregionen kodierten

Aminoséuren im Bindungszentrum der TCR-Ketten.*

deleted

Abbildung 1-3 - Deletion des TCRS-Lokus durch
Rekombinationsereignisse zwischen Vo- und Jo-Gensegmenten. Hierbei
geht das V8-Gensegment vollstandig verloren.
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1.8.2 Aufbau und Vorkommen der y6-TCR

Bei den y5-TCRs handelt es sich genau wie bei den af-TCRs um TCR Heterodimere.
Strukturell zeigen v6-TCRs einen dhnlichen Aufbau wie die of-TCRs.
Untersuchungen der V-Regionen von y6-TCRs haben jedoch gezeigt, dass diese eine
groRere Ahnlichkeit mit der V-Region von Antikorpern haben.! Die V&-Kette von
humanen y3-T-Zellen ist in den meisten Fallen entweder eine V31- oder eine V32-
Kette.®* Bei einem Erwachsenen betragt der Anteil an V52" v3-T-Zellen im
peripheren Blut >70%, wihrend V81" T-Zellen etwa 30% ausmachen. Umgekehrt
sind die Verhéltnisse im Thymus und Nabelschnurblut, wo V&1" T-Zellen
uberwiegen. V§2-Ketten der T-Zellen im peripheren Blut werden h&ufig mit Vy9-
Ketten koexprimiert, wihrend V31-Ketten mit verschiedenen Vy-Ketten kombiniert
werden.”® Humane y8-T-Zellen werden nach ihrer V§-Gensegment-Nutzung (V51,
V82 oder Vo3) Klassifiziert und unterscheiden sich in ihrer Sequenz innerhalb einer
Familie nur wenig.>” Es wird angenommen, dass die V81-Untergruppe den naiven
und die V82-Untergruppe den Gedachtnis-Zell-Pool bildet.®® y5-T-Zellen die einen
Vo1-Rezeptor tragen, sind mit dem Intraepithelialen Lymphozyten (IEL)
Kompartiment, welches 70-90% der y5-T-Zellen im Epithel beherbergt, assoziiert
und kommen gehauft bei tumor-infiltrierenden Lymphozyten vor.>® Sie spielen eine
wichtige Rolle bei der Immuniiberwachung von Tumoren, der Abwehr viraler

Infektionen und der Reparatur beschadigten Gewebes® 2 (siehe 1.8.4 und 1.8.5).

1.8.3 Antigenerkennung von yo-TCR

Auch wenn bisher wenig bekannt ist iber die Funktion der yd-TCR-tragenden T-
Lymphozyten oder uber die Liganden die sie binden, weil} man, dass sie Antigene
direkt, d.h. ohne vorherige Antigen-Prozessierung und anschlielende Antigen-

Prasentation, erkennen und binden konnen. Liganden die durch y3-TCR erkannt
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werden sind u.a. Hitzeschockproteine (HSPs), MHC-KIlasse-1b-Molekile (CD1,;
nonclassical MHC-like molecules), ,,unorthodox nucleotides”, Phospholipide (PL)
und nicht-Peptid-Liganden wie phosphorylierte Liganden oder mykobakterielle
Lipid-Antigene.! Humane (und murine) y3-T-Zellen sind zwar in der Lage Antigene

konventionell Gber MHC-1 bzw. -1l Molekiile zu erkennen®%3-%

, Jedoch wird ein
GroRteil der Antigene MHC-unabhangig, also direkt von den y8-TCR gebunden.! Im
Falle der yo-T-Zell-Aktivierung spielen zwei Liganden eine besondere Rolle:
Phospholiganden und HSPs. Zum einen sind sie ubiquitdr, zum anderen flhren sie
zur oligoklonalen Aktivierung von v3-T-Zellen.*

Die einzigen bisher fiir V61-TCR identifizierten spezifischen Liganden sind MHC-
Klasse-1-homologe sogenannte MIC-Self-Antigene (MICA/MICB: MHC class |

59,67,68

polypeptide-related sequence A/B) und CD1 Molekile, wobei zur Bindung

dieser keine Fremdlipide oder Glykolipid-Antigene vorhanden sein miissen.®® Die
MIC-Antigene werden als Antwort auf zelluldren Stress in Zellen produziert.”®"
MIC-Proteine sind aufgebaut wie MHC-Klasse-I-Proteine, jedoch werden sie nicht
durch B,-Mikroglobulin stabilisiert und prasentieren kein Antigen.’? Sie fungieren als
Liganden fir die stimulierenden Immunrezeptoren NKG2D, die von v3-T-Zellen,

natiirlichen Killerzellen und CD8" ap-T-Zellen exprimiert werden.*®%"

1.8.4 Funktionen und Aufgaben von yd" T-Zellen

vo-T-Zellen sezernieren unterschiedliche Zytokine und haben zytolytische
Eigenschaften. Stimulierte y5-T-Lymphozyten schitten Tyl-typische Zytokine,
genauer IFN-y aus.’*"® Es konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche Erreger yo-
T-Lymphozyten zur Ausschiittung verschiedener Zytokine stimulieren. yo-T-
Lymphozyten die mit den intrazellularen Erregern L. monocytogenes in Kontakt
gekommen sind, sezernieren Tyl-spezifisches IFN-y. Der Enthelminth

Nippostrongylus brasiliensis induziert dagegen die Ausschittung Tw2-spezifischer
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IL-4-Zytokine.”

Zudem zeigen y3-T-Lymphozyten nach Stimulation zytolytische Aktivitat.>* 88082
Eine weitere Vermutung ist, dass v3-T-Zellen u.a. Zellintegritat-erhaltende,
homéostatische und immunregulatorische Eigenschaften besitzen.>® Beispielsweise
sind murine Makrophagen ohne v5-T-Zellen eingeschrankt in ihrer TNF-a-
Produktion.®® Die homdostatische Funktion wurde sowohl fiir y5- als auch fiir af-T-
Zellen beschrieben. Beide T-Zell-Arten regulieren sich scheinbar gegenseitig. Eine
Behandlung von immunkompetenten Mausen mit spezifischen monoklonalen Anti-
v8-TCR-Antikorpern, filhrte zu einer Aktivierung von op-T-Zellen.** In Mausen mit
einem af-T-Zell-Mangel konnte eine unkontrollierte Expansion von y3-T-Zellen

beobachtet werden.®

1.8.5 y6-T-Zellen bei infektidsen, Tumor- und Autoimmun-

Erkrankungen

Da sich y3-T-Zellen u.a. in Epithelien befinden, wird angenommen, dass sie eine
Uberwachungsfunktion an diesen Orten des ersten Bakterien-Kontakts
(ibernehmen.®® Weiterhin geht man davon aus, dass y5-T-Zellen die erste Schutz-
Barriere (noch vor af-T-Zellen) bilden.”*® Bei sekundaren Infektionen ist der
Einfluss klein bis vernachlassigbar.®® AuRerdem wird die frilhzeitige Abwehr gegen
intrazellulare Erreger, wie z.B. Salmonella spp. und Mycobacteria spp.®® durch y8-T-

74,87,89

Zellen unterstiitzt , wobei Mykobakterien als starke Stimulatoren von yo-T-

Zellen eine Rolle spielen.®>%

Dariiber hinaus konnen y3d-T-Zellen direkt, z.B. durch ein Protein des Herpes-Virus
stimuliert werden.”* Bei Patienten mit bakteriellen Infektionen konnten
Akkumulationen von y3-T-Zellen in Regionen mit mikrobieller Replikation und
spezifischer y3-T-Zell-Expansion im peripheren Blut oder Lymphorganen

nachgewiesen werden.®*%1° Beim Menschen ist davon auszugehen, dass Bakterien
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spezifisch die v3-T-Zellen, welche Vy9V&2 exprimieren, stimulieren.****** Der
stdndige Kontakt zu unterschiedlichen Mikroorganismen fuhrt in der Peripherie zur
selektiven Expansion dieser spezifischen Vy9*V&2* T-Zellen.™™ Die Rolle der y8-T-
Lymphozyten in der antimikrobiellen Immunitat konnte in Mausmodellen
nachgewiesen werden. Hierbei wurde Mé&usen mit Infektionen, ausgeldst durch
verschiedene Pathogene, spezifische monoklonale anti-yd6-TCR-Antikorper
verabreicht, woraufhin die Infektionen exazerbierten " 11%*%118 Eine Akkumulation
von HSP-reaktiven yo-T-Zellen wurde sowohl in infektionsbedingten als auch
autoimmunen Entziindungsprozessen beschrieben.®>% Bei Lebensmittelvergiftungen
scheinen yé-1ELs in der lokalen Abwehr eine groflere Rolle zu spiclen als of-
IELs.****# AuBerdem werden hamatopoetische Tumorerkrankungen durch y&-T-
Zellen (iberwacht.'?

vo-T-Zellen scheinen den Schutz der Korperoberflache als eine Hauptaufgabe
innezuhaben und zeigen eine eingeschrénkte Spezifitat ihrer TCR, sowie gleichzeitig
eine hohe Effektivitit der Immunantwort. Diese Eigenschaften lassen sich
moglicherweise deuten wie folgt: ndmlich dass es sich bei den y5-T-Zellen um eine
reprasentative T-Zell-Art fir die Ubergangsphase von dem angeborenen

Immunsystem in das adaptive Immunsystem handelt.*

1.9 T-Zell-Rezeptor und CDR3-Region

Zum besseren Verstandnis der Methodologie und aufgefiihrten Ergebnisse ab 3.2.1
werden die folgenden zwei Abschnitte mit Erlduterungen zum T-Zell-
Rezeptoraufbau, der CDR3-Region und Uber die Methodik des CDR3-Spectratypings

aus der Habilitationsschrift von Prof. Dr. rer. nat. Karin Schilbach-Stiickle zitiert:
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T-Zell-Rezeptor und CDR3-Region

T-Lymphozyten erkennen ihr Antigen mit ihrem T-Zell-Rezeptor (TCR), einem
heterodimeren Molekiil, das nichtkovalent mit dem fur T-Zellen spezifischen CD3-
Molekil assoziiert ist und fest in der Zytoplasmamembran der T-Zellen verankert
ist'® Der TCR erkennt und bindet sein passendes Antigen, das ihm von
Antigenprasentierenden  Zellen auf MHC-Molekilen préasentiert wird. Bei
gleichzeitiger Kostimulation (second signal) und Ablauf einer intrazelluléren
Signalkaskade lysiert die daraufhin differenzierte und proliferierte T-Zelle
entsprechende antigentragende Zielzellen unter Mitwirkung von Proteasen,
Zytotoxinen und Perforin.*** Die Immunantwort von af-T-Zellen ist polyklonal. Die
Antigenerkennung ist zentral fur die Entwicklung und Regulierung einer
physiologischen effektiven Immunantwort.'?®

Das TCR-Heterodimer der meisten T-Zellen ist aus einer a- und einer B-Kette
aufgebaut, die in ihrer Peptidsequenz zwischen dem Kkonstanten und
transmembranédren Teil durch zwei Disulphidbriicken verbunden sind.***?" N-
terminal in der a- und B-Kette liegt die hochvariable CDR3-Region, die fir die
Erkennung und Bindung ans Fremdepitop verantwortlich ist.’

Die T-Zelle stellt ihren TCR nach somatischem Rearrangement der a- und p-Kette
zusammen.’?® Die maximale TCR-Diversitat von 10" wird erreicht durch die
Kombination unterschiedlicher Segmente in der variablen Region (V-Region) der a-
und B-Kette. Der variable Teil der p-Kette besteht bei Mensch und Maus aus vier

Segmenten: V-, D-, J- und C-Region’%1%

(siehe Abb. 3-11), die gemeinsam die
CDR3-Region (complementary-determining region) bilden. Jede dieser vier
Regionen besitzt eine unterschiedliche Anzahl gleichwertiger Segmente auf
genomischer Ebene, deren Anzahl je nach Spezies differiert. Die B-Kette eines
murinen TCR besteht aus einem der 24 unterschiedlichen mdglichen Vp-Segmente,
einer der beiden moglichen D-Regionen, sowie einer der beiden Subfamilien der Jp-
Familie, die jeweils aus 6 mdoglichen Untersegmenten bestehen. Die VDJ-Region

geht Uber in eine C-Region, die, relativ konserviert, nur zwei Sequenzvarianten
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aufweist. Die Rearrangements haben keine fest definierten Bruchpunkte, sondern

Regionen, in denen sich Neukombinationen ergeben kénnen, so dass theoretisch

10° bis 10 neue TCRs

TCR ) o8 _
entstehen  konnen. Die
a—Kette B—Kette
N-Terminus } variable Region Diversitat wird weiter erhodht
CDR3 durch extratranslationale
g }KonstameRegion Integration von n Nukleotiden
Q zwischen V-, D- und J-
Ci/%/(%/ R/({/Q/ %/R T-Zellmembran 16
gg\d\d Segment.
- Terminus Die aullerordentlich  grofe
CDR3-Varianz stellt sicher,
CDR3-Region
V NNN D NNN J c dass das Immunsystem auf
zellularer Ebene auf eine

Abbildung 1-4 - Aufbau der CDR3-Region, gebildet durch

somatisches Rearrangement der VDJC Segmente beispielhaft fiir Vielzahl von Antigenen
die B-Kette. (lbernommen aus der Habilitationsschrift von Prof. .
Dr. rer. nat. K. Schilbach-Stiickle) reagieren kann. Lage und

Lange der CDR3-Region wurde durch Candeias et al. (1991)**° definiert. Sie beginnt
am Serinrest der Peptidkette N-FCAS-C der V-Kette und endet bei Phenylalanin im
konservierten Teil der mJ B-Region N-FGXG-C. Die CDR3-Region jedes TCR ist
einzigartig (unique). Nach CDR3-Spectratyping, Subspezifizierung der VB-Cp
Amplifikate nach ihrem JB-Gebrauch durch semi-nested PCRs, Klonierung dieser
Amplifikate und Sequenzierung der Klone kann jeder TCR identifiziert werden, der

sich in einem untersuchten T-Zell-Pool befindet.’®

Methodik: CDR3-Spectratyping

Das Verfahren, 1992 von Cochet™® entwickelt und spater von Gorski'® als
Spectratyping bezeichnet, ermdglicht die Analyse des T-Zell-Repertoires auf
molekularer Ebene.’® Maslanka schlug vor, diese anhand der Identifikation der
CDR3-Region der B-Kette des T-Zell-Rezeptors durchzufiihren.**® Sowohl die
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Anzahl exprimierter VB-Familien als auch die Anzahl, Intensitat und Anordnung der
Banden innerhalb einer Familie lasst eine Aussage uUber die Komplexitat des TCR-
Repertoires zu.!* Das CDR3-Spectratype der Milz eines immunkompetenten
Individuums zeigt typischerweise den Gebrauch aller Vp-Familien und eine
Gaull’sche Normalverteilung der Banden innerhalb einer Familie. Die 6 bis 10
Banden unterschiedlicher Lange sind jeweils durch einen Abstand von 3 Nukleotiden
voneinander getrennt. Diese Abstdnde resultieren aus dem ,,clonal neglect von T-
Zellen, die nach ,,out-of-frame“-Rearrangements in der p-Kette des TCR und durch
Instabilititen ihrer ,,out-of-frame“-mRNA verloren gehen'® (Abb. 3-12).

Eine Bande innerhalb einer VVB-Familie setzt sich aus bis zu 2000 verschiedenen
Amplifikaten unterschiedlicher Sequenz, jedoch gleicher Lange zusammen. Diese
Amplikons kdénnen wenige bis Tausende von Klonen repréasentieren. Fehlende
Expression mehrerer VB-Familien, sowie Abweichungen von einem ,,normalen®
Gauf3'schen Muster innerhalb einer Familie, durch Licken oder abweichende
Bandenintensitaten gekennzeichnet, konnen Hinweise auf eine aberrante
Immunkompetenz oder Erkrankung sein.'® Ein komplettes Set aller VB-Familien mit

allen Banden wird nur in der Milz beobachtet, dem Pool peripherer T-Zellen.

Abbildung 1-5 - CDR3-Spectratype der Milz einer gesunden Balb/c Maus. A) Zu sehen sind die
exprimierten Familien VB1-VB24, die mit jeweils einer Bandenanzahl von 6-8 pro Vp-Familie
imponieren (Ausnahme bildet in diesem Mausmodel (Balb/c) die Familie V5.3 (lane 7), die die
thymische Negativ/Positivselektion nicht (ibersteht). B) Banden stérkster Intensitdt zeigen sich in der
Mitte, Banden schwécherer Intensitdten sind ihrer zugrunde liegenden Fragmentldnge zu oder
abnehmend nach oben bzw. unten gestaffelt.!® C) zeigt Abbildung B in Saggitalebene, D) zeigt
schematisch die daraus abgeleitete Gauss sche Normalverteilung der Bandenintensitaten innerhalb einer
VB Familie. (ibernommen aus der Habilitationsschrift von Prof. Dr. rer. nat. K. Schilbach-Sttickle)
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1.10 CD4" v81" T-Zell-Progenitor

Unser CD4" V81" T-Zell-Progenitor, der, was seinen T-Zell-Rezeptor angeht, der
gewebestindigen V51" y3-T-Zell-Population zuzuordnen ist, kommt typischerweise
in erhdhter Anzahl im peripheren Blut von Patienten mit Virusinfektion vor. Er ist im
Blut signifikant erhéht wahrend HIV Infektionen'***® sowie autoimmunen
Erkrankungen wie beispielsweise Rheumatoider Arthritis**® und multipler
Sklerose'® um nur zwei Beispiele zu nennen. Interessanterweise ist seine Frequenz
streng reguliert, das hei3t innerhalb des V&1-Kompartiments bleibt seine Frequenz
konstant (niedrig), jedoch ist sein Verhaltnis zu der Gesamtheit aller T-Zellen im
Blut bei inflammatorischen Prozessen variabel, was Uber einen insgesamt hdheren
Anteil an V&lern an CD3" T-Zellen geschieht. Nur so steigt die absolute Zahl dieses
Progenitors im Blut an. Zudem exprimieren CD4" V51" v3-T-Zellen einige der
Marker, die friiheste hdmatopoetische Progenitorzellen, wie z.B. CLPs, TSPs und
ELPs und tragen 6 Chemokinrezeptoren, die die Zellen an Orte der Inflammation
dirigieren. Dass Hamatopoetische Stammzellen direkt auf Inflammation reagieren
und aus ihrer Nische im Knochenmark zu Orten der Inflammation mobilisiert
werden, ist seit einiger Zeit bekannt.*° Die hier untersuchte /51" Zell-Population ist
auflerdem in der Lage die rekombinationsrelevanten Molekile RAG und TdT zu
exprimieren, genau wie DN2- und DN3-Thymozyten. Somit besitzen sie die
Eigenschaft von thymischen Zellreifungsintermediaten die in ap-T-Zellen
differenzieren. Im Gegensatz zu diesen bevorzugen sie jedoch ein inflammatorisches

Milieu um sich in reife CD4* oder CD8" ap-T-Zellen zu entwickeln.'*
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1.11 Fragestellung

T-Zellen sind Lymphozyten, die nach dem Ort ihrer Reifung benannt werden, dem
Thymus. Der Thymus beginnt jedoch bereits ab dem 1. Jahr nach der Geburt mit der
Involution, sodass seine Produktion an naiven T-Zellen post-adoleszent praktisch
zum Erliegen kommt. Gleichzeitig reduzieren Infektionen und Kontakte mit
Myriaden fremder und Pathogen-assoziierter Antigene den Pool an naiven T-Zellen
drastisch und damit auch die Diversitat des T-Zell-Rezeptor Repertoires, das zur
Kennung von Epitopen bereitsteht. Trotzdem ist der Mensch ein Leben lang in der
Lage Immunitat gegenuber Pathogenen aufzubauen. Neben der Homdostatischen
Proliferation, die aber nur den zahlenmaRigen Verlust an naiven T-Zellen ausgleicht
sind bisher nur 2 Mechanismen bekannt, die neue Diversitat kreieren: als erstes sei
hier die T-Zell-Rezeptor Revision genannt, als zweites die Transdifferenzierung
einer Subpopulation von y& T-Zellen, den CD4" y§ T-Zellen, in af T-Zellen.
Wéhrend (ber die TCR Revision bereits trotz hinreichend erbrachter
wissenschaftlicher Belege unterschiedlichster Gruppen auf internationaler Ebene
immer noch kontrovers diskutiert wird, gilt die Transdifferenzierung noch als
orchideenhaft. Im Hinblick auf die zahlreichen klinischen T-Zellassoziierten
Pathophysiologien wie Autoimmunerkrankungen und im
transplantationsmedizinischen Bereich den Immundefizienzen, aber auch den
AbstolRungsreaktionen gegen hamatopoetische Transplantate oder solide Organe ist
eine genaue Kenntnis der Entstehung von T-Zellen im Erwachsenen wiinschenswert.
Dies sowohl fir die Prophylaxe unerwinschter T-Zellantworten als auch fiir die
Generierung von T-Zellen fiir eine adoptive T-Zellbasierte Therapie in prekéaren
immundefizienten Situationen alter, chronisch kranker, immunsupprimierter oder
stammzelltransplantierter Patienten.

Es ware daher nicht nur von akademischem Interesse die zur Transdifferenzierung

fahige Population n&her zu untersuchen und als Ausgangspopulation zur Herstellung
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autologer Virus-spezifischer T-Zellen heranzuziehen. Daher ist die Zielsetzung
dieser Arbeit zu kléren ob die Generierung von Virus-spezifischen, bzw. Epitop-
spezifischen af T-Zellen aus dem CD4" V51" T-Zell-Progenitor maglich ist. Dies
soll durch im autologen Setting mit Peptid-gepulsten peripheren Mononukleéren
Zellen, die of-T-Zell-depletiert sind jedoch die komplette V&1 T-Zell-

Subpopulation enthalten, geklart werden.
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Materialien

2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Allgemeine Materialien

Gerate und Laborzubehor

Bezeichnung

Hersteller

3130xI Genetic Analyzer
BD Mircolance TM 3 20G

Kantule Sterican®

Beheizbares Wasserbad WB 14
BD LSR Il Flow Cytometer (FACS)

Biocoll Separating Solution

Brutschrank B6060
Butterfly 21
Deckglas

Einfrierbehélter, 5100 Cryo 1°C Freezing

Container, ,,Mr. Frosty“
Eismaschine
FACS-Rohrchen (5 ml)
Flow Cytometry Tubes
20°C
80°C

Gefrierschrank:

GeneAmp® PCR System 9700 (PCR)

Applied Biosystem®
Becton Dickinson
Braun

Memmert

Becton Dickinson
Biochrom AG
Heraeus

Abbott

Menzel

Thermo Fisher Scientific

Scotsman

Greiner Bio-One/Sarstedt
Sarstedt

Froster Labex® 95, Kirsch
Model 917, Thermo Fisher
Applied Biosystem®

Handschuhe Peha-soft nitrile white

Hartmann
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Bezeichnung Hersteller

Kryo-Rohrchen Greiner Bio-One

Laborwaage BP121S Sartorius

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Applied Biosystem®
Plate (Gen-Sequenzierung)

Mikrotiterplatten (96-well) Falcon®

MiniMACS ™ Separator Miltenyi Biotec

Neubauer Zahlkammer Assistent

Parafilm M Bemis Company

PCR-Reaktionsgefalie
Thermo-Strips™ PEQLAB

8-Tube Strips, white Bio-Rad




Materialien und Methoden

Materialien

Bezeichnung Hersteller

Pipettenspitzen 10, 20, 100, 200, 1000ul Greiner Bio-One; Biozym;

(steril und unsteril) PEQLAB; TipOne® Starlab

Pipetierhilfen: Pipetboy acu
Accu-Jet®
Plastikpipetten, steril (1, 5, 10, 25 ml)
Plate Septa 96-Well (PCR)
QlAshredder™ (RNA-Isolierung)
Reaktionsgefafle (1,5 ml, 2,0 ml)
ReaktionsgefaRe (15 ml, 50 ml)
Separationssaulen Typ MS*, LS*
Softasept®N

Stabpipetten

Spritze BD Plastipak TM (50 ml)
Sterile Spritzen (2, 10, 20 ml)
Sterilfilter Minisart® (20 um, 40 pm)
Trockeneis

Tube 8-Cap Strips, domed (PCR)
Verschiedene Glaswaren

Vortexer REAX top

Werkbank Hera safe (steril)
Zelletten

Zellkulturflaschen (versch. Grofien)
Zellsieb

Integra Biosciences
Brand

Costar

Applied Biosystem®
Qiagen

Eppendorf

Greiner Bio-One
Miltenyi Biotec
Braun

Greiner Bio-One
Becton Dickinson
Braun, Luer Solo

Sartorius

PEQLAB

Schott Duran®
Heidolph

Heraus

Lohmann & Rauscher
Falcon®

Falcon®
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Materialien

Bezeichnung

Hersteller

AlexaFlur 350
B-Mercaptoethanol

Bovine Serumalbumin (7,5%)

Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs)

Dimethylsulfoxid (DMSQO)
DEPC-behandeltes Wasser
DMEM

DNA Ladder (50 bp)

Dulbecco’s Phosphate-Buffered  Saline

(DPBS) w/o Ca**/Mg?**
Ethanol absolut
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Fetales Kalberserum (FCS)

GelPilot DNA Loading Dye, 5x
GeneScan™ 600 L1Z® Size Standard

Heparin-Natrium 25.000
Hi-Di"™ Formamid
Interleukin-2 (11-2) [30 U/ml]
Interleukin-7 (11-7) [2 ng/ml]
L-Glutamin

Lyse-Puffer
Magnesiumchlorid (MgCly)
Natriumacetat (1,5 M)
Penicillin/Streptomycin

Phytohaemagglutinin (PHA) [0,25ug/ml]

Life Technologies
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Roche

WAK-Chemie Medical GmbH
Invitrogen

GIBCO®

Qiagen

GIBCO®

Merck

Roth®
Universitatsapotheke Tiibingen
Biochrom AG

Qiagen

Life Technologies
Ratiopharm®

Life Technologies
Immunotools GmbH
Immunotools GmbH
Biochrom AG

Becton Dickinson
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Biochrom AG

Thermo Fisher Scientific
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Bezeichnung Hersteller
RNAse/DNAase freies Wasser GIBCO®
RPMI 1640 Biochrom AG
Trypanblau (0,4%) Sigma-Aldrich

2.1.2 Zellkulturmedium und Puffer-L6sungen

Bezeichnung

FACS-Puffer: 1x D-PBS (ohne Ca**/Mg-*) plus FCS (2 %) plus EDTA (2 mM)
MACS-Puffer: 1x D-PBS (ohne Ca”*/Mg**) plus BSA (10 %) plus EDTA (2 mM)
Zellkulturmedium: RPMI 1640, FCS* 10 %, L-Glutamin-L6sung 1 % (2 mM),
Penicillin/Streptomycin-Ldsung (104 U/ml, 104 pg/ml)

*Das FCS wurde bei 56 °C fir 50 Min. inaktiviert und danach in Aliquots @ 50 ml bei -20 °C aufbewahrt. Die
Antibiotika und das Glutamin wurden gebrauchsfertig zu 5 ml aliquotiert und ebenfalls bei -20 °C gelagert.

2.1.3 Antikorper

Tabelle 2-1 — Liste der verwendeten Primar-Antikorper fiir die FACS-Analyse

Humanes Antigen  Fluorochrom Klon Hersteller

CD137 PE 4B4-1 Miltenyi Biotech

CD3 FITC/PerCP SK7 Becton Dickinson

CD4 VioBlue, (PE, VIT4 Miltenyi Biotech
PerCP)

CD8a APC-H7 (APC, SK1 Becton Dickinson
FITC, PerCP)

CD8p APC 2ST8.5H7 Becton Dickinson

TCR-ap FITC /PE T10B9.1A-31 (auch Becton Dickinson

bekannt als T10B9)
TCR-ap (CB) unlabeled BMAO031 / VH31 Genzyme
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Humanes Antigen Fluorochrom Klon Hersteller
TCR-y6 (Co) PE/FITC 5A6.E9 Life technologies
TCR-y6 (Cy) PE/FITC 11F2 (CE/IVD) Becton Dickinson
TCR-Vol FITC TS8.2 Endogen

Tabelle 2-2 — Liste der verwendeten Sekundédr-Antikorper fiir die FACS-Analyse

Antigen Fluorochrom Klon Hersteller

Ratte anti-Maus 1gG1  A85-1 FITC Becton Dickinson
Ratte anti-Maus IgG1  A85-1 PE, APC Becton Dickinson
Streptavidin - PE, APC Becton Dickinson

Tabelle 2-3 - Liste der Antikorper fiir die Isotyp-Kontrollen in den FACS-Analysen

Antigen Fluorochrom Klon Hersteller

Maus IgG1 X40 FITC, PE, APC Becton Dickinson
Maus 1gG2a X39 PerCP Becton Dickinson
2.1.4 Kits

Bezeichnung Hersteller

Anti-FITC MicroBeads und Multisort Kit (MACS)  Miltenyi Biotec

Anti-PE MicroBeads (MACS) Miltenyi Biotec

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit: Applied Biosystem®
MinElute PCR Purification Kit Qiagen

RNeasy® Plus Mini Kit Qiagen

Superscript® 111 First-Strand Synthesis SuperMix Invitrogen
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2.1.5 Enzyme
Bezeichnung Hersteller
AmpliTag Gold® 360 Master Mix (PCR) Applied Biosystem®
BigDye® Terminator v3.1 Master Mix Life Technologies

Taq DNA Polymerase (5 U/ul) (inkl. 10X PCR- Invitrogen
Puffer, MgCl; (50 mM))

2.1.6 Softwares zur Auswertung

Bezeichnung Hersteller

3130xI Genetic Analyzer Data Collection Version 3.0 Applied Biosystem®

Sequencing Analysis 5.3 Applied Biosystem®
FACSDiva™ Version 7.0 Becton Dickinson
Microsoft Office 2010: Word, Excel, PowerPoint Microsoft Corporation
GeneMapper® v4.0 Applied Biosystem®
Image Studio Ver4.0.21 Li-Cor BioSciences
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2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung von mononuklearen Zellen des Peripherblutes

Fur die Gewinnung von mononukleéren Zellen aus dem Peripherblut (Abk. PBMC
von engl. peripheral blood mononuclear cell) wurde frisch enthnommenes peripheres
Vollblut von vier freiwilligen gesunden Spendern benutzt. Das Blut wurde zuerst 1:3
mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) verdiinnt (35 ml) und anschlieRend
auf eine Ficoll-Separationslosung (15 ml) geschichtet. Dann wurde es bei 800 g fur
15 Minuten (Min.) ausschwingend zentrifugiert (Dichtegradientenzentrifugation).
Vorsichtig wurde die Leukozytenschicht abpipettiert, in ein Falcon uberfuhrt und mit
PBS auf 50 ml aufgefullt. Dann wurde die Ldsung fur 12 Min. bei 500 g zentrifugiert
und der Uberstand anschlieRend bis zum Konus vorsichtig abgesaugt. Das Pellet
wurde mit der verbleibenden Lo&sung resuspendiert und in ein neues Falcon
uberfuhrt. Mit 1 ml PBS wurde erneut gespult und wiederum in das neue Falcon
pipettiert. Dieses wurde mit PBS auf 14 ml aufgefillt und 10 Min. bei 350 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, anschlieBend wurden 2 ml Lyse-
Puffer hinzugegeben und flr 4 Min. inkubiert. Danach wurde wieder mit PBS auf
14 ml aufgefullt und fir 10 Min. bei 250 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt, das Pellet mit 1 ml PBS resuspendiert und auf 10 ml aufgeflit.

2.2.2 Zellzahl-Bestimmung und Ausplattierung

10 pl des Zell-PBS-Gemisches wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefal pipettiert,
90 ul reines PBS hinzugefligt und mittels eines Vortexmischers durchmischt
(gevortext). 10 pl von diesem Gemisch wurden mit 10 pl Trypanblau versetzt, dieses
Gemisch wurde gevortext und vorsichtig zwischen die Neubauer-Z&hlkammer und

das Deckglas pipettiert. Innerhalb der vier Quadranten wurden die lebenden Zellen
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ausgezahlt (lebende Zellen werden von Trypanblau nicht angefarbt und erscheinen in
der mikroskopischen VergroRerung weiR). Die endgiltige Zellzahl wurde mit

folgender Formel ermittelt:

X 6
—x20=Y
4* 0 *ml

Hierbei gibt ,,X* die gezédhlte Lebend-Zellzahl, ,,4“ dic Anzahl der ausgezéhlten
Quadranten und ,,20“ den Verdunnungsfaktor mit dem das Zell-PBS-Gemisch
verdunnt wurde an. Die Zellen wurden in 96-Well Mikrotiterplatten ausplattiert, und
zwar zu maximal 100.000 pro Well (bei geringerer Zellzahl nach Isolation auch
50.000 pro Well). Diese wurden mit 100.000 bzw. 50.000 80-Gy-bestrahlten Feeder-
Zellen versetzt. Fir jeden Spender wurden mindestens 4 Wells angesetzt. Das

Endvolumen betrug 200 pl pro Well.

2.2.3 Mediumwechsel

Dem Zellkulturmedium wurden (je 1 ml) Medium mit Feeder-Zellen hinzugefugt
und bei 400 g fur 10 Min. zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
abgesaugt und das Pellet in 1 ml Medium resuspendiert. AnschlieBend wurde die
Zellzahl bestimmt (siehe 2.2.2). Rechnerisch (Dreisatz) wurde das pro Ansatz
bendtigte Volumen ermittelt. Beispiel-Rechnung: Betrug die Anzahl der Zellen in der
Zell-Medium-Suspension beispielsweise 7,95 * 10° pro ml und die benétigte Zellzahl
1,5 * 10°, wurden 2 mal 0,188 ml entnommen, in je zwei Falcons tiberfuhrt und mit
Medium auf jeweils 1 ml aufgefullt. Eine Zellsuspension wurde mit 10 pul BZLF-1
versetzt, wahrend die andere kein Peptid erhielt. Beide wurden 1 Stunde im
Brutschrank inkubiert, anschlieBend mit 1 ml PBS versetzt, 10 Min. bei 300 g

zentrifugiert und die Uberstande abgesaugt. Die Zellen wurden erneut mit 1 ml PBS
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resuspendiert, 10 Min. bei 300 g zentrifugiert, die Uberstinde abgesaugt und in
jeweils 0,5 ml Medium geldst. AnschlieBend wurden die Zytokine Interleukin-2
(1-2) [30 U/ml], Interleukin-7 (II-7) [2 ng/ml] sowie Phytohaemagglutinin (PHA)
[0,25 pg/ml] der Medium-Zell-Suspension hinzugefugt. Aus den Wells mit den
ausplattierten Zellen wurde Medium-Losung bis auf 100 ml abgesaugt und die frisch
hergestellte mit Zytokinen versetzte Medium-Zell-Suspension (100 ml pro Well)
hinzugefugt. Die Zellkulturen wurden bei 37 °C in wassergesattigter Atmosphare mit
5% CO,-Gehalt kultiviert.

2.2.4 RNA-Isolation

Bei Isolierung der RNA wurde mit gestopften Pipettenspitzen gearbeitet. Nach
abgeschlossener Lymphozyten-Isolation wurde aus dem Zell-PBS-Gemisch ein
Volumen das 5 x 10° Zellen entspricht, in ein Falcon tberfihrt und bei 300 g fiir
10 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet gelockert und in
350 pl R-RLT-Plus-Puffer (plus pB-Mercaptoethanol  (10ul/Iml  B-RLT))
resuspendiert. An diesem Punkt wurde die Probe entweder bei -80°C eingefroren und
gelagert, um mit der Isolierung zu einem spateren Zeitpunkt fortzufahren oder sie
wurde zur endgultigen Isolierung direkt weiterverwendet. Es wurde nach dem
RNeasy® Plus Mini Handbook (Seite 19 ff.) verfahren. Die hier angegeben
Zentrifugationszeiten wurden jeweils um 20 Sek. verldngert da die Zentrifuge
20 Sek. bendtigt um die genannten Umdrehungen pro Min. (UpM) zu erreichen.
e Die Losung wurde in einen QlAshredder Gberfihrt und 2 Min. bei
14.000 UpM zentrifugiert.
e Der Durchfluss wurde in den gDNA Eliminator Mini Spin Column
uberfuhrt und 30 Sek. bei 14.000 UpM zentrifugiert.
e Dem Durchfluss wurden 350ul (entsprechend der zu Beginn der

Isolation  hinzugegebenen [R-RLT-Plus-Puffer-Menge) 70%iges
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Ethanol hinzugefiigt, gut durchmischt, die gesamte L&sung in ein
RNeasy Mini Spin Column tberfiihrt und bei 14.000 UpM fir 15 Sek.
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen.

e Es wurden 700 pl RW1-Puffer hinzugefigt und 15 Sek. bei
14.000 UpM zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen.

e 500 pl RPE-Puffer wurden hinzugegeben und 15 Sek. bei
14.000 UpM zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Dieser
Schritt wurde wiederholt, diesmal fur 2 Min. bei 14.000 UpM
zentrifugiert.

e Optionaler Schritt: Die Saule wurde in ein 2 ml Auffangréhrchen
gewechselt und 1 Min. bei 14.000 UpM zentrifugiert.

e Die Sdule wurde in ein 1.5 ml Sammelréhrchen gewechselt und es
wurden 30-50 pl RNase-freies Wasser vorsichtig direkt auf die Saule
pipettiert und 1 Min. bei 14.000 UpM zentrifugiert.

e Die Séule wurde verworfen, das GefaR mit dem Durchfluss (enthélt
die isolierte RNA) wurde sofort auf Trockeneis gelegt und falls nicht

im Anschluss damit weitergearbeitet wurde, bei -80°C gelagert.

2.2.5 Herstellung der komplementaren DNA

Im Anschluss an die RNA-Isolierung erfolgte das Umschreiben der RNA-Proben in
komplementare DNA (Abk. cDNA, von engl. complementary DNA). Hierbei handelt
es sich um DNA, die mit Hilfe von Reverse Transkriptase Enzymen aus RNA
hergestellt wird. Hierfur wurde das SuperScript® Il First-Strand Synthesis
SuperMix Kit benutzt. Je nach benétigtem cDNA-Endvolumen wurden die einzelnen
Komponenten mit demselben Faktor multipliziert. Die Mengen in der folgenden

Beschreibung gelten fiir 10 pl Endvolumen:
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e Pro Ansatz wurden 3 pl der RNA-Probe, je 0.5 pl Oligo(dT)z
(50 pM) und Annealing-Puffer in ein Reaktionsgefal pipettiert,
gevortext und kurz (<1 Min.) zentrifugiert.

e Die Ansatze wurden 5 Min. im Thermozykler bei 65°C inkubiert und
anschlieBend 2 Min. auf Eis gelegt.

e Zu jedem Ansatz wurden 5 pl 2X Reaction Mix und 1 pl
SuperScript® 11 Enzyme Mix hinzupipettiert, gevortext und kurz
(<1 Min.) zentrifugiert.

e Die Ansétze wurden ein weiteres Mal im Thermozykler, diesmal fir
50 Min. bei 50°C und fur 5 Min. bei 85°C inkubiert.

e Die gewonnenen cDNA-Produkte wurden im Gefrierschrank bei

-20°C gelagert.

2.2.6 Durchflusszytometrie — FACS

FACS-Analysen (Abk. FACS von engl. fluorescence-activated-cell-sorting) wurden
durchgefihrt, um die prozentuale Zusammensetzung verschiedener Lymphozyten-
Populationen in den PBMCs der gesunden Probanden sowie die Reinheit der
isolierten Fraktionen nach MACS-Separation (Abk. MACS von engl. magnetic cell
separation) zu bestimmen. Daruber hinaus wurde auch die prozentuale
Zusammensetzung ausgesuchter Antigene im Laufe der Zellkulturen (4 bzw. 5
Wochen) bestimmt.

Mithilfe des FACS werden Zellantigene mit Antikdrpern markiert und im BD LSR 11
Flow Cytometer nachgewiesen.

e Es wurden 2x5 Ansétze (ein Ansatz fir Peptid-gepulste und ein
weiterer flr nicht-Peptid-gepulste Zellproben) in Reaktionsgefalien
vorbereitet: Zum einen die Antikorper gegen die humanen Antigene
TCR-af, TCR-yd (C3), TCR-yd (Cy) und CD137, zum anderen ein
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Isotyp als Negativ-Kontrolle. Der Isotyp ist Gesamt IgG der Spezies

in dem der verwendete Antikorper generiert wurde. Dieses Gesamt

IgG wurde mit jeweils 1 Fluorochrom gelabelt.

Zu jedem Reaktionsgefal? wurde je 1 ml FACS-Puffer hinzugegeben,

2 Min. bei 660 g zentrifugiert und der Uberstand abgekippt.

2 pul FCR-Blocking Reagent pro Reaktionsgefal? wurden hinzugefugt,

kurz gevortext und 5 Min. im Kihlschrank inkubiert.

Falls zuséatzlich eine CR(-VH31)-Farbung (Co und Cy) erfolgte:

o Es wurde eine Priméar-Farbung hergestellt: 18 pl FACS-Puffer +
2 ul Anti-CR.

o 2 pl dieser Losung wurden zu den jeweiligen ReaktionsgeféalRen
hinzupipettiert, kurz gevortext und 10 Min. im Dunkeln inkubiert.

o Es wurde 1 ml FACS-Puffer pro Reaktionsgefal3 hinzugegeben,
bei 660 g fur 2 Min. zentrifugiert und der Uberstand abgekippt
(waschen).

o Pro ReaktionsgefdR wurde 1.5 pl  APC-Antihuman 1gG
hinzupipettiert und 10 Min. im Dunkeln inkubiert.

o Die Proben wurden dreimal mit FACS-Puffer gewaschen.

Als Negativ-Kontrolle wurde ein Isotyp-Ansatz hergestelit.

Die restlichen Ansétze erhielten jeweils 2 pl Anti-Vél (FITC), 2 i

Anti-CD3 (PerCP), 3 pl Anti-CD4 (Pacific Blue) und 1,5 pl Anti-

CD8a (APC-H7). Ansatze mit Antikorpern gegen TCR-af (PE),

erhielten zusatzlich 1,5 pl des mit APC-Fluorochrom beladenen Anti-

CDS8pB, Ansédtze mit Anti-TCR-Cd (PE) oder Anti-TCR-Cy (PE),

erhielten jeweils 1 pl des mit APC-Fluorochrom beladenen Anti-Cp

und Ansatze mit Anti-CD137 (PE) Antikdrpern, erhielten keinen

weiteren Fluorochrom-beladenen Antikorper.

Die Proben wurden 10 Min. im Dunkeln inkubiert und anschlielend

mit FACS-Puffer gewaschen.
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e AlexaFlur 350 (AF350) wurde 1:10 mit PBS verdunnt, kurz gevortext
und zu je 1 pl auf alle ReaktionsgefélRe verteilt.

e Nach 10-minutiger Inkubation im Dunkeln wurden alle
Reaktionsgefale erneut mit FACS-Puffer gewaschen. Die darin
enthaltenen Proben wurden anschlieBend am BD LSR Il Flow
Cytometers analysiert und mit FACSDiva™ Version 7.0 (BD)

ausgewertet.

2.2.7 Magnetische Zellseparation - Anti-PE MicroBeads

Es wurde nach dem Handbuch ,MACS Anti-PE Microbeads* des Herstellers
Miltenyi Biotec verfahren.

Magnetische Markierung

Zu Beginn wurde die Zellzahl im Zell-PBS-Gemisch bestimmt (siehe 2.2.2),
anschlieRend bei 300 g fur 10 Min. zentrifugiert und der Uberstand vollstindig
abgesaugt. Pro 10’ Zellen wurden 100 pl MACS-Puffer und 10 pl PE-Konjugat
hinzugefiigt. Diese Puffer-Zell-Suspension wurde gut durchmischt und 10 Min. im
Kihlschrank inkubiert. Daraufhin wurden 1-2 ml gekihlte Puffer-Lésung pro 10’
Zellen hinzugefiigt und bei 300 g fir 10 Min zentrifugiert (waschen). Optional wurde
das Waschen wiederholt. Der Uberstand wurde vollstandig abgesaugt und das Pellet
in 80 ul Puffer pro 10" Zellen gelést. AnschlieBend wurden 20 pl Anti-PE
MicroBeads pro 10" Zellen hinzugefiigt, gut durchmischt und fiir 15 Min. im
Kuhlschrank inkubiert. Erneut wurden 1-2 ml Puffer-Lésung pro 10’ Zellen
hinzugeftigt und bei 300 g fur 10 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde ein letztes
Mal abgesaugt und das Pellet in 500 pl Puffer-Losung (bei einer Zellzahl bis zu 10°
Zellen) gelost.
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Magnetische Separation

Fir die Magnetische Trennung wurden der MiniMACS™ Separator bzw.
MidiMACS™ Separator und die dazu passenden Separationssaulen verwendet. Bei
einer Gesamtzellzahl von 2x10° wurde die Typ MS-Saule und bei einer
Gesamtzellzahl von 2x10° die Typ LS-S4ule verwendet.

Zunédchst wurde die MS- bzw. LS-Sdule in einen passenden MACS Separator
Magneten (innerhalb des magnetischen Feldes) platziert und einmalig mit 0,5 bzw. 3
ml MACS-Puffer durchgespult. Anschlieend wurde die Zellsuspension auf die
Sdule pipettiert. Der Durchfluss mit den ungelabelten Zellen wurde in einem Falcon
gesammelt. Die Séule wurde weitere 3-mal mit je 0,5 bzw. 3 ml MACS-Puffer
versetzt. Die Sdule wurde auf ein passendes Reaktionsgefal? gesetzt, 1 bzw. 5 ml
Puffer-L6sung wurden auf die S&ule pipettiert und umgehend durch festes Driicken
eines Kolbens am oberen Ende der S&ule herausgepresst. Diese Zellsuspension

erhielt die magnetisch markierten Zellen.

Depletion

Fur die of-T-Zell-Depletion wurde ausschlieBlich die Typ LD-Sdule fiir eine
Gesamtzellzahl von 5x10° verwendet. Die LD-Saule wurde in einen passenden
MACS Separator (innerhalb des magnetischen Feldes) platziert. Die Séule wurde zu
Beginn mit 2 ml MACS-Puffer gespult. AnschlieBend wurde die Zellsuspension auf
die S&ule pipettiert. Darauthin wurden zwei mal 1 ml Puffer auf die S&ule gegeben.
Der of-depletierte Durchfluss mit der ungelabelten Zell-Fraktion wurde fur den

nachsten Schritt verwendet.
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2.2.8 Magnetische Zellseparation von Vé1" y8 T-Zellen mit
Anti-FITC MultiSort Kit

Die Anti-FITC MultiSort Markierung und Sortierung erfolgte nach der Anti-PE
MicroBeads Depletion. Fur nachfolgende Schritte wurde MACS-Puffer verwendet.
Hier wurde nach dem Handbuch ,MACS Anti-FITC Multisort“ des Herstellers

Miltenyi Biotec verfahren.

Magnetische Markierung

Zu Beginn wurde die Zellzahl ermittelt. AnschlieRend wurde die Zell-Suspension bei
300 g fur 10 Min. zentrifugiert und der Uberstand vollstandig abgesaugt. Pro
10’ Zellen wurden 100 pl Puffer-Ldsung und unabhangig von der Zellzahl 20 pl FcR
Blocking Reagent hinzugefugt. Nach 5-mindtiger Inkubation im Kihlschrank
wurden pro 10" Zellen 100 pl Puffer-Lésung sowie 10 pl FITC-konjugierter anti-
humaner V81" TCR-Antikorper hinzupipettiert, dann gut durchgemischt und fiir
weitere 10 Min. im Kihlschrank inkubiert. Die Zellen wurden mit MACS-Puffer
gewaschen, d.h. pro 107 Zellen wurden 1-2 ml Puffer-Lésung hinzugefiigt, bei 300 g
fiir 10 Min. zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Optional wurde der Wasch-
Schritt wiederholt. Das verbleibende Zell-Pellet wurde in einer Puffer-Beads-Losung
mit Anti-FITC MultiSort MicroBeads resuspendiert. Der Grad der Separation
erfolgte auf der Stufe ,,dim*, d.h. fir Zellen die das Antigen nur ,,dim* exprimieren.
Demnach wurde ein Bead-Antikdrper-Verhéltnis von 4:1 (80 ul Puffer-Lésung und
20 pl Anti-FITC MultiSort MicroBeads) verwendet. Diese Zellsuspension wurde gut
durchgemischt und fiir 15 Min. im Kuhlschrank inkubiert. Die Zellen wurden erneut
mit MACS-Puffer gewaschen und das verbleibende Pellet in 500 pl Puffer-Ldsung
(bei einer Zellzahl bis zu 10® Zellen) resuspendiert.
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Magnetische Separation

Fir die Magnetische Trennung wurden der MidiMACS™ Separator bzw.
MiniMACS™ Separator und die dazu passenden Separationssaulen verwendet. Die
Typ LS-Saule wurde bei einer Gesamtzellzahl von 2x10° und die Typ MS-Séule bei
einer Gesamtzellzahl von 2x10° verwendet. Die LS- bzw. MS-Saule wurde in den
MidiMACS™ Separator bzw. MiniMACS™ Separator (innerhalb des magnetischen
Feldes) platziert und zundchst mit 3 bzw. 0,5 ml MACS-Puffer gespiilt.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension auf die Saule pipettiert und jeweils 3-mal
mit 3 bzw. 0,5 ml Puffer-Losung nachgespult. Die S&ule wurde auf ein passendes
Reaktionsgefal gesetzt, 5 bzw. 1 ml Puffer-Losung wurden auf die Sdule pipettiert
und umgehend durch festes Driicken eines Kolbens am oberen Ende der Séule
herausgepresst. Diese Zellsuspension enthielt die magnetisch markierten Zellen. Um
die Reinheit des Eluats zu erhohen wurde mit dem erhaltenen Durchfluss die

magnetische Separation erneut durchgefiihrt.

2.2.9 Polymerase-Kettenreaktion

Die Auswahl der Primer fir die Polymerase-Kettenreaktion (Abk. PCR von engl.
polymerase chain reaction) erfolgte auf der Basis von Publikationen, deren
Sequenzen mit Hilfe der NCBI-Datenbank verifiziert wurde. Die Synthese vollzog
die Firma MWG Biotech AG (Ebersberg, Deutschland). Sie wurden als Lyophylisat
geliefert, in DEPC-Wasser geltst und aliquotiert (Konzentration 20 pmol/ul) und bei
-20°C gelagert. Primersequenzen kénnen bei der AG Schilbach nachgefragt werden:
Prof. Dr. rer. nat. Karin Schilbach

Tel.: +49707129-84084

Email: karin.schilbach@med.uni-tuebingen.de
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Va-PCR

Das untersuchte TRAV-Repertoire umfasste 34 unterschiedliche TRAV-Segmente.
Die Primer-Sequenzen wurden von Han et al >? ibernommen. Bei der Vo-PCR
wurden auf Basis der cDNA-Produkte Voa-PCR-Produkte amplifiziert, welche die
Sequenzierung von variablen Regionen der TCRa-Ketten ermdglichen.
Folgende 11 Kombi-Mixe, je aus 2-4 Primer bestehend, wurden hergestellt:

Kombi-Mix 1: Val0, Val5, Val6, Va20
Kombi-Mix 2: Vo007, Val7, Va22, Va27
Kombi-Mix 3: VaO01A, Va03, Va06
Kombi-Mix 4: Va02, Va08, Va29
Kombi-Mix 5: Va04A, Val9, Va30
Kombi-Mix 6: Vo01B, Val3, Va32
Kombi-Mix 7: Vo05, Val4, Vo28
Kombi-Mix 8: Va23, Va25, Va26
Kombi-Mix 9: Va09, Va2l, Va24
Kombi-Mix 10: Vall, Val2, Va3l
Kombi-Mix 11: Vo04B, Val8

Je 1 ul der Kombi-Mixe wurden vorgelegt. Folgender Master-Mix wurde hergestellt:

Komponenten Eingesetztes Volumen [pl]
RNase-freies H20 10
Primer TCA4 (20 pmol) 1,0
CDNA 0,5

AmpliTaqg Gold 360 Master Mix (62,6 U) 12,5

Primer TCA4: TCR constant alpha chain gene primer (reverse);
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Jeder Kombi-Mix wurde jeweils mit 24 ul des beschriebenen Master-Mixes versetzt.
Alle Ansétze wurden im Thermozykler denaturiert: 1 Zyklus mit 9 Min. und 30 Sek.
bei 94°C, daraufhin 35 Zyklen & 30 Sek. bei 94°C, 30 Sek. bei 55°C (Kombi-Mixe 1-
2) bzw. bei 59°C (Kombi-Mixe 3-11) und 30 Sek. bei 72°C. AnschlieRend 1 Zyklus
mit 7 Min. bei 72°C und abschlieend Abklhlung auf 4°C (anschliefend ewvtl.
Lagerung bei -20°C). Im Anschluss wurden 5 pl des PCR-Produktes aus dem ersten

Ansatz und je 1 pl der Kombi-Mixe vorgelegt. Ein weiterer Master-Mix wurde

hergestellt:

Komponenten Eingesetztes VVolumen [ul]
RNase-freies H20 9,75

10X PCR-Puffer 2

Gelabelter oder nicht-gelabelter Primer 1

MgCI2 (50 mM) 0,75

dNTPs (0,2 mM) 0,25

Tag DNA Polymerase (1,25 U) 0,25

10X PCR-Puffer: 200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI; Primer TRAC1*FAM (TCRAC): TCR constant alpha chain gene
primer (reverse); MgCl,: Magnesium-Chlorid; dNTPs: Desoxyribonukleosidtriphosphate; Tag DNA Polymerase: thermostabile
DNA-Polymerase;

Von diesem Master-Mix wurden zu jedem Ansatz 14 ul hinzupipettiert und die
Ansétze erneut im Thermozykler denaturiert: 1 Zyklus mit 2 Min. bei 94°C,
anschlieBend 3 Zyklen a 2 Min. bei 55°C (Kombi-Mixe 1-2) bzw. bei 59°C (Kombi-
Mixe 3-11) und 10 Min. bei 72°C. AbschlieBend Abkihlung auf 4°C (anschlieRend
evtl. Lagerung bei -20°C). Die mit TRAC1*FAM gelabelten PCR-Produkte wurden
im né&chsten Schritt zur Fragmentlangenanalyse vorbereitet. Die ungelabelten PCR-

Produkte wurden fur eine Sequenzierung weiterverwendet (siehe 2.2.11).
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V6-PCR

Das untersuchte TRBV-Repertoire umfasste 27 unterschiedliche TRBV-Segmente.
Falls im Anschluss an die PCR eine Fragmentlangenanalyse durchgefuhrt werden
sollte, wurden gelabelte Primer verwendet. War stattdessen eine DNA-
Sequenzierung geplant, wurden fir die PCR ungelabelte Primer benutzt.

Folgende Forward-Primer wurden verwendet: VB1, VB2, VB3, VB4, VB5.1, V5.3,
VB6.1, VB6.2, VB7, VB8, VB9, VB10, VP11, VP12, VB13, VB14, VB15, VP16,
VB17, VB18, VP19, VB20, VP22, VP23, VP24, TRBV11.2, TRBV-30.

Jeweils 3.75 pl RNase-freies H,O wurden zusammen mit je 1.25 pl der genannten
Forward-Primer (Primer 5-TRBV) (20 pmol) vorgelegt. So bestand der erste

Master-Mix aus folgenden Komponenten:

Komponenten Eingesetztes Volumen [pl]
RNase-freies H20 5,7

10X PCR-Puffer 1,5

Reverse Primer (20 pmol) 1

cDNA 1

MgCI2 (50 mM) 0,8

10X PCR-Puffer: 200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI; MgCl,: Magnesium-Chlorid

Dieser Ansatz wurde zu den vorgelegten Forward-Primern (5 ul) hinzupipettiert. Die
Ansatze wurden im Thermozykler denaturiert: Jeweils 1 Zyklus mit 4 Min. bei 99°C,
1 Min. bei 80°C und 1 Min. bei 4°C bzw. auf Eis.

Aus einem zweiten Master-Mix wurden 5 pl zu jedem Ansatz pipettiert:
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Komponenten Eingesetztes Volumen [pl]
RNase-freies H20 4,2
10X PCR-Puffer 0,5
dNTPs (0,2 mM) 0,2
Tag DNA Polymerase (0,5 U) 0,1

10X PCR-Puffer: 200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI; dNTPs: Desoxyribonukleosidtriphosphate; Tag DNA Polymerase:
thermostabile DNA-Polymerase;

Die Ansdtze wurden erneut im Thermozykler denaturiert: 1 Zyklus mit 4 Min. bei
94°C, daraufhin 40 Zyklen & 45 Sek. bei 94°C, 30 Sek. bei 55°C und 45 Sek. bei
72°C. Anschliefend 1 Zyklus mit 7 Min. bei 72°C und Abkuhlung auf 4°C (evtl.
anschlieBende Lagerung bei -20°C).

Fragmentlangenanalyse

Die Vo- und VB-PCR-Produkte wurden 1:10 mit RNase-freiem H,O verdinnt.
AnschlieBend wurde ein Master-Mix hergestellt und vorgelegt (14 pl pro PCR-
Produkt-Ansatz):

Komponenten Eingesetztes Volumen [pl]

Formamid 13,7
GeneScan'™ 600 L1Z® Size Standard 0,3

Von diesem Master-Mix wurden 14 pl vorgelegt. 1 pl des verdinnten PCR-
Produktes wurden pro Ansatz hinzugefiigt. Die Proben wurden im Thermozykler fir
2 Min. bei 94°C und anschlieBend 2 Min. auf Eis inkubiert. Jeweils 2:3 des
Gesamtgemisches wurden in ein Well einer Optical 96-Well Reaction Plate
pipettiert. Die Platte wurde evtl. vorsichtig beklopft um Restblaschen in den gefullten
Wells aufzuldsen, im Anschluss kurze Zeit (< 1 Min.) bei 250 g zentrifugiert und im

DNA-Sequenzierautomaten analysiert. Die Analyse erfolgte mit der Software ,,AB
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3130xI Genetic Analyzer Data Collection Version 3.0 und die Auswertung mit der

Software ,,AB Sequencing Analysis 5.3.

Konsensus-PCR und Gelelektrophorese
Fir die zu analysierenden cDNA-Proben wurden zwei Ansatze vorbereitet und fir
beide Ansatze wurde je ein Master-Mix hergestellt. Es wurden die degenerierten

Primer VP1/2/3/4 und CP1/2 verwendet wie in der Arbeit von Dun Zhou (2006)
142

publiziert.” Vom ersten Master-Mix wurden 19 ul pro Proben-Ansatz hergestellt:
Komponenten Eingesetztes Volumen [pl]
RNase-freies H20 6,8

VP1 2,0

CP1 0,2

Jumpstart 10

VP1: degenerierter Primer; CP1: sequence of the constant region primer 1;

Vom zweiten Master-Mix wurden auch 19 pl pro Proben-Ansatz hergestellt:

Komponenten Eingesetztes Volumen [pl]
RNase-freies H,O 2,8

VP2/3/4 2,0 pl/2,0 pl/2,0

CP2 0,2

Jumpstart 10

VP2/3/4: degenerierte Primers; CP2: sequence of the constant region primer 2;

Jedem vorgelegten Master-Mix wurden je 1 pl cDNA hinzugeflgt. Anschlie3end
wurden die Ansatze im Thermozykler denaturiert: 1 Zyklus mit 2 Min. bei 94°C,
daraufhin 50 Zyklen a 30 Sek. bei 94°C, 30 Sek. bei 50°C und 30 Sek. bei 72°C.
Danach 10 Min. bei 72°C und abschlieRende Abkiihlung auf 4°C.
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Im Anschluss wurden 1.5 g Agarose-Pulver zu 100 ml TBE-Puffer hinzugefiigt
(1,5%), in einer Mikrowelle erhitzt und anschlieBend 1 pl GelRed hinzugefugt um
die Amplifikate sichtbar zu machen. Zwischendurch wurde das Gefal3 vorsichtig
geschwenkt bis sich alle Agarose-Teilchen geldst hatten. Die Ldsung wurde nach
kurzem Abkuhlen bei Raumtemperatur vorsichtig in einen Gel-Schlitten gegossen. Je
ein Kamm wurde an ein Ende und in die Mitte des Gel-Schlittens platziert. Nachdem
die Losung verhartet war, wurden die Kdémme entfernt und die Elektrophorese-
Kammer mit TBE-Puffer aufgefllt. Danach wurde jede Probe (8 ul) mit jeweils 2 pl
GelPilot DNA Loading Dye (5x) vermischt und vorsichtig in die einzelnen Kammern
pipettiert. Eine Kammer wurde mit 3 pul DNA ladder (50 bp) gefillt. Nun wurde die
Vorrichtung verschlossen und ein elektrischer Strom mit der Stromstarke von
100 Volt aktiviert. Nach 1,5 Std. wurde der Vorgang gestoppt und das Gel im Li-Cor
Odyssey analysiert.

2.2.10 Aufreinigung der PCR-Produkte

Zur Aufreinigung der vorhandenen PCR-Produkte wurde das ,,MinElute PCR
Purification Kit“ von Qiagen (Hilden, Deutschland) benutzt und wie im Protokoll des
Herstellers angegeben, vorgegangen. Dieses Protokoll dient zur Entfernung von
Restbestanden und Unreinheiten aus den PCR-Produkten.
¢ Die funffache Menge an PB-Puffer (125 ul) wurde dem PCR-Produkt
(25 pl) jeweils hinzugefiigt und die Losung gut durchgemischt.
e MinElute Saulen wurden in 2 ml Sammelréhrchen platziert.
e Jeder Ansatz wurde jeweils mittig auf die Membran einer MinElute
Séule pipettiert und fir 1 Min. bei 13.000 UpM zentrifugiert.
e Der Durchfluss wurde verworfen und die S&ulen wieder in dasselbe

Sammelréhrchen platziert.
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Dann wurden 750 pl PE-Puffer pro Ansatz auf die MinElute Séule
pipettiert und fur 1 Min. bei 13.000 UpM zentrifugiert.

Der Durchfluss wurde verworfen und die S&ule im selben
Sammelrohrchen nochmals 1 Min. auf voller Geschwindigkeit
(14.000 UpM) zentrifugiert.

Die MinElute S&ulen wurden jeweils in ein 15 ml
Mikrozentrifugenréhrchen platziert.

Je 10 pl EB-Puffer wurden mittig auf je eine S&ulenmembran
pipettiert, fir 1 Min. stehen gelassen und nochmals fiir 1 Min. bei
13.000 UpM zentrifugiert.

Die MinElute Sdulen wurden verworfen, die Deckel der 1.5 ml
Auffangrohrchen (mit dem Durchfluss) wurden geschlossen und mit

Parafilm abgedichtet, dann bei +4°C im Kihlschrank gelagert.

BigDye® Termination und Aufreinigung zur

DNA-Sequenzierung

Mithilfe dieser Methode kann die Abfolge der Nukleotide in einem DNA-Molekil
ermittelt werden. Fir diesen Schritt wurde u.a. das BigDye® Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit benutzt. Zu Beginn wurden die DNA-Konzentrationen der Proben

bestimmt (Spektralphotometer: NanoDrop ND-2000) und damit die Mengen zur

Verdlnnung der folgenden Ansatze berechnet.

Spezifische Va oder VB Forward-Primer bzw. Ca oder CB Reverse-Primer wurden

vorgelegt. Es wurden 10 ng/ul des PCR-Produktes fiir die Sequenzierung eingesetzt.

Nach folgendem Schema wurde pipettiert:
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Komponenten Eingesetztes Volumen [pl]
Primer (1:20 verdinnt) 0,8
Produkt (1 ng/ul) 1
5X Sequencing Buffer (1x) 1,5
DMSO (5 %) 0,5
RNase-freies H,O 5,7

DMSO: Dimethylsulfoxid

Zur Denaturierung der DNA wurden die Ansédtze im Thermozykler fur 5 Min. bei
98°C inkubiert. Im Anschluss wurden 0,5 pl BigDye® Terminator zu jedem Ansatz
hinzugefugt (Gesamtmenge pro Ansatz 10 ul). Die Ansédtze wurden erneut im
Thermozykler inkubiert: Flr 1 Min. bei 98°C, dann 25 Zyklen a 20 Sek. bei 98°C, 10
Sek. bei 50°C und 4 Min. bei 60°C, und zum Schluss Abkihlung auf 4°C.

Im Anschluss erfolgte die Aufreinigung fur die Sequenzierung. Hierzu wurden 1,5 pl
Eppendorf-Reaktionsgefalle benutzt. Die Komponenten wurden in der genannten

Reihenfolge hinzugegeben:

Komponenten Eingesetztes Volumen [pl]
1. EDTA (250 nM) 0,5
2. NaAc (1,5 M) 2
3. EtOH (100%) 25

EDTA: Ethylendiamintetraacetat; NaAc: Natriumacetat; EtOH: Ethanol

Zur Ethanol-Fallung wurden die Eppendorf-Reaktionsgefdlie mit den Ansatzen fiir
15 Min. bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschlieBend fir 30 Min. bei
14.000 UpM (4°C) zentrifugiert. Die Uberstiande wurden vorsichtig abpipettiert und
den Proben wiederrum jeweils 125 pl EtOH (70%) hinzugefugt. Die Ansétze wurden
erneut fur 15 Min. bei 14.000 UpM (4°C) zentrifugiert, die Uberstande abgenommen
und die Eppendorf-Reaktionsgefale zum Trocknen unter der Sterilbank stehen
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gelassen. Die Pellets wurden anschlie3end jeweils in 10 pl Formamid geldst, in die

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate pipettiert und in den Sequenzer gestelit.

Auswertung der erhaltenen Nukleotidsequenzen

Die Auswertung der bei der Sequenzierung erhaltenen Nukleotidsequenzen erfolgte
wie folgt: Zunédchst wurde die aus der Analyse erhaltene Reverse-Sequenz mit Hilfe
der Internet-Software ,Reverse Complement” (http://www.bioinformatics.org/
sms/rev_comp.html) invertiert. Anschlieend wurde die aus der Analyse erhaltene
Forward-Sequenz mit der invertierten Reverse-Sequenz abgeglichen. Dies erfolgte
mit Hilfe der Internet-Software ,,Emboss Needle“ (https://www.ebi.ac.uk/Tools/
psa/emboss_needle/nucleotide.html). Forward- und invertierte Reverse-Sequenzen
wurden auf konsistente Nukleotidsequenzen geprift und mit Hilfe der Software
»Standard Nucleotide Blast® (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM
=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome) auf Sequenzen im
human genomic plus transcript (Human G+T) Datenbestand durchsucht. Die TRAV-,
TRAC- und TRAJ- bzw. TRBV-, TRBC- und TRBJ-Sequenzen mit der hoéchsten
Ubereinstimmung ~ wurden  ausgesucht und mittels ,Emboss Transeq
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/) in ihre entsprechenden
Aminosaure-Sequenzen konvertiert. Nicht-kodierte Regionen zwischen TRAV- und
TRAJ-Regionen (Va-Familien) sowie zwischen TRBV- und TRBD- und TRBD- und
TRBJ-Region (VB-Familien) entsprechen dabei den hochvariablen CDR3-Regionen.
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Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Generierung von af” T-Zellen aus Vé&1" T-

Zellsubpopulationen

Wir haben aus dem Buffy-Coat von 4 gesunden HLA-B35" Spendern (zwei Manner
und zwei Frauen im Alter von 28 bis 45 Jahren) die afp-T-Zellen quantitativ
depletiert und anschliefend die V51" T-Zellen positiv isoliert. Dieser Vorgang fiihrte
dazu, dass wir zu 100% reine V51" Populationen erhielten. Die Zellen wurden in
zwei Fraktionen aufgeteilt, sodann mit und ohne BZLF-1 in 96-Well
Mikrotiterplatten zu je 100.000 Zellen (plus 100.000 Feeder-Zellen) ausplattiert und
4 bzw. 5 Wochen in Standardkulturmedium inkubiert. Waochentlich wurden
Mediumwechsel und FACS-Messungen durchgefiihrt. Ermittelt wurden dabei zum
einen die Anzahl der Ereignisse und zum anderen die prozentualen Anteile der

TCRop-Fraktionen an den lebenden Lymphozyten.

A B

SSC-A
SSC-A

lebend

Lymphozyten

Lebend/tot Alexa Fluor FSC-A

Abbildung 3-1 - Zu sehen sind die mit Alexa Fluor 350 markierten Zellen. Spender 1, HLA-B35%,
Zellkulturwoche 1, BZLF-1-gepulst: (A) Aufgetragen sind SSC-A (Granularitét der Zellen) gegen die lebend/tot
Zellen; die Lebendzellfraktion ist in einem Gate markiert. (B) Aufgetragen sind SSC-A (Granularitat der Zellen)
gegen FSC-A (Volumen der Zellen). Markiert in einem Gate ist der Lymphozyten-Anteil der Lebend-Zellen.
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Die Auswertung der FACS-Analysen erfolgte wie folgt: Zunédchst wurden die
Lebendzellen in einem Gate markiert und innerhalb dessen mit einem weiteren Gate
der Lymphozyten-Anteil ermittelt (Abb. 3-1). AnschlieBend wurden innerhalb der
Lymphozyten-Fraktion zwei weitere Gates eingefugt um TCRof- bzw. Vol-
markierte Zellen zu erfassen (Abb. 3-2). Deren jeweiliger Anteil an den
Lebendzellen wurde rechnerisch ermittelt und in Diagrammen aufgetragen (Abb. 3-4,

3-6, 3-8 und 3-10).

Woche 3 Woche 4

TCRap PE
TCRof PE

V81 FITC V61 FITC

Abbildung 3-2 - Aufgetragen ist die TCRaB* Zell-Fraktion gegen die V51" Zell-Fraktion. Beispielhaft:
Spender 1, HLA-B35", BZLF-1-gepulst in Woche 3 (links) und Woche 4 (rechts).
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3.1.1 Analyse des afp TCR-Repertoires im FACS

Zur Beurteilung der TCRof-Expression im Zellkulturverlauf wurden die FACS-
Analysen der BZLF-1-gepulsten und nicht-Peptid-gepulsten Zellkulturen verglichen.
Dabei zeigte sich eine spenderabhdngige TCRap-Expression. Alle in diesem
Abschnitt genannten prozentualen Angaben beziehen sich auf die Gesamtheit der

jeweiligen Lebend-Lymphozyten-Fraktionen.

Spender 1
Fur BZLF-1-gepulste Zellen des Spenders 1 konnte eine deutliche Zunahme der
TCRap-Fraktion von 0,0 % in der 1. Woche auf 3,8 % in der 5. Woche registriert
werden. Nicht-stimulierte Zellen des Spenders 1 dagegen zeigten eine geringere
Zunahme der TCRop-Fraktion von 0,0 % in der 1. Woche auf 0,2 % in der 5. Woche
(Abb. 3-3).
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Spl
+ BZLF-1 - BZLF-1
TCRab TCRab
Woche 1
Woche 2
L
o
oy Woche 3
2
@]
|_
TCRab
Woche 4
TCRab
Woche 5

V&1 FITC

Abbildung 3-3 - Aufgetragen ist die TCRaf* T-Zell-Fraktion gegen die V81" T-Zell-Fraktion. Dargestellt sind
die FACS-Ergebnisse der BZLF-1-gepulsten und nicht-gepulsten Zellen des HLA-B35* Spenders 1 im
Zellkulturverlauf (5 Wochen).

56



Ergebnisse

Die BZLF-1-exponierten Zellen von Spender 1 zeigten in Woche 1 und 2 keine
TCRop-Expression, in der 3. Woche 0,1 %, in der 4. und 5. Woche bereits 0,8 %
beziehungsweise 3,8 %. Die nicht BZLF-1-gepulsten Zellen des Spenders 1 zeigten
bis Woche 3 keine TCRoap-Expression (0,0 %), in Woche 4 und 5 dann einen
TCRop-Anteil von 0,1 % bzw. 0,2 % (Abb. 3-4).

Spender 1 HLA-B35+

3,5
/

2,5 /

/

/ =—4—mit BZLF-1

1,5
/ —fi—ohne BZLF-1

05 /‘ 0,8

TCRap* Anteil lebender Zellen [%]
(2]

Abbildung 3-4 - TCRap-Anteil im Zellkulturverlauf von HLA-B35" Spender 1. Auf der Y-Achse ist der
prozentuale TCRapB-Anteil an Lebend-Lymphozyten eingetragen und auf der X-Achse die Wochen im Verlauf
der Zellkultur. Die rote Linie stellt nicht BZLF-1-gepulste und die blaue Linie BZLF-1-gepulste Zellreihen dar.

Spender 2

Die TCRap-Fraktionen bei Spender 2 hatten ihr Maximum sowohl fiir BZLF-1-
gepulste als auch nicht-gepulste Zellen in der 1. Woche. Fur stimulierte Zellen war
ein TCRaf-Anteil von 3,9 % in der 1. Woche und 0,0 % fir die restlichen Wochen
zu verzeichnen. Nicht-stimulierte Zellen zeigten einen TCRof-Anteil von 3,3 % in
der 1. Woche, anschlieRend 0,2 % in der 5. Woche (Abb. 3-5).
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Sp2
+ BZLF-1 - BZLF-1
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Abbildung 3-5 - Aufgetragen ist die TCRaf* T-Zell-Fraktion gegen die V81" T-Zell-Fraktion. Dargestellt sind
die FACS-Ergebnisse der BZLF-1-gepulsten und nicht-gepulsten Zellen des HLA-B35* Spenders 2 im
Zellkulturverlauf (5 Wochen).
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Maximale Expression der TCRaf-T-Zellfraktion zeigte sich in der 1. Woche. Der
TCRop-Anteil fir BZLF-1-exponierte Zellen in Woche 1 betrug 3,9 %, der in der
Zellkultur ohne BZLF-1-Exposition 3,3 %. In den Wochen 2 und 3 zeigten sich keine
TCRap- Expression mehr (0,0 %). Die BZLF-1-gepulste Zellfraktion zeigte auch in
den Woche 4 und 5 keine TCRap-Expression (0,0 %). Dagegen zeigten die nicht-
BZLF-1-gepulsten Zellen eine geringe Zunahme der TCRaf-Expression auf 0,1 % in
der 4. Woche und 0,2 % in der 5. Woche (Abb. 3-6).

Spender 2 HLA-B35+

== ohne BZLF-1

1
0,5 \
0 N a0
3 4 5

Wochen

Ras

5 4 3,9
T
E 3 !3,3
g \\
£\
% 2 — mit BZLF-1
£ 15

5

5

-

Abbildung 3-6 - TCRap-Anteil im Zellkulturverlauf von HLA-B35" Spender 2. Auf der Y-Achse ist der
prozentuale TCRof-Anteil an Lebend-Lymphozyten eingetragen und auf der X-Achse die Wochen im Verlauf
der Zellkultur. Die rote Linie stellt nicht BZLF-1-gepulste und die blaue Linie BZLF-1-gepulste Zellreihen dar.

Spender 3

Fur die Zellen des Spenders 3 zeigte sich sowohl fiir BZLF-1-gepulste als auch nicht-
gepulste Zellkulturen ein variabler Verlauf der TCRap-Expression. Der maximale
TCRap-Anteil betrug fir BZLF-1-gepulste Zellen 1,7 % und flr nicht-BZLF-1-
gepulste Zellen 2,5 % (Abb. 3-7).
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Abbildung 3-7 - Aufgetragen ist die TCRap* T-Zell-Fraktion gegen die V81" T-Zell-Fraktion. Dargestellt sind
die FACS-Ergebnisse der BZLF-1-gepulsten und nicht-gepulsten Zellen des HLA-B35* Spenders 3 im
Zellkulturverlauf (4 Wochen).

In Woche 1 betrug der TCRap-Anteil BZLF-1-gepulster Zellkulturen 1,1 %,
wahrend er in Zellkulturen ohne BZLF-1-Exposition mit 0,2 % geringer ausfiel. Von
Woche 1 auf Woche 2 kam es zu einem Abfall der TCRap-Anteile auf 0,4 % (BZLF-
1-exponiert) und 0,0 % (nicht BZLF-1-exponiert). In der 3. Woche zeigten die
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BZLF-1-gepulsten Zellen einen TCRaf-Anteil von 1,0 % und die nicht-BZLF-1-
gepulsten Zellen einen TCRap-Anteil von 1,6 %. In Woche 4 kam es zu einem
weiteren Anstieg der TCRap-Anteile fir die Zellkulturen mit BZLF-1-Exposition
(1,7 %) und ohne BZLF-1-Exposition (2,5 %). Der prozentuale TCRap-Anteil fir die
nicht-Peptid-exponierten Zellen fiel von der 1. auf die 2. Woche auf 0,0 %. Von
Woche 2 auf 3 und von Woche 3 auf 4 kam es erneut zu einem Anstieg der TCRof3-
Fraktion der nicht-gepulsten Zellen (Abb. 3-8).

Spender 3 HLA-B35+
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s
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=
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|_ 0 T G T T 1

1 2 3 4
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Abbildung 3-8 - TCRap-Anteil im Zellkulturverlauf von HLA-B35" Spender 3. Auf der Y-Achse ist der
prozentuale TCRof-Anteil an Lebend-Lymphozyten eingetragen und auf der X-Achse die Wochen im Verlauf
der Zellkultur. Die rote Linie stellt nicht BZLF-1-gepulste und die blaue Linie BZLF-1-gepulste Zellreihen dar.

Spender 4

Fur BZLF-1-gepulste Zellen des Spenders 4 konnte nur eine geringfligige Zunahme
der TCRap-Fraktion im Verlauf der Zellkultur detektiert werden, mit einem
maximalen TCRof-Anteil von 0,4 % in der 4. Zellkulturwoche. Dagegen zeigten
nicht-gepulste Zellen desselben Spenders ihre maximale TCRaB-Expression in der 5.
Zellkulturwoche mit 4,2 % (Abb. 3-9).
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Abbildung 3-9 - Aufgetragen ist die TCRaf* T-Zell-Fraktion gegen die V81" T-Zell-Fraktion. Dargestellt sind
die FACS-Ergebnisse der BZLF-1-gepulsten und nicht-gepulsten Zellen des HLA-B35* Spenders 4 im
Zellkulturverlauf (5 Wochen).
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In den ersten beiden Wochen zeigten weder BZLF-1-gepulste noch nicht-gepulste
Zellkulturen eine TCRap-Expression (0,0 %). BZLF-1-gepulste Zellen zeigten in der
3. Woche einen TCRaf-Anteil von 0,3 %, in der 4. Woche von 0,4 % und in der 5.
Woche einen TCRof-Anteil von 0,1 %. Fir nicht-BZLF-1-gepulste Zellkulturen
waren TCRaf-Anteile von 0,1 % in der 3. Woche, von 0,2 % in der 4. Woche und
von 4,2 % in der 5. Woche zu verzeichnen (Abb. 3-10).
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Abbildung 3-10 - TCRap-Anteil im Zellkulturverlauf von HLA-B35" Spender 4. Auf der Y-Achse ist der
prozentuale TCRof-Anteil an Lebend-Lymphozyten eingetragen und auf der X-Achse die Wochen im Verlauf
der Zellkultur. Die rote Linie stellt nicht BZLF-1-gepulste und die blaue Linie BZLF-1-gepulste Zellreihen dar.
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3.2 Spectratyping der Va- und Vp-Familien im
Zellkultur-Verlauf

3.2.1 Human T-cell receptor a chain variable regions und

human T-cell receptor B variable regions

Die sogenannten ,,human T-cell receptor a chain variable regions*“ (TRAV) und
,human T-cell receptor B chain variable regions* (TRBV) Gene befinden sich auf
den Chromosomen 14 bzw. 7 und kodieren flr die Proteinsegmente, welche nach
Rekombination mit (D-), J- und C-Segmenten jeweils ein Homodimer des aus einer
a- und einer B-Kette aufgebauten TCR-Heterodimers bilden. Mittels Spectratype-
Analysen konnten wir die relative Frequenz der Rekombinationshaufigkeit flr jedes
Gensegment bestimmen. Hierbei haben wir in einer tabellarischen Auflistung die
Anzahl der Peaks fur alle Spender und alle Wochen im Zellkulturverlauf (4 Wochen)
erortert (Tab. 3-1 und 3-2).

Wir bestimmten die Anzahl der Expressionen der einzelnen Gensegmente fir jeden
Spender. Hierbei wurde lediglich eine grobe Einteilung nach Peptid-exponierten und
nicht-Peptid-exponierten Expressionssignalen vorgenommen. Identische
Expressionsmuster und Expressionssignale unter einer Hohe von 100 wurden nicht
als vollwertige Expressionen gewertet. Zudem erfolgte eine prézisere Bewertung der
Ergebnisse, indem die wochentlichen Expressionssignale miteinbezogen wurden.
AuRerdem ermittelten wir Zellkulturwochen- und Peptid-Expositions-abhangige
complexity scores fir jede Va- und VB-Familie aller vier Spender und bildeten ihre
(Va-/VB-)Ratio (siehe 3.2.2). Fiir die folgenden Abschnitte ,,TRAV-Segmente* und
» TRBV-Segmente* gilt: Die Peak-HO0hen der Expressionssignale der jeweiligen

Segmente werden durch die Zahlen in den Klammern angegeben.
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TRAV-Segmente

TRAV-Gensegmente (Tab. 3-1) die hdufig exprimiert wurden waren u.a. die
Gensegmente 14DV4, 29DV5, 8-1 und 5. Diese wurden unabhangig vom Spender
und der Peptid-Behandlung, d.h. von jedem Spender in unterschiedlichen Wochen
exprimiert. Nicht-Peptid-exponierte Zellen von Spender 1 exprimierten kein TRAV-
Segment 8-1 und von Spender 3 kein TRAV-Segment 5.

Die Segmente 8-4, 9-2, 17 und 24 wurden jeweils 5-mal im Zellkulturverlauf
exprimiert. Das Segment 8-4 wurde nur von nicht-Peptid-gepulsten Zellen der
Spender 1 und Spender 2 nicht exprimiert. Das Segment 9-2 wurde von den
Spendern 2 und Spender 3, sowie von nicht-gepulsten Zellen des Spenders 4
exprimiert. Spender 1 und BZLF-1-gepulste Zellen des Spenders 4 exprimierten das
TRAV-Segment 9-2 nicht. Das Gensegment 17 wurde von den Spendern 1 und
Spender 4 mit und ohne BZLF-1-Exposition exprimiert, ferner auch von nicht-
Peptid-exponierten Zellen des Spenders 3. BZLF-1-gepulste Zellen der Spender 2
und Spender 3 sowie nicht-BZLF-1-gepulste Zellen des Spenders 2 exprimierten das
Segment 17 nicht. Das TRAV-Segment 24 wurde von Peptid-gepulsten Zellen der
Spender 1, Spender 2, Spender 3 und Spender 4 sowie von nicht-gepulsten T-Zellen
des Spenders 3 exprimiert. Nicht-gepulste Zellen der Spender 1, Spender 2 und
Spender 4 exprimierten das Gensegment 24 nicht.

Jeweils 4-mal im Zellkulturverlauf wurden die Segmente 10, 20 und 26-2 exprimiert.
Waihrend das Gensegment 10 von Peptid-gepulsten und nicht-gepulsten Zellen der
Spender 3 und Spender 4 exprimiert wurde, exprimierten Peptid-gepulste Zellen der
Spender 2 und Spender 4 und nicht-gepulste Zellen der Spender 2 und Spender 3 das
Segment 26-2. Das Segment 20 wurde von Peptid-gepulsten Zellen der Spender 1
und Spender 4 sowie nicht-gepulsten Zellen der Spender 2 und Spender 3 exprimiert.

Die a-Gensegmente 14DV4 sowie 29DV5 waren mit 8-mal die am haufigsten

exprimierten Segmente. Das Segment 14DV4 wurde von Peptid-gepulsten Zellreihen
des Spenders 1 in den Wochen 1 bis 4 und von nicht-gepulsten Zellreihen in den
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Wochen 1 (<100), 2 und 4 exprimiert. Spender 2 exprimierte das Gensegment
sowohl in den ersten beiden Wochen (>100) als auch in den Wochen 3 und 4 (<100).
Die Expression des Segments 14DV4 bei Spender 3 fand in den Wochen 2 (nicht-
Peptid-gepulst), 3 und 4 (gepulst und nicht-gepulst) statt. Bei Spender 4 kam es in
der 1. und 3. Woche (gepulste und nicht-gepulste Zellen) zur Expression des
Segments 14DV4. Das Segment 29DV5 wurde von den Spendern 1 und Spender 3
jeweils in der 3. Woche und von Spender 4 in der 1. Woche exprimiert (Peptid-
exponierte und nicht-Peptid-exponierte Zellen). Darliber hinaus wurde es auch von
Spender 2 in den Wochen 1 (Peptid-gepulst) und 4 (nicht-Peptid-gepulst) exprimiert.
Weitere Expressionen (<100) des Gensegmentes 29DV5 waren bei Spender 2 in
Woche 2 (nicht-Peptid-exponiert) sowie Spender 3 in Woche 1 (Peptid-exponiert) zu
verzeichnen.

Weitere haufig exprimierte a-Gensegmente waren das Segment 5 und 8-1 mit einer
Hé&ufigkeit von 7-mal sowie das Segment 8-4 mit einer Haufigkeit von 6-mal im
gesamten Zellkulturverlauf. Das Gensegment 5 wurde von Spender 1 in Woche 2
(Peptid-exponiert und nicht-Peptid-exponiert) sowie in Woche 4 (nicht-Peptid-
gepulst), von Spender 2 in Woche 1 (gepulst und nicht-gepulst) wie auch in Woche 4
(Peptid-exponiert), von Spender 3 in den ersten beiden Wochen (Peptid-gepulst) und
von Spender 4 in der 1. Woche (Peptid-gepulst und nicht-gepulst) exprimiert. Das a-
Gensegment 8-1 wurde von Spender 1 in der 4. Woche (Peptid-exponiert), von
Spender 2 in der 1. Woche (Peptid-exponiert und nicht-exponiert), von Spender 3 in
Woche 2 (Peptid-exponiert), Woche 3 (nicht-Peptid-exponiert) sowie Woche 4
(Peptid-gepulst und nicht-Peptid-gepulst), ferner von Spender 4 in Woche 3 (nicht-
Peptid-exponiert) und Woche 4 (gepulst und nicht-gepulst) exprimiert. Weitere
Expressionen (<100) des Gensegments 8-1 fanden bei Spender 1 in den Wochen 1
und 3 (nicht-Peptid-gepulst), bei Spender 2 in den Wochen 3 (Peptid-gepulst) und 4
(Peptid-gepulst und nicht-Peptid-gepulst), bei Spender 3 in den Wochen 1, 3 (Peptid-
gepulst) sowie 1 und 2 (nicht-Peptid-gepulst) und bei Spender 4 in den Wochen 1
(Peptid-exponiert und nicht-Peptid-exponiert) und 3 (Peptid-gepulst) statt.
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Die a-Gensegmente 8-4, 9-2, 17 und 24 wurden im Zellkulturverlauf jeweils 5-mal
exprimiert. Das a-Gensegment 8-4 wurde von Spender 1 in Woche 4 (Peptid-
gepulst), von Spender 3 sowie Spender 4 jeweils in Woche 3 (Peptid-exponiert und
nicht-exponiert) und zusatzlich von Spender 4 in Woche 1 (nicht-Peptid-gepulst)
exprimiert. Weitere Expressionen (<100) fir Gensegment 8-4 zeigten sich bei
Spender 1 in Woche 1 (Peptid-gepulst) sowie in Woche 4 (nicht-Peptid-gepulst), bei
Spender 2 in Woche 3 (Peptid-gepulst) und bei Spender 3 in Woche 2 (nicht-Peptid-
gepulst). Das Segment 9-2 wurde von Spender 2 in Woche 4 (Peptid-exponiert und
nicht-exponiert), von Spender 3 in Woche 2 (Peptid-exponiert) sowie in Woche 3
(nicht-gepulst), zudem von Spender 4 in Woche 1 (nicht-Peptid-exponiert)
exprimiert. Weitere Expressionen (<100) des Gensegments 9-2 waren fur Spender 1
in den Wochen 1 und 3 (Peptid-exponiert) sowie in den Wochen 2 (nicht-Peptid-
exponiert) und 4 (Peptid-gepulst und nicht-gepulst), fur Spender 2 in Woche 2
(Peptid-exponiert und nicht-exponiert), Spender 3 in Woche 1 (gepulst und nicht-
gepulst) und Woche 3 (gepulst) sowie Spender 4 in Woche 1 (gepulst) zu
verzeichnen. Das a-Gensegment 17 wurde von Spender 4 in Woche 1 (Peptid-
exponiert und nicht-exponiert) sowie Woche 3 (Peptid-gepulst), von Spender 3 in
den Wochen 3 und 4 (nicht-exponiert), Gberdies von Spender 1 in den Wochen 1, 3
(Peptid-exponiert) und 2 (nicht-exponiert) exprimiert. Zudem kam es zu weiteren
Expressionen (<100) bei Spender 1 in Woche 1, 4 (nicht-Peptid-exponiert) und 2
(Peptid-exponiert), bei Spender 2 in Woche 2 (gepulst und nicht-gepulst), bei
Spender 3 in Woche 4 (gepulst), auBerdem bei Spender 4 in Woche 3 (nicht-gepulst).
Das Segment 24 wurde von Spender 1 in den Wochen 1 und 4 (Peptid-exponiert),
von Spender 2 in Woche 1 (Peptid-gepulst), von Spender 3 in Woche 1 (nicht-
exponiert) sowie in Woche 3 (Peptid-gepulst), dartiber hinaus von Spender 4 in
Woche 4 (Peptid-gepulst) exprimiert. Weitere Expressionen (<100) wurden bei
Spender 1 (Peptid-exponiert), Spender 2 (Peptid-exponiert und nicht-exponiert) und
Spender 3 (nicht-gepulst) jeweils in Woche 2, zudem in Woche 1 bei Spender 1,
Spender 2 (nicht-Peptid-exponiert) sowie Spender 4 (Peptid-exponiert) detektiert.
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Die TRAV-Segmente 10, 20 und 26-2 wurden im Zellkulturverlauf jeweils 4-mal
exprimiert. Das Segment 10 wurde von Spender 3 in Woche 3 (gepulst und nicht-
gepulst) sowie von Spender 4 in Woche 1 (exponiert und nicht-exponiert) exprimiert.
Auch Spender 1 und Spender 2 exprimierten das a-Gensegment 10 (<100), jedoch in
unterschiedlichen Wochen. Das Segment 20 wurde von Spender 1 und Spender 4 in
Woche 1 (Peptid-exponiert), von Spender 2 in Woche 4 sowie Spender 3 in Woche 3
(nicht-gepulst) exprimiert. Zudem zeigten sich weitere Expressionen (<100) bei
Spender 1 in Woche 3 (Peptid-gepulst), bei Spender 3 in Woche 1 und 4 (nicht-
Peptid-exponiert), auBerdem bei Spender 4 in Woche 3 (nicht-Peptid-exponiert)
sowie in Woche 4 (Peptid-exponiert und nicht-exponiert). Das a-Gensegment 26-2
wurde von Spender 2 in Woche 4 (gepulst und nicht-gepulst), von Spender 3 in
Woche 3 (nicht-Peptid-gepulst) sowie von Spender 4 in Woche 1 (Peptid-gepulst)
exprimiert. Weitere Expressionen (<100) wurden bei Spender 4 in den Wochen 1 und
4 (nicht-gepulst) detektiert.

Die a-Gensegmente 1-1, 4, 6, 12-1, 13-1, 16, 21, 23DV6, 34, 36DV7, 38-1 (Spender
3 und/oder Spender 4), 2, 3, 26-1, 26-2, 35 (zusatzlich Spender 1 und/oder Spender
2), 25 und 27 (nur Spender 2) wurden bis zu 3-mal exprimiert. Die restlichen TRAV-
Segmente wurden entweder gar nicht (a-Gensegmente 40, 41) exprimiert oder
zeigten ausschliellich Signale mit Peaks <100 (a-Gensegmente 22, 30, 39) bzw.
identische Muster (a-Gensegmente 19, 39) (Tab. 3-1).
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Tabelle 3-1 - Tabellarische Auflistung der TRAV-Segmente aller vier Spender (mit und ohne BZLF-1-
Exposition), die im Zellkulturverlauf von 4 Wochen detektiert wurden. Spalten von links nach rechts: Spalte 1 =
Va-Familien; Spalte 2 = TRAV-Gensegmente, Name des Gensegments nach Lage im Lokus; Spalte 3-6 =
Spender 1 bis Spender 4; Abk.: w = Woche; Der complexity score gibt die ,,TCR Komplexitét“ an und wird durch

Addition der Einzelpeaks jedes TRAV-Segments innerhalb einer Differenzierungswoche ermittelt.

Spil Sp2 5p3 Spa
Va-Familie e mit BZLF-1 ohne BZLF-1 mit BZLF-1 ohne BZLF-1 mit BZLF-1 ohne BZLF-1 mit BZLF-1 ohne BZLF-1
Segment wl w2 w3 wéd w2 w3 wd w2 w3 wéd |wl w2 w3 1 w2 w3
1A 8-4 2 ==|[d
18 81 == l[ES| ====[L-][}[..]}
2 1]
3 = UCATATE W
an 262 1 T 11
48 EYRLANTTT = [l
5 6 IIIGIES (sl
6 14Dv4 (BRI == N 111 1 1
7 1-1 B E===
8 131 [EE=
9 16 E = |l
10 27 [:1
11 2
12 19
13 22
14 38-1
15 5 [l
16 3 (L1
17 23DV6 =
18 FYI [LUE=a = Al {IH== E
19 41
20 2 Alll
2 29DV5 L] il 111 111
2 92 = == Al i
23 21 EE
2 10 = = [EIE= 1]
s 35 1l = =
2 34 EIE= 1l
27 39 =
28 36DV7 == == Il 4=
29 30
30 B= [l ==l =
31
32 =
complexity score 15 12 11 3 10 43 24] 2 1 75 31]53 0 19 5|38 0 16 16

x Anzahl der Peaks
[Il Peak-H&he >100
identische Expressionsmuster (innerhalb der gleichen Familie und Woche eines Spenders)
Peak-Hohe <100
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TRBV-Segmente

TRBV-Gensegmente (Tab. 3-2) die hdufig exprimiert wurden waren folgende: Das
B-Gensegment 9, welches von allen Spendern (Peptid-gepulst und nicht-gepulst)
exprimiert wurde. Die Segmente 5-1/-3 und 14, welche von allen Spendern
exprimiert wurden, wobei die Segmente 5-1/-3 von nicht-Peptid-gepulsten
Zellkulturen des Spenders 1 und das Segment 14 von Peptid-gepulsten Zellen des
Spenders 3 nicht exprimiert wurden.

Die Segmente 7-2/-8 und 29-1 wurden von den Spendern 1, 2 (Peptid-exponiert und
nicht-exponiert) und 3 (nicht-gepulst) exprimiert. Wéhrend die Segmente 7-2/-8
zusatzlich von Peptid-gepulsten Zellen des Spenders 4 exprimiert wurden, wurde das
Segment 29-1 von nicht-Peptid-gepulsten Zellen des Spenders 4 exprimiert. Das
Segment 24-1 wurde von den Spendern 1, 4 (Peptid-gepulst und nicht-gepulst), 2
(nicht-Peptid-exponiert) sowie Spender 3 (Peptid-exponiert) exprimiert.

Die Segmente 11-2, 18 und 21-1 wurden von Spender 1 (Peptid-gepulst und nicht-
gepulst) und Spender 2 (Peptid-exponiert) exprimiert, wobei die Segmente 11-2 und
21-1 zusatzlich von Spender 2 (nicht-Peptid-exponiert) exprimiert wurden. Zudem
wurde das Segment 11-2 von Spender 3 (Peptid-exponiert), das Segment 18 von
Spender 4 (Peptid-gepulst und nicht-gepulst) und das Segment 21-1 von Spender 4
(nicht-gepulst) exprimiert.

Das Gensegment 27 wurde von den Spendern 1, 4 (nicht-Peptid-gepulst) und 3
(Peptid-gepulst und nicht-gepulst) exprimiert. Es zeigten sich keine weiteren

Expressionen fiir dieses Gensegment.

Das p-Gensegment 9 wurde von Spender 1, Spender 2 sowie Spender 4 in Woche 1
(Peptid-gepulst), zudem von Spender 1 in Woche 4 (nicht-Peptid-gepulst), von
Spender 2 in Woche 2 (Peptid-exponiert und nicht-exponiert), von Spender 3 in
Woche 3 (Peptid-gepulst) und in Woche 4 (nicht-gepulst), ferner von Spender 4 in
den Wochen 2, 3 und 4 (nicht-Peptid-exponiert) exprimiert.
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Die B-Gensegmente 5-1/-3 und 14 wurden jeweils 7-mal im Zellkulturverlauf
exprimiert. Die B-Gensegmente 5-1/-3 wurden von den Spendern 1, 3 (Peptid-
exponiert) und 2 (Peptid-gepulst und nicht-gepulst) jeweils in der 2. Woche
exprimiert. Zudem wurden diese Gensegmente von Spender 3 in Woche 4 (Peptid-
gepulst und nicht-gepulst) und Spender 4 in Woche 1 (Peptid-exponiert (>100) und
nicht-exponiert (<100)), Woche 3 (Peptid-exponiert und nicht-exponiert) sowie in
Woche 4 (nicht-gepulst) exprimiert. Das Segment 14 wurde jeweils in der 2. Woche
von nicht-Peptid-exponierten Zellen der Spender 1, Spender 3 und Spender 4, sowie
Peptid-exponierten Zellen der Spender 2 (>100) und Spender 4 (<100) exprimiert.
Zellen des Spenders 1 exprimierten es zudem in den Wochen 1 (nicht-Peptid-gepulst)
und 4 (Peptid-gepulst). Auch nicht-exponierte Zellen des Spenders 2 exprimierten
das Gensegment in Woche 1. Weiterhin exprimierten Zellen des Spenders 4 das
Segment in den Wochen 3 (>100) (Peptid-exponiert) und 4 (<100) (Peptid-gepulst
und nicht-gepulst).

Die Gensegmente 7-2/-8, 29-1 sowie 24-1 wurden mit einer Haufigkeit von je 6-mal
exprimiert. Die Gensegmente 7-2/-8 wurden von Peptid-gepulsten Zellen des
Spenders 1 in den Wochen 2, 3 und 4 sowie von nicht-Peptid-gepulsten Zellen in den
Wochen 1 und 3 exprimiert. Sowohl Peptid-exponierte als auch nicht-exponierte
Zellen des Spenders 2 exprimierten diese Segmente in Woche 2. Von Spender 3
wurden diese Segmente von Peptid-exponierten (<100) und nicht-Peptid-exponierten
Zellen (>100) in Woche 3 exprimiert. Peptid-gepulste Zellen des Spenders 4
exprimierten die Segmente 7-2/-8 in den Wochen 1 (<100) und 2 (>100). Das -
Gensegment 24-1 wurde von Peptid-gepulsten Zellen des Spenders 1 in Woche 3 und
nicht-gepulsten Zellen in Woche 1 exprimiert. Nicht-Peptid-gepulste Zellen des
Spenders 2 exprimierten das Segment in Woche 2 und Peptid-gepulste Zellen des
Spenders 3 in Woche 3. Aullerdem wurde das Segment von Peptid-exponierten
Zellen des Spenders 4 in Woche 2 (>100) und Woche 3 (<100), sowie von nicht-
Peptid-exponierten Zellen in Woche 1, 2 und 3 (>100) exprimiert. Spender 1 und
Spender 2 exprimierten das Segment 29-1 in den Wochen 1 (Peptid-gepulst und
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nicht-gepulst) und 2 (nicht-gepulst), zudem exprimierte Spender 2 dieses Segment in
Woche 3 (Peptid-exponiert). Nicht-gepulste Zellen des Spenders 3 in Woche 4 und
des Spenders 4 in Woche 2 exprimierten das Gensegment 29-1.

Das Segment 11-2 wurde von Peptid-gepulsten Zellen des Spenders 1 in Woche 1, 3
und 4, sowie nicht-gepulsten Zellen in Woche 2 exprimiert. Peptid-gepulste Zellen
von Spender 2 exprimierten das Segment in Woche 1 (<100) und in Woche 4, ferner
nicht-Peptid-gepulste Zellen in Woche 1 (>100). Peptid-exponierte Zellen von
Spender 3 exprimierten das Gensegment in Woche 1 (<100) und in Woche 2 (>100),
sowie nicht-exponierte Zellen (<100) in Woche 1 und 3. Aullerdem exprimierten
Peptid-gepulste und nicht-gepulste Zellen (<100) von Spender 4 das Segment 11-2 in
den Wochen 1 und 3. Das Segment 18 wurde von nicht-Peptid-gepulsten Zellen des
Spenders 1 in den Wochen 1 (>100) und 2 (<100), sowie Peptid-gepulsten Zellen in
Woche 3 (>100) exprimiert. Nicht-Peptid-exponierte Zellen (<100) des Spenders 2
exprimierten das Segment in den Wochen 1 und 2, wie auch Peptid-exponierte Zellen
in Woche 2 (>100). Weiterhin wurde das Gensegment von Peptid-exponierten Zellen
des Spenders 4 in den Wochen 2 (>100) und 3 (<100), sowie von nicht-exponierten
Zellen in Woche 2 (>100) exprimiert. Das TRBV-Segment 21-1 wurde uberwiegend
von Spender 1 exprimiert, genauer in den Wochen 1, 2 und 3 von Peptid-gepulsten
und nicht-gepulsten Zellen, sowie in Woche 4 ausschlielich von Peptid-gepulsten
Zellen. Dartber hinaus exprimierten Zellen des Spenders 2 in Woche 1 (nicht-
gepulst) und 2 (Peptid-exponiert und nicht-exponiert), sowie des Spenders 4 in
Woche 1 (nicht-exponiert), 2 (Peptid-gepulst (<100) und nicht-gepulst) und 3 (<100)
(nicht-gepulst) das Segment 21-1.

Das B-Gensegment 27 wurde von nicht-gepulsten Zellen des Spenders 1 in Woche 4,
des Spenders 3 in Woche 1, sowie des Spenders 4 in den Wochen 1 und 2 exprimiert.
Des Weiteren exprimierten Peptid-gepulste Zellen des Spenders 3 in Woche 3 das
Gensegment.

Die B-Gensegmente 2, 4-1/-2/-3, 5-5/-6/-7/-8, 12-3/-4/-5, 13, 20-1, 25-1, 28,
TRBV30 (Uberwiegend Spender 1 und/oder Spender 2) sowie 7-3/-5/-6/-9, 10-3, 15,
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23-1, 30 (zusatzlich Spender 3 und/oder Spender 4) wurden bis zu 3-mal exprimiert.

Die Ubrigen TRBV-Segmente wurden entweder gar nicht exprimiert (B-Gensegmente
6-5, 19) oder zeigten Signale mit Peaks <100 (B-Gensegmente 3-1/-2) (Tab. 3-2).

Tabelle 3-2 - Tabellarische Auflistung der TRBV-Segmente aller vier Spender (mit und ohne BZLF-1-
Exposition), die im Zellkulturverlauf von 4 Wochen detektiert wurden. Spalten von links nach rechts: Spalte 1 =
VB-Familien; Spalte 2 = TRBV-Gensegmente, Name des Gensegments nach Lage im Lokus; Spalte 3-6 =
Spender 1 bis Spender 4; Abk.: w = Woche; Der complexity score gibt die ,,TCR Komplexitdt“ an und wird durch
Addition der Einzelpeaks jedes TRBV-Segments innerhalb einer Differenzierungswoche ermittelt.
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3.2.2 Complexity scores der Va-Familie und der Vp-Familie

uber die Zeit der Kultivierung von 4 Wochen

Jeder TCR exprimiert eine a- und eine B-Kette. Die Diversitat eines T-Zell-Pools
ergibt sich durch die Analyse entweder des Va- oder des Vp-Ketten-Repertoires. Sie
wird mit einem sogenannten complexity score angegeben. Diese Komplexitat der
Va- und VB-Ketten wurde bestimmt, indem die Anzahl der exprimierten Va- und
VB-Ketten addiert und je nach Anzahl der eindeutig identifizierbaren Peaks von 0-11
klassifiziert wurden. Ein Score von 11 beschreibt die Expression einer Va- und Vf-
Familie deren Expressionsmuster der CDR3-Region 11 Peaks zeigt und diese
typischerweise in einer Gaull’schen Verteilung. Da wir in unseren Ergebnissen auch
mehr als 11 Peaks pro Va- bzw. VB-Familie hatten, wurden diese auch gezahlt.
Obwohl hinter jedem Peak bis zu 2000 unterschiedliche CDR3-Regionen liegen
kdnnen, wurde jedem gezahlten Peak jeweils der Wert 1 gegeben. Wenn sich kein
Peak zeigte, wurde der Wert 0 vergeben.*® Dabei liegt der maximale score fiir die 34
Va-Familien bei 374 und fur die 27 VpB-Familien bei 297. Die von uns
vorgenommene Analyse sah vor die Expression eines Signals als gegeben zu werten
ab einer definierten Expressionshohe, die hier groRer als 100 war. Die Beurteilung

der Form der Peaks ging in die Bewertung auch mit ein.

Der complexity score im Zellkultur-Verlauf

Wir haben fur jeden Spender die Entwicklung der complexity scores im Verlauf der
4-wochigen Zellkulturen in Diagrammen dargestellt. Die Zu- bzw. Abnahme von
uber 10 complexity-score-Punkten im Zellkulturverlauf wurde als deutliche
Zunahme bzw. deutliche Regression bezeichnet. Die complexity scores der

Zellkulturen eines jeden Spenders zeigten unterschiedliche, individuelle Verlaufe.

74



Ergebnisse

Spender 1

Die complexity scores der TRAV- und TRBV-Gensegmente Peptid-gepulster Zellen
und die TRBV-Gensegmente nicht-stimulierter Zellen des Spenders 1 zeigten einen
regressiven Verlauf. Wahrend die complexity scores fir TRAV- und TRBV-
Gensegmente von nicht-Peptid-gepulsten Zellkulturen von der 1. auf die 2. bzw. von
der 2. auf die 3. Woche leicht zunahmen, zeigten die TRBV-Gensegmente der
Peptid-gepulsten Zellkulturen von der 2. auf die 3. Woche einen deutlichen Anstieg
des complexity scores. Die TRAV-Gensegmente der nicht-Peptid-gepulsten
Zellkulturen, zeigten eine geringfligige Zunahme des complexity scores von der 3.
auf die 4. Woche. Fur die TRBV-Gensegmente Peptid-gepulster und nicht-Peptid-
gepulster Zellkulturen konnte eine deutliche und fir die TRAV-Gensegmente Peptid-
gepulster Zellkulturen eine geringfiigige Abnahme des complexity scores von der 3.
auf die 4. Woche beobachtet werden (Abb. 3-13).
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Abbildung 3-11 - Aufgetragen ist der complexity score gegen die Zellkulturwoche. HLA-B35"* Spender 1 mit
jeweils allen TRAV- bzw. TRBV-Gensegmenten, sowohl BZLF-1-gepulst als auch nicht-BZLF-1-gepulst.
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Spender 2

Auch im Falle von Spender 2 zeigte sich ein regressiver Gesamtverlauf des
complexity scores. Bis zur 3. Woche kam es zu einer deutlichen Regression des
complexity scores fir TRAV- und TRBV-Gensegmente, wobei die Peptid-gepulsten
Zellkulturen der TRBV-Segmente zunédchst im Verlauf von Woche 1 bis Woche 2
einen deutlichen Anstieg des complexity scores zeigten. AuBer den letzteren
genannten, fir welche sich ein complexity score von 1 in der 3. Woche ergab, waren
in der 3. Woche die complexity scores der TRAV- und TRBV-Gensegmente aller
anderen Zellkulturen bei 0. Im Verlauf von Woche 3 bis Woche 4 zeigten die TRAV-
und TRBV-Gensegmente von Peptid-gepulsten Zellkulturen eine geringfugige und
die TRAV-Gensegmente von nicht-Peptid-gepulsten Zellkulturen eine deutliche
Zunahme des complexity scores. TRBV-Gensegmente von nicht-Peptid-gepulsten
Zellkulturen zeigten von der 3. auf die 4. Differenzierungswoche keine Zunahme des
complexity scores (Abb. 3-14).
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Abbildung 3-12 - Aufgetragen ist der complexity score gegen die Zellkulturwoche. HLA-B35* Spender 2 mit
jeweils allen TRAV- bzw. TRBV-Gensegmenten, sowohl BZLF-1-gepulst als auch nicht-BZLF-1-gepulst.

76



Ergebnisse

Spender 3

Im Gesamtverlauf war fur Peptid-gepulste und nicht-Peptid-gepulste Zellen des
Spenders 3 eine Zunahme der complexity scores sowohl fir TRAV- als auch TRBV-
Gensegmente zu beobachten. Die TRAV- und TRBV-Gensegmente von nicht-
Peptid-gepulsten Zellkulturen zeigten bis zur 2. Woche eine geringfligige Regression
des complexity scores. In der 3. Woche hatten die TRAV-Gensegmente aller
Zellkulturen und die TRBV-Gensegmente von Peptid-gepulsten Zellkulturen ihr
Maximum, wobei die TRAV-Gensegmente der nicht-Peptid-gepulsten Zellkulturen
von Woche 2 auf 3 den steilsten Anstieg und die TRBV-Gensegmente der nicht-
gepulsten Zellkulturen den flachsten Anstieg zeigten. Von der 3. zur 4.
Differenzierungswoche hin zeigten alle Gensegmente auler die TRBV-Gensegmente
von nicht-Peptid-gepulsten Zellkulturen, bei denen ein deutlicher Anstieg des
complexity scores zu beobachten war, jeweils eine deutliche Regression des
complexity scores (Abb. 3-15).
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Abbildung 3-13 - Aufgetragen ist der complexity score gegen die Zellkulturwoche. HLA-B35* Spender 3 mit
jeweils allen TRAV- bzw. TRBV-Gensegmenten, sowohl BZLF-1-gepulst als auch nicht-BZLF-1-gepulst.
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Spender 4

Die complexity scores des Spenders 4 zeigten sich regressiv im Gesamtverlauf,
wobei fir alle Gensegmente eine deutliche Regression von der 1. bis zur 4. Woche
zu beobachten war. Die complexity scores der TRAV-Gensegmente zeigten eine
deutliche Abnahme von Woche 1 auf Woche 2 (complexity score = 0), wohingegen
die der TRBV-Gensegmente im Vergleich zu ihrem Ausgangswert geringflgig
zunahmen. Umgekehrt verhielt sich der Verlauf von Woche 2 auf Woche 3. Hier
kam es namlich zur deutlichen Zunahme der complexity scores der TRAV-
Gensegmente, wéhrend es zur deutlichen Regression dieser bei den TRBV-
Gensegmenten kam. Im Verlauf von der 3. zur 4. Woche hin nahmen die complexity
scores der TRBV-Gensegmente aller Zellkulturen geringfigig und die der TRAV-
Gensegmente von gepulsten Zellkulturen deutlich ab. Der complexity score der
TRAV-Gensegmente von nicht-gepulsten Zellkulturen verblieb auf 16 (Abb. 3-16).
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Abbildung 3-14 - Aufgetragen ist der complexity score gegen die Zellkulturwoche. HLA-B35* Spender 4 mit
jeweils allen TRAV- bzw. TRBV-Gensegmenten, sowohl BZLF-1-gepulst als auch nicht-BZLF-1-gepulst.
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Wir konnten beobachten, dass die complexity scores im Zellkulturverlauf
spenderabhangig unterschiedlich waren. Von Spender 1 zeigten Peptid-gepulste
Kulturen abnehmende complexity scores sowohl fir TRAV- und TRBV-
Gensegmente als auch fur die nicht-gepulsten TRBV-Gensegmente von Spender 1,
wohingegen die Expression von TRAV-Gensegmenten bei nicht-gepulsten Kulturen
im Gesamtverlauf zunehmend waren. Die complexity scores von Spender 2 und
Spender 4 waren gleichsinnig fur TRAV- und TRBV-Segmente und im 4-wdchigen
Zellkulturverlauf regressiv. Dagegen zeigten die complexity scores von Spender 3
eine Zunahme im Gesamtverlauf und zwar sowohl fir TRAV- als auch fir TRBV-
Segmente. Ungeachtet ob gepulst oder nicht-gepulst waren die Expression von
TRAV- und TRBV-Segmenten syngen.

a-/p-Ketten-Ratio

Um eine Aussage uber die Zusammensetzung der TCRs machen zu kénnen, haben
wir die complexity scores beider Ketten angesehen. Die Paarung einer a- und einer
B-Kette ist nicht ganz stochastisch, denn es gibt Paarungspraferenzen, jedoch besteht
ein afTCR immer aus einer o- und einer B-Kette, ist also ein Heterodimer.

Wir verglichen die complexity scores der a- und B-Ketten jeweils fur gepulste und
nicht-gepulste Zellkulturen und zeigen dies separat fur jeden der vier Spender. Mit
Hilfe dieser wurde das o-/B-Ketten-Ratio ermittelt, da es Aussagen zuldsst Uber
mogliche praferierte TCR-Kompositionen. Ein a-/B-Ratio von 1 bedeutet, dass
diverse a- und PB-Ketten exprimiert werden und somit keine der beiden Ketten
zahlenmaRig Uberwiegt, also nicht komplexer exprimiert ist als die andere. Ein o-/p-
Ratio von Uber 1 belegt, dass mehr Diversitat in den a-Ketten besteht im Vergleich
zu den B-Ketten, was auf eine evtl. praferierte Paarung einer bestimmten -Kette mit
diversen a-Ketten deutet. Ein a-/B-Ratio von unter 1 bedeutet, dass mehr Diversitat
in den B-Ketten besteht im Vergleich zu den a-Ketten, d.h. evtl. eine préferierte
Paarung einer bestimmten a-Kette mit diversen -Ketten stattfindet.
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Fur jeden Spender zeigte sich in der 4. Zellkulturwoche ein o/p-Ketten-Ratio tber 1,
was flr eine préferentielle Paarung einer bestimmten a-Kette mit mehreren -Ketten
spricht. Dies wurde fir nicht-gepulste Zellen der Spender 1, Spender 3 und Spender
4, sowie fur gepulste Zellen der Spender 2 und Spender 3 beobachtet. AuRBerdem
zeigten auch die Spender 2 in der 1. Woche fur gepulste Zellen, Spender 3 in der 3.
Woche und Spender 4 in der 1. und 3. Woche sowohl fiir gepulste als auch fir nicht-
gepulste Zellen eine Ratio Uber 1. Ein o/p-Ketten-Ratio unter 1 konnte fir alle
Spender nachgewiesen werden. Dabei zeigte Spender 1 in den Wochen 1 bis 3 fir
gepulste und nicht-gepulste Zellen sowie in Woche 4 fiir gepulste Zellen ein Ratio
unter 1. Spender 2 und Spender 3 zeigten ein Ratio unter 1 in der 1. Woche fir nicht-
gepulste Zellen sowie in der 2. Woche fur gepulste und nicht-gepulste Zellen. Fur
Spender 4 zeigte sich in keiner Woche ein o/p-Ketten-Ratio unter 1. Da die
complexity scores von manchen Va- und/oder VB-Ketten 0 betrug, konnte in diesen
Féllen kein o/p-Ketten-Ratio bestimmt werden. Dies war der Fall fur Ergebnisse der
Spender 2 in Woche 3 und Spender 4 in Woche 2 fir gepulste und nicht-gepulste
Zellen, sowie fir Spender 2 in Woche 4 fur nicht-gepulste Zellen und fur Spender 3

in Woche 1 sowie Spender 4 in Woche 4 fiir gepulste Zellen (Tab. 3-3).
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Tabelle 3-3 — Tabellarische Darstellung der a-/B-Ketten-Verhaltnisse mit Hilfe von complexity scores. Spalten
von links nach rechts: Spalte 1 = Spender; Spalte 2 = Zellkulturwoche; Spalte 3 = BZLF-1-Exposition; Spalte 4 =
complexity scores der Va-Familien; Spalte 5 = complexity scores der VB-Familien; Spalte 6 = a-/B-Ketten-Ratio;

Spender| Woche | BZLF-1 Va VB Ratio
. T 15 43 0,35
: 3 70 0,04
+ 12 22 0,55
2 i 15 25 0,6
Spl
3 + 11 66 0,17
- 5 27 0,19
A + 9 18 0,5
_ 8 7 1,14
+ 22 15 1,47
! - 30 41 0,73
, T 18 30 0,6
_ 9 40 0,23
Sp2 + 0 1 0
3
- 0 0 0
4 + 8 3 2,7
= 18 0 0
1 + 8 0 0
_ 2 3 0,7
5 + 10 11 0,91
5p3 - 1 2 0,5
; N 43 22 1,95
_ 75 4 18,75
+ 24 8 3
4 - 31 28 1,11
1 + 53 17 3,12
_ 38 21 1,81
+ 0 25 0
2 - 0 26 0
Sp4 X N 19 5 3,8
- 16 13 1,23
+ 5 0 0
4 - 16 11 1,45
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3.2.3 TRAV- und TRBV-Expression

Die wadchentlich gesammelten RNA-Proben wurden aus den Zellkulturen (mit und
ohne BZLF-1-Exposition) aller Spender im Zellkulturverlauf gewonnen und zur
Durchfiihrung von Spectratypings verwendet. Fiir die Va- und Vp-Familien wurden
jeweils unterschiedliche PCR-Verfahren angewendet (siehe 2.2.9). Zur
Durchfiihrung der Analyse wurde die Software ,,.3130xlI Genetic Analyzer Data
Collection Version 3.0“ benutzt. Die Auswertung erfolgte mit der Software
,»GeneMapper® v4.0“. AnschlieBend wurden die Peaks der einzelnen Va- bzw. V-
Familien miteinander verglichen und gezahlt, sowie die Entwicklung der
Expressionsmuster im Zellkulturverlauf beurteilt.

Um Verunreinigungen als mogliche Fehlerquelle auszuschlieRen, wurden die PCRs
mit fast-identischen bzw. sich in hohem Grade &hnelnden Spectratype-Mustern
wiederholt. Dies waren u.a. die Proben der Spender 1 und Spender 2 in den Wochen
3 und 4, der Spender 3 in den Wochen 1 und 2 und Spender 4 in Woche 1 (Va),
auflerdem die Proben der Spender 1 und Spender 2 jeweils in Woche 3 (Vp).

Die Expression einer TCR variablen Region im Spectratype wurde nach folgenden
Kriterien bewertet: a) die Form der Peaks (Breite der Schulter/H6he), b) die
Peakhohe, und c) die Diversitat, die direkt mit der Klonalitat korreliert (Poly-, Oligo,
bzw. Monoklonalitat). Als deutliche Expressionen wurden Peaks ab einer Hohe von

100 gewertet.
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Va-Familie

Spender 1

Deutliche Expressionen zeigte Spender 1 in der 1. Woche fiir die Va-Familien 15,
18, 30 und 32 (BZLF-1-exponiert) sowie 15 und 32 (nicht BZLF-1-exponiert), in der
2. Woche fiir Va 1B, 15, 30 und 32 (Peptid-gepulst und nicht-Peptid-gepulst), in der
3. Woche fiir Va 6 und 25 (Peptid-exponiert), auBerdem in der 4. Woche fir Va 1A,
6 und 16 (mit BZLF-1-Exposition) sowie 6 und 15 (ohne BZLF-1-Exposition).
Monoklonale Expressionsmuster zeigten die Vo-Familien Val8, Va30 (Peptid-
gepulst) und Va32 (Peptid-gepulst und nicht-gepulst) in der 1. Woche, Val5 (Peptid-
gepulst) in der 2. Woche, Va6 und Va25 (Peptid-gepulst) in der 3. Woche sowie
ValA, Va6, Voal5, Val6 und Voal8 (Peptid-gepulst) in der 4.
Differenzierungswoche.

Oligoklonale Expressionsmuster waren fiir die Vo-Familien ValA, Va3, Va6
(Peptid-gepulst) und Val5 (Peptid-gepulst und nicht-gepulst) in der 1. Woche, fir
ValB, Va6, Va32 (Peptid-gepulst und nicht-gepulst), Va3 und Val5 (nicht-Peptid-
gepulst) in der 2. Woche, Va3 (Peptid-gepulst) in der 3. Woche sowie Va6 (nicht-
Peptid-gepulst) in der 4. Woche zu verzeichnen.

Polyklonale Expressionsmuster zeigten die Va-Familien Va30 (Peptid-gepulst und
nicht-gepulst) in der 2. Woche sowie Val5 (nicht-Peptid-gepulst) in der 4. Woche.
Dabei war fir Vo6 (Peptid-gepulst) in der 1. Woche ein Gau’sches

Verteilungsmuster zu verzeichnen (Abb. 3-17).
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Spender Spl +BZLF-1
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Abbildung 3-15 — Expressionsmuster der Vo-Familien ValA, 1B, 3, 6, 15, 16, 18, 25, 30 und 32 im
Zellkulturverlauf (4 Wochen). Dargestellt sind die Spectratypes (Fragmentlangenanalysen) der ap® T-Zellen des
Spenders 1 fir BZLF-1-kultivierte (oben) und nicht-BZLF-1-kultivierte Zellkulturen (unten).
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Spender 2

Fur die Zellkulturen des Spenders 2 zeigten sich in Woche 1 Expressionen der Va-
Familien Vo6, Val5, Va32 (mit und ohne BZLF-1-Exposition) und Vo 21 (mit
BZLF-1Exposition), in Woche 2 fur Vad4A, Va6, Val5, Va30, Va32 (BZLF-1-
gepulst und nicht-gepulst) und Va2l (nicht-Peptid-gepulst), in Woche 3 fir Va6 und
Va2l (mit und ohne BZLF-1-Exposition), sowie in Woche 4 fur Vo4A, Vo26, Va30
(Peptid-gepulst und nicht-gepulst), Val5 (Peptid-gepulst) und Va2l (nicht-gepulst).
VodA zeigte in der 2. und 4. Woche jeweils oligoklonale Expressionsmuster (Peptid-
gepulst und nicht-Peptid-gepulst). Va6 zeigte in den Wochen 1 und 2 (Peptid-gepulst
und nicht-gepulst) jeweils oligoklonale Muster, wobei die Peptid-gepulsten
Zellkulturen des Va6-Segments in der 1. Woche eine GauB’sche Verteilung
aufwiesen. In den folgenden Wochen waren es dagegen monoklonale Muster. Val5
zeigte auch in den ersten beiden Woche oligoklonale Muster (Peptid-gepulst und
nicht-gepulst) und in der 4. Woche ein monoklonales Expressionsmuster (Peptid-
gepulst). Fir Va21 zeigten sich oligoklonale Muster in der 1. (Peptid-gepulst) und 3.
Woche (Peptid-gepulst und nicht-gepulst), sowie monoklonale Muster in der 2. und
4. Woche (nicht-Peptid-gepulst). Va26 zeigte in der 4. Woche oligoklonale
Expressionsmuster (Peptid-gepulst und nicht-gepulst). Va30 zeigte in der 2. Woche
polyklonale Expressionsmuster und in der 4. Woche oligoklonale Muster (Peptid-
gepulst und nicht-gepulst). Fir Va32 waren in der 1. Woche monoklonale Muster
und in der 2. Woche oligoklonale Muster (Peptid-gepulst und nicht-gepulst) zu
verzeichnen (Abb. 3-18).
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Abbildung 3-16 — Expressionsmuster der Va-Familien Vo4A, 6, 15, 21, 26, 30 und 32 im Zellkulturverlauf (4
Wochen). Dargestellt sind die Spectratypes (Fragmentlangenanalysen) der ap* T-Zellen des Spenders 2 fiir
BZLF-1-kultivierte (oben) und nicht-BZLF-1-kultivierte Zellkulturen (unten).
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Spender 3

Bei Spender 3 fanden sich im Vergleich zu den anderen Spendern am haufigsten
deutliche Expressionsmuster, und zwar in der 1. Woche fiir die Va-Familien ValB,
Vo4B, Val5, Va26 (mit BZLF-1-Exposition), ValB, und Va26 (ohne BZLF-1-
Exposition), in der 2. Woche fur die Va-Familien Va4B, Val5, Va22, Va26 (BZLF-
1-exponiert) sowie Vab und Va26 (nicht BZLF-1-exponiert), in der 3. Woche flr die
Va-Familien ValA, Va5, Va6, Vals, (Peptid-gepulst und nicht-gepulst), Va23,
Va28 (Peptid-gepulst) sowie ValB, VadA, Val4d, Vo22 und Va26 (nicht-Peptid-
gepulst) und in der 4. Woche fur die Va-Familien ValA, ValB, Va4B, Va5, Va,
Val5, Va22 (Peptid-gepulst und nicht-gepulst), Val4 (Peptid-gepulst) sowie Vo28
(nicht-Peptid-gepulst).

Die Vo-Familie ValA zeigte in den Wochen 3 und 4 monoklonale
Expressionsmuster (Peptid-gepulst und nicht-gepulst). Peptid-gepulste Zellen von
ValB zeigten in den Wochen 1 und 4 monoklonale Muster, nicht-Peptid-gepulste
Zellen dagegen in den Wochen 3 und 4 oligoklonale Muster. Fiir dic Va-Familie
VadA zeigte sich in der 3. Woche ein polyklonales Muster (nicht-Peptid-gepulst),
mit angedeuteter GaulR’scher Verteilung. Peptid-gepulste Zellen von Vo4B zeigten
durchgehend monoklonale Muster, nicht-Peptid-gepulste Zellen in der 1. Woche ein
monoklonales und in der 4. Woche ein oligoklonales Muster. Fiir Va5, Va6, Val4
und Val5 waren oligoklonale Muster in den Wochen 3 und 4 (Peptid-gepulst und
nicht-gepulst) zu verzeichnen. Va 15 zeigte aullerdem in der Woche 1 ein
oligoklonales und in Woche 2 ein monoklonales Muster (Peptid-gepulst). Fiir Va22
zeigten sich flr die Wochen 3 und 4 oligoklonale Muster (nicht-Peptid-gepulst).
Zudem zeigten sich oligoklonale Muster fiir Va26 in den Wochen 1, 2 (Peptid-
gepulst und nicht-gepulst) und 3 (nicht-Peptid-gepulst) und Vo28 in den Wochen 3
(Peptid-gepulst) und 4 (nicht-Peptid-gepulst) (Abb. 3-19).
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Spender Sp3 +BZLF-1
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Abbildung 3-17 - Expressionsmuster der Va-Familien ValA, 1B, 4A, 4B, 5, 6, 14, 15, 22, 23, 26 und 28 im
Zellkulturverlauf (4 Wochen). Dargestellt sind die Spectratypes (Fragmentlangenanalysen) der ap™ T-Zellen des
Spenders 3 fur BZLF-1-kultivierte (oben) und nicht-BZLF-1-kultivierte Zellkulturen (unten).
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Spender 4

Die Spectratypes von Spender 4 zeigten in der 2. Woche keine Ergebnisse.
Urséchlich sind womdglich zu geringe Template-Mengen. Aufgrund zu geringer
Probenmengen (cDNA) konnten die Versuche nicht wiederholt werden.
Fur folgende Va-Familien zeigten sich deutliche Expressionen: In der 1. Woche fir
die Va-Familien Va6, Va9, Va2l, Va24 (gepulst), ValA, Va6, Va9, Va2l, Va22,
Va24 und Va26 (nicht-gepulst), in der 3. Woche fiir ValA, Va6 und Va22 (gepulst),
ValA, ValB, Va6, Va22 und Vo24 (nicht-gepulst) sowie in der 4. Woche fir
ValA, ValB, Va6, Va9, Va2l, Vo22, Va24 (gepulst und nicht-gepulst), Va26
(nicht-Peptid-gepulst) und V28 (Peptid-gepulst).

Im Zellkulturverlauf der Peptid-gepulsten Zellkulturen des Spenders 4 waren
unterschiedliche Expressionsmuster flir die verschiedenen Va-Familien zu
verzeichnen. Die Peptid-gepulsten Zellen von ValA zeigten in den Wochen 3 und 4
jeweils monoklonale Expressionsmuster, wéhrend die nicht-gepulsten Zellen von
ValA in den Wochen 1 und 4 monoklonale, in Woche 3 jedoch ein oligoklonales
Expressionsmuster zeigten. Fiir ValB zeigte sich fiir die Peptid-gepulsten Zellen erst
in der 4. Woche ein oligoklonales Muster, wéhrend die nicht-gepulsten Zellen bereits
in der 3., aber auch in der 4. Woche oligoklonale Muster zeigten. Peptid-gepulste und
nicht-gepulste Zellen von Va6 zeigten in den Wochen 1, 3 und 4 Expressionen,
wobei es fir alle Peptid-gepulsten und fiir die nicht-gepulsten Zellen in den Wochen
1 und 4 oligoklonale Muster, und flr die nicht-gepulsten Zellen in Woche 3
monoklonale Muster waren. Va9 und Vo2l zeigten Expressionen in den Wochen 1
und 4. Dabei zeigten sich fir Va9 in Woche 1 fur Peptid-gepulste und nicht-gepulste
Zellen monoklonale Muster und in Woche 4 Gauly’sche Muster, sowie fur Va2l in
Woche 1 fiir Peptid-gepulste und nicht-gepulste Zellen monoklonale Muster und in
Woche 4 oligoklonale Muster. Fir Vo22 und Va24 waren Expressionen in den
Wochen 1, 3 und 4 zu verzeichnen. Dabei zeigte sich flr Peptid-gepulste Zellen von
Voa22 in den Wochen 3 und 4, sowie fiir nicht-gepulste Zellen von Va22 in den

Wochen 1, 3 und 4 oligoklonale Expressionsmuster. Auch fiir Peptid-gepulste und
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nicht-gepulste Zellen von Va24 zeigten sich in den Wochen 1 und 4 oligoklonale
Muster, sowie nur fir nicht-gepulste Zellen in Woche 3 ein monoklonales Muster.
Fur Va26 zeigten nicht-gepulste Zellen in der Wochen 1 oligoklonale und in der
Woche 4 ein monoklonales Muster. Peptid-gepulste Zellen von V28 zeigten nur in

Woche 4 ein deutliches monoklonales Muster (Abb. 3-20).
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Spender Sp4 +BZLF-1
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Abbildung 3-18 - Expressionsmuster der Va-Familien ValA, 1B, 6, 9, 21, 22, 24, 26 und 28 im
Zellkulturverlauf (4 Wochen). Dargestellt sind die Spectratypes (Fragmentlangenanalysen) der ap™ T-Zellen des
Spenders 4 fiur BZLF-1-kultivierte (oben) und nicht-BZLF-1-kultivierte  Zellkulturen  (unten).

91



Ergebnisse

Vp-Familie

Fur die Zellkulturwochen mit geringer Anzahl an Expressionen flihrten wir jeweils
eine Konsensus-PCR. Mit Hilfe dieser Konsensus-PCR konnten wir nachweisen,
dass trotz der geringen Spectratype-Ausbeute VB-Familien vorhanden sein missen.
Analysiert wurden Spender 1 Woche 4 (Peptid-gepulst), Spender 2 Woche 4 (Peptid-
gepulst und nicht-Peptid-gepulst), Spender 3 Woche 2 (Peptid-gepulst) und Woche 4
(Peptid-gepulst und nicht-Peptid-gepulst), sowie Spender 4 Woche 3 (nicht-Peptid-
gepulst) und Woche 4 (Peptid-gepulst und nicht-Peptid-gepulst). Alle Proben waren
VB-positiv.

Spender 1

Deutliche Expressionen waren in Zellkulturen des Spenders 1 zu beobachten: In der
1. Woche fiir VB1, VB3, VB4, V10, TRBV11-2 (BZLF-1-inkubiert) sowie fiir V4,
Vp6-1, VB8, VB10, VP15, VP16 und VP20 (nicht BZLF-1-inkubiert), in der 2.
Woche fiir VB5-1, VB6-1, VB10 (BZLF-1-gepulst) ferner fur VB4, V10 und VP16
(nicht BZLF-1-gepulst). In der 3. Woche zeigten sich deutliche Expressionen bei
Spender 1 fir VB6-1, VB8, VP10, TRBV11-2, VP12, VP15, VB20 (BZLF-1-
exponiert), fir VB2, VB6-1, VB8 und VP10 (nicht BZLF-1-exponiert) und in der 4.
Woche fiir VB6-1, V10, TRBV11-2 (mit BZLF-1-Behandlung) sowie fiir V314
(ohne BZLF-1-Behandlung).

Da sich in der 4. Differenzierungswoche wenige Expressionen zeigten, fuhrten wir
u.a. fur die VVB-Proben aus dieser Woche eine Konsensus-PCR durch, wobei nicht
genugend cDNA fur die Durchfiihrung einer Konsensus-PCR nicht-Peptid-gepulster
Zellproben vorhanden war. Eine VB-Positivitat konnte mit Hilfe der Konsensus-PCR
flir die Peptid-gepulsten Zellproben nachgewiesen werden.

Im Zellkulturverlauf zeigten sich unterschiedliche Expressionsmuster. Fur V1, VB3,
VP15 und VP20 zeigten sich jeweils in der 1. Woche oligoklonale
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Expressionsmuster. Diese kamen bei Peptid-gepulsten Zellen fur die VB-Familien
VB1 und VB3 und bei nicht-Peptid-gepulsten Zellen fur VB15 und VB20 vor.
AuRerdem war fur Peptid-gepulste Zellen von VB15 ein monoklonales Muster zu
verzeichnen. VP2 zeigte lediglich in Woche 3 fir nicht-Peptid-gepulste Zellen ein
oligoklonales Expressionsmuster. V4 zeigte in Woche 1 (Peptid-gepulst und nicht-
gepulst) und Woche 2 (nicht-gepulst) oligoklonale Muster. Peptid-gepulste Zellen
von VB5-1 und VP 6-1 zeigten jeweils in Woche 2 oligoklonale Muster. Peptid-
gepulste Zellen von VB6-1 zeigten in Woche 3 und 4 jeweils monoklonale Muster.
Nicht-Peptid-gepulste Zellen von VB6-1 und VB8 zeigten in Woche 1 und 3 jeweils
oligoklonale Muster. Dagegen zeigten Peptid-gepulste Zellen von V8 in Woche 3
ein monoklonales Muster. Fir VB10 zeigten sich in den Wochen 1 bis 4 (Peptid-
gepulst) und in den Wochen 1 bis 3 (nicht-gepulst) oligoklonale Muster. Fir
TRBV11-2 zeigten sich in Woche 1 und 4 oligoklonale und in Woche 3 ein
monoklonales Muster fir Peptid-gepulste Zellen. Fir V12 zeigte sich nur fir
Peptid-gepulste Zellen in Woche 3 ein monoklonales Muster. Vp14 zeigte
ausschlieBlich in Woche 4 fur nicht-Peptid-gepulste Zellen ein oligoklonales Muster.
Nur nicht-Peptid-gepulste Zellen der VpB-Familie VP16 zeigten in Woche 1 ein
oligoklonales und in Woche 2 ein monoklonales Muster (Abb. 3-21).
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Abbildung 3-19 - Expressionsmuster der VB-Familien V1, 2, 3, 4, 5.1, 6.1, 8, 10, TRBV11-2, 12, 14, 15, 16 und
20 im Zellkulturverlauf (4 Wochen). Dargestellt sind die Spectratypes (Fragmentlangenanalysen) der ap* T-
Zellen des Spenders 1 fir BZLF-1-kultivierte (oben) und nicht-BZLF-1-kultivierte Zellkulturen (unten).
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Spender 2

Fur Spender 2 konnten in der 4. Woche keine Expressionen detektiert werden.
Vermutlich ist hier eine zu geringe Template-Menge verantwortlich. Eine
Auswertung konnte nicht erfolgen. Zu geringe Probenmengen schlossen eine
Wiederholung aus. Mit Hilfe der Konsensus-PCR konnten wir jedoch nachweisen,
dass die vorhandenen cDNA-Proben sowohl fir Peptid-gepulste als auch nicht-
gepulste Vs positiv waren.

Deutliche Expressionen konnten beobachtet werden in Woche 1 fur VB1 und VB4
(BZLF-1-gepulst), VB4, VB10, VP12 und TRBV30 (nicht BZLF-1-gepulst) sowie in
Woche 2 fur VB1, VB5-1, VB6-2, VP10 und VP16 (BZLF-1-gepulst), VB4, VB5-1
und VP10 (nicht BZLF-1-gepulst) und ferner in der Woche 3 fur VB4 (BZLF-1-
exponiert). Dabei zeigten nur die Peptid-gepulsten Zellen fiir VB1 ein oligoklonales
Expressionsmuster in Woche 1 und ein monoklonales Muster in Woche 2. Fiir V34
zeigten sich zum einen ein oligoklonales Muster in Woche 1 (Peptid-gepulst und
nicht-gepulst), zum anderen monoklonale Muster in Woche 2 (nicht-Peptid-gepulst)
und in Woche 3 (Peptid-gepulst). Sowohl Peptid-gepulste als auch nicht-gepulste
Zellen zeigten fiir VPS5 oligoklonale Muster ausschlieBlich in Woche 2. V6 zeigte in
Woche 2 ein oligoklonales Muster (Peptid-gepulst). Nicht-Peptid-gepulste Zellen in
Woche 1 und 2 sowie Peptid-gepulste Zellen in Woche 2 zeigten fir V(10
oligoklonale Muster. Fiir V12 und TRBV30 waren ausschlieBlich in Woche 1
(nicht-Peptid-gepulst) ein oligoklonales bzw. ein monoklonales Muster zu
verzeichnen. VB16 zeigte ein monoklonales Expressionsmuster in Woche 2 (Peptid-
gepulst) (Abb. 3-22).
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VB - Spender Sp2 +BZLF-1
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Abbildung 3-20 - Expressionsmuster der Vp-Familien V1, 4, 5.1, 6.2, 10, 12, 16 und TRBV30 im
Zellkulturverlauf (4 Wochen). Dargestellt sind die Spectratypes (Fragmentlangenanalysen) der ap® T-Zellen des
Spenders 2 fiir BZLF-1-kultivierte (oben) und nicht-BZLF-1-kultivierte Zellkulturen (unten).
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Spender 3

Deutliche Expressionssignale waren fir Spender 3 in geringer Anzahl zu
verzeichnen. Zu geringe Probenmengen schlossen eine Wiederholung der Versuche
aus. Mit Hilfe der Konsensus-PCR wiesen wir das Vorhandensein von Vfs fir
Peptid-gepulste Zellen in Woche 2 und Woche 4 sowie fiir nicht-Peptid-gepulste
Zellen in Woche 4 nach.

Deutliche Expressionen zeigte Spender 3 in Woche 2 fur VB5-1 (Peptid-gepulst) und
VP16 (nicht-Peptid-gepulst), in Woche 3 fur Vp1, VB15 (BZLF-1-gepulst) sowie
VpB6-1 (nicht BZLF-1-gepulst), ferner in Woche 4 fir VB5-1 (mit BZLF-1-
Behandlung), VB1, VB4 und V(5-1 (ohne BZLF-1-Behandlung).

Peptid-gepulste Zellen fir VPB1 zeigten in Woche 3 ein monoklonales
Expressionsmuster, wahrend nicht-Peptid-gepulste Zellen in Woche 4 ein
oligoklonales Muster zeigten. VB4 zeigte ausschlieBBlich in Woche 4 (nicht-Peptid-
gepulst) ein oligoklonales Muster. Fir VB5-1 zeigten sich in Woche 2 (Peptid-
gepulst) und Woche 4 (Peptid-gepulst und nicht-gepulst) oligoklonale Muster. V6-1
zeigte ausschlieBlich in Woche 3 ein oligoklonales Muster (nicht-Peptid-gepulst).
Fiir VB15 zeigte sich in Woche 3 ein oligoklonales Expressionsmuster (Peptid-
gepulst). VP16 zeigte in Woche 2 ein monoklonales Muster (Peptid-gepulst) (Abb. 3-
23).
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Abbildung 3-21 — Expressionsmuster der Vp-Familien V1, 4, 5.1, 6.1, 15 und 16 im Zellkulturverlauf (4
Wochen). Dargestellt sind die Spectratypes (Fragmentlangenanalysen) der ap* T-Zellen des Spenders 3 fiir
BZLF-1-kultivierte (oben) und nicht-BZLF-1-kultivierte Zellkulturen (unten).
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Spender 4

Auch im Fall von Spender 4 waren in den Wochen 3 und 4 geringe
Expressionssignale registriert worden. Zu geringe Probenmengen schlossen eine
Wiederholung der Versuche aus. Auch hier zeigte eine Konsensus-PCR, dass die
Proben VP positiv waren, und zwar fur nicht-Peptid-gepulste Zellen in Woche 3,
sowie fiir Peptid-gepulste und nicht-gepulste Zellen in Woche 4.

Bei Spender 4 waren deutliche Expressionen in der 1. Woche fur VB1, Vp5-1 (mit
BZLF-1-Behandlung), V10 und VB14 (ohne BZLF-1-Behandlung), in der 2. Woche
fir VP6-2, VP17, VP24 (BZLF-1l-exponiert), VB1 und VP20 (nicht BZLF-1-
exponiert), darliber hinaus in der 3. Woche fiir VB5-1, Vp24 (BZLF-1-exponiert)
sowie VB5-1 (nicht-gepulst) und in der 4. Woche fiir VB1, VB5-1 und VB20 (nicht-
gepulst) zu finden.

VB1 zeigte fiir Peptid-gepulste Zellen in Woche 1 sowie flr nicht-Peptid-gepulste
Zellen in Woche 2 und 4 oligoklonale Muster. VB5-1 zeigte fur Peptid-gepulste
Zellen in Woche 1 ein oligoklonales Muster und fir nicht-Peptid-gepulste Zellen in
Woche 4 ein monoklonales Muster. Fiir VB6-2 wurde ausschlieRlich in Woche 2 ein
oligoklonales Muster (Peptid-gepulst) detektiert. Nicht-Peptid-gepulste Zellen
zeigten fir V10 und VP14 in Woche 1 jeweils oligoklonale Muster. Peptid-gepulste
Zellen zeigten fiir VB17 in Woche 2 ein oligoklonales Muster. V20 zeigte in Woche
2 ein monoklonales und in der Woche 4 ein oligoklonales Muster (nicht-Peptid-
gepulst). Fir VP24 zeigten sich in den Wochen 2 und 3 monoklonale
Expressionsmuster (Peptid-gepulst) (Abb. 3-24).
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VB - Spender Sp4 +BZLF-1
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Abbildung 3-22 - Expressionsmuster der VVB-Familien V1, 5.1, 6.2, 10, 14, 17, 20 und 24 im Zellkulturverlauf
(4 Wochen). Dargestellt sind die Spectratypes (Fragmentlangenanalysen) der a* T-Zellen des Spenders 4 fir
BZLF-1-kultivierte (oben) und nicht-BZLF-1-kultivierte Zellkulturen (unten).
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3.3 DNA-Sequenzierung  zur  Detektion  der
Aminosauresequenz der CDR3 Region der T-
Zell-Rezeptor Va-Kette

Unter Berlcksichtigung der Expressionsqualitat und -quantitat durch Beurteilung der
Spectratype-Ergebnisse, wahlten wir nur die Proben mit den deutlichsten
Expressionsmustern zur DNA-Sequenzierung aus. Diese Proben zeigten
ubereinstimmend eindeutige, hohe Single Peaks. Da Single Peaks indikativ fir eine
klonale Expansion sein kdnnen gingen wir davon aus, dass unter den herrschenden
Bedingungen monoklonale Expansionen diesen Expressionsmustern zugrunde lagen.
Einem Peak im GauR’schen Verteilungsmuster konnen bis zu 2000 diverse
Transkripte zugrunde liegen, was in unserem Fall unwahrscheinlich schien. Jedoch
war eine Oligoklonalitat nicht auszuschlieBen, da die Paarung einer definierten p-
TCR Kette mit unterschiedlichen a-Ketten erfolgen kann, welche jedoch aufgrund
molekularer Kompatibilitatserfordernissen einen gleichen oder &hnlichen Aufbau
aufweisen missen.

Zur Durchfuhrung der Analysen wurde die Software ,,3130x| Genetic Analyzer Data
Collection Version 3.0“ verwendet. Die Auswertung erfolgte mit der Software
»Sequencing Analysis 5.3“. In Tabelle 3-4 sind die Proben aufgelistet, die wir fur die
Sequenzierung ausgewahlt haben. Von den 18 Va-Proben erwiesen sich 5 Analysen
und von den 12 VpB-Proben 2 Analysen als auswertbar (zur Auswertung siehe
2.2.11).
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Tabelle 3-4 — Tabellarische Auflistung der sequenzierten Va- und Vf-Familien. Abk.: Sp = Spender; W =
Woche; +B = BZLF-1-gepulst; 0B = nicht BZLF-1-gepulst;

VolA Spl, W4, +B
VolB Sp3, W2, +B; Sp3, W4, oB
VoA Spd, W1, +B
VodB Sp3, W2, +B; Sp3, W3, +B
Va-Familien Vb Spl, W3, +B; 5pl, W4, +B; 5p3, W4, +B; 5p4, W3, oB
Vald Sp3, W4, +B
Vals S5p3, W3, oB; 5p3, W4, +B; 5pd, W1, +B
Vald 5pl, W1, oB; Sp2, W1, +B
V32 Sp2, W1, +B; 5p2, W1, oB
Vpa S5p2, W4, oB
VBES-1 Sp2, W2, 0B; 5p4, W1, +B; 5p4, W4, oB
Vps Spl, W3, +B; Spl, W3, oB
VB-Familien TRBW11-2 Spl, W2, oB; Spl, W3, +B
Vp18 Spl, W1, +B
Vp23 Spl, W4, +B
TREV20 Sp2, W1, +B; Sp2, W1, oB

3.3.1 Zusammenstellung der ermittelten CDR3-Sequenzen

Die CDR3-Region wird nach Candeias et al. (1991) definiert. Dabei identifiziert die
Aminosdaure an Position 94 den Beginn einer TRAV- bzw. TRBV-Region und reicht
bis zum Phenylalanin an Position 108 im FGXG Motif. Auf diese Weise ergibt sich
die allgemeine Motif Sequenz CAS — CDR3 — FGXG.™*® Der Anfang der Motif-
Sequenz (,,CA*) kann jedoch auch variieren (,,CI* oder ,,VL*), wie in unseren
Ergebnissen zu sehen ist (Tab. 3-5).

Die in der Sequenzanalyse identifizierten CDR3-Regionen sind in der Tabelle 3-5
gezeigt. Diese zeigt auch die Charakteristika zur jeweils erhaltenen Sequenz wie
Spender, Zeitpunkt der Analyse, Kulturtyp (Peptid-assoziiert oder nicht Peptid-
assoziiert), enthaltenes variables Segment des Va- bzw. VB-Lokus, sowie die aus der
Nukleotidsequenz  ableitbare ~ Aminosduresequenz.  Zur  Darstellung  der

unterschiedlichen  Aminoséureladungen  nutzten wir eine  Farbkodierung.
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Tabelle 3-5 - Ergebnisse der finf Va- und zwei Vp-Familien die erfolgreich sequenziert wurden. Spalten von links nach rechts: Spalte 1 = Zellkulturwoche; Spalte 2
= Spender; Spalte 3 = BZLF-1-Exposition (+ = exponiert; - = nicht exponiert); Spalte 4 = Va- bzw. VVB-Familie; Spalte 5 = Abbildungen der jeweiligen Spectratypes
mit Angabe der jeweiligen Hohen (ht); Spalte 6 = V-/CDR3-/J-Regionen, von oben nach unten: Aufgelistet sind die jeweilige TRAV-/TRAJ- bzw. TRBV-/TRBJ-

Regionen, darunter die jeweiligen Nukleotid-Sequenzen und unter diesen die jeweilige Aminoséure-Sequenzen.
TRAV
.|| Spectratypes Gensegmente - Nukleotid-Sequenzen - Aminosaure-Sequenzen
Woche | Spender | BZLF-1 |Va-Familie und Héhen CDR3-Region J-Region
TRAJ 45
2 3 . Va 018 s GTGGGTGCCGAAAGGAGGAGGTGCTGACGGACTCAC CTTTGGCAAAGG
WVPK ADCL FGKG
GTCAGAGTCGCACGATCAAATTCCGGGTATGCACTCAAC Ui
2 3 + Va 04B TTCGGCAAAGGC
VRVAR AL FGKG
GTCAGAGTCGCACGATCAAATTCCGGGTATGCACTCAAC iy
3 3 * Va 048 TTCGGCAAAGGC
VRVAR AL FGKG
TRAJ 8
GTGAGAGACGCGGACACAGGCTTTCAGAAACTTGTA
4 1 + Va 01A TTTGGAACTGGC
VRDAD | “FUKLV FGTG
TRAJ 30
4 1 R Va 06 ATGAGAGACCTTAGAGATGACAAGATCATC TITGGA GGG
MRDLRDDKII FGKG
TRBV
y .|| Spectratypes Gensegmente - Nukleotid-Sequenzen - Aminosdure-Sequenzen
Woche | Spender | BZLF-1 | V@-Familie und Héhen CDR3-Region J-Region
TRBJ 2-1
1 2 i Vg 30 TGGAGCAGACTAGCGGGACGAAGTGAGCAGTTC TTCGGGCCAGGS
WoRLACREECF FGPG
TRBJ 2-1
AGCAGCGACAATGAGCAGTTC
4 1 + Vg 23 TTCGGGCCAGGG
DIECF FGPG

| Ladungseigenschaften .Unpolarfhydrophob |_|F'o|an’neutral.hasisch
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Der Vergleich der von uns identifizierten TCRs zeigte, dass CDR3-Regionen der a-
Ketten eines Spenders entweder identisch waren mit denen fur Spender 3 in Woche 2
und 3 identifizierten TRAV-Sequenzen bzw. dhnliche Motifs flihrten oder teilweise
identische Aminosédure-Sequenzen aufwiesen, wie dies fir die 2 a-Sequenzen des
Spenders 1 in der Woche 4 der Fall war (Tab. 3-5). Spender 3 zeigte damit eine
Persistenz des in Woche 2 induzierten Klons bis in Woche 3 an. Wohingegen die
identen Ladungsverhaltnisse und Motifs der beiden in Woche 4 identifizierten TCR a-
Sequenzen - jedoch mit unterschiedlichen TCRs — eine ahnliche Spezifitdt des TCR
andeutet. Die zwei CDR3-Regionen, die wir in direkten Sequenzierungen fiir 3-Ketten
erhielten waren einzigartig und wiesen keine Verwandtschaftsverhéltnisse auf. Sie
waren sowohl von verschiedenen Spendern als auch verschiedenen Zeitpunkten und

unterschiedlichen Behandlungsregimen abgeleitet.

3.4 Die CD4" V81" T-Zell-Precursor-Frequenz und die
Anzahl der generierten af” T-Zellen korrelieren in

Peptid-gepulsten Zellkulturen

Um zu zeigen, dass die detektierten ap” T-Zellen aus dem von uns identifizierten CD4"
V51" T-Zellen hervorgegangen sind, wurden die spenderindividuellen Frequenzen des
Vorldufers mit der jeweils generierten of-T-Zellzahl korreliert. Es ergab sich ein
interessanter Befund: Sowohl in den Peptid-gepulsten als auch den nicht Peptid-
gepulsten Kulturen konnten af* T-Zellen detektiert werden, jedoch war zum einen die
Anzahl der entstandenen of” T-Zellen in den Peptid-gepulsten Kulturen hoher als in den
nicht-Peptid-gepulsten, und zum anderen korrelierte nur in den Peptid-gepulsten
Kulturen die Frequenz des Vorldufers mit dem der generierten af® T-Zellen. Diese
Korrelation war mit 0,96 sehr stringent und zeigte eine hohe Signifikanz (p = 0,037)
(Abb. 4-1). Aus dieser Beobachtung schlieRen wir, dass ap” T-Zellen generiert wurden
und dass eine vermehrte Generierung von of3” T-Zellen in den Kulturen dann gegeben

war, wenn eine entsprechend hohe Anzahl des V31" Progenitors vorhanden war.
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Korrelation zwischen nativen V61+ CD4* T-Zellen und TCRap T-Zell-
Maximalwert fiir Peptid-gepulste Kulturen nach Pearson
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Abbildung 3-23 - Pearson Korrelation: Korrelation zwischen nativer V61* CD4" T-Zell-Populationen und af* T-
Zell-Populationen Peptid-gepulster Kulturen im Zellkulturverlauf.

Dagegen zeigte sich fur die nicht-Peptid-gepulsten Zellen keine Korrelation
(r = -0,015) zwischen der initialen V51-CD4-Zellzahl und der im Zellkulturverlauf
registrierten maximalen af-T-Zellzahl sowie geringe Signifikanz (p = 0,98) (Abb. 4-2).

Korrelation zwischen nativen V61+ CD4* T-Zellen und TCRaf T-Zell-
Maximalwert fiir nicht-Peptid-gepulste Kulturen nach Pearson
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Abbildung 3-24 — Pearson Korrelation: Korrelation zwischen nativer V51* CD4* T-Zell-Populationen und af* T-
Zell-Populationen nicht-Peptid-gepulster Kulturen im Zellkulturverlauf.
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4 Diskussion

Die Thymusinvolution beginnt bereits ein Jahr nach der Geburt und ist kurz nach der
Adoleszenz abgeschlossen, d.h. der Thymus im Erwachsenenalter ist nicht mehr in der
Lage naive op” T-Zellen herzustellen.'** Um den Mangel an T-Zellnachschub zu
kompensieren spielt die post-thymische Proliferation naiver T-Zellen in der

Peripherie*>4°

, sowie die Proliferation des Gedachtnis-Kompartiments, das heif3t der
Antigen-erfahrenen T-Zellen, eine grofle Rolle. Unterschiedliche Gruppen haben
gezeigt, dass extrathymisch, jedoch in Anwesenheit thymustypischer Komponenten,
eine T-Zellreifung aus Progenitoren stattfindet. In vivo, ndmlich in den Tonsillen*",

1851 ynd in vitro mit der maximalen Reduktion des

Lymphknoten und der Milz
Microenvironments auf die murinen Stroma-Zelllinien OP-9, die transgen einen der
Notch-Liganden exprimieren (Jag, DL1 oder DL4)."®? Wir konnten zeigen, dass y5* T-
Zellen zum post-thymischen af-T-Zell-Pool beitragen indem wir nachwiesen, dass
V51" CD4" T-Zellen als ungewoshnliche Chimare aus T-Zellen und Progenitorzellen
unter inflammatorischen Bedingungen in a* T-Zellen differenzieren kénnen.**!

Analog dieser Befunde war das Ziel dieser Arbeit herauszufinden, ob die Generierung
Epitop-spezifischer af® T-Zellen, aus konsequenterweise of-T-Zell-depletierten
PBMCs gelange. Die Kulturbedingungen entsprachen einem leicht inflammatorischen
Milieu, denn IL-2, das in vivo von aktivierten T-Zellen sezerniert wird!, PHA ein
Mitogen und IL-7 sowie Dbestrahlte Feeder-Zellen, die ein Konglomerat aus
proinflammatorischen Zyto- und Chemokinen sezernieren und Apoptosesignale
mediieren, DNA-damage-pathway aktivierende Signale sowie die massive Expression
stressassoziierter Selbstliganden wie MICA, MICB sowie ULBPs aussenden, erftllen
die Gegebenheiten der chronischen Inflammation. Als Peptid wurde BZLF-1 verwendet,
ein Peptid das EBV-infizierte Zellen produzieren. Bei diesem Peptid handelt es sich um
das EBV-abgeleitete HLA-B*3501-restringierte Peptid BZLF1s4.64 (EPLPQGQLTAY),
welches vom ELS4 TCR erkannt wird.*® Es spielt eine Rolle beim Wechsel von der
latenten in die lytische Form des EB-Virus.!>**%

In den Versuchen zur Generierung BZLF-1 Peptid-spezifischer ap” T-Zellen stellten nur
noch y8" T-Zellen das T-Zell-Kompartiment. Als Spender dienten (gesunde) HLA-B35"
Probanden. Als Kontrollansatz wurden T-Zell-Pools ohne BZLF-1 Behandlung
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mitgefiihrt. In allen Ansatzen reiner V51" T-Zell-Populationen HLA-B35" Individuen
waren, unabhangig von einer wdchentlichen BZLF-1-Exposition, ap® T-Zellen
entstanden. Die Detektion mit BZLF-1-Tetrameren, die mit hoher Sensitivitdt BZLF-1
spezifische T-Zellen nachweisen kdnnen, waren in beiden Versuchsansatzen jedoch
negativ, unabhdngig davon ob BZLF-1-gepulst wurde oder nicht. Dies konnte den
Schluss nahelegen, dass der V§1® CD4" Progenitor T-Zellen im Zuge T-Zell-
konsumierender Prozesse, wie der Inflammation, kompensatorisch substituiert. Die
Tatsache, dass hier keine Epitop-spezifischen T-Zellen generiert wurden, kann jedoch
nicht generell den Schluss zulassen, dass Epitop-spezifische T-Zellen, die in der
Inflammation aktiviert, zytotoxisch und damit gewebsschédigend lokal vorliegen, nicht
generiert werden wirden. Hier wurde mit einer konstanten Menge an Progenitor ein
breites Repertoire generiert, das nicht Epitop-spezifisch, d.h. tolerant ist. Um eine
Epitop-spezifische Antwort generieren zu koénnen, miissen jedoch 10° T-Zellen
vorhanden sein, damit ein TCR dabei ist, der ein definiertes Epitop spezifisch erkennen
kann. Diese Zahl haben wir in Einzelansatzen nicht erreicht, da dies mit den geringen
Zahlen an Progenitoren aus frischem Vollblut nicht erreichbar war. Jedoch hatte in der
Gesamtheit der Ansétze ein Epitop-spezifischer TCR statistisch erreicht werden kdnnen.
In vivo ist jedoch sicher eine Haufung des Progenitors lokal zu verzeichnen. Legt man,
wie von uns gezeigt, eine Effizienz wie in der thymischen T-Zellreifung zugrunde, ware
es denkbar, dass tber die Zeit in vivo bei chronischen entziindlichen Prozessen auch af-
T-Zellzahlen generiert werden kdnnen, die statistisch eine Zelle enthalten, die fir ein
lokal, im Kontext von (steriler) Inflammation, prasentiertes (Selbst-)Antigen spezifisch
sein konnte. Dies héatte im schlimmsten Falle Autoimmunitdt zur Folge, wenn
gleichzeitig auch die zentrale Toleranz versagt.

Die stark spenderabhéngigen Ergebnisse aus der FACS-Analyse korrelierten mit der
Komplexitat der molekular detektierten TCR-Repertoire Diversitat. Auch sie zeigten,
dass die Differenzierung von of” T-Lymphozyten unabhangig von einer Peptid-
Exposition erfolgen konnte und bei unterschiedlichen Spendern im zeitlichen Verlauf
individuell verschieden ausgepragt war. Kohéarent dazu war der Befund, dass ungeachtet
ob gepulst oder nicht-gepulst die Expression von TRAV- und TRBV-Segmenten syngen

waren.
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Zu geringe Template-Mengen konnten der Grund dafir sein, dass in der 2. Zellkultur-
Woche fiir Spender 4 keine a-Ketten-Expressionen detektiert werden konnten (Tab. 3-
1). Die Ansétze waren technisch insgesamt am absoluten Detektionslimit, da die
Konzeption des Ansatzes ein tatsachliches initiales O Niveau an af-T-Zellen zwingend
erforderte. Die zum Teil sehr geringe Ausgangszellzahl von unter 10.000 Zellen pro
Analyse fiihrte dazu, dass die Template-Menge am Detektionslimit fur ein
Spectratyping war. Fiir Spender mit wenigen oder kleinen TCRaf3 Expressionssignalen
wurde eine Konsensus-(VpB-)PCR etabliert, in der statt 24 verschiedener V-Primer eine
PCR mit einem alle V-Segmente amplifizierenden Forward Primer (Konsensus Primer)
durchgefuhrt wurde. Nach dieser Voramplifikation wurde ein komplettes Spectratype
angeschlossen. Dabei wurden fur die Peptid-gepulsten Zellreihen der Spender 2,
Spender 3, Spender 4 (jeweils 4. Woche) stérkere Signale detektiert als fur die nicht
Peptid-gepulsten Zellreihen.

Die Bestimmung des complexity scores erlaubte es die Ratio fiir die Expressionen von
TCRa- zu TCRpB-Ketten zu ermitteln. Ein TCR ist ein Heterodimer und verfiigt tber
eine a- und eine B-Kette. Diese Stochastik sollte zu einem 1:1 Verhaltnis fihren. Es gibt
Ausnahmen von dieser Regel, ndmlich bei dualen TCRs, die aus zwei a-Ketten und
einer B-Kette oder zwei B-Ketten und einer a-Kette komponiert sind. VVerschiebungen
des 1:1 Verhaltnisses, besonders in kleinen Repertoires, kdnnen unterschiedliche
Ursachen haben. Zum Beispiel paart sich nicht jede a- oder B-Kette zu einem
komplementierenden TCR-Heterodimer. Es gibt die praferierte Paarung einer
spezifischen o-Kette mit einer oder diversen B-Ketten und umgekehrt. Auch TCR
Revision kann zu einer Neuanordnung des zweiten TCRa oder TCRp Lokus fiihren und
der Herstellung einer weiteren funktionellen a- oder B-Kette, und damit dualen TCRs.
Interessant war in dieser Studie jedoch nicht die Ratio von B- und a-Ketten per se im
Zellkulturverlauf. Fur viele Spender zeigten sich jeweils gegen Ende des Versuchs (4.
Woche) ein o/p-Ketten-Ratio tber 1 mit Ausnahme der Peptid-gepulsten Kulturen der
Spender 1 (Ratio <1) und Spender 4 (Ratio = 0) und die der nicht-Peptid-gepulsten
Kulturen des Spenders 2 (Tab. 3-3). In einem komplexen Repertoire hieRe das, dass die
Diversitit der a-Ketten hoher als die der B-Ketten ist. Der naheliegende Schluss einer
hoheren Diversitat der a-Ketten gegenuber den B-Ketten bestétigte sich jedoch nicht.

Interessanterweise war die zahlenmaRige Uberlegenheit an a-Ketten in unseren
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Ansétzen jedoch nur scheinbar, denn wir detektierten, dass single peaks der TRBV-
Ketten nicht wie bei den a-Ketten direkt sequenzierbar waren, sondern polyklonalen
Ursprungs waren, jedoch mit gleicher Lange, d.h. eine L&ngenrestriktion aufwiesen.
Ganz im Gegensatz zu den a-Ketten, wo wir single peaks in direkten
Sequenzierungsansétzen entschliisseln konnten, gelang uns das bei eindeutigen und
hochpositiven single peaks der B-Ketten nicht. Durch Klonierung der Gesamtheit des
PCR-Ansatzes in E. coli und nachfolgende Sequenzierung von Einzelklonen kénnte die
genaue Anzahl an unterliegenden CDR3-Regionen identifiziert werden.

Einige der identifizierten CDR3-Regionen waren interessanterweise nicht wie erwartet
»private®, sondern sogenannten ,,public TCR-Sequenzen angehorig. Wie bereits in der
Einleitung erldutert, entstehen public TCRs im Rahmen der sogenannten
konvergierenden Rekombination und sind, im Vergleich zu private TCRs, in vielen und
verschiedenen Individuen zu finden® (siehe 1.7.1). Gehauft kommen public TCRs in
Individuen mit akuten und/oder chronischen Infektionen, sowie autoimmunen und
alloreaktiven Erkrankungen vor. Public TCRs besitzen eine definierte Antigen-
Spezifitat und werden von mehreren Individuen exprimiert.?’ Die CDR3-Regionen
sogenannter public-TCRs sind interindividuell identisch und kdnnen sowohl die TRA-
als auch die TRB-Kette betreffen.?® Die Entdeckung der public TCRs liegt in den friihen
1990ern.'®3%15" Der erste public TCR der untersucht wurde, war der JM22 TCR,
welcher das HLA-A*0201-restringierte GIL Peptid des Influenza-Virus erkennt.?” Man
fand diesen und identische T-Zell-Rezeptoren in vielen Individuen nach
Influenzainfektionen. Public TCRs sind vor allem gegen Virus-Epitope, aber auch
gegen Toxine und Autoantigene beschrieben und werden nach Turner et al. (2006) in
drei Grade eingeteilt. Grad | ist charakterisiert durch idente V-Segmente (TRAV und
TRBV) und nur geringfuigig konservierte CDR3-Regionen. Grad Il TCRs sind durch
vorhergesagte V-Regionen und zusatzlich klar definierte Motif-Reste innerhalb der
CDR3-Region gekennzeichnet. Sowohl fir Grad | als auch fur Grad Il gilt, dass die J-
Regionen (TRAJ und TRBJ) nicht konserviert sind. Bei vollstandig identischen TCRa-
und/oder TCRpB-Sequenzen handelt es sich um Grad Il TCRs, welche typischerweise
als ,,public TCRs bezeichnet werden.?®> Da diese Klassifikation nicht ausreicht um alle
TCRs korrekt einzuteilen, wurde durch Miles, Douek et al. (2011) diese um einen

weiteren Grad erweitert. So genannte Grad IV TCRs sind zwischen Grad Il und Grad 11
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einzuordnen. In diesem speziellen Fall bestehen die TCRs aus konservierten V-
Regionen, einem konservierten Motif innerhalb der CDR3-Region, sowie konservierten
J-Regionen. Diese TCRs unterscheiden sich lediglich in einer oder wenigen
Aminosdaureresten innerhalb der CDR3-Sequenz und sind daher strenggenommen nicht
vollkommen identisch. Dies sind sogenannte ,,near-public* TCRs. Die meisten TCRs
fallen in mehr als eine Kategorie. Beispielsweise sind die meisten zwischen Grad 1l
Grad 111 oder zwischen Grad 111 und Grad IV einzuordnen.’

Die Analyse der TCRs hinsichtlich der exprimierten variablen Segmente ergaben
interessante Befunde. Im Versuchsverlauf konnten wir beobachten, dass einige Va-
bzw. VB-Familien haufiger exprimiert wurden als andere. Dies geschah unabh&ngig von
Differenzierungswoche, Spender und Peptidbehandlung. Die von uns detektierten
TRAV-Gensegmente TRAV5, TRAVS8-1, TAV14DV4 und TRAV29DV5 sowie die
TRBV-Gensegmente TRBV5-1/-3, TRBV9 und TRBV14 traten peptidbehandlungs-
und spenderunabhéngig auf. Lim et al. (2000) konnte in Virusinfektion-assoziiertem
Kontext (HLA-A2-restringiertes EBV-Epitop; GLC-A2) fiir einige Vp-Familien
hochgradige Rekurrenz nachweisen. Analog zu unseren Ergebnissen, waren bestimmte
VPs rekurrent und traten unabhédngig vom Individuum und der Pathologie auf. Die
Verfasser der Studie interpretierten diese Befunde damit, dass das EB-Virus lebenslang
und wiederholt reaktiviert werden kann, GLC-A2-reaktive T-Zellen &lterer Individuen
diesem Antigen daher permanent ausgesetzt waren und diese chronische Stimulation
das Auftreten von public TCR Klonotypen unterstiitzt.*® Als alleinige Erklarung ist sie
sicher nicht schlissig, denn public TCRs mit identischen Sequenzen wurden sowohl in
Priméarinfektionen als auch nativen gesunden nicht-infizierten Individuen nachgewiesen.
Wir vermuten, dass die hier und auch in vivo herrschende chronische Inflammation
einem Stereotyp an inflammatorischen Komponenten entspricht, dessen Epigenetik -
durch Modulation des Chromatins - zur Aktivierung oder Zugénglichkeit definierter
variabler Gensegmente fuhrt und reproduzierbar ihre Rekombination zuldsst.

Interessant ist der Befund des Segments TRAV26-1 bei Spender 3 (Woche 2 und 3)
(Tab. 3-5). Der Nachweis des TRAV26-1 Elements war nicht unerwartet. Ihm kommt
eine besondere Bedeutung zu: die Ergebnisse der Studie von Schilbach et al. (2014)
zeigen, dass die Initiation der a-Gen-Rekombination exakt an dem TRAV-Segment
beginnt, das dem Voé1-Lokus benachbart liegt, und zwar dem TRAV26-2 Segment.
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Auch im Thymus 6ffnet sich der Lokus genau an dieser Stelle zur Rekombination.
Dabei zeigte die Studie von Schilbach et al. auch, dass das TRAV26-2 Segment analog
der Rekombination im Thymozyten mit einem 5°J-Segment rekombiniert war, was in
Einklang mit der Rekombinationsaktivitat dieses Lokus ist. Analog dazu fanden wir in
unseren Versuchen zweimal TRAV26-1 Segmente in Kombination mit TRAJ41
Segmenten rekombiniert, was die molekularen Eigenheiten dieses differenzierenden
Progenitors exakt wiederspiegelt. Es bestatigt die publizierten Daten, dass der Lokus im
V51" CD4" Progenitor an dieser Stelle initial rekombiniert wird. Bemerkenswerterweise
traten die im Lokus 5° liegenden TRAV-Elemente auch alle spater auf als TRAV26-1.
TRAV26-1 zeigte eine tiber zwei Wochen nachgewiesene Persistenz. Aullerdem zeigten
die CDR3-Motifs der von Schilbach et al. (CI LRGSNSGYALN FGKGT) und in
unserer Studie (CI VRVARSNSGYALN FGKG) detektierten Va4B-Elemente eine
Grad IV Konvergenz.**! Ein weiteres gemeinsames CDR3-Motif war das der ValA-
Familie. Auch hier ergaben sich &hnliche Ladungsverhéltnisse, wobei sich die
Sequenzen der CDR3-Regionen in einigen Aminoséaureresten unterschieden. Zwischen
der von Schilbach et al. detektierten (CA VRDDTGRRALT FGSGT) und der von uns
detektierten (CA VRDADTGFQKLV FGTG) Aminoséure-Sequenz der CDR3-Region
besteht eine Grad IV Konvergenz. Interessanterweise zeigt auch die Studie von Miles et
al. (2005) das CDR3-Motif ,,VRD* (CA VRDFLLSGGYNK LIF (GB1-Clone)). Zur
gesamten CDR3-Region besteht eine Grad | Konvergenz. Sowohl in der Studie von
Miles et al. als auch in der von Schilbach et al. war ein, zu unserem zu 100%
homologen, CDR3-Motif fiir die Va6-Familie zu finden. Das CDR3-Motif des ELS3-
Klons von Miles et al. (CA MREGGGGSNYK LTF) und K1-Klons von Schilbach et
al., jeweils ,,MRE“ (CA MREGRFKAAGNKLT FGGGT), waren homolog zu dem von
uns hier detektierten Motif ,, MRD* (CA MRDLRDDKII FGKG). Dabei handelt es sich
sowohl bei D als auch bei E um negativ geladene Aminoséauren. In diesen beiden Féllen
handelt es sich um Grad I Konvergenzen der TCRa-Ketten. %>

Auch konnten wir fiir die TCRB-Ketten CDR3-Motifs finden, die denen von uns
detektierten CDR3-Sequenzen &hnlich waren. Fir die von Miles et al. identifizierten
TCRB-Ketten TRBV28/CDR3/TRBJ2-1 fand sich (berraschenderweise folgende
Aminosaure-Sequenz: CA SSLIGRD EQFF (GB1-Clone).® Diese CDR3-Sequenz
enthélt ein Motif, das homolog zu dem von uns identifizierten TRBV30/CDR3/TRBJ2-
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1 Motif des Spenders 2 (CA WSRLAGRS EQFF) ist. Dabei ist ,,I* in ,,LIGR* dem ,,A*
in ,,LAGR* homolog, das heif3t, dass es sich nur in einem Methylrest von ,,LAGR*
unterscheidet. Hierbei handelt es sich um eine Grad IV Konvergenz der TCRB-Ketten.
Die bei Spender 1 in Woche 4 detektierte CDR3-Sequenz CA SSDN EQFF
(TRBV2/CDR3/TRBJ2-1) ist keine der bei HLA-B35" Spendern nach EBV Infektion
als ,,public* bekannten TRBV-Sequenzen und ist damit einzigartig bzw. als private
TCR-Komponente einzustufen.”® In Tabelle 4-1 haben wir die Sequenzen aus den
jeweiligen Studien im Direktvergleich mit den von uns detektierten Sequenzen
aufgelistet und die Ladungsverhaltnisse innerhalo der CDR3-Sequenzen per
Farbkodierung dargestellt.

Tabelle 4-1 — Tabellarische Auflistung der CDR3-Motif-Sequenzen im Vergleich mit Sequenzen aus anderen
Studien.”®*! Die CDR3-Motifs bzw. die identischen CDR3-Sequenzen wurden fett hervorgehoben. Zur
Farbkodierung der Aminosédure-Ladungseigenschaften siehe Legende. Spalten wvon links nach rechts:
Spalte 1: Vo-/VB-Familien; Spalte 2: jeweilige Studie aus der die Sequenzen stammen; Spalte 3: TCRa-/B-Ketten-
Sequenz; Spalte 4: Gradeinteilung bzw. TCR-Klassifikation nach Miles.®

Va/B-Familien . CDR3-Motif-Sequenzen . . .
(TRAV/TFEBV-Segmente) Studie V-Region CDRa-Reg?on TRegion | C - lassifkation nach Miles
Va4B diese Studie cl VRVA AL FGKG Grad IV
(TRAV26) Schilbach et al. Cl L AL FGKGT
VaiA diese Studie CA VRDADTGFOKLY FGTG
(TRAV3) Schilbach et al. (K1-Klon) CA VRDD AL FGSGT Grad |
Miles et al. (GB1-Klon) CA VRDFLL LIF
Va6 diese Studie CA MRDLRDDKII FGKG
Schilbach et al. (K1-Klon) CA MREGRFKAAGHNKLT FGGGT Grad |
(TRAV14DVA) Miles et al. (GB1-Klon) CA MRE LTF
VB30 (TRBV30) diese Studie CA WERLA EQFF Grad IV
VB3 (TRBV28) Miles et al. (GB1-Klon) CA LI EQFF

D
| Ladungseigenschaften .Unpolar/hydrophob‘ |Po|ar/neulra|.basisch .sauer |

Nach wie vor ist die physiologische Relevanz extrathymischer T-Zellreifung ein heil}
diskutiertes und kontroverses Thema. Es gibt wenig Daten zum Anteil extrathymischer
T-Zellreifung im gesunden Menschen, jedoch muss zumindest angenommen werden,
dass extrathymische T-Zellreifung in Individuen eine Rolle spielt, die Thymus-defizient
sind — entweder kongenital, posttraumatisch, postoperativ oder als Folge einer Strahlen-
und/oder Chemotherapie. Nicht nur fiir diesen Patientenkreis scheint es von Bedeutung,
die Faktoren, die die Induktion extrathymischer T-Zellreifung initiieren, aufzudecken,
sondern auch fur die Patienten, die durch Alter, schwere und chronische Infektionen
oder fehlgesteuerte Immunitdt (Autoimmune Phanomene) defizitdar in ihrer
Immunantwort sind und mit diesem Wissen und Methoden der regenerativen Medizin in

eine normale Immunitéat Gberfihrt werden koénnten.

112



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass aus ap-depletierten, reinen V&1
Zellkulturen die Generierung von of” T-Zellpopulationen méglich ist. Hierbei zeigte
sich die initiale CD4" V81" Progenitor-Anzahl spenderspezifisch und war fiir die
jeweiligen Spender sehr unterschiedlich. Es konnte gezeigt werden, dass fir Peptid-
gepulste Zellen eine Korrelation zwischen der initialen CD4" V51" Zellzahl und der
im Zellkulturverlauf registrierten maximalen af® T-Zellzahl besteht, wohingegen
diese Korrelation fiir nicht-Peptid-gepulste Zellen nicht gezeigt werden konnte.

Es wurden keine Epitop-spezifischen T-Zellen generiert. Die Generierung von off* T-
Lymphozyten war unabhéngig von Peptid-Induktion bei unterschiedlichen Spendern
in unterschiedlichen Wochen zu beobachten. Dass Epitop-spezifische ap® T-
Zellpopulationen nicht detektierbar waren, deutet moglicherweise auf eine
Negativselektion durch Affinitdt und damit periphere Toleranzmechanismen gegen
das EBV-spezifische BZLF-1 an oder aber es liegt an der insgesamt niedrigen
Ausgangszahl des Progenitors (<10.000). Da die TCR-Frequenz fir definierte
Epitop-spezifische TCRs bei 0.08% liegt, wiirden rein statistisch 10° Progenitoren
nétig sein, um einen Epitop-spezifischen off” TCR detektierbar zu machen.

Aufgrund der von uns ermittelten complexity scores schien es wahrscheinlich, dass
duale TCRs uberproportional hdufig entstanden sind. Andererseits konnten wir
sehen, dass im Gegensatz zu den a-Ketten, die 3-Ketten single peaks im Spectratype
nicht direkt sequenzierbar waren und demnach polyklonalen Ursprungs sind. Das
heiBt, dass die a-Ketten der generierten op” TCRs eine hohe Diversitit in ihrer
CDR3-Lange aufweisen, wihrend die -Ketten langenrestringiert waren und einen
geringen Polymorphismus der variablen Segmente aufwiesen. Maglicherweise spielt
bei diesem von uns beobachteten Phanomen mit hoch diversen a-Ketten-Repertoires

und langenrestringierten B-Ketten-Repertoires sterische Komponenten eine Rolle.
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