Technische Universitit Miinchen
Fakultit fiir Medizin

Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene

Ubertragung des k,g-rate-Assays an CD8*
zytotoxischen T-Zellen vom murinen auf das
humane System

Lydia Frimmer

Vollstiandiger Abdruck der von der Fakultit fiir Medizin der Technischen Universitit
Miinchen zur Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Medizin

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Prof. Dr. Ernst J. Rummeny
Priifer der Dissertation: 1. Prof. Dr. Dirk H. Busch
2. Prof. Dr. Percy A. Knolle

Die Dissertation wurde am 03.09.2015 bei der Technischen Universitit Miinchen
eingereicht und durch die Fakultét fiir Medizin am 31.01.2018 angenommen.






Inhaltsverzeichnis

AbKkiirzungen

Abbildungsverzeichnis

1 Einleitung

2

1.1

1.2

1.3

1.4

Zytotoxische T-Zellen

1.1.1 T-Zell-Physiologie

1.1.2 Der TCR und sein Ligand

T-Zell-Aviditit

1.2.1 Definition

1.2.2  TCR-pMHC Bindungsparameter und T-Zell-Aktivierung
1.2.3  Aviditit und Protektivitét

1.2.4  Verfahren zur Bestimmung von Aviditit
T-Zell-Therapie

1.3.1 Die Urspriinge

1.3.2 Anwendungsfelder

1.3.3 T-Zell-Therapie: ein Name — viele Therapieprodukte
Ziel dieser Doktorarbeit

Material und Methoden

2.1

22

Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien
2.1.2  Puffer und Medien
2.1.3  Antikorper

2.1.4 Peptide

2.1.5 MHC-Streptamere
2.1.6 Gele

2.1.7 Ausstattung

2.1.8 Software

Methoden

2.2.1 Streptamer-Herstellung

10
13
18
19
20
21
22
27
27
27
29
32

35
35
35
36
37
38
38
39
39
40
40
40



Inhaltsverzeichnis

2.2.2  FEinfiigen einer Konjugationsstelle in der schweren Kette des
MHC

2.2.3 Zellgewinnung

2.2.4  Durchflusszytometrie

2.2.5 Streptamerfiarbung fiir Mikroskop

3 Ergebnisse

3.1

3.2

3.3

34

Streptamerfirbung humaner CD8" T-Zellen

3.1.1 Herstellung humaner Streptamere

3.1.2 Insuffiziente Streptamerfirbung humaner CD8* T-Zellen
Analyse der verwendeten Reagenzien

3.2.1 Alexa488-Konjugation

3.2.2 Optimierung des Streptameransatzes

3.2.3 Alexa488-Vorkonjugation des 8,m

Analyse der TCR-pMHC-Interaktion

3.3.1 Herstellung chimidrer pMHC-Molekiile

3.3.2  Gestorte Interaktion der humanen schweren Kette mit dem

TCR
Neue Konjugationsstelle fiir Alexa488
34.1 Idee

3.4.2 Herstellung der neuen pMHC-Molekiile
3.4.3 Test an Streptactin-Beads
3.4.4 Zellfarbung

4 Diskussion

4.1

Besonderheiten bei der Ubertragung des k,f-rate-Assays auf das
humane System

4.1.1 Stabile Streptamerbindung an die T-Zelle

4.1.2 Fluophorauswahl

4.2 Messung der kqg-rate
4.3  Kkofr-rate und T-Zell-Aviditit
4.4  Kkog-rate und T-Zell-Therapie
4.5 Ausblick

Literatur

Zusammenfassung

Dankwort

42
45
45
46

47
47
47
48
52
52
53
57
61
61

62
63
63
66
67
67

71

71
71
73
74
76
79
80

83

93

95



Abkiirzungen

ACT
Ag
a-MM
APC
APL

APS
fom
BSA
CD

CDR

CMV
51Cr
dH,0O
DNA
DTT
EBV
ECsg

EDTA
EMA
Fab
FACS
FCS
FITC
FPLC

Ammoniumchlorid-Tris

Antigen

a-Methylmannopyranoside

antigen presenting cell (Antigen-prisentierende Zelle)
altered peptide ligand (in einzelnen Aminoséduren verinderte
Epitope)

Ammoniumpersulfat

B2-Mikroglobulin

bovines Serumalbumin

cluster of differentiation (Unterscheidungsgruppen
immunphénotypischer Oberflichenmolekiile)
complementarity determining regions
(Antigen-Bindungsregionen des TCR)
Zytomegalievirus

Chrom-51

destilliertes, deionisiertes Wasser
Desoxyribonukleinsédure

Dithiothreitol

Epstein-Barr-Virus

notwendige Peptidmenge, um im > Chromium release
Assay bei 50% der reaktiven T-Zellen eine spezifische Lyse
zu induzieren

Ethylendiamintetraacetat

Ethidiummonazidbromid

Antigen-bindendes Fragment

fluorescence activated cell sorting

fetales Kélberserum

Fluoresceinisothiozyanat

fast protein liquid chromatography (eine Form der
Fliissigkeitschromatographie)

human



Abkiirzungen

HIV
HLA
ICs

IFN

IL
IPTG
kDa
LB
Lck
LFA

MHC
OD
PAGE
PCR
PBS
PE
PFA
pMHC
LPD
RNA
rpm
SDS
SPR

TBE
TCR
TdT
TEMED
TNF

T reg
Tris
Va/Vp
ZAP-70

humanes Immundefizienz-Virus

humanes Leukozyten-Antigen

notwendige Peptidmenge, um bei intrazellulédrer
Zytokinfiarbung bei 50% der reaktiven T-Zellen eine
Zytokinproduktion zu induzieren

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Isopropyl- B-D-Thiogalactopyranosid
Kilodalton

Luria Bertoni Medium
Leukozyten-spezifische Proteintyrosinkinase
Leukozytenfunktionsassoziiertes Antigen
murin

molar

Haupthistokompatibilitdtskomplex

optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion
Phosphat-gepufferte Salzlosung
Phycoerythrin

Paraformaldehyd

Peptid-MHC-Komplex

lymphoproliferative Erkrankung
Ribonukleinsdure

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Sodiumdodecylsulfat

surface plasmon resonance
(Oberflachenresonanzspektroskopie)
Tris/Borat/EDTA-Puffer

T-Zell-Rezeptor

terminale Deoxynukleotidtransferase
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin
Tumornekrosefaktor

regulatorische T-Zellen
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan

V alpha/ V beta-Region des TCR
(-assoziiertes Adapterprotein



Abbildungsverzeichnis

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5

3.1
3.2

33
34
3.5
3.6
3.7
3.8
39
3.10
3.11
3.12
3.13

3.14
3.15
3.16
3.17

Die immunologische Synapse

Struktur des T-Zell-Rezeptors

Struktur des pMHC 1

Der pMHC-TCR-Komplex

Prinzip des kyg-rate-Assays im murinen Modell

Streptamerfirbung MelanA/MART 1-spezifischer humaner CD8* T-Zellen
Schematische Darstellung der zur Streptamerherstellung verwendeten
pMHC-Molekiile

Vergleich humaner und muriner Streptamerfarbungen

Test der Alexa488-Konjugation der pMHC-Molekiile

pMHC-Titration im Streptameransatz

Abfiltration des iiberschiissigen pMHC im Streptameransatz

Zusitzliches Peptid im Streptameransatz

Alexa488-Vorkonjugation des fom

Test der vorkonjugierten Streptamere an T-Zellen

Chimire pMHC-Molekiile

Féarbung muriner T-Zellen mit chiméren Streptameren

Farbung humaner T-Zellen mit chiméren Streptameren

Darstellung der neuen Alexa488-Konjugationsstellen in der schweren Kette
des pMHC-Molekiils

Erfolgreiche Insertion der neuen Konjugationsstellen

Test der neuen pMHC-Molekiile an Streptactin-Beads

Test der neuen Streptamere an T-Zellen

Dissoziation der neuen Streptamere durch Biotin

12
14
15
18
26

49

50
51
53
55
56
58
59
60
61
63
64

65
66
67
68
69






Einleitung

Im tédglichen Leben ist der Korper unzihligen Kontakten mit den verschiedens-
ten Pathogenen ausgesetzt. Beim immunkompetenten Individuum verlaufen diese
Konfrontationen dank effektiver Abwehrmechanismen meist unbemerkt und ohne
bleibende Schéden. Dies ist eine Leistung des Immunsystems, eines hoch komplexen
Ensembles verschiedener Organsysteme und -funktionen. Ein wichtiges Element des
Immunsystems sind T-Zellen, eine Untergruppe der Lymphozyten. T-Zellen spielen
eine zentrale Rolle bei der Bekdmpfung von viralen Infektionen und Tumorerkran-
kungen. Seit Jahrzehnten versuchen Wissenschaftler, sich T-Zell-Funktionen zu
therapeutischen Zwecken zu Nutze zu machen. Die Definition eines messbaren
Parameters, mit dem sich T-Zell-Eigenschaften wie rasche Aktivierbarkeit und
Qualitit der Effektorfunktionen vorhersagen lassen, ist dabei von grotem Interesse.
In diesem Kapitel gehen wir zunichst grundlegend auf zytotoxische T-Zellen und
ihre Funktionsweise ein. AnschlieBend definieren wir T-Zell-Aviditét und stellen
verschiedene Messmethoden vor. Wir geben einen Uberblick iiber bestehende T-Zell-
Therapieansitze. Schlussendlich definieren wir das Ziel dieser Arbeit.

1.1 Zytotoxische T-Zellen

Das Immunsystem ldsst sich grob in das angeborene und das adaptive Immunsystem
unterteilen. Das angeborene Immunsystem bildet eine Grundabwehr. Es erkennt mit
seinen schon in der Keimbahn kodierten Rezeptoren vor allem hoch-konservierte
Erregerstrukturen. Das adaptive Immunsystem hingegen ist hochst anpassungsfihig
in der Erkennung und Bekidmpfung immer neuer und verschiedener Pathogene.
Die Flexibilitdt des adaptiven Immunsystems wird durch die Abwehrfunktionen
der Lymphozyten erreicht, insbesondere durch zwei Zellgruppen, die B- und T-
Lymphozyten [1, 2].



1 Einleitung

B-Zellen bilden Antikorper, die an Antigen binden, zum Beispiel an extrazellu-
lare Erreger oder Toxine. Die durch Antikérper markierten Antigene werden von
spezialisierten Zellen wie Makrophagen erkannt und vernichtet.

T-Zellen erkennen mit ithrem T-Zell-Rezeptor (TCR) Antigene, die an Zell-
oberflachen iiber bestimmte Oberflichenmolekiile, die MHC-Molekiile, présentiert
werden [3]. Auf die MHC-Molekiile wird im Kapitel 1.1.2.2 néher eingegangen.
Die Unterscheidung der T-Zellen erfolgt anhand ihrer Oberflachenantigene CD4
und CD8 in zwei Hauptgruppen. CD4* T-Helferzellen erkennen Antigene, die
von spezialisierten Antigen-prisentierenden Zellen (APC) présentiert werden und
beeinflussen das Infektionsgeschehen durch die Aktivierung weiterer Zellgruppen.
CD8" zytotoxische T-Zellen bekdmpfen intrazelluldre Pathogene und Tumorzellen
direkt. Eiweile, die im Rahmen der Stoffwechsel- oder Replikationstitigkeit der
Pathogene im Zytoplasma der erkrankten Zelle anfallen, werden, wie auch zelleigene
Proteine, iiber Proteasomen zu kurzen Peptiden abgebaut. Die Peptide werden auf
MHC-Molekiile geladen und auf der Zelloberflache der erkrankten Zelle prisentiert.
Erkennt eine CD8* T-Zelle mit ihrem TCR einen solchen MHC-Peptid-Komplex
(pMHC), kann sie aktiviert werden und zu Effektorzellen, den zytotoxischen T-Zellen,
differenzieren, die die erkrankten Zellen eliminieren.

1.1.1 'T-Zell-Physiologie

Bevor T-Zellen aktiviert werden und ihre Funktionen ausiiben konnen, durchlaufen
sie eine komplexe Entwicklung. In den nédchsten Kapiteln soll zunichst auf die
wichtigsten Prozesse der T-Zell-Reifung und auf die Phasen einer Immunantwort
eingegangen werden, um anschlieBend die Mechanismen der Zytotoxizitéit ndher zu
beleuchten.

1.1.1.1 Lebenszyklus

T-Zell-Reifung. T-Zellen entstehen aus Vorldauferzellen, die beim erwachsenen
Menschen ihren Ursprung im Knochenmark haben. Vom Knochenmark wandern die
Vorlduferzellen in den Thymus, wo sie zu naiven T-Zellen reifen. Die notwendigen
Reifungsstimuli erhalten die unreifen T-Zellen aus dem besonderen Mikromilieu des
Thymus, insbesondere von Epithelzellen des Thymus, Makrophagen und dendriti-
schen Zellen, die mit den unreifen Zellen interagieren und durch Zytokinproduktion
Uberleben und Reifung beeinflussen [1, 2]. Das unreife T-Zell-Repertoire besteht
aus einer Vielzahl von Zellen, die fiir Selbst- oder Fremdantigene, prisentiert auf
Selbst- oder Fremd-MHC-Molekiilen, spezifisch sind. Fiir effektive Immunantworten
ohne Autoreaktivitit werden jedoch nur die T-Zellen benétigt, die in der Peripherie
Fremd-Antigene erkennen, die von Selbst-MHC-Molekiilen prisentiert werden. Im
Reifungsschritt der Selektion werden iiber zwei Mechanismen die Zellen rekrutiert,
die diese Eigenschaft besitzen. Alle T-Zellen, die schwache Interaktionen mit den
Selbst-MHC-Molekiilen der Thymus-Epithelzellen und der dendritischen Zellen
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1.1 Zytotoxische T-Zellen

eingehen konnen, erhalten von den Thymuszellen Uberlebenssignale, die obligat
sind. T-Zellen, die die Selbst-MHC-Molekiile nicht erkennen und daher keine
Uberlebenssignale erhalten, gehen in der Folge an Apoptose zugrunde. Dieser
Prozess nennt sich positive Selektion. Auerdem gehen all diejenigen T-Zellen durch
Apoptose zugrunde, die mit zu hoher Affinitédt an die Selbst-MHC-Molekiile binden.
Dieser Prozess ist als negative Selektion definiert und gewihrleistet, dass keine
autoreaktiven T-Zellen heranreifen. Mit Abschluss der Reifungsprozesse besteht ein
Repertoire vielfiltigster naiver T-Zellen, die Selbst-MHC-gebundene Fremdantigene
erkennen und dabei gegen Eigenantigene nicht reaktiv sind.

Phasen der Immunantwort. Die nach abgeschlossener Reifung im Blut und den
peripheren lymphatischen Organen zirkulierenden naiven T-Zellen werden durch
Antigen-Kontakt aktiviert. Sie proliferieren klonal, differenzieren zu Effektorzellen
und eliminieren das Antigen durch ihre zytotoxischen Effektorfunktionen. Nach
erfolgreicher Bekdmpfung des Pathogens stirbt der Grofteil der Effektorzellen ab.
Einige Zellen differenzieren zu Gedichtniszellen, die bei einer erneuten Infektion
reaktiviert werden [4]. Man unterscheidet Effektor-Gedichtniszellen, die bei einer
Reinfektion unmittelbar wieder Effektorfunktionen ausiiben und Schutz bieten,
und zentrale Gedichtniszellen, die gro3e Plastizitit besitzen, bei einer Reinfektion
dhnlich einer naiven T-Zelle proliferieren, zu Effektorzellen differenzieren, und
nach Infektkontrolle erneut zu Gedidchtniszellen differenzieren kénnen [5, 6]. Die
verschiedenen Effektor- und Gedéchtniszell-Subpopulationen kdnnen dabei aus einer
einzigen naiven T-Zelle entstehen [7].

1.1.1.2 Zytotoxizitiit

Die immunologische Synapse. Die Interaktion von CD8* T-Zellen mit ihren
Zielzellen findet an einer hochorganisierten Kontaktregion, der immunologischen
Synapse, statt. Die immunologische Synapse besteht aus einem Funktionsensemble
von Oberfldchen- und intrazelluldaren Molekiilen von T-Zelle und Zielzelle. Diese
Molekiile gewihrleisten die Antigen-Erkennung, die stabile Bindung der T- an die
Zielzelle und die Signaltransduktion in der T-Zelle zur Aktivierung und Auslésung
von Effektorfunktionen.

Die immunologische Synapse lésst sich in drei konzentrische Untereinheiten ein-
teilen, den zentralen, den peripheren und den distalen supramolekularen Adhésions-
komplex (engl. supramolecular activation cluster, SMAC), wie in Abb. 1.1 dargestellt.
Jedem SMAC sind bestimmte Molekiilkomplexe und Funktionen zugeordnet. Im
zentralen SMAC befinden sich der TCR, Korezeptoren wie CDS, sowie assoziierte
Signalproteine wie CD3, TCR(, Lck oder ZAP-70. Dort finden die initialen Signal-
prozesse zur T-Zell-Aktivierung statt. Im peripheren SMAC liegen nicht-Antigen-
spezifische Adhésionsmolekiile, wie z.B. LFA-1 auf der T-Zelle, sowie sein Ligand
ICAM-1 auf der Zielzelle. Im distalen SMAC kommt es zur Aktinakkumulation. Das
Aktin- und Mikrotubuli-Zytoskelett richtet sich nach gewissen Signalprozessen zur
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12

Zielzelle

pMHCI-TCR

ICAM/LFA-1

‘ Zentriolen
‘ Lysosom

/l ¥ Aktin

Abbildung 1.1: Die immunologische Synapse: Die schematische Darstellung
der immunologischen Synapse in seitlicher Ansicht (A) und von oben (B) zeigt
die nahezu konzentrische Anordnung der beteiligten Strukturen. Im zentralen
SMAC befindet sich der pMHC-TCR-Komplex mit Signalketten. An ihn lagert
sich das Zentrosom an, zu dem die Lysegranula migrieren und so direkt
an der Kontaktregion mit der Zielzelle ausgeschiittet werden. Im peripheren
SMAC befinden sich stabilisierende Adhisionsmolekiile (LFA-1 mit seinem
Bindungspartner ICAM), im distalen SMAC akkumuliert Aktin (modifiziert
nach [8]).




1.1 Zytotoxische T-Zellen

immunologischen Synapse hin aus. Das Zentrosom oder MTOC (engl. microtubule
organizing center) lagert sich immer an derselben Stelle im zentralen SMAC an.
Im Golgiapparat produzierte Vesikel wandern entlang der Mikrotubuli zum MTOC
im zentralen SMAC. Die in den Vesikeln enthaltenen Effektormolekiile werden so
gezielt an der Kontaktregion mit der Zielzelle freigesetzt, um mit grotmoglicher
Effektivitdt einen “lethal hit” gegen die Zielzelle zu erreichen [9, 10].

Mechanismen der Zytotoxizitit. Zwei Hauptwirkmechanismen zytotoxischer
Wirkung von CD8* T-Zellen sind bekannt [11, 12]. Die Vesikel enthalten unter ande-
rem Perforin und Granzyme. Durch Einlagerung von Perforin in die Zellmembran der
Zielzellen bilden sich Poren. Dies 16st primér eine osmotische Lyse durch freien Fluss
von Wasser und Elektrolyten aus, andererseits bilden die Poren die Eintrittspforte fiir
die Granzyme, eine Serin-Proteasegruppe, die die Apoptose der Zielzelle induzieren.
Uber einen zweiten, Perforin-unabhingigen Hauptmechanismus wird die Apoptose
der Zielzellen durch Bindung des Fas-Liganden an Fas induziert. Der Fas-Ligand, ein
Transmembranrezeptor, liegt sowohl gebunden auf der Zelloberfliche der T-Zellen,
als auch in geldster Form in den Vesikeln vor. Nach Bindung des Fas-Liganden an
den Fas-Rezeptor auf der Zielzelle wird deren Apoptose induziert. Neben den oben
genannten direkt zytotoxisch wirksamen Effektormolekiilen sezernieren zytotoxische
T-Zellen auch Zytokine wie Interferon y (IFNy) und die Tumornekrosefaktoren a
und S (TNFa und TNEp), die unter anderem Makrophagen aktivieren und so die
Abwehrfunktionen des angeborenen und des erworbenen Immunsystems vernetzen.

1.1.2 Der TCR und sein Ligand

Wie in Kapitel 1.1.1 angesprochen, liegt einer T-Zell-Aktivierung und der Aus-
iibung von zytotoxischen Effektorfunktionen eine Interaktion von TCR und pMHC
zugrunde. Die Struktur von TCR und pMHC, Details ihrer Interaktion und das
Molekiilensemble des TCR-Komplexes werden in den folgenden Kapiteln néher
erldutert.

1.1.2.1 Der T-Zell-Rezeptor

Jede T-Zelle exprimiert auf ihrer Oberflache etwa 100.000 Exemplare desselben
TCR. TCR sind heterodimere Molekiile. Sie bestehen aus zwei Transmembran-
Peptidketten, der TCRa- und der TCR -Kette, die durch eine Disulfidbriicke ver-
bunden sind, wie in Abb. 1.2 gezeigt. Jede Kette besteht aus einer N-terminalen
variablen Region (Va, V) und einer C-terminalen konstanten Region (Ca, Cf),
sowie einer hydrophoben Transmembranregion und einem kurzen zytoplasmatischen
Schwanz. Die variablen Regionen der a- und der (-Kette fiigen sich zu einer
Kontaktfliche zusammen, iiber die der TCR den MHC-Peptid-Komplex erkennt, fiir
den er spezifisch ist. Die variable Region jeder Kette beinhaltet drei kurze hyperva-
riable Aminosduresequenzen, die complementary-determining regions (CDRs), die
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1 Einleitung

Abbildung 1.2:  Struktur des T-Zell-
Rezeptors: Der a8 TCR besteht aus einer a-
und einer B-Kette, die iiber eine Disulfidbriicke T- Ze| | e
verbunden sind. Die variablen Dominen (Va

und V) der extrazelluliren Anteile bilden

gemeinsam die Antigen-Bindungsstelle.

hochvariabel sind und maBgeblich die Vielfalt der TCR-Spezifitit ausmachen. Die
unterschiedlichen TCR entstehen durch die somatische Rekombination verschiedener
Gensegmente fiir die a- und die §-Kette. CDR1 und CDR2 der a- und der §-Kette
werden beispielsweise von 42 Va und 46 VS Genen kodiert. Die grofite Vielfalt
entsteht an den CDR3-Abschnitten der Ketten. In der a-Kette werden sogenannte V-
und J-Gensegmente kombiniert, in der §-Kette V-, D- und J-Segmente. Zusitzliche,
nicht Genom-kodierte Unterschiede entstehen durch Nukleotidinsertionen und -
deletionen wihrend der Verbindungsreaktionen der einzelnen Gensegmente [13].
Durch die Analyse von Kiristallstrukturen von TCR-pMHC-Komplexen konnte
gezeigt werden, dass die TCR vor allem mit den CDR3, den variabelsten Regionen,
das prisentierte Peptid erkennen [14, 15].

1.1.2.2 Der MHC I-Peptid-Komplex

Die Genloci des Haupthistokompatibilititskomplexes (engl. major histocompatibility
complex, MHC) bilden eine Gruppe von mehreren hochpolymorphen Genen, die
fiir MHC-Molekiile kodieren. MHC-Molekiile werden auf der Oberflache fast aller
Korperzellen als korpereigene Antigene exprimiert [1, 2]. Entdeckt wurden sie im
Rahmen von Transplantationsstudien an Médusen. Man fand heraus, dass schon ein
Unterschied in einem einzigen dieser Genloci zu einer AbstoBungsreaktion eines
Hauttransplantats fiihrt. Daher riihrt die Bezeichnung Histokompatibilitét.

Es gibt zwei MHC-Hauptgruppen. Die MHC-Klasse II-Molekiile finden sich
nur auf besonderen Zellpopulationen mit speziellen Funktionen der erworbenen
Immunabwehr, insbesondere auf den APC. APC nehmen extrazellulidre Pathogene
auf, bauen sie ab und prisentieren Peptide aus diesen Abbauprodukten auf ihren
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1.1 Zytotoxische T-Zellen

o3

Abbildung 1.3: Struktur des pMHC I: Das
pMHC I-Molekiil besteht aus einer in der
Plasmamembran verankerten schweren Kette,
die sich in die Doménen a1 bis a3 unterteilt, so-
wie der leichten Kette, dem f,-Mikroglobulin,
Zi e|Ze”e das sich nicht kovalent an die schwere Kette
anlagert. Das prisentierte Peptid liegt in einer
Mulde zwischen den a-Helices der al- und
a2-Domine der schweren Kette.

MHC II-Molekiilen. CD4" T-Helferzellen erkennen diese Peptide und aktivieren
daraufhin B-Zellen und Makrophagen [16].

MHC-KIlasse I-Molekiile werden auf fast allen Korperzellen exprimiert und
weisen die Zellen als korpereigen aus. Fehlen MHC I-Molekiile auf der Zellober-
flache, was z.B. bei Tumorzellen auftreten kann, so kann dies zu einer Aktivierung
von natiirlichen Killerzellen und zur Elimination der betroffenen Zelle fiihren
(Missing-self-Hypothese) [17]. Werden korperfremde MHC-Komplexe wie bei einer
Transplantation mit nicht-MHC-identem Spender erkannt, so fiihrt dies ebenfalls
zu einer Elimination der Zellen und zur AbstoBung des Transplantats. MHC I-
Molekiile sind auBBerdem fiir die Abwehr intrazelluldrer Pathogene und entarteter
Zellen bedeutsam. Sie prisentieren den CD8" T-Zellen Peptide von Proteinen, die
im Zytosol der Zelle verstoffwechselt werden. Handelt es sich um Produkte eines
Virus, von dem die Zelle befallen ist, oder um mutierte Peptide, die im Rahmen
einer malignen Entartung auftreten, so kommt es nach der Erkennung dieser pMHC-
Komplexe durch den TCR zur T-Zell-Aktivierung und zur Elimination der Zielzelle.

Der MHC I-Peptid-Komplex besteht, wie in Abb. 1.3 dargestellt, aus drei Kom-
ponenten: der schweren Kette, der leichten Kette, auch f,-Mikroglobulin genannt,
und dem Peptid. Die schwere Kette ist mit ca. 44 kD die groere Untereinheit,
die auch in der Zellmembran verankert ist. Sie unterteilt sich in die al-, a2- und
a3-Dominen, wobei die a1- und a2-Dominen die Peptidbindungsstelle bilden und
in der a3-Domine die Transmembranregion liegt. Die kleinere Untereinheit ist das
16 kD schwere, 16sliche B,-Mikroglobulin (f,m), das sich durch nicht-kovalente
Bindung an die schwere Kette anlagert [18]. Das Peptid, das vom Proteasom aus
Proteinen im Zytosol synthetisiert wird, besteht aus acht bis zehn Aminoséuren,
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lagert sich in die Peptidbindungsstelle der a1- und a2-Dominen der schweren Kette
ein und ist fiir die Stabilitit der MHC-Molekiilstruktur unverzichtbar [19].

1.1.2.3 Interaktion von TCR und pMHC

Der Entwicklung und den Effektorfunktionen der T-Zellen liegt eine Interaktion
des TCR mit dem pMHC-Komplex zugrunde. Verschiedenste Untersuchungen ver-
suchten bisher, diese Interaktion niher zu charakterisieren. TCR-pMHC-Komplexe
konnen seit 1996 durch Rontgen-Kristallographie dargestellt werden. Analysen der
Kristallstrukturen zeigen, dass es sich um ein hoch komplexes Kontaktgeschehen
handelt, das bisher nur in einigen Details Regelhaftigkeiten erkennen lédsst [20].

Die beteiligten Kontaktflichen bestehen aus den V-Doménen der a- und §-Ketten
des TCR mit ihren hypervariablen Regionen CDR1-3, den a1- und a2-Dominen
des pMHC, sowie dem Peptid. Die CDR2 der TCR-Ketten beriihren ausschlieBlich
das MHC, wihrend CDR1 und CDR3 mit MHC und Peptid in Kontakt kommen.
Ebenfalls zeigte sich, dass der TCR immer diagonal iiber die pMHC-Oberfliche
ausgerichtet ist. Da die MHC-Oberflache muldenformig ist, ergibt sich so eine
groftmogliche Kontaktfliche [21]. Interessanterweise ist den Kontaktflichen des
TCR maximal ein Drittel des Peptids zugénglich [16]. Dabei liegt die Va-Domine
des TCR grundsitzlich ndher am N-Terminus des Peptids, die V f-Doméine nidher am
C-Terminus. Die Winkel der TCR-pMHC-Orientierung zueinander sind variabel. Sie
liegen zwischen 45° und 80° und sind abhéngig von Faktoren, die die Ausrichtung
des TCR zum pMHC-Komplex beeinflussen, wie der Konformation und Linge der
CDR oder dem Winkel der TCR-V-Dominen zueinander [22, 23].

Nicht bekannt und vorhersagbar sind bisher tiefergehende Bindungsdetails. Zwar
wurden verschiedene Aminoséduren als potenzielle Bindungspartner identifiziert,
welche und wie viele in welcher Kombination an einer Interaktion beteiligt sind,
lasst sich nicht vorhersagen [15, 24]. Dies ist insofern erstaunlich, da zumindest die
MHC-Molekiile konservierte Strukturanteile besitzen, sodass man auch konservierte
Regelhaftigkeiten im Bindungsverhalten erwarten wiirde. Besonders deutlich wurde
dieses Fehlen von Regelhaftigkeiten in Studien, in denen Unterschiede der Peptide
mit daraus resultierenden Unterschieden in der Auswirkung von Signalprozessen
korreliert wurden. Einerseits kann es zu Kreuzreaktivititen kommen, also zu ver-
gleichbarem Ergebnis von intrazelluldren Signalprozessen bei Vorliegen desselben
TCR und MHC mit jedoch jeweils vollig unterschiedlichem Peptid. Andererseits zei-
gen APL-Studien (engl. altered peptide ligands), bei denen alle Parameter identisch
beibehalten werden bis auf den Austausch einzelner Aminosduren des Peptids, dass
trotz dieser minimalen Verdnderung ein TCR-Agonist zum Antagonisten werden
kann [25]. Die Kiristallstrukturanalysen zeigen zusitzlich minimale lokale Konfor-
mationsverdnderungen an den CDR beim Einsatz unterschiedlicher Peptide. Dieser
sogenannte “induced fit” scheint keine globale Konformationsinderung zur Folge zu
haben. Insbesondere korrelieren das Vorliegen dieser Konformationsverdnderungen
und ihr Ausmal nicht mit dem Ergebnis der intrazelluldren Signalprozesse [26]. Die
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Auslosung effektiver Signalprozesse scheint somit nicht primér Struktur-abhéngig
zu sein, sondern vielmehr von dynamischen Parametern wie Interaktionsdauer und
-stirke des TCR-pMHC-Komplexes.

1.1.2.4 Der TCR-Komplex

Durch die Interaktion von TCR und pMHC-Komplex wird noch keine T-Zell-
Aktivierung ausgelost. Effektive intrazelluldre Signalprozesse, die die Bildung der
immunologischen Synapse, Zellproliferation und zytotoxische Effektorfunktionen
zur Folge haben, bediirfen weiterer Molekiile [20]. Nachfolgend werden die Bedeu-
tung des CD3-Signalmoduls und des Korezeptors CDS8 erléutert.

Das CD3-Signalmodul. Der TCR besitzt selbst keine Signaldoménen. Thm ange-
lagert ist das CD3-Signalmodul, das nach Interaktion des TCR mit einem pMHC-
Komplex eine Signalkaskade initiiert. CD3 wird fast ausschlielich von T-Zellen
exprimiert. Es setzt sich aus Molekiilen der Immunglobulinfamilie, nimlich den
Ketten CD3y, CD34, und zwei CD3e-Ketten, sowie zwei zusitzlichen {-Ketten, die
nicht kovalent miteinander verbunden sind, zusammen. Uber ihre negativ gelade-
nen Transmembranregionen binden die einzelnen Ketten an die positiv geladenen
Transmembranregionen der TCR-Ketten und bilden gemeinsam mit dem TCR den
TCR-Komplex, wie in Abb. 1.4 dargestellt [20, 27]. Die intrazelluldren Anteile
der CD3-Molekiile enthalten sogenannte ITAMs (engl. immunoreceptor tyrosine-
based activation motifs), die fiir die intrazelluldre Signaltransduktion verantwortlich
sind. Eine Konformationsdnderung in der CD3e-Kette mit Rekrutierung des Ad-
apterproteins Lck scheint der initial auslosende Schritt zu sein fiir nachfolgende
Ereignisse wie die Organisation der immunologischen Synapse und die Rekrutierung
von Tyrosinkinasen und weiteren Adapterproteinen, die verschiedene Signalkaskaden
in Gang setzen [28]. Auch wihrend der T-Zell-Reifung spielt CD3 eine wichtige
Rolle im Rahmen der Entwicklung der TCR und ihrer stabilen Expression auf der
Zelloberflache [29].

Der CD8-Korezeptor. Der CD8-Korezeptor, ein Transmembran-Glykoprotein,
stabilisiert und verstiarkt die TCR-pMHC-Interaktion [30]. Er liegt als das Ho-
modimer CD8aa und als das Heterodimer CD8af vor [31]. Die Analysen von
Kristallstrukturen haben ergeben, dass CD8aa dhnlich wie ein Antikorper an die
a3-Domine des MHC I bindet [32]. Zum CD8a f-Heterodimer-TCR-Komplex
gelangen bisher keine Darstellungen der Kristallstruktur. Aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit der Immunglobulin-artigen Doménen wird vermutet, dass CDSaf3
auf vergleichbare Weise mit dem MHC interagiert wie CD8aa [33]. Allerdings
unterscheiden sich die beiden CD8-Unterformen deutlich beziiglich der Gewebe-
verteilung und in funktionalen Parametern [34]. CD8aa wird von verschiedenen
Zellpopulationen wie natiirlichen Killerzellen und dendritischen Zellen exprimiert,
CD8a 3 fast ausschlieBlich auf der Oberfliche von a8 TCR* T-Zellen, und scheint
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Zielzelle

ITAM

Abbildung 1.4: Der pMHC-TCR-Komplex: Bei Antigenerkennung binden
TCR und CD8 ans pMHC. Die von CDS rekrutierte Lck phosphoryliert die
ITAMs der CD3-Signalketten, wodurch eine Vielzahl von Signalkaskaden in
Gang gesetzt wird (modifiziert nach [2])

somit der fiir die Untersuchung von T-Zellen bedeutsame Korezeptor zu sein. CD8a 8
fungiert in der frithen Phase der T-Zell-Aktivierung als Verstirker, indem er den
TCR raumlich in Membranregionen rekrutiert, die eine effektive Signaltransduktion
begiinstigen, indem er Signalmolekiile zur intrazellulidren Seite des TCR/CD3/(-
Komplexes rekrutiert, und indem er die TCR-pMHC-Interaktion stabilisiert [35].

1.2 T-Zell-Aviditat

Im vorangegangenen Kapitel wurden Aufbau und Funktionsweise von T-Zellen
auf zelluldrer und molekularer Ebene erldutert. Ziel einer T-Zell-Immunantwort ist,
ein Pathogen moglichst schnell und moglichst vollstindig zu eliminieren. Hierbei
spielen qualitative Faktoren der T-Zell-Funktionalitét, wie eine schnelle erfolgreiche
Detektion von Pathogenen, die wichtigste Rolle. Das nichste Kapitel beschiftigt sich
mit der T-Zell-Aviditit, einer Grofie, mit der die Qualitit von T-Zellen beschrieben
wird. Zunichst wird der Begriff ,,Aviditidt™ definiert. Es wird der Zusammenhang
von TCR-pMHC-Bindungsparametern und der T-Zell-Aktivierung untersucht und
der Frage nachgegangen, ob Aviditit und Protektivitit einer T-Zelle korrelieren.
Schlussendlich werden verschiedene Methoden zur Messung von Aviditit vorgestellt.
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1.2.1 Definition

Der Begriff T-Zell-Aviditét wird zur Beschreibung zweier unterschiedlicher T-Zell-
Eigenschaften verwendet.

1.2.1.1 Funktionelle Aviditat

Die funktionelle Aviditit beschreibt die Sensitivitit oder Effizienz, mit der eine
T-Zelle auf Antigen-Kontakt mit einer Aktivierung, Proliferation und Ausiibung
von Effektorfunktionen reagiert. Eine T-Zelle, die schon bei Kontakt mit geringen
Antigenmengen aktiviert wird, Zytokine produziert und Zielzellen lysiert, wird
als funktionell hoch-avide T-Zelle definiert. Solche Zellen hingegen, die erst bei
Kontakt mit groBeren Antigenmengen Effektorfunktionen zeigen, heillen niedrig-
avide [36, 37]. Ob eine T-Zelle funktionell hoch- oder niedrig-avide ist, hingt
von vielfiltigen Faktoren ab. Einerseits sind dies quantitative Faktoren, wie das
Expressionslevel von TCR, Korezeptoren und Adhisionsmolekiilen auf der Zell-
oberfliche. Ebenso spielen qualitative Faktoren eine Rolle. Hierzu gehoren die
Zusammensetzung der Korezeptoren, die optimale Positionierung der einzelnen
Elemente der immunologischen Synapse auf der Zellmembran durch Organisation
in lipid rafts, sowie die Qualitdt der TCR-pMHC-Interaktion und die Effizienz der
TCR-Signal-Kaskade [38, 39].

1.2.1.2 Strukturelle Aviditiit

Zusitzlich wird der Begrift Aviditidt zur Beschreibung der Bindungsstérke zwischen
den Komponenten des TCR- und des pMHC-Komplexes verwendet. Hier spricht
man von der strukturellen Aviditit einer T-Zelle. Sie wird bestimmt durch elektrosta-
tische Krifte, Wasserstoffbriickenbindungen, Van-der-Waals-Krifte und hydrophobe
Interaktionen zwischen Aminosduren in den Bindungsregionen. Bei der strukturellen
Aviditdt handelt es sich um eine Struktur-immanente Eigenschaft des TCR.

Im biochemischen Sinn beschreibt eine Aviditidt die Summe aus einzelnen Affini-
taten zwischen polyvalenten Molekiilen und ihren Liganden. Unter physiologischen
Bedingungen tragen zur TCR-pMHC-Bindung nicht nur TCR und pMHC-Komplex
bei, sondern auch die Bindung des CD8-Korezeptors an den pMHC-Komplex. Das
komplexe Bindungsgeschehen wird daher durch den Begriff Aviditit korrekter
beschrieben als durch den Begriff Affinitdt, wobei in der Literatur der Begriff
Affinitédt hdufig synonym zur strukturellen Aviditéit verwendet wird. Um in der Praxis
die strukturelle Aviditdt bestimmen zu konnen, wendet man zur Vereinfachung
die mathematische Beschreibung einer Affinitét an, die Dissoziationskonstante Kp,
die sich aus dem Massenwirkungsgesetz herleitet. Zugrunde liegt eine dynamische
Reaktion A + B — AB, bei der die Molekiile A und B zu einem Komplex AB
assoziieren, der wieder in die Einzelmolekiile dissoziiert. Befindet sich die Reaktion
im Gleichgewicht, das heit, wenn Hin- und Riickreaktion gleich schnell ablaufen,
dndern sich die Konzentrationen von Einzelmolekiilen und Komplexen nicht, und
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es gilt % = lfj?f = Kp. [A], [B], [AB] sind hierbei die Konzentrationen von A, B

und AB. kon und kofr sind die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziations- und
Dissoziationsreaktion. Vereinfacht lasst sich die strukturelle Aviditit so durch die
Bestimmung der Einzelkomponenten der Gleichung bestimmen [40].

1.2.2 TCR-pMHC Bindungsparameter und T-Zell-Aktivierung

TCR erkennen ihre Liganden, die pMHC-Molekiile, mit hoher Spezifitit. Als man
begann, Parameter der TCR-pMHC-Interaktion wie Kp, kon und kog zu messen,
erwartete man daher eine hohe Affinitit der Bindungspartner zueinander, wie man es
von Antigen-Antikorper-Interaktionen kannte. Unerwarteter Weise zeigte sich jedoch,
dass die Dissoziationskonstanten Kp von TCR-pMHC-Interaktionen extrem niedrig
sind und sich im mikromolaren Bereich zwischen 1 und 100 uM bewegen [41, 42].

Um die hohe Spezifitit der Liganden-Erkennung und eine T-Zell- Aktivierung
trotz einer solch niedrigen Affinitét zu erkldren, wurden APL-Studien durchgefiihrt.
Es wurden einzelne Aminosiduren der Peptide veridndert, alle anderen Parameter
unverindert beibehalten. T-Zell-Klone wurden mit den minimal unterschiedlichen
pMHC-Komplexen stimuliert und anschlieBend der T-Zell-Aktivierungsstatus anhand
intrazellulidrer Signalprozesse untersucht. Die T-Zellen reagierten extrem sensi-
bel auf die Verianderungen, sodass derselbe T-Zell-Klon durch manche pMHC-
Komplexe aktiviert wurde und durch andere nicht. Es zeigte sich dariiber hinaus,
dass eine T-Zell-Aktivierung kein reines Positiv- oder Negativ-Ereignis ist, das nur
Zellaktivierung oder keine Zellaktivierung kennt. Vielmehr war eine Graduation
des Aktivierungsstatus zu beobachten von einer fehlenden Aktivierung iiber eine
Teil- oder inkomplette Aktivierung bis hin zur einer vollen Aktivierung und sogar
einer Deaktivierung [25, 43]. Verschiedene theoretische Modelle versuchen das
vermeintliche Paradoxon von niedriger Affinitit versus hohe Spezifitit und die
unterschiedlichen T-Zell-Aktivierungszustinde zu erkldren.

Das TCR-Besetzungsmodell (,,occupancy modell*) postuliert, dass der Grad
biochemischer Aktivierungsprozesse in der T-Zelle eine Funktion der Anzahl durch
pMHC gebundener TCR auf der Zelloberfliche ist. Die Potenz eines Liganden
wird in diesem Modell bestimmt durch seine Konzentration und Affinitit (Kp) [44].
Gegen diese Hypothese sprechen die Ergebnisse von Valitutti et al. Die Gruppe
konnte zeigen, dass eine T-Zelle auch durch eine geringe Anzahl von Liganden
aktiviert werden kann, indem ein pMHC-Molekiil nacheinander an viele TCR bindet
(,,serial triggering*) [45].

Kinetische Modelle wie das der kinetischen Diskriminierung (,,kinetic discrimina-
tion*) postulieren, dass eine T-Zell-Aktivierung hauptsédchlich von der Dissoziations-
rate des Liganden vom TCR abhingt [46—48]. Die Induktion der T-Zell-Aktivierung
wird nicht direkt und komplett durch einen kurzzeitigen, voriibergehenden TCR-
pMHC-Kontakt ausgelost. Zwischen der spezifischen Bindung der Bindungspartner
und der T-Zell-Aktivierung liegt eine zeitliche Latenz. Wihrend der TCR-pMHC-
Interaktion werden auf der intrazelluldren Seite des TCR sequenziell Signalproteine
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rekrutiert, die sich zu einem Signalkomplex formieren. Erst durch den kompletten
Aufbau des Signalkomplexes wird eine vollstindige T-Zell-Aktivierung ausgelost.
Die T-Zelle wird also nur voll aktiviert, wenn die Interaktion zwischen TCR und
pMHC ausreichend lange dauert, um den Signalkomplex vollstindig aufzubauen. Die
zahlreichen notwendigen Intermediérschritte erkldren die hohe Spezifitit der Antigen-
Erkennung durch TCR. Die kinetischen Modelle erlauben auch eine Erkldrung fiir
das Vorliegen von partiellen Agonisten und Antagonisten [49]. Ist die Interaktion von
TCR und pMHC nur kurzandauernd, so kann der Signalkomplex nicht vollstandig
aufgebaut werden, und es kommt nur zu einer inkompletten T-Zell-Aktivierung oder
sogar zu negativen Signalprozessen.

Bindungsparameter der TCR-pMHC-Interaktion wie Affinitét (Kp) und Disso-
ziationsrate (kofr) stehen folglich mit Art und Ausmal} einer T-Zell-Aktivierung
in Zusammenhang. Affinitit und Dissoziationsrate konnten auflerdem nicht nur
mit intrazelluldren Signal- und Aktivierungsprozessen korreliert werden, sondern
auch mit biologischen Effektorfunktionen dieser T-Zellen, wie mit Interleukin-
Produktion und spezifischer Lyse von Zielzellen in vitro [50, 51]. Dies ist ein starker
Hinweis dafiir, dass die funktionelle Aviditit der T-Zellen von deren struktureller
Aviditit abhingt. Welcher der Bindungsparameter der fiir die T-Zellaktivierung
ausschlaggebende ist, konnte bisher jedoch noch nicht eindeutig geklirt werden.

1.2.3 Aviditiat und Protektivitit

Nachdem man Hinweise dafiir gefunden hatte, dass die strukturelle Aviditdt mit
der funktionellen Aviditét korreliert, interessierte noch mehr die Frage, ob auch
Aviditét und protektive Eigenschaften einer T-Zelle in Zusammenhang stehen und
die Aviditit einer T-Zelle Riickschliisse auf ihre Protektivitit zuldsst.

Verschiedene Arbeiten zeigten, dass funktionell hoch-avide T-Zellen bei Virus-
und Tumorerkrankungen bessere protektive Kapazititen besitzen als funktionell
niedrig-avide [36, 52]. Beispielsweise ist die Reduktion der Viruslast nach Transfer
funktionell hoch-avider T-Zellen signifikant hoher, als bei Transfer niedrig-avider
T-Zellen. Beide T-Zell-Gruppen einer Studie waren in der Lage, die infizierten
Zielzellen zu erkennen und zu lysieren. Die hoch-aviden T-Zellen zeigten jedoch
bessere Ergebnisse, selbst wenn die Zahl der transferierten niedrig-aviden Zellen
erhoht oder die Entwicklung iiber einen ldngeren Zeitraum beobachtet wurde [36].
Auch gegen Tumorzellen waren funktionell hoch-avide T-Zellen in vivo den niedrig-
aviden T-Zellen iiberlegen und erreichten einen signifikant deutlicheren Riickgang
der Tumormasse [52]. Es gibt also deutliche Hinweise fiir eine Korrelation von
funktioneller Aviditét und Protektivitit.

Derby et al. beschrieben zwei Mechanismen, die bei funktionell hoch-aviden
T-Zellen der Protektivitéit zugrunde liegen und zu einer verbesserten Reduktion und
Elimination der Viruslast beitragen [53]. Erstens erkennen hoch-avide T-Zellen Virus-
infizierte Zellen nach Infektion friither als niedrig-avide. Dies konnte dadurch erklért
werden, dass hoch-avide T-Zellen schon auf geringe prédsentierte Antigen-Mengen
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reagieren und nicht erst, wenn die Virusreplikation sich schon in einem fortgeschrit-
tenen Stadium befindet, viele Virus-spezifische Peptide priasentiert werden und eine
neue Generation von Virusreplikaten kurz vor der Freisetzung steht. Zweitens setzt
bei hoch-aviden CD8" T-Zellen die Lysefunktion schneller ein [54]. Auch niedrig-
avide T-Zellen lysieren infizierte Zellen, allerdings tritt diese Effektorfunktion im
Vergleich zu hoch-aviden T-Zellen verspitet ein [55]. Durch hoch-avide T-Zellen
wird eine Infektion effizient bekdmpft, ndmlich zu einem frithen Zeitpunkt, wenn
noch wenige Zellen infiziert sind, und radikal, sodass eine Ausdehnung der Infektion
im Idealfall schon in einem sehr frithen Stadium unterbunden wird. Weiterhin trigt
zu den protektiven Eigenschaften der funktionell hoch aviden T-Zellen bei, dass
sie eine komplette Proliferationsphase durchlaufen. Bei niedrig-aviden T-Zellen
kommt es zu einem frithzeitigen Abbruch der Proliferationsphase [56], wodurch
diese T-Zell-Populationen vorzeitig eliminiert werden. Durch die frithzeitige Kon-
traktion der niedrig-aviden Zellpopulationen und einer normalen Proliferation mit
Gedachtniszellbildung der hoch-aviden Populationen kommt es insgesamt wéhrend
einer Immunantwort zu einer Verschiebung des initial hoch diversen (naiven) T-Zell-
Repertoires hin zu hoch-aviden Klonen [57]. Diese gewihrleisten schnellen und
effektiven Schutz bei Reinfektionen.

Eine Moglichkeit, die hohere Effizienz der funktionell hoch-aviden T-Zellen
in Bezug auf Proliferation und Effektorfunktionen zu erkliren, sind die in Kapitel
1.2.2 genannten kinetischen Zell-Aktivierungsmodelle [46-48]. Man vermutet, dass
die TCR funktionell hoch-avider T-Zellen aufgrund langsamer Dissoziationsraten
eine vergleichsweise hohe Affinitét zu ihren Liganden haben. Dadurch werden die
hoch-aviden Zellen im Gegensatz zu niedrig-aviden voll aktiviert, proliferieren aus-
gedehnt und iiben ziigig Effektorfunktionen aus. Die Ergebnisse von T-Zell-Transfer-
Experimenten unterstiitzen diese Hypothese. Die funktionellen Eigenschaften von
T-Zellen scheinen zu einem groBen Teil durch die Qualitét ihres T-Zell-Rezeptors
bestimmt zu werden [58].

Vielfiltige Hinweise deuten somit darauf hin, dass die protektiven Eigenschaften
einer T-Zelle abhéngig sind von ihrer strukturellen und funktionellen Aviditét und
dass TCR-pMHC-Bindungsparameter wie Kp oder kof-rate Riickschliisse auf die
protektiven Eigenschaften eines T-Zell-Klons zulassen.

1.2.4 Verfahren zur Bestimmung von Aviditit

Zur Bestimmung von funktioneller und struktureller Aviditit stehen verschiedene
Methoden zur Verfiigung, die nachfolgend vorgestellt werden.

1.2.4.1 Messung funktioneller Aviditit

Zur Bestimmung der funktionellen Aviditiat werden T-Zellen in vitro mit Antigen-
prasentierenden Zellen stimuliert, die mit unterschiedlichen Antigen-Mengen bela-
den sind. Die Effektorfunktionen der stimulierten T-Zellen, wie Zytokinproduktion
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oder spezifische Lyse, werden gemessen [36]. Um die Ergebnisse vergleichbar
zu machen, wird die Peptidmenge berechnet, die notwendig ist, um 50% der re-
aktiven T-Zellen zu aktivieren und Zytokinproduktion oder Lyse zu induzieren.
Dieser Parameter wird ICso (Zytokinproduktion) bzw ECsq (Lyse) genannt. Die
verwendeten Methoden erlauben reproduzierbare Ergebnisse weltweit, haben aber
den entscheidenden Nachteil, dass es sich immer um gemittelte Messungen von
T-Zell-Gruppen handelt und Messungen auf Einzelzellebene nicht moglich sind.

Intrazellulire Zytokinfarbung. Zur Bestimmung der Zytokinproduktion von T-
Zellen gibt es mehrere Methoden. Exemplarisch soll hier eine der am haufigsten
angewendeten, die intrazelluldre Zytokinfarbung, erstmalig beschrieben durch Met-
calfe et al. [59], erldutert werden.

T-Zellen werden zunéchst fiir zwei Stunden stimuliert, meist durch Inkubation mit
APC, die mit unterschiedlichen Peptidmengen beladen sind. Durch die Interaktion
mit den APC wird die Zytokinproduktion von IFNy, TNFa oder IL-2 in den T-Zellen
induziert. Durch die Zugabe von Brefeldin A wird in den T-Zellen der Transport
der Zytokine vom Golgiapparat in das endoplasmatische Retikulum beeinflusst,
sodass es zu einer intrazelluldren Anreicherung der Zytokine kommt. Nach weiteren
drei Stunden werden die T-Zellen mit Fluoreszenz-markierten Antikérpern gegen
Oberflachenmarker gefirbt, dann fixiert und permeabilisiert. Die T-Zellen werden
anschliefend mit Fluoreszenz-markierten Antikdrpern gegen die intrazellulir ange-
reicherten Zytokine gefirbt und durchflusszytometrisch analysiert. Zur Bestimmung
der funktionellen Aviditét wird die zur Stimulation verwendete Peptidmenge mit der
Zytokinproduktion korreliert.

SlChromium release Assay. Der >!Chromium release Assay misst eine direkte
Effektorfunktion der T-Zellen, nimlich die Fihigkeit Zielzellen zu lysieren [60].
Die Zielzellen werden mit unterschiedlichen Peptidmengen beladen und mit dem y-
strahlenden Isotop %! Cr markiert. T-Zellen und Peptid-beladene Zielzellen werden in
einem definierten Verhiltnis fiir vier bis fiinf Stunden zusammen inkubiert. Werden
die Zielzellen lysiert, so wird >!Cr in den Uberstand freigesetzt. Die vom °'Cr
emittierte Strahlung wird von Detektoren gemessen und verhilt sich proportional
zur Zahl der lysierten Zielzellen. Indem man die Peptidmenge, mit der die Zielzellen
beladen wurden, mit der gemessenen Strahlung korreliert, erhélt man eine Messgrofle
fiir die funktionelle Aviditit der T-Zellen.

1.2.4.2 Messung struktureller Aviditiit

Biacore Assay. Das Biacore-System ermdglicht die Charakterisierung moleku-
larer Interaktionen von Proteinen im Hinblick auf Spezifitit, Bindungsstirke
oder kon- und kyg-rate. Zugrunde liegt die auf Lichtbrechung basierende
Oberflaichenplasmonenresonanz-Spektroskopie (engl. surface plasmon resonance,
SPR) [61, 62]. Das Biacore-System besteht aus drei Hauptkomponenten: auf einem
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Sensorchip wird einer der beiden Bindungspartner iiber eine Hydrogenmatrix
fixiert. Der andere Bindungspartner wird in Losung dariibergeleitet. Ein optisches
Detektorsystem registriert die Verdnderungen des SPR-Signals bei Interaktion der
Bindungspartner.

Da Molekiilinteraktionen mit hoher Sensitivitit registriert werden, eignet sich
das Biacore-System zur Untersuchung von TCR-pMHC-Interaktionen und ist hierfiir
die aktuelle Standardmethode [63]. Es erwies sich jedoch als ausgesprochen auf-
windig, da sowohl TCR als auch pMHC Molekiile rekombinant exprimiert werden
miissen. Insbesondere die Herstellung von gelosten TCR ist komplex und nicht
uniform fiir alle TCR moglich. AuBlerdem erlauben die durch Biacore erlangten
Ergebnisse ausschlieflich eine Aussage iiber die isolierte Interaktion von TCR und
pMHC. Wie in den Kapiteln 1.1.2.3 und 1.1.2.4 beschrieben, ist die TCR-pMHC-
Interaktion an der immunologischen Synapse ein unter physiologischen Bedingungen
hoch komplexes Geschehen, in dem Korezeptoren, die raumliche Anordnung der
Bindungskomponenten zueinander und auf der Zelloberfliche eine wichtige Rolle
spielen. Das Biacore-System erlaubt somit die Untersuchung der Affinitdt von
einzelnen TCR zu ihren Liganden, ist jedoch zur Bewertung der strukturellen Aviditit
eines TCR zu seinem Liganden unter physiologischen Bedingungen ungeeignet.

MHC-Multimer-basierte Methoden. Multimere Komplexe von pMHC-
Molekiilen, sogenannte MHC-Multimere, konnen im Gegensatz zu MHC-
Monomeren stabil an T-Zellen binden [64]. Zur Avidititsmessung werden
MHC-Multimere auf zwei Arten eingesetzt [65].

In der ersten Art von Experiment wird versucht, eine Korrelation zwischen
Aviditit und Firbeintensitit herzustellen [66], in der zweiten zwischen Aviditit und
Dissoziationskinetiken [57, 67].

Erstere ist einfach durchzufiihren und wenig storungsanfillig. Allerdings spre-
chen die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen dafiir, dass nicht notwendigerwei-
se eine Korrelation zwischen Firbeintensitit und Aviditét besteht [68, 69].

Versuche, die die Dissoziationskinetiken der MHC-Tetramere untersuchen, sind
ausgesprochen heterogen in der Versuchsgestaltung, was die Verwendung von
blockierenden Reagenzien angeht. Ohne Zugabe von blockierenden Molekiilen
binden die Multimere sehr stabil an T-Zellen und eine Dissoziation ist fast nicht
messbar. Durch Zugabe von blockierenden Reagenzien wird eine Dissoziation
in einem nahen Zeitrahmen begiinstigt, wobei man die Annahme zugrunde legt,
dass T-Zellen mit hoch-aviden TCR langsamere Dissoziationskinetiken zeigen, als
solche mit niedrig-aviden. Als blockierende Reagenzien werden unterschiedliche
Substanzen verwendet, wie anti-MHC-Antikorper, nicht Fluoreszenz-markierte
MHC-Multimere oder Fab-Fragmente. Die unterschiedlichen Reagenzien haben
unterschiedliche Eigenschaften, die eine Vergleichbarkeit der gewonnenen Da-
ten einschrianken [65]. Beispielsweise werden die durch die Multimere ohnehin
komplexen Dissoziationskinetiken iiber Crosslinking der Multimere durch manche
blockierenden Reagenzien verkompliziert. Auch schwer beeinflussbare, T-Zell-
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abhédngige Faktoren wie das Expressionslevel der TCR oder die Verteilung der
TCR auf der Zelloberfliche erschweren eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und
damit eine Standardisierung der Methode [37, 70].

Im Gegensatz zum Biacore Assay hat die MHC-Multimer-Methode den Vorteil,
dass die Messungen an lebenden T-Zellen, also unter weitgehend physiologischen
Bedingungen, stattfinden konnen. Von Nachteil ist, dass nicht einzelne pMHC-TCR-
Interaktionen untersucht werden konnen.

kote-rate Assay an murinen CD8" T-Zellen. Um akkuratere Dissoziationskineti-
ken messen zu konnen, entwickelte Robert Knall in seiner Doktorarbeit im Labor von
Professor Busch eine neue Methode an murinen T-Zellen. Der kqg-rate Assay nutzt
reversible MHC-Multimere, sogenannte Streptamere, um Dissoziationskinetiken
monomerer pMHC Molekiile von TCR an lebenden T-Zellen zu messen [71].

Streptamere bestehen aus pMHC-Molekiilen, deren Transmembranregion durch
einen GS-Linker mit nachfolgender Streptag III Sequenz ersetzt wurde, wie in
Abb. 1.5 A dargestellt. Das Tyrosin an Position 67 im f2-Mikroglobulin wurde
durch ein Cystein ersetzt. Dies ermdglicht die Konjugation des Fluoreszenzfarbstoffs
Alexa488-Maleimid an die SH-Gruppe des Cystein. Die Alexa488- fluoreszenzmar-
kierten pMHC-Molekiile werden iiber ein Streptactin-Riickgrat, das wiederum selbst
mit PE (Phycoerythrin) fluoreszenzmarkiert ist, multimerisiert.

Diese zweifach fluoreszenzmarkierten Streptamere binden stabil an T-Zellen.
Unter dem Fluoreszenzmikroskop kann sowohl die PE- als auch die Alexa488-
Firbung detektiert werden. Wie in Abb. 1.5 B dargestellt, fiihrt die Zugabe von
d-Biotin zur Ablésung des Streptactin von den pMHC-Molekiilen, da Biotin eine
hohere Affinitdt zu Streptactin besitzt als die Streptag III Sequenz. Die pMHC-
Molekiile werden durch die Ablosung des Streptactin-Riickgrats monomerisiert,
konnen nicht mehr stabil an die TCR binden und diffundieren von der T-Zelle
ab. Mittels Echtzeitaufnahmen wird die Abnahme der Fluoreszenzintensitdt am
Mikroskop gemessen.

Der Beurteilung der Aviditit liegt bei dieser neuen Methode die Annahme
zugrunde, dass die Dissoziationsgeschwindigkeit der monomeren pMHC-Molekiile
von der T-Zelle mit der Bindungsstiarke von TCR und pMHC korreliert. Es wird
angenommen, dass die pMHC-Molekiile umso langsamer abdiffundieren, je hher
die Bindungsstirke ist. Zur Auswertung wird ein annihernd exponentieller Abfall der
Fluoreszenzintensitidt angenommen nach der Formel N = Nyexp [—kogrf]. N ist die
Fluoreszenzintensitit, auf die die Ausgangsintensitit Ny nach der Zeit ¢ abgefallen
ist. kogr 1st die Geschwindigkeitskonstante der Abdiffusion. Aus dieser Formel ergibt
sich die Halbwertszeit #;/» = In2/ kg, die mit einer eigens entwickelten Software
berechnet wird. Die Halbwertszeit verhilt sich direkt proportional zur Bindungsstirke
von TCR und pMHC-Komplex: je groer die Bindungsstirke, desto hoher die Halb-
wertszeit. Diese neue Methode erlaubt erstmalig, Dissoziationskinetiken monomerer
TCR-pMHC-Interaktionen unter physiologischen Bedingungen zu quantifizieren.
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A) Dem pMHC-Molekil wurde zur Strepta-
merherstellung anstatt der Transmembranre-
gion eine Streptag Ill-

Sequenz hinzugefligt, bestehend aus zwei
Streptag ll-Sequenzen, die durch einen
GS-Linker verbunden sind. Uber sie kann das
pMHC-Molekdil reversibel an Streptactin
binden. Die Aminosaure Tyrosin an Position
67 des B,m wurde durch ein Cystein ersetzt,
an das das Fluophor Alexa488-Maleimid
konjugiert wurde.
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B) Mehrere pMHC-Streptaglll-Fusionsmolekiile binden an ein Streptactin-Rickgrat, das mit
PE fluoreszenzmarkiert ist. Diese pMHC-Multimere, genannt Streptamere, binden stabil
{iber TCR an CD8 ™" T-Zellen. Durch Biotinzugabe I6st sich das Streptactin-Riickgrat. Die
monomerisierten pMHC-Molekdle diffundieren je nach Bindungsstéarke zum TCR ab.
Fluoreszenzmikroskopisch wird die Dissoziation sowohl der fluoreszenzmarkierten
Streptactine, als auch der pMHC-Molekdile aufgezeichnet.

Abbildung 1.5: Prinzip des ky-rate-Assays im murinen Modell.
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1.3 T-Zell-Therapie

Wie in den vorangegangenen Kapiteln geschildert, sind zytotoxische T-Zellen ein
zentrales Element des Immunsystems. Sie erfiillen vor allem bei der Bekdmpfung
von viralen Infektionen und Tumorerkrankungen wichtige Funktionen. Daher ist
es ein groBes Ziel aktueller medizinischer Forschung, sich die Eigenschaften der
zytotoxischen T-Zellen fiir therapeutische Zwecke zu Nutze zu machen. Das folgende
Kapitel bietet eine Einleitung in die Entstehung der T-Zell-Therapie, die aktuellen
Formen und Anwendungsfelder, sowie die Probleme und Limitierungen von T-Zell-
Therapien.

1.3.1 Die Urspriinge

Die Anfinge der T-Zell-Therapie reichen zuriick in die 50er Jahre des vergangenen
Jahrhunderts. Damals hatten amerikanische Wissenschaftler Mduse mit einer todli-
chen Dosis Radioaktivitét bestrahlt. Die Miuse, die unbehandelt an der Zerstdrung
ihres Knochenmarks gestorben wiren, iiberlebten, wenn sie gesundes Knochenmark
einer Spendermaus iibertragen bekamen [72].

Es folgten Versuche am Menschen mit dem Ziel, durch Bestrahlung und an-
schlieende Knochenmarktransplantation eine kurative Therapie fiir Leukdmien zu
entwickeln. Bei allogenen Knochenmarktransplantationen mit einem dem Empfianger
genetisch nicht identen Spender fielen zwei Phinomene auf. Georges Mathé, ein
franzosischer Mediziner, beschrieb als erster die Graft-versus-Host-Disease, die er
damals “secondary syndrome” nannte, sowie den Graft-versus-Leukemia-Effekt,
damals “antileukemic effect” genannt [73, 74]. Beiden liegt eine zytotoxische
Reaktion nach allogener Knochenmark- oder Blutstammzelltransplantation zugrunde,
die durch im Transplantat enthaltene T-Zellen des Spenders gegen Alloantigene des
Empfingers ausgelost wird. Diese Reaktion wirkt sich negativ als Graft-versus-Host-
Disease aus, wenn Spender-T-Zellen gesundes Gewebe des Empfingers angreifen,
wodurch es zu Hautausschldgen, Leberversagen und Kolitiden kommt. Ein positiv-
protektiver Effekt, der Graft-versus-Leukemia-Effekt, entsteht, wenn die Spender-
T-Zellen die Leukidmiezellen des Empfiangers erkennen und eliminieren. Seit Mitte
der 60er Jahre prigte Georges Mathé im Zusammenhang mit dem Graft-versus-
Leukemia-Effekt den Begriff der “adoptive immunotherapy” [75]. Bis heute ist
der Graft-versus-Leukemia-Effekt im Rahmen einer Stammzelltransplantation bei
Leukédmien die etablierteste Form einer adoptiven T-Zell-Therapie.

1.3.2 Anwendungsfelder

Die adoptive T-Zell-Therapie ist heute definiert als die Behandlung oder Privention
einer Erkrankung durch Gabe von spezifischen T-Zellen [76]. Verschiedene Arbeits-
gruppen versuchen seit den spéten 80er und frithen 90er Jahren analog zum Graft-
versus-Leukemia-Effekt gezielte T-Zell-Therapien bei verschiedenen Erkrankungen

27



1 Einleitung

zu entwickeln, wobei sich die Arbeiten auf der Grundlage der T-Zell-Physiologie auf
zwei grofle Bereiche konzentrieren: die antivirale Therapie und die Tumortherapie.

Das Anwendungsfeld der Viruserkrankungen eréffnete sich primér im Rahmen
der Knochenmarktransplantationen. Um die zugrundeliegende maligne Erkrankung
in Remission zu bringen, erhalten die Patienten in der Konditionierungsphase
vor der Transplantation eine myeloablative Chemo- und/oder Radiotherapie. Es
kommt zu einer iiber Wochen und Monate anhaltenden Aplasie, einer Reduktion der
Leukozyten, wihrend der die Patienten in besonderem Maf3e durch akute und durch
die Reaktivierung latenter Infektionen gefihrdet sind.

Eine wichtige Rolle spielt die Reaktivierung latenter Cytomegalievirus-(CMV)-
Infektionen. Nach der meist unbemerkten Erstinfektion verbleibt das Virus le-
benslang im Korper, ebenso wie eine relativ grole Population CM V-spezifischer
CD8* zytotoxischer T-Zellen, die im Falle einer Reaktivierung schiitzt. CMV-
Reaktivierungen bei immundefizienten Individuen sind trotz antiviraler Medikation
mit hoher Morbiditit und Mortalitdt verbunden. Da man seit Anfang der 80er Jahre
die Bedeutung der CD8* zytotoxischen T-Zellen bei der Kontrolle einer CM V-
Infektion erkannt hatte, wurden immunsupprimierten Patienten mit gutem Ergebnis
CMV-spezifische T-Zellen substituiert, die aus dem peripheren Blut des jeweiligen
Knochenmark- oder Stammzellspenders gewonnen worden waren. Bei minimaler
Toxizitdt waren die transfundierten Zellen iiber lingere Zeit nachweisbar, zeigten
Effektorfunktionen und beherrschten die Infektion [77]. Seither befassten sich eine
Vielzahl von Arbeitsgruppen mit der Entwicklung von Therapieansidtzen gegen
CM V-Infektionen [78].

Ausgesprochen effektiv gelang die Anwendung einer adoptiven T-Zell-Therapie
zur Privention und Therapie des Epstein-Barr-Virus-assoziierten lymphoproliferati-
ven Syndroms (EBV-LPD). Das Epstein-Barr-Virus kann B-Lymphozyten persistent
infizieren. Insbesondere bei Individuen mit gestorter T-Zell-Immunitédt kann es zu
einer unkontrollierten EBV-Replikation kommen, die mit dem Auftreten einer poly-
klonalen Proliferation der B-Zellen bis zur Entstehung eines lymphoproliferativen
Syndroms in der Folge korreliert. Rooney et al. isolierten als erste polyklonale EB V-
spezifische T-Zellen aus dem Blut der jeweiligen Stammzellspender und infundierten
diese den EBV-LPD gefihrdeten Patienten [79]. Die Menge der EBV-DNA sank
und die Patienten entwickelten keine EBV-LPD. Bei einigen Patienten gelang es, ein
manifestes lymphoblastisches Lymphom durch T-Zell-Transfer zu heilen [80].

Fiir andere opportunistische Infektionen, wie zum Beispiel Adenovirus-
Infektionen, liegen noch wenige Ergebnisse vor. Feuchtinger et al. gelang es,
spezifische CD8* und CD4" T-Zellen aus dem Blut der Stammzellspender
zu isolieren und diese nach kurzer Antigenstimulation den Empfingern zu
infundieren [81]. Wurde eine in vivo Expansion der Zellen beobachtet, so korrelierte
diese mit einer Reduktion der Viruslast oder sogar mit einem Absinken der Viruslast
unter die Nachweisgrenze.

Versuche, T-Zell-Therapieansitze bei chronisch-persistenten Virusinfektionen
wie zum Beispiel Hepatitis B und C und HIV anzuwenden, erbrachten nur Teilerfolge.
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Hier konnte jeweils nur ein voriibergehendes Ansprechen erreicht werden, im Falle
der HIV-spezifischen T-Zellen in Form eines Riickgangs der im Blut nachweisbaren
HIV-infizierten CD4" T-Zellen [82].

Auch zur Behandlung solider Tumoren bei immunkompetenten Patienten exis-
tieren Therapieansitze. Rosenberg gelang es seit 1986 zunéchst bei Miusen, dann
bei Melanompatienten, tumorspezifische T-Zellen in Form von tumorinfiltrierenden
Lymphozyten zu gewinnen, in Kultur anzureichern und in die Patienten zuriickzu-
transferieren [83, 84]. Ein objektives Ansprechen auf die Therapie wurde beobachtet,
allerdings nur bei einem Teil der Patienten und nur voriibergehend. Weitere Versuche
erstrecken sich auf andere maligne Tumorarten. Jedoch existieren nach unserem
Wissen trotz langjidhriger Forschung bis heute keine kurativen T-Zell-Therapien bei
soliden Tumoren.

1.3.3 T-Zell-Therapie: ein Name — viele Therapieprodukte

Der Begriff T-Zell-Therapie steht fiir eine Vielzahl duBerst heterogener Therapie-
produkte und -schemata im Rahmen von klinischen Studien. Auf die wichtigsten
Faktoren, die bei der Gestaltung effektiver T-Zell-Therapien von Bedeutung sind,
soll im Folgenden eingegangen werden.

1.3.3.1 Zellauswahl

An erster Stelle steht die Gewinnung Therapie-geeigneter T-Zellen. Die ideale
Therapiezelle lasst sich in ausreichenden Mengen gewinnen, richtet sich gegen
das zu bekdmpfende Pathogen und eliminiert es, bietet langanhaltenden Schutz und
hat keine Nebenwirkungen.

Allen bestehenden Therapieansitzen ist gemein, dass Pathogen- oder Tumor-
spezifische T-Zellen transfundiert werden. Die Zusammensetzung der selektierten
T-Zellen ist jedoch in Abhingigkeit von der Grunderkrankung und der Methode der
Zellgewinnung ausgesprochen heterogen.

Es werden fremde Spenderzellen, wie bei CM V-Reaktivierungen nach Knochen-
marktransplantationen, im Gegensatz zu eigenen Zellen, wie Tumor-infiltrierende
Lymphozyten, transfundiert.

Im Hinblick auf die Zellgewinnung steht komplexen T-Zell-Kulturansitzen eine
direkte Gewinnung spezifischer T-Zellen gegeniiber. Zellkulturen sind oft notwendig,
um ausreichende T-Zell-Zahlen zum Transfer zu generieren. Kulturen sind jedoch
sehr pflegeintensiv, und es dauert Wochen bis ausreichende Zellzahlen zur Verfiigung
stehen. Die gédngigsten Methoden der direkten Gewinnung Antigen-spezifischer
T-Zellen sind der Gamma-Catch und die Streptamer-Technologie. Beim Gamma-
Catch werden die Zellen nach kurzer in vitro Stimulation in Abhéngigkeit ihrer
Zytokinsekretion (meist IFN-y) gewonnen [85]. Mit reversiblen MHC-Multimeren,
den Streptameren, konnen Epitop-spezifische Zellen direkt ex vivo gewonnen wer-
den [86].
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Die gewonnenen Zellen konnen CD4*, CD8* T-Zellen oder beide Fraktionen
enthalten [87, 88]. Zellkulturen kénnen mono- oder polyklonale Kulturlinien enthal-
ten.

Weitere wichtige Auswahlkriterien werden noch definiert und werden in der
Zukunft bei der Zellauswahl mit beriicksichtigt werden. Beispielsweise wurde er-
kannt, dass die Fihigkeit einer T-Zelle zur Persistenz ihre protektiven Eigenschaften
mafgeblich mitbestimmt. Die Fihigkeit zur Persistenz hingt unter anderem von
der Plastizitit einer T-Zelle ab, die sich durch den Differenzierungsgrad bestim-
men lédsst. Verschiedene Studien postulieren, dass nur aus naiven T-Zellen oder
zentralen Gedichtniszellen Effektorzellen und gleichzeitig langlebige Gedéchtnis-T-
Zellen entstehen, die in der Lage sind, im Verlauf wieder Gedéchtniszell-Phinotyp
anzunehmen, zu persistieren und bei erneutem Antigenkontakt Schutz zu bieten [89-
91]. Gattinoni et al identifizierten einen weiteren Gedachtnis-T-Zell Subtyp, der
Stammzell-dhnliche Eigenschaften besitzt und nach adoptivem T-Zell-Transfer in
Mausen anti-Tumor Reaktivitit zeigt [92].

1.3.3.2 Genetische Zellmodifikationen

Wie im Kapitel 1.3.3.1 geschildert, ist die Gewinnung von Therapie-geeigneten
T-Zellen ein aufwindiger und komplizierter Prozess. Die neuesten Entwicklungen
setzen darauf ,,Designer-T-Zellen* mit den gewiinschten Eigenschaften selbst herzu-
stellen.

TCR-Transfer. Die Sequenzen von TCR, die die gewiinschten pMHC-Komplexe
erkennen, wurden analysiert und iiber retro- oder lentivirale Vektoren in beliebige
T-Zellen transferiert [88, 93]. Ein TCR-Transfer gelang fiir verschiedenste Antigene.
Klinische Anwendung fand dieser Ansatz erstmalig 2006, als Morgan et al. Patienten
mit metastasiertem malignem Melanom genetisch modifizierte MART-1- spezifische
T-Zellen verabreichten. Die Zellen waren zum Teil nach einem Jahr noch nachweisbar
und fiithrten zu einer objektiven Reduktion der Metastasen [94]. Beim TCR-Transfer
besteht jedoch ein spezielles Risiko. Fusionieren nicht wie gewiinscht a- und g-
Kette des transduzierten TCR, sondern eine Kette des transduzierten TCR mit
einer Kette des urspriinglich vorhandenen TCR, so hat der neue hybride TCR
eine unbekannte Spezifitit, mit moglicher autoreaktiver Wirkung [95]. Es wurden
verschiedene Methoden entwickelt um die Bildung hybrider TCR zu verhindern,
darunter beispielsweise die Einfiihrung einer zusitzlichen Disulfidbriicke in die
a- und S-Ketten der TCR [96], die Entwicklung hybrider TCR bestehend aus
humanen variablen und murinen konstanten Regionen [97], oder die Unterdriickung
der Expression der endogenen TCR durch Einbringen von Vektoren, die siRNA
kodieren [98].

Chimiire Antigenrezeptoren (CAR). Es folgte die Entwicklung und Transduk-
tion chimidrer Antigenrezeptoren. Diese bestehen aus einem Fc (scFv) Molekiil,
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einer Verbindung der variablen Regionen der leichten und schweren Kette eines
monoklonalen Antikorpers gekoppelt mit den Hinge-, Transmembran- und mehreren
fusionierten zytoplasmatischen Signaldoménen, z.B. von CD3(, der Fc Rezeptorkette
oder CD28. CAR erkennen Oberflichenantigene direkt und sind in ihrer Spezi-
fitdt unabhéngig von Antigen-Prozessierung und MHC-Restriktion der Antigen-
Prisentation [99, 100].

Resistenz gegen duBere Einflussfaktoren. Weitere Formen der genetischen Mo-
difikation beinhalten die Transduktion von Molekiilen, die die T-Zellen resistent
machen gegen Apoptose induzierende Einfliisse [101, 102] oder gegen das immun-
suppressive Tumor-Mikromilieu [103].

Suizid-Gene. Dariiber hinaus werden genetische Modifikationen genutzt, um
die Therapiesicherheit zu erhéhen. Toxizitdt durch autoimmune Reaktionen der
Therapiezellen kann tédlich enden. Durch die Transduktion sogenannter Suizid-Gene
konnen die T-Zellen nach adoptivem Transfer gezielt eliminiert werden. Beispiele
sind die induzierbare humane Caspase 9 [104], oder das humane FAS-Gen [105],
durch deren Aktivierung Apoptose induziert wird.

1.3.3.3 Beeinflussung der T-Zell-Funktionalitit durch Stimulation

Um groBere Zellmengen zu generieren bzw. um die Persistenz der transfundierten
Zellen zu verbessern, konnen die Therapiezellen sowohl vor als auch nach Transfer
stimuliert werden, zum Beispiel mit Zytokinen wie IL-2, IL-7, IL-15 und IL-21 [106].
Eine andere Stimulationsmoglichkeit ist die Vakzinierung des Patienten mit Peptid-,
Virus- oder Antigen-présentierenden Zellen [107, 108].

1.3.3.4 Beeinflussung exogener Faktoren

Es zeigte sich, dass nicht nur die Therapiezellen selbst optimal ausgewéhlt und
vorbereitet sein miissen fiir ein gutes Therapieergebnis. Auch das Milieu, in dem die
transfundierten T-Zellen ihre Wirkung entfalten sollen, kann vorbereitet und positiv
beeinflusst werden.

Bei Melanompatienten zeigten sich bessere Therapieresultate im Sinne einer
verlidngerten Persistenz der transfundierten T-Zellen, wenn die Patienten vor dem
T-Zell Transfer mit einer nicht-myeloablativen Chemotherapie oder einer Ganz-
korperbestahlung behandelt worden waren [109]. Der Tumor wird geschwicht,
aufgrund der resultierenden Leukopenie erfahren die transferierten Zellen weniger
Konkurrenz um Zytokine und Kompartimente und nicht zuletzt induzieren Radio-
und Chemotherapien ein inflammatorisches Milieu, das einen stimulierenden Effekt
auf T-Zellen hat.

Das immunsupprimierende Tumor-Mikromilieu hemmt zytotoxische T-Zell-
Effektorfunktionen vor allem durch regulatorische CD4* T-Zellen (Treg). Daher
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wurden Antikorper gegen die Oberflichenmarker CTLA-4 und PD1 bzw. gegen inhi-
bitorische Zytokine wie TGF-f entwickelt, durch die T;.; gehemmt werden [110].

1.3.3.5 Erfolge und Limitierungen

Trotz vielféltiger Entwicklungen bestehen weiterhin ungeldste Probleme. Zwei
bedeutsame sollen nachfolgend kurz genannt werden.

Escape-Mechanismen und Toleranz-Entwicklung. FEin fiihrendes Problem sind
Escape-Mechanismen der Pathogene und Tumorzellen, sowie die Toleranzentwick-
lung. Die besten und nachhaltigsten Ergebnisse werden bisher im Rahmen von akuten
Infektionen erzielt. Persistiert das Antigen jedoch wie bei Tumorerkrankungen oder
chronischen Infektionen, treten Escape- und Toleranzmechanismen in Kraft, die eine
langfristige effektive Therapie verhindern. Insbesondere die Tumortherapie steht
hier vor einer besonderen Herausforderung, der Erforschung und Bekdmpfung des
immunsuppressiven Tumor-Mikromilieus.

Kotherapien. Auch die Vertriglichkeit mit Kotherapien ist optimierungsbediirftig.
Beispielsweise fiel im Rahmen von CM V-spezifischen T-Zell-Therapien auf, dass
die Effektorfunktionen der transfundierten T-Zellen mafB3geblich eingeschrinkt sind,
wenn der Empfinger aufgrund einer Graft-versus-Host-Disease hohe Glukokorti-
koiddosen benétigt. Glukokortikoide beeintrichtigen TCR-Signaltransduktion, die
Zytokinproduktion und induzieren Apoptose [111].

T-Zell-Therapien gestalten sich zusammengefasst gesagt hoch komplex und miis-
sen je nach zugrunde liegender Erkrankung unterschiedliche Anforderungen er-
fiillen. Die Identifikation eines einfach zu bestimmenden Parameters, der T-Zell-
Populationen als potente Therapiezellen identifiziert und eine ziigige Gewinnung
ausreichender Zellmengen moglich macht, ist eine groe Herausforderung im Rah-
men der T-Zell-Therapieforschung. Diese Doktorarbeit leistet einen Beitrag, um
diesem Ziel ndher zu kommen.

1.4 Ziel dieser Doktorarbeit

CD8" T-Zellen spielen eine bedeutende Rolle bei der Abwehr von viralen Infek-
tionen und Tumorerkrankungen. Sie erkennen mit ihrem T-Zell-Rezeptor (TCR)
Peptidsequenzen, die auf den Zelloberflichen der Zielzellen durch MHC I-Molekiile
priasentiert werden. Verschiedene Untersuchungen legen nahe, dass eine Korrela-
tion zwischen der Bindungsstirke der TCR zu ihren Liganden, der sogenannten
strukturellen Aviditit, den Effektorfunktionen der T-Zellen und ihren protektiven Ei-
genschaften besteht. Die Entwicklung einer Messgrofe fiir die strukturelle Aviditit ist
daher von groBBtem Interesse. Die bisher zur Verfiigung stehenden Messmethoden der
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strukturellen Aviditit erlauben aus verschiedenen Griinden keine zufriedenstellenden
Messungen, insbesondere da die Beobachtung der Interaktion der Bindungspartner
nicht unter physiologischen Bedingungen stattfindet.

Daher war in unserem Labor am murinen Modell eine neue Methode unter
Einsatz der Streptamer-Technologie entwickelt worden. Die Streptamere, iiber
ein Streptactin-Riickgrat reversibel multimerisierte pMHC-Molekiile, konnen
im Gegensatz zu monomeren pMHC-Molekiilen stabil tiber die TCR an die
T-Zellen binden. Nach schlagartig induzierter Monomerisierung durch Ablosung des
Streptactin-Riickgrats diffundieren die fluoreszenzmarkierten pMHC-Molekiile von
der T-Zelloberfldche ab. Durch die Messung der Dissoziationskinetiken lassen sich
Halbwertszeiten berechnen, die die Bindungsstiarke der pMHC-TCR-Interaktion
widerspiegeln.

Ziel dieser Arbeit war, den im murinen Modell etablierten kqg-rate-Assay auf das
humane System zu iibertragen. Da sich tiberraschenderweise zeigte, dass eine zum
murinen System analoge Ubertragung nicht moglich war, wurde zunichst die Ursache
dafiir identifiziert. In einem zweiten Schritt wurde erfolgreich ein Losungsansatz
entwickelt, um den kyg-rate-Assay auf das humane System zu iibertragen.
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Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Reagenz Vertrieb
Alexa-488-Maleimid Molecular Probes, Leiden,
Niederlande
a-Methylmannopyranosid (a-MM) Calbiochem, Darmstadt,
Deutschland
Ammoniumchlorid (NH4Cl) Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Ampicillin Sigma, Taufkirchen Deutschland
BCA-Reagenzien Interchim, Montlucon, Frankreich
pB-Mercaptoethanol Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Biocoll Ficoll solution Biochrom, Berlin, Deutschland
BSA (bovines Serumalbumin) Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Carbenicillin Roth, Karlsruhe, Deutschland
Cytofix/ Cytoperm BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland
d-Biotin Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Dimethylformamid (DMF) Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Ethanol Klinikum rechts der Isar, Miinchen,
Deutschland
Ethidium Monazide Bromide Molecular Probes, Leiden,
(EMA) Niederlande

Fetales Kilberserum (FCS) Biochrom, Berlin, Deutschland
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Gentamicin
Glutathion (oxidiert)
Glutathion (reduziert)
Guanidin-HCI

HCI

HEPES

Humanes Serum

IPTG

L-Arginin

L-Glutamin

Leupeptin

Lysozym

NaOH

Natriumacetat

Natriumazid (NaN3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natrium-EDTA (Na-EDTA)
Penicillin

Pepstatin

pET3a Expressionsvektoren
Phosphatpuffersalzlosung (PBS)
Propidiumjodid (PI)

RPMI 1640

Streptomycin

Streptactin-PE
Tris-Hydrochlorid (Tris-HCI)
Trypanblaulosung

T-STIM Culture Supplement

2.1.2 Puffer und Medien

GibcoBRL, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
GibcoBRL, Karlsruhe, Deutschland
Eigenproduktion, Institut fiir
medizinische Mikrobiologie,
Immunologie und Hygiene,
Klinikum rechts der Isar, Miinchen,
Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
GibcoBRL, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Novagen, Darmstadt, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Molecular Probes, Invitrogen,
Grof3britannien

GibcoBRL, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
IBA, Gottingen, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Puffer Zusammensetzung
FACS Puffer 1x PBS
0,5% (w/v) BSA
pH 7,45
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RP10+ Zellkulturmedium

Ammoniumchlorid-Tris

Riickfaltungspuffer

Guanidin Losung

1x RPMI 1640

10% (w/v) FCS

0,025% (w/v) L-Glutamin
0,1% (w/v) HEPES
0,001% (w/v) Gentamicin
0,002% (w/v) Streptomycin
0,002% (w/v) Penicillin
0,17 M NH4Cl

0,17 M Tris-HC1

NH,4Cl : Tris-HCl= 9:1
100 mM Tris-HCI

400 mM L-Arginin

2 mM NaEDTA

0,5 mM ox. Glutathion

5 mM red. Glutathion

ad 1 L H»O, pH 8,0

3 M Guanidin-HCl

10 mM NaAcetat

10 mM NaEDTA

ad 100 ml H,O, pH 4,2

FPLC Puffer 20 mM Tris-HCI
50 mM NaCl
ad 1 L H»O, pH 8,0 oder pH 7,3
d-Biotin 10 M Bestandslosung 244,31 g
d-Biotin
ad 100 ml H,O; um das d-Biotin in
Losung zu bringen wurde der pH
auf ca. pH 11 erhoht und dann
wieder auf pH 7 abgesenkt
Gefriermedium (CFM) FCS
10% DMSO
2.1.3 Antikorper
Antikorper Klon Vertrieb
Fcblock (Ratte 2.4 G2 BD Bioscience , Heidelberg,
Anti-Maus CD16/CD) Deutschland
Ratte Anti-Maus CD3 145-2C11 BD Bioscience, Heidelberg,
APC Deutschland
Ratte Anti-Maus CT-CD8« Caltag Laboratories, Hamburg,
CD8aAlexa488 Deutschland
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Ratte Anti-Maus CT-CD8« Caltag Laboratories, Hamburg,
CD8aFITC Deutschland

Ratte Anti-Maus CT-CD8« Caltag Laboratories, Hamburg,
CD8aPE Deutschland

Maus Anti-Human CD3 UCHT1 Beckman Coulter, Marseille,
APC Frankreich

Maus Anti-Human CD3 UCHT1 Beckman Coulter, Marseille,
PE Frankreich

Maus Anti-Human CD8 B 9.11 Beckman Coulter, Marseille,
PB Frankreich

Maus Anti-Human CD8 DK25 Dako, Glostrup, Ddnemark
FITC

Maus Anti-Human CD8 DK?25 Dako, Glostrup, Danemark

PE

2.1.4 Peptide

Alle verwendeten Peptide wurden bei IBA, Gottingen, Deutschland erworben.

MelanA/MART-126_35 (EAAGIGILTV)
MelanA/MART- 156351, (ELAGIGILTV)
IE1199-207x (ELRRKMMYK)
OV3.257_264 (SHNFEKL)

SIY (SIYRYYGL)

2.1.5 MHC-Streptamere

HLA A2 Streptaglll/hfom-Cys67 Alexa488 / MelanA/MART-1,¢-35 Streptactin-PE
HLA A2 Streptaglll/hfom-Cys67 Alexa488 / MelanA/MART-1,6_35; Streptactin-PE
HLA B8 Streptaglll/hf,m-Cys67 Alexa488 / IE1199-207x Streptactin-PE

HLA B8 Streptaglll/[hfom-Cys67 Alexa488] / IE1,99-207x Streptactin-PE

HLA B8 Streptaglll/hf,m-Cys67 / IE1199_207x Streptactin-PE

HLA B8 StreptagIII/hﬁzm /1E1 199-207K Streptactin—PE

HLA B8 Streptaglll/mfB,m-Cys67 Alexa488 / IE1199_207x Streptactin-PE

HLA B8 Streptaglll Mutationl Alexa488 / hf,m / IE1199_297x Streptactin-PE

HLA B8 Streptaglll MutationlIl Alexa488 / hfB,m /1E199_207x Streptactin-PE
H2-k? StreptagIll/mB,m-Cys67 Alexad88 / Ovays7_64 Streptactin-PE

H2-k? Streptaglll/mB,m-Cys67 / Ovags7_s6s Streptactin-PE
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H2-k? StreptagIll/mpBom / Ovass7_o64 Streptactin-PE
H2-k? Streptaglll/hB,m-Cys67 Alexa488 / Ovags;_sg4 Streptactin-PE

2.1.6 Gele

SDS-PAGE Trenngel

SDS-PAGE Sammelgel

Agarose Gel

2.1.7 Ausstattung

Leica SP5

Zeiss temperierbarer Einsatz
Huber Minikiihler

Metalleinsatz fiir Kiithlungseinheit
Polycarbonatmembranen,

Porengrofe 5 um
Beilagscheiben

7 ml dH,O

4.38 ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8
5,8 ml 30% Acrylamid 1%
Bisacrylamid

170 ul 10% SDS

8,8 ul TEMED

170 pul 10% APS

6,2 ml dH,O

2,5 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8
1,2 ml 30% Acrylamid 1%
Bisacrylamid

100 pl 10% SDS

5 ul TEMED

100 pl 10% APS

0,45 g Agarose

40 ml TBE Puffer

1 pl Ethidiumbromid

Konfokales Mikroskop (Leica,
Bensheim, Deutschland)
Kiihlungseinheit (Zeiss, Jena,
Deutschland)

(Huber Kéltemaschinenbau,
Offenburg, Deutschland)
(Schlosserei Klinikum rechts der
Isar, Miinchen, Deutschland)
(Millipore, Bergisch-Gladbach,
Deutschland)

(Schneider + Klein, Landscheid,
Deutschland)
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FACSCalibur Durchflusszytometer BD Bioscience, Heidelberg,

Deutschland
FPLC System Amersham, Miinchen, Deutschland
Varifuge 3.0RS Zentrifuge Thermo, Schwerte, Deutschland
Multifuge 3S-R Zentrifuge Thermo, Schwerte, Deutschland
Biofuge fresco Tischzentrifuge Thermo, Schwerte, Deutschland
Biofuge 15 Tischzentrifuge Thermo, Schwerte, Deutschland
RC26 Plus Ultrazentrifuge Sorvall, Langenselbold,
Deutschland
HE33 Agarosegel GieBsystem Hoefer, San Francisco, USA
Mighty Small SE245 Hoefer, San Francisco, USA
GelgieBsystem
NanoDrop Spectrophotometer NanoDrop, Baltimore, USA
Gel Imaging System Biorad, Miinchen, Deutschland
2.1.8 Software
FlowlJo Treestar, Ashland, USA
Microsoft Office Microsoft, Redmond, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Streptamer-Herstellung

Streptamere bestehen aus fluoreszenzmarkierten pMHC-Molekiilen, die iiber ein
Streptactin-Riickgrat multimerisiert sind. Zur Herstellung miissen somit zunéchst
pMHC-Molekiile aus schwerer Kette, fom und Peptid riickgefaltet, dann fluorens-
zenzkonjugiert und im letzten Schritt multimerisiert werden.

2.2.1.1 Riickfaltung von MHC I-Molekiilen

Zur Riickfaltung wurden 200 ml Riickfaltungspuffer mit 100 ul Leupeptin, 100 ul
Pepstatin und 2 ml PMSF in einen Erlmeyerkolben gegeben. Um eine optimale
Ausbildung von Disulfidbriicken bei der Riickfaltung zu unterstiitzen, enthielt der
Riickfaltungspuffer ein Glutathion-Redoxsystem. Das gewiinschte Peptid wurde in
Faltungspuffer gelost und dem Ansatz in hoher Konzentration (60 pg/ml) zugegeben.
Je drei Aliquots von schwerer und leichter Kette wurden in 8 M Urea dissoziiert und
in 3 M Guanidinpuffer verdiinnt. Auf dem Magnetriihrer wurden dem Epitop-haltigen
Puffer unter standigem Riihren drei Proteininjektionen im Abstand von jeweils 8
Stunden hinzugefiigt, wobei zuniéchst bei niedriger Drehzahl tropfenweise das om,
dann bei hoher Drehzahl tropfenweise die schwere Kette hinzugegeben wurde. Der
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Ansatz wurde unter stindigem Riihren fiir 48 Stunden im Kiihlraum bei 10°C im
Dunkeln inkubiert und dann in 400 ml Behéltern bei 4000 rpm bei 4°C fiir 15 Minuten
abzentrifugiert. Im Anschluss erfolgte die Aufkonzentration des Uberstandes in zwei
Schritten, zunichst auf ca. 5 bis 10 ml iiber Amicon Konzentratoren iiber eine 10
kDa Membran (Millipore, Eschborn, Deutschland), im zweiten Schritt auf etwa 1
ml in 10 kDa Amicon Konzentrator Tubes (Millipore, Eschborn, Deutschland) bei
3000 rpm bei 4°C . Da der Durchlauf des ersten Konzentrationsschrittes noch eine
hohe Peptidkonzentration enthielt, wurde er fiir eine zweite Riickfaltung verwendet.
Am Folgetag erfolgte die Aufreinigung der riickgefalteten Molekiile iiber eine
FPLC-Anlage. Die gewiinschten Fraktionen wurden vom FPLC-Profil abgelesen
und gepoolt. Die weiteren Schritte unterschieden sich, je nachdem, ob die MHC-
Molekiile fluoreszenzmarkiert werden sollten oder nicht.

Nicht fluoreszenzmarkierte Molekiile wurden iiber 10 kDa Amicon Konzentrator
Tubes auf 250 ul aufkonzentriert, unter Zugabe von 4 ul NaAzid und den Proteaseinhi-
bitoren NaEDTA (2 pl, 1 mM), 0,5 pl Leupeptin und und 0,5 ul Pepstatin, in 4 ml PBS
verdiinnt, erneut aufkonzentriert und nach Bestimmung der Proteinkonzentration
durch einen Standard-BCA-Assay in 250 ul Aliquots bei -80°C gelagert.

2.2.1.2 Alexa-488-Konjugation

Zur Alexa-488-Konjugation wurde den Proben aus Kapitel 2.2.1.1 pro ml FPLC
Pool ebenfalls 1 pl NaAzid, 2 ul NaEDTA, 0,5 pl Leupeptin und 0,5 pl Pepstatin,
sowie zusitzlich 1 pl 100 mM DTT hinzugefiigt, um die Konjugationsstelle, die Sulf-
hydrylgruppe des Cystein, in reduzierter Form zu halten. Am Folgetag erfolgte ein
Pufferaustausch auf FPLC-Puffer mit pH 7,3, die Aufkonzentration auf 520 pl tiber
Amicon Spintubes und die Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Assay.
Die Proteine wurden mit dem aktivierten Fluophor Alexa-488-Maleimid in einem
molaren Verhiltnis von 1:10 fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert
und die Konjugation dann durch Zugabe von 1 ul 50 mM S-Mercaptoethanol gestoppt.
Die Aufreinigung zur Trennung von fluoreszenzmarkierten MHC-Molekiilen von
freiem Farbstoff erfolgte durch erneute Gelfiltration. Die gewiinschten Fraktionen
wurden gepoolt, und es erfolgte ein Pufferaustausch auf PBS pH 8,0. Nach Zugabe
von NaAzid, NaEDTA, Leupeptin und Pepstatin wurden die Proben wieder aufkon-
zentriert und das Peptid nach der Konzentrationsbestimmung mittels BCA-Assay
bei -80°C in 250 ul Aliquots gelagert.

2.2.1.3 Multimerisierung

Ein Streptameransatz zur Fiarbung von maximal 5x 10® Zellen setzt sich aus 1 pg
MHC I und 5 pg Streptactin-PE, aufgefiillt mit FACS-Puffer auf ein Gesamtvolumen
von 50 pl, zusammen. Die Reagenzien werden fiir mindestens eine Stunde auf Eis
im Dunkeln inkubiert.
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2.2.2 Einfiigen einer Konjugationsstelle in der schweren Kette
des MHC

Das Einbringen einer Konjugationsstelle fiir einen Fluoreszenzfarbstoff in der schwe-
ren Kette der MHC-Molekiile erfolgte durch Insertion eines Cystein am C-Terminus
in der Aminosiurekette. Die Sulthydrylgruppe des Cystein ermoglicht eine kovalente
Fluophor-Bindung durch eine Maleimidreaktion. Hierzu mussten zunéchst passende
Primer entworfen werden, um dann nach der Mutagenese-PCR der Vektoren die
neuen Proteine zu exprimieren.

2.2.2.1 Primerdesign

Primer wurden mit Hilfe der freien Software PrimerX von Bioinformatics.org
entworfen. Die DNA-Basenfolge der Aminosdure Cystein, sowie ggf. eine GS-
Linker-Sequenz wurde an den ausgewihlten Stellen eingefiigt. Um die Erfolgswahr-
scheinlichkeit zu erhohen, wihlten wir Primer mit einer Linge von mindestens
10 Basen vor und im Anschluss an die Mutationsstelle, um eine stabile Bindung
der Primer an die Template-DNA zu gewihrleisten, sowie Primer mit einer hohen
Schmelztemperatur und moglichst niedrigem GC-Gehalt. Nachfolgend sind die
jeweils zur Verwendung gekommenen Primer fiir die drei Mutationsstellen im HLA
B8 Streptaglll aufgefiihrt. Die Basen der neu inserierten Aminosduren sind fett
markiert und unterstrichen.

HLA B8 I vorwirts:

5> CTCCTCCgTCTggATgCTCCAgCgCTTggTCTCAC 3
HLA B8 I riickwarts:

5" gTgAgACCAAgCgCTggAgCATCCAgACggAgeAg 3
HLA B8 II vorwirts:

5" CggAggTggATCgTgCggAggTggATCgTg 3’
HLA B8 II riickwarts:

5> CACgATCCACCTCCgCACgATCCACCTCCg 3’
HLA B8 III vorwirts:

5" CCCgCAgTTCgAAAAAggAgegTTCCTgCTAATAAgCTTgATCCgg 3’
HLA B8 III riickwarts:

5" CCggATCAAgCTTATTAgCAggAACCTCCTTTTTCgAACTgCggg 3’

2.2.2.2 Mutagenese-PCR

Fiir die Mutagenese-PCR verwendeten wir das QuikChange Lightning Site-directed
Mutagenese Kit von Stratagene. Die Durchfiihrung erfolgte unter Verwendung der
Kit-Reagenzien und unter genauer Einhaltung der Gebrauchsanweisung. Der Ansatz
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setzte sich dementsprechend aus Plasmid-DNA, Primern, sowie den Reagenzien
des Kits inklusive freier Basen und Pfu Fusion DNA Polymerase zusammen. Die
Mutagenese erfolgte unter den unten angefiihrten Bedingungen.

Temperatur Zeit — #
1 initiale Denaturierung 95°C 1 Min. 30 Sek.
2 Denaturierung 95°C 45 Sek.
3 Annealing 55°C 1 Min.
4 Extension 68°C 5 Min. 30 Sek. 2 18
5 finale Extension 68°C 20 Min.
6 Pause 4°C

Im Anschluss wurden die nicht mutierten methylierten Ausgangsplasmide durch
Zugabe des fiir methylierte DNA spezifischen Restriktionsenzyms Dpnl zerstort.
Zum Nachweis von PCR-Produkten der korrekten Grofle wurden auf ein Agarose-
Gel 10 pul PCR-Probe mit 2ul 6x DNA loading dye, sowie eine 1 kB DNA ladder als
Marker aufgetragen.

2.2.2.3 Transformation und Plasmidpraparation

Die Transformation in DH5a-Bakterien erfolgte durch Hitzeschock. 10 ul der PCR-
Losung wurden mit 100ul DHSa-Bakterien fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert,
dann fiir 30 Sekunden bei 42°C ins Wasserbad gesetzt, erneut fiir 2 Minuten
auf Eis gekiihlt und nach Zugabe von 150 ul SOC-Medium 1 Stunde bei 37°C
inkubiert. Im Anschluss wurden Aliquots von 10, 50 und 2x 100ul auf Ampicillin-
haltigen Ndhrboden ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Selektion
der gewiinschten Vektoren wurde durch eine Ampicillinresistenz gewihrleistet.
Jeweils 6 ml LB-Medium mit 6 pul Ampicillin wurden mit jeweils einer Kolonie
der Transformation angeimpft und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. 1 ml-Aliquots
der Proben wurde jeweils 1 ml Glycerol hinzugefiigt und die Proben bei -20°C
eingefroren. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte nach Herstellerangaben mit
dem Plasmid Miniprep Kit. Nach der Isolation wurden die Proben mit 50 ul ddH20
verdiinnt und die DNA-Konzentration mit NanoDrop bestimmt. Die Sequenzierung
der mutierten DNA wurde von GATC Biotechnologies Ltd. durchgefiihrt.

2.2.2.4 Proteinexpression und Aufreinigung

Analog zur Transformation im Rahmen der Plasmidpriparation wurde nun 1 pl des
Plasmids in 10 pl des E. coli Expressionsstamms BL21 (DE3) transformiert.

Vor der Proteinexpression in grofleren Mengen erfolgte ein Test im kleinen
MaBstab (Miniexpression). Hierzu wurden Zellkulturflaschen mit 20 ml LB-Medium,
200 pl 40% Glukose und 20 ul Ampicillin mit vier bis fiinf Kolonien einer Agarplatte
angeimpft, bei 37°C bis zu einer optischen Dichte (OD600) von 0,3 geschiittelt und
dann zu diesem Zeitpunkt (Oh) 1 ml Glycerolproben gewonnen. Bei Erreichen einer
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optischen Dichte von 0,7 wurde eine Priexpressionsprobe gewonnen und dann durch
Zugabe von 1 pl IPTG pro ml Kultur die Expression induziert. Nach drei Stunden
Schiitteln bei 37°C wurde eine erneute Probe gewonnen. Zur Erfolgskontrolle wurden
die 0- und 3-Stunden-Proben zum Nachweis einer ausreichenden Proteinmenge der
richtigen GroBe mittels Gelelektrophorese analysiert. Hierzu wurden die Proben bei
9000 rpm fiir 3 Minuten abzentrifugiert, die Pellets in PBS gewaschen und in 100 pl
Wasser resuspendiert. 13 ul wurden mit 2x SB gemischt, und nach Aufkochen auf
96°C fiir 5 Minuten wurden 10 pl auf 15% SDS-PAGE-Gel aufgetragen.

Bei erfolgreicher Miniexpression wurde anschliefend ein groBer Expressions-
ansatz angesetzt. 1 ml Bakterienlosung aus 20 ul BL21 (DE3) Bakterien in 7 ml
LB-Medium wurde jeweils zu 1 L LB-Medium, 50 ml DMEM und 1 ml Carbenicillin
in 2 Liter fassende Kulturbehilter gegeben. Nach ca. 8 Stunden Schiitteln bei 180 rpm
und 37°C wurden auch hier bei Erreichen einer optischen Dichte von 0,7 zunéchst
Priexpressionsproben gewonnen. Dann wurde die Expression durch Zugabe von
jeweils 1 ml IPTG induziert. Nach drei Stunden wurden erneut Proben gewonnen, die
Ansitze in 500 ml fassende Zentrifugenflaschen abgefiillt und bei 5000 rpm (SLA
1500 rotor) fiir 10 Minuten abzentrifugiert. Die Pellets wurden bei -80°C eingefroren.
Die 0- und 3-Stunden-Proben wurden analog zum kleinen Ansatz aufbereitet und
quantitativer und qualitativer Erfolg der Expression durch Gelelektrophorese der
Produkte analysiert.

Die Aufreinigung der unloslichen, rekombinant exprimierten Proteine (inclusion
bodies) erfolgte durch mechanische und enzymatische Lyse wie folgt. Nach dem
Auftauen auf Eis wurden die Pellets in 13 ml Losungspuffer suspendiert und in 50 ml
fassenden Zentrifugenrohrchen durch Ultraschall homogenisiert. Nach Zugabe von
100 pl Lysozym (50 mg/ml Losung), 250 ul DNAse I (2 mg/ml), 50 ul MgCl, (0,5 M),
12,5 ml Lysepuffer und vorsichtigem Vermischen wurden die Proben zunéchst fiir 1
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, dann fiir 25 Minuten bei -80°C eingefroren
und schlieBlich fiir 30 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Zum Herabsetzen
der Viskositdt wurden dem Ansatz 50 ul MgCl, hinzugefiigt und die Proben erneut
fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 350 ul NaEDTA
(0,5 M) wurden die Proben bei 11000 rpm bei 4°C fiir 20 Minuten abzentrifugiert
(Rotor SA 300, Sorvall) und der Uberstand verworfen. Die Pellets wurden in 10
ml Puffer mit TritonX auf Eis resuspendiert, mittels Ultraschall homogenisiert,
erneut abzentrifugiert mit Verwerfen des Uberstandes, in 10 ml Puffer ohne TritonX
suspendiert, homogenisiert, abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach
Resuspension der Pellets in 200 pl Urea wurden die Proben iiber Nacht bei 4°C
geschiittelt, am Folgetag in der Ultrazentrifuge (Rotor Ti 70.1) bei 45000 rpm bei
20°C fiir 20 Minuten abzentrifugiert und die Uberstinde gepoolt.
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2.2.3 Zellgewinnung
2.2.3.1 Humane Zellen

Humane MelanA/MART-1 spezifische T-Zell-Klone wurden von der AG Speiser
(Lausanne, Schweiz) zur Verfiigung gestellt. Die in fliissigem Stickstoff gelagerten
Zellen wurden in 50 ml RPMI Medium auf Eis aufgetaut, pelletiert, in 5 ml Medium
resuspendiert und iiber einen Ficoll Gradienten aufgereinigt.

Zur ex vivo Gewinnung CMYV spezifischer humaner T-Zellen wurde Blut eines
Donors mit bekannter groBer CMV spezifischer Population nach Verdiinnung mit
PBS ebenfalls iiber einen Ficoll Gradienten aufgereinigt.

Alle humanen Zellen wurden jeweils zweimal mit eiskaltem FACS-Puffer gewa-
schen und vor der Farbung zum Ruhen im Dunkeln in 96-well-Platten fiir 1 Stunde
auf Eis gestellt.

2.2.3.2 Murine Zellen

Murine Zellen wurden aus Madusemilzen von BALB/c und black6 Miusen gewonnen.
Die Milz wurde unter sterilen Bedingungen exstirpiert, durch ein Stahlnetz homoge-
nisiert und in 10 ml RP10+ Medium aufgenommen. Nach Pelletierung bei 1500rpm
fiir 7 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Erythrozyten durch Zugabe von 10
ml NH,Cl-Tris fiir 7 Minuten bei Raumtemperatur lysiert. Nach Pelletierung und
zweimaligem Waschen in eiskaltem FACS-Puffer wurden auch die murinen Zellen
in 96-well-Platten vor der Streptemer-Farbung fiir eine Stunde im Dunkeln auf Eis
gestellt, um mogliche unerwiinschte Auswirkungen von Zellstoffwechselvorgingen
wie Farbstoffinternalisierung auf die Streptamer-Firbung zu vermeiden.

2.2.4 Durchflusszytometrie
2.2.4.1 MHC-Konjugation von Streptactin-Beads

Um pMHC-Molekiile isoliert und unabhédngig vom Streptamerkontext auf ihre
erfolgreiche Riickfaltung und Farbstoffkonjugation zu untersuchen, konjugierten wir
sie zur FACS-Analyse an magnetische Streptactin-iiberzogene Beads. 1 ug Alexa488-
konjugierte pMHC-Molekiile wurden fiir eine Stunde mit 7 pl Beads inkubiert und
anschlieBend am Durchflusszytometer zur Fluorenzenzanalyse eingelesen.

2.2.4.2 Antikorper- und Streptamerfirbung

Fiir einen Firbeansatz wurden ca. 5x 10% Zellen verwendet. Die humanen Zellen
wurden in 96-well-Platten bei 460 rpm fiir 2 Minuten pelletiert und in 50 pl Strept-
ameransatz resuspendiert. Die murinen Zellen wurden zunéchst fiir 20 Minuten unter
Beleuchtung mit 50 pl Fcblock (1:500, Bestand bei 2,5 ug/ul) zur Fcy-Rezeptor-
Blockade und EMA (1:1000, Bestand bei 2 pug/ul) zur Firbung toter Zellen inkubiert,
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in eiskaltem FACS-Puffer gewaschen, bei 460 rpm fiir 2 Minuten pelletiert und dann
in 50 pl Streptameransatz resuspendiert.

Alle Zellen wurden fiir 45 Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert, die Antikorper
in der entsprechenden Menge fiir die letzten 20 Minuten der Inkubationszeit der
Streptamerfarbung hinzugefiigt. Nach dreimaligem Waschen in FACS-Puffer wurden
die Pellets in FACS-Puffer resuspendiert, die humanen Zellen in Propidiumjodid-
haltigem zur Fiarbung der toten Zellen, und im Durchflusszytometer eingelesen.

2.2.4.3 FACS-Analyse

MHC-konjugierte Streptactin-Beads wurden am FACSCalibur (Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland) eingelesen, Streptamer geféarbte Zellen am Cyan Durch-
flusszytometer (Beckman Coulter, Californien, USA), wobei mindestens 10° lebende
CD8* T-Zellen eingelesen wurden. Die Auswertung der Daten erfolgte mit FlowJo
Software (Treestar, Ashland, USA).

2.2.5 Streptamerfirbung fiir Mikroskop

Fiir die Streptamerfarbung zur Fluoreszenzanalyse unter dem konfokalen Mikroskop
wurden humane, sowie murine Zellen, nachdem sie eine Stunde auf Eis geruht hatten,
mit 50 pl Streptameransatz fiir 45 Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert, dreimalig
in eiskaltem FACS-Puffer gewaschen und in FACS-Puffer resuspendiert.
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Nach der Entwicklung des k,g-rate-Assays konnten von mehreren Forschern repro-
duzierbare Daten zu murinen T-Zellen generiert werden. In dieser Arbeit sollten
zum ersten Mal Messungen an humanen T-Zellen durchgefiihrt werden. Da die
Molekiilstruktur von murinem und humanem MHC I sehr dhnlich ist, sollten die
notwendigen Reagenzien analog zum murinen Modell hergestellt, humane CD8"
T-Zellen mit Streptameren gefirbt und der kygr-rate-Assay durchgefiihrt werden. Alle
nachfolgenden Versuche wurden in enger Zusammenarbeit mit Magdalena Nauerth
durchgefiihrt.

3.1 Streptamerfirbung humaner CD8" T-Zellen

3.1.1 Herstellung humaner Streptamere

Zunichst wurden analog zu den murinen MHC-Molekiilen humane Streptamere
hergestellt. Welche pMHC-Molekiile verwendet wurden, richtete sich nach der
Spezifitit der TCR der verwendeten humanen T-Zellen. Zwei T-Zellgruppen standen
zur Verfiigung: MelanA/MART 1-spezifische und CMV-spezifische.

Die Arbeitsgruppe um Daniel Speiser in Lausanne hatte mehrere MelanA/MART1-
spezifische humane CD8" T-Zell-Klone von Melanompatienten aus ihren Arbeiten
zur Verfiigung gestellt. MelanA/MART1 ist ein fiir die Melanozytenfamilie
spezifisches Oberflichenantigen bestehend aus 118 Aminoséduren, das auf gesunden
Zellen dieser Zellreihe, aber gehduft auch auf Tumorzellen des Malignen Melanoms
vorkommt. Ein Fragment dieses Proteins, aus den Aminoséduren 26 bis 35 bestehend,
kann von den MHC I-Molekiilen gebunden und den T-Zellen prisentiert werden. Es
existiert die Wildtyp-Variante des Peptids mit der Aminosduresequenz EAAGIGILTYV,
die wir im Folgenden MelanA nennen, sowie das synthetische Peptidanalogon

47



3 Ergebnisse

ELAGIGILTYV, das MelanA27L genannt wird. Aufgrund der Leucin-Mutation
anstelle des Alanins an Position 27 bindet das Peptidanalogon besonders gut an das
MHC I-Molekiil. Zusitzlich gibt es Hinweise dafiir, dass auch TCR mit hoherer
Aviditit an das MHC-gebundene Peptidanalogon binden als an den pMHC-Komplex
mit Wildtyp-Epitop. Messungen der Dissoziationskinetiken mit dem kg-rate-Assay
sollten zeigen, ob sich diese Hypothese auch durch die mit dem neuen Assay
generierten Daten stiitzen liefe. Fiir die MelanA/MART 1-spezifischen T-Zellen
wurde an das HLA A2 Molekiil anstatt der Transmembranregion die StreptaglII-
Sequenz fusioniert. Diese schwere Kette wurde mit dem humanen Som riickgefaltet.
Wie im murinen f,m war im humanen Molekiil das Tyrosin an Position 67 durch
ein Cystein ersetzt worden, an dessen Sulthydrylgruppe der Fluoreszenzfarbstoff
Alexa488 durch eine Maleimid-Reaktion konjugiert wurde. Die pMHC-Riickfaltung
erfolgte einmal unter Zugabe eines Wildtyp-Peptids des MelanA/MART 1-Antigens
und einmal unter Zugabe des Peptidanalogons MelanA27L.

Als zweite Zellgruppe konnten wir in der Arbeitsgruppe von Dirk Busch CM V-
spezifische CD8* T-Zellen eines Probanden mit groBer Population im peripheren
Blut direkt ex vivo gewinnen. Fiir die CM V-spezifischen Zellen wurde die StreptagllI-
Sequenz an das HLA B8 Molekiil fusioniert. Diese schwere Kette wurde ebenfalls
mit dem humanen B,m riickgefaltet, dessen Tyrosin an Position 67 zur Alexa488-
Konjugation durch ein Cystein ersetzt worden war. Die pMHC-Riickfaltung erfolgte
mit dem Peptid Immediate Early 1 199007k (IE1K). Nach der Riickfaltung wurden
die pMHC-Molekiile mit Alexa488-Maleimid inkubiert.

Die Alexa488-fluoreszenzmarkierten MHC I-Molekiile wurden anschlieend
mit PE-fluoreszenzmarkierten Streptactin-Molekiilen inkubiert, sodass zweifach
fluoreszenzmarkierte, monomerisierbare humane MHC I-Multimere entstanden.

3.1.2 Insuffiziente Streptamerfirbung humaner CD8" T-Zellen

Die humanen Streptamere sollten anschlieBend in kyg-rate Assays zur Anwendung
kommen. Die humanen MelanA/MART1-spezifischen T-Zell-Klone wurden aufge-
taut, die CMV-spezifischen T-Zellen direkt ex vivo gewonnen, iiber einen Ficoll-
Gradienten aufgereinigt und die T-Zellen jeweils nach Protokoll mit Streptameren
gefirbt. Die ersten Versuche, kqg-rate-Assays mit humanen Zellen durchzufiihren,
erbrachten unerwartete Ergebnisse. Die Streptamer-gefirbten T-Zellen zeigten unter
dem konfokalen Mikroskop eine nur schwach detektierbare Streptamer-Firbung.
Eine Biotinzugabe zur Monomerisierung und Ablosung der Streptamere hatte keine
auswertbare Verdnderung der Fluoreszenz zur Folge.

Da am Mikroskop kaum Streptamer-Féarbung detektiert worden war, wurde im
nichsten Schritt das Vorliegen und die Qualitit der Streptamer-Féarbung durch FACS-
Analysen der T-Zellen evaluiert. Zunichst wurden MelanA/MART 1-spezifische
T-Zellen mit aCD8 Antikorpern allein als Negativkontrolle oder zusétzlich mit
zweifach fluoreszenzmarkiertem Streptamer gefirbt, wobei die MHC I-Molekiile
einmal mit dem Epitop MelanA und einmal mit MelanA27L beladen worden waren.
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Abbildung 3.1: Streptamerfirbung MelanA/MART1-spezifischer humaner
CD8* T-Zellen: Humane Klone MelanA/MART 1-spezifischer CD8* T-Zellen
gefirbt mit MelanA-Streptamer (a, i) bzw. MelanA27L-Streptamer (a, ii). Bei
beiden Proben ist eine PE-Féarbung vorhanden, jedoch keine Alexa488-Firbung
detektierbar. Die PE- und das Fehlen der Alexa 488-Fluoreszenzintensitét der
Streptamer-positiven Populationen aus (a,i) und (a,ii) ist in (b) in Histogramm-
Form dargestellt. Nach Streptamerablosung durch Biotinzugabe ist bei beiden
Proben keine PE-Féarbung mehr detektierbar (gestrichelte Ellipsen in (a, iii) und
(a, iv).

In der FACS-Analyse zeigten beide Proben eine vergleichbare PE-Firbung, die
nach Biotinzugabe nicht mehr nachweisbar war, wie in Abb. 3.1 dargestellt. Eine
Alexa488-Firbung war nicht detektierbar. Das Ergebnis sprach fiir das Vorliegen
einer Streptamerfiarbung, sowie fiir eine Monomerisierbarkeit der Streptamere. Aller-
dings war ausschlieBlich PE, nicht aber der zweite Fluoreszenzfarbstoff, Alexa488,
detektiert worden.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden im néichsten Schritt humane versus murine
Streptamerfirbungen analysiert. Aufgrund der besseren Verfiigbarkeit wurden fiir alle
folgenden Versuche humane CMV-spezifische CD8* T-Zellen verwendet. Es wurden
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Peptid-cys-Alexa488 Peptid-tyr Peptid-cys

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der zur Streptamerherstellung
verwendeten pMHC-Molekiile: Im S,m des pMHC wurde die Aminoséure
Tyrosin an Position 67 durch ein Cystein ersetzt und an dieses Cystein der
Fluoreszenzfarbstoff Alexa488 konjugiert (links). Am fom des pMHC wurden
keine Modifikationen vorgenommen (Mitte). Im B,m wurde Tyrosin an Position
67 durch Cystein ersetzt, aber keine Farbstoffkonjugation vorgenommen. Die
Bezeichnung der pMHC-Molekiile richtet sich nach dem verwendeten Peptid,
sowie den Modifikationen am B,m, wie einer Cystein-Insertion oder einer
zusétzlichen Alexa488-Konjugation.

drei unterschiedliche Streptamere verwendet, wie in Abb. 3.2 dargestellt. In einer
ersten Probe wurden die zweifach fluoreszenzmarkierten Streptamere (im Folgenden
IE1K-cys-Alexa488 genannt) verwendet. In einer zweiten Probe wurden einfach
fluoreszenzmarkierte Streptamere mit PE am Streptactin verwendet, deren fom-
Molekiile nicht veridndert worden waren (im Folgenden IE1K-tyr genannt). In einer
dritten Probe wurden die Zellen mit Streptameren geférbt, in deren fom-Molekiilen
die Cystein-Mutation an Position 67 zwar vorlag, jedoch nicht Alexa488-konjugiert
worden war (im Folgenden IE1K-cys genannt).

Humane Blutlymphozyten wurden mit aCD8 Antikorpern allein oder in Kom-
bination mit den soeben genannten Streptameransidtzen gefirbt. Zum Vergleich
wurden analog Streptamer-gefiarbte Milzzellen von OT-1 Méusen analysiert, die
zur Negativkontrolle mit B6-Milzzellen vermischt worden waren. Zur Streptamer-
herstellung wurden fiir die murinen Zellen Ova >56.264 beladene H2-k? MHC-
Molekiile verwendet. Auch die murinen Zellen wurden mit aCD8 AntikOrpern
alleine oder in Kombination mit Streptameren gefirbt. Die Ansétze wurden analog zu
den humanen Proben folgendermafen benannt: Ova-cys-Alexa488 bezeichnete das
zweifach fluoreszenzmarkierte Streptamer, Ova-tyr das einfach fluoreszenzmarkierte
ohne Veridnderungen am fom des pMHC I-Komplexes und Ova-cys das einfach
fluoreszenzmarkierte mit Cystein an Position 67 des fom.

Wie in Abb. 3.3 dargestellt, zeigten die murinen mit zweifach fluoreszenzmarkier-
ten Streptameren gefirbten Zellen sowohl PE- als auch Alexa488-Firbung. Die PE-
Féarbung war vergleichbar mit derer der Zellen, die mit einfach fluoreszenzmarkiertem

50



3.1 Streptamerfirbung humaner CD8" T-Zellen

@ Streptamer

human (CD8") [ murin (CD8")
(a) | Romen €O8) . uin(OR)
0] ! (v)
IETK-cys- ! Ova-cys-
Alexad88 | ﬂ Alexa488
= \
= | —_—
e | |G | (vi)
£ [ETK-tyr : Ova-tyr
(o0}
(<o) |
; 2Rl
o) ! —
= | (vii)
S‘c-’ IE1K-cys : Ova-cys
8 [
Q.
o |
& |iv) :
ohne ‘ ohne
Streptamer
|
|
Streptamer PE Intensitat

-cys-Alexa488

[
5 3 B -tyr
1S S
\6 “6 . -Cys
ES S i el [] ohne Streptamer
10° 10* 10
] (i) (iv)
03 80 -cys-Alexa488

ohne Streptamer

% of max
r ®
o

% of max
N
o

0
10° 102 10¢
Alexa488 Int.

\
\

\

I

\

\

l

\ PE Int.
\

\

\

\

\

|

! 10° 10* 10

! Alexa488 Int.

Abbildung 3.3: Vergleich humaner und muriner Streptamerfirbungen: (a):
Humane CM V-spezifische und murine Ova-spezifische CD8* T-Zellen zeigen
eine deutliche und vergleichbare PE-Firbung nach Firbung mit einfach fluo-
reszenzmarkierten Streptameren, deren Som-Molekiile keinerlei Verdnderungen
erfahren hatten (a, ii und a, vi). Die murinen zweifach fluoreszenzmarkierten
Zellen zeigen eine vergleichbar gute PE-Fiarbung, sowie zusitzlich Alexa488-
Farbung (a, v). Bei humanen zweifach fluoreszenzmarkierten Zellen ist die PE-
Farbung reduziert. Eine Alexa488-Firbung lasst sich nicht nachweisen (a, i).
Murine und humane Zellen zeigen eine reduzierte PE-Féarbung nach Farbung mit
einfach fluoreszenzmarkierten Streptameren, die ein nicht Alexa488-konjugiertes
Cystein 67 im B,m enthalten (a, iii und a, vii). (b): Darstellung der PE- und
Alexa488-Fluoreszenzintensitit der in (a) schwarz eingerahmten Populationen als
Histogramme, in (b, i und b, ii) die humanen und in (b, iii und b, iv) die murinen
Zellen.
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Streptamer mit unverdndertem fB,m gefirbt worden waren. Die humanen mit zwei-
fach fluoreszenzmarkiertem Streptamer gefiarbten Zellen zeigten keine Alexa488-
Farbung. AuBlerdem war ihre PE-Fiarbung deutlich reduziert im Vergleich zu den
Zellen, die mit einfach fluoreszenzmarkiertem Streptamer mit natiirlichem fom
gefdrbt worden waren. Bei der Streptamerfarbung humaner und muriner Zellen mit
einfach fluoreszenzmarkierten Streptameren, in deren f,m das Cystein an Position
67 zwar eingefiigt, aber an das keine Alexa488-Konjugation erfolgt war, war die
PE-Firbeintensitit ebenfalls deutlich reduziert. Zusammengefasst zeigten humane
mit zweifach fluoreszenzmarkiertem Streptamer gefirbte Zellen keine Alexa488-
Farbung. Die PE-Firbung war verglichen mit einfach am Streptactin-Riickgrat
fluoreszenzmarkiertem Streptamer reduziert. Eine dhnlich oder noch deutlicher
reduzierte PE-Firbung zeigte sich bei Verwendung von einfach fluoreszenzmarkier-
ten Streptameren, deren f,m-Molekiile ein nicht Alexa488-konjugiertes Cystein 67
enthielten, sowohl im murinen als auch im humanen System.

3.2 Analyse der verwendeten Reagenzien

Um herauszufinden, warum bei der Streptamerfirbung humaner T-Zellen die PE-
Fluoreszenzintensitit deutlich schwicher war als bei murinen T-Zellen und keine
Alexa488-Firbung detektierbar war, wurden die humanen Streptamere, insbesondere
thre Zusammensetzung und die Alexa488-Konjugation des Som niher untersucht.

3.2.1 Alexa488-Konjugation

Zunichst wurde gepriift, ob die humanen pMHC-Molekiile Alexa488-konjugiert
waren. Die pMHC-Molekiile wurden mit Streptactin-Beads inkubiert. An diese mit
Streptactin iiberzogenen Agarose-Kiigelchen konnen die rekombinanten MHC I-
Molekiile iiber ihre StreptagllI-Sequenz analog zum Streptactin binden. So lésst sich
die Fluoreszenzmarkierung der MHC I-Molekiile unabhéngig von der spezifischen
TCR/pMHC-Bindung in FACS-Analysen testen.

Die Streptactin-Beads wurden mit jeweils 1 ug bzw. mit 5 pg Alexa488-
konjugierten humanen pMHC-Molekiilen, nimlich HLA A2 MelanA, HLA
A2 MelanA27L, HLA B8 IEIK, sowie HLA A2 htyr und zur Kontrolle mit
murinen Alexa488-konjugierten pMHC I-Molekiilen H2-k? SIY inkubiert. Als
Negativkontrolle wurden unbeladene Beads eingelesen. Wie in der Abb. 3.4
ersichtlich, war bei allen verwendeten pMHC-Molekiilen eine Alexa488-Farbung
detektierbar. Sie war vergleichbar bei allen eingelesenen Proben. Bei Inkubation der
Beads mit 5 uyg pMHC war die Firbeintensitit bei allen Proben hoher als bei 1 pg.
Die pMHC-Molekiile der humanen Streptamere waren folglich Alexa488-konjugiert.
Es war kein Unterschied in der Qualitét der Farbung zwischen humanen und murinen
pMHC:s feststellbar. Je mehr pMHC dem Ansatz zugegeben wurde, desto besser
war die Firbeintensitit. Es gab keinen Unterschied in der Bindungsfihigkeit der

52



3.2 Analyse der verwendeten Reagenzien

(a) [ETK-tyr IE1K-cys-Alexa488 MelanA-cys-Alexa488
80-;"”'EW (M) 801 (iii)
| !
401 | 40
\
k \ 1 \‘
g [ S S— 0
= 10° 102 10* 1 102 104
Y
S
o
& MelanA27L-cys-Alexa488 SIY-cys-Alexa488
(iv) 804 (vi)
40141/
O et .
10* 100 102 10* 104
Alex488 Int.
E 5 g pMHC
(b) B 1 ug pMHC

| ungefarbt

Abbildung 3.4: Test der Alexa488-Konjugation der pMHC-Molekiile:
(a) FACS-Analyse von pMHC-Molekiilen gebunden an Streptactin-Beads:
humane und murine Alexa488-konjugierte pMHC-Molekiile zeigen vergleichbare
Alexa488-Fluoreszenzintensititen. Bei Inkubation der Beads mit 5 ug pMHC ist
die Fluoreszenzintensitit bei allen Proben hoher als bei 1 pg. (b) Schematische
Darstellung eines pMHC-bedeckten Beads.

humanen und murinen pMHC-Molekiile an die Streptactin-Beads. Analog miissten
die Molekiile an das Streptactin binden konnen. Die Ergebnisse deuteten auf eine
mogliche Multimerisierung der humanen pMHC-Molekiile am Streptactin hin.

3.2.2 Optimierung des Streptameransatzes

Die Untersuchung an Beads hatte eine Alexa488-Konjugation der pMHC-Molekiile
bewiesen und starke Hinweise fiir die Moglichkeit ihrer Multimerisierung am

53



3 Ergebnisse

Streptactin erbracht. Im niichsten Schritt sollte daher untersucht werden, ob durch
eine veridnderte Zusammensetzung des Streptameransatzes bessere Bedingungen zur
Bildung funktioneller Streptamere geschaffen werden kénnen.

3.2.2.1 pMHC-Titration

Da die Alexa488-Firbeintensitit auf Beads mit zunehmender pMHC-Menge stirker
wurde, sollte gepriift werden, ob die pMHC-Menge im Streptameransatz zu gering
war. Wenn nur wenige pMHC-Molekiile an ein Streptactin-Riickgrat binden, wire nur
eine schwache Streptamerbindung an die T-Zellen moglich. Eine instabile Bindung
mit An- und Abdiffusion der Streptamere von den Zellen wiirde die schwichere
PE-Féarbung und wenige pMHC-Molekiile im Streptamer die nicht detektierbare
Alexa488-Firbung erkléren.

Mit dem Ziel, die proportionale Zusammensetzung von pMHC und Streptactin
im Streptameransatz zu verbessern, wurde die pMHC-Menge variiert. Neben 1
ug, der bisher verwendeten Menge, wurden 2 pg, 5 ug oder 7 ug zugegeben. Die
unterschiedlichen Streptameransitze wurden an humanen CM V-spezifischen CD8* T-
Zellen getestet. Zum Vergleich wurden die Zellen nicht nur mit zweifach fluoreszenz-
markierten, sondern auch mit einfach fluoreszenzmarkierten Streptameren geférbt,
in deren Ansatz dieselben Mengen an pMHC-Molekiilen ohne Cystein-Mutation und
Alexa488-Konjugation der fom verwendet wurden. Als Negativkontrolle wurden
nicht Streptamer-gefirbte Zellen eingelesen. Wie in Abb. 3.5 dargestellt, zeigte der
pMHC-Titrationsversuch, dass die PE-Firbung der einfach fluoreszenzmarkierten
Streptamere grundsitzlich besser als die der zusitzlich Alexa488-konjugierten
Streptamere war. Aullerdem war die PE-Fluoreszenzintensitdt immer identisch,
unabhingig von den im Streptameransatz verwendeten pMHC-Mengen. Wurden
zweifach fluoreszenzmarkierte pMHC-Molekiile verwendet, so fiel auf, dass die
PE-Firbung mit zunehmender pMHC-Menge unerwarteter Weise abnahm.

3.2.2.2 pMHC-Filtration

Es sollte daher als nédchstes untersucht werden, ob die Verschlechterung der PE-
Féarbung bei Verwendung grolerer pMHC-Mengen im Streptameransatz durch nicht
im Streptamer polymerisierte freie pMHC-Molekiile verursacht wurde. Die erhohte
pMHC-Menge von 5 ug im Streptameransatz wurde beibehalten. Vor der Zellfdrbung
wurde der Streptameransatz iiber 100 K Spintubes filtriert, um iiberschiissige, nicht an
den Streptactin-Molekiilen multimerisierte pMHC-Molekiile von den Streptameren
zu trennen. Humane Blutlymphozyten wurden mit diesen Streptameren gefirbt.
Als Referenzen wurden eine nicht Streptamer-gefirbte Negativkontrolle, sowie
Streptamer-gefiarbte Zellen mit 1 pg ein- bzw. zweifach fluoreszenzmarkierten
pMHC-Molekiilen im Streptameransatz analysiert.

Wie in Abb. 3.6 dargestellt, hatte die hohe pMHC-Menge mit anschlieBender
Filtration auf die mit einfach fluoreszenzmarkierten Streptameren gefirbten Zellen
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Abbildung 3.5: pMHC-Titration im Streptameransatz: Firbung CMV-
spezifischer humaner CD8* T-Zellen mit ein- (rechte Spalte in (a): tyr) oder
zweifach (linke Spalte in (a): cys-Alexa488) fluoreszenzmarkierten Streptameren.
Die Streptameransitze enthalten jeweils 1; 2; 5 oder 7 pg pMHC. Die
Histogramme (b) zeigen, dass bei allen Proben mit einfach fluoreszenzmarkierten
Streptameren eine vergleichbare und von der pMHC-Menge unabhingige PE-
Intensitit vorliegt, bei zweifach fluoreszenzmarkierten Streptameren ist die PE-
Intensitit aller Proben schwicher und nimmt mit zunehmender pMHC-Menge
ab. Ab 5 pg pMHC ist sie nicht mehr nachweisbar (b, i). Alexa488-Fluoreszenz
wurde nicht detektiert (b, ii).
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Abbildung 3.6: Abfiltration des iiberschiissigen pMHC im Streptameran-
satz: Firbung CMV-spezifischer humaner CD8" T-Zellen mit ein- ((a, iv) und
(a, v)) oder zweifach fluoreszenzmarkierten ((a, ii) und (a, iii)) Streptameren.
Die Streptameransitze enthielten jeweils 1 oder 5 ug pMHC, die Firbeansitze
mit 5 pg wurden nach der Inkubation in 100 K Spintubes abzentrifugiert,
um iiberschiissiges, nicht multimerisiertes pMHC zu entfernen. Die PE-
Farbung der mit einfach fluoreszenzmarkierten Streptameren gefarbten Zellen
ist gleichbleibend und unbeeintrichtigt durch die Filtration. Die PE-Férbung bei
Verwendung zweifach fluoreszenzmarkierter Streptamere ist bei 5 pg pMHC
trotz Filtration deutlich reduziert ((a, iii) und orangene Kurve im Histogramm
(b, 1)), aber intensiver als die der ungefilterten Probe aus Abb 3.5 und als
Rechtsverschiebung der PE-Kurve im Histogramm sichtbar.

keine Auswirkungen. Bei den zweifach fluoreszenzmarkierten Streptameren zeigte
sich nach Zugabe von 5 ug pMHC und anschlieender Filtration eine im Vergleich
zur ungefilterten Probe verbesserte PE-Firbung, die jedoch noch immer reduziert
war im Vergleich zur Firbung mit einfach fluoreszenzmarkierten Streptameren.
Die mit einfach fluoreszenzmarkierten Streptameren geféarbten T-Zellen zeigten
eine durchweg homogene PE-Férbung, die unabhéngig von der pMHC-Menge im
Streptameransatz war. Die pMHC-Mengen im Streptameransatz veridnderten das
Féarbeverhalten nur dann, wenn die MHC I-Molekiile Alexa488-konjugiert waren. Die
Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die einfach fluoreszenzmarkierten Streptamere
stabil an humane T-Zellen binden konnen und dass die zusitzliche Alexa488-

56



3.2 Analyse der verwendeten Reagenzien

Konjugation der humanen pMHC I-Molekiile eine Instabilitéit der Streptamerbindung
an die TCR zur Folge hat.

3.2.2.3 Zusitzliche Peptidzugabe

Eine solch instabile Bindung kann durch instabile pMHC-Molekiile bedingt sein. Da
fiir die pMHC-Stabilitédt das priasentierte Peptid von herausragender Bedeutung ist,
sollte im néchsten Schritt ein moglicher Peptidmangel im humanen Streptameransatz
untersucht werden.

Zum Streptameransatz mit 1 ug pMHC wurden zusitzlich 0,5 pg IE1K-Peptid
hinzugegeben. Humane CMV-spezifische CD8* T-Zellen wurden mit diesem Strept-
ameransatz inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Zum Vergleich wurden
eine ungefirbte Kontrolle, sowie nach herkommlichem Protokoll mit ein- bzw. zwei-
fach fluoreszenzmarkierten Streptameren gefirbte CMV-spezifische humane CD8™
T-Zellen eingelesen. Wie in Abb. 3.7 dargestellt, waren die Fluoreszenzintensititen
von PE und Alexa488 bei Inkubation des Streptameransatzes mit zusitzlichem
Peptid identisch zu den Fluoreszenzintensitdten bei Zellfdrbung mit herkdmmlichen
zweifach fluoreszenzmarkierten Streptameren. Es war keine Alexa488-Farbung
nachweisbar und die PE-Féarbung war reduziert. Die Ergebnisse sprachen gegen eine
Instabilitdt der pMHC I-Molekiile bedingt durch einen Mangel an Epitop.

3.2.3 Alexa488-Vorkonjugation des S,m

Die Ergebnisse der vorhergehenden Versuche deuteten darauf hin, dass die Alexa488-
Konjugation der humanen pMHC I-Molekiile die Streptamerbindung an die TCR
beeintrichtigte. Eine mogliche Ursache wire eine unspezifische Alexa488-Bindung
bei der Alexa488-Konjugation an die schwere Kette des pMHC I-Molekiils, an eine
die pMHC-TCR-Interaktion storende Stelle. Um dies niher zu untersuchen, wurde
die Abfolge der Einzelschritte in der Herstellung von Alexa488-konjugierten pMHC
[-Molekiilen verédndert.

3.2.3.1 Erfolgreiche Konjugation und Riickfaltung

In den etablierten Protokollen fiir die Herstellung muriner Alexa488-konjugierter
pMHC I-Molekiile erfolgt zunéchst die Riickfaltung des pMHC I-Komplexes be-
stehend aus schwerer Kette, f,m mit Cystein an Position 67 und Epitop. Nach
erfolgreicher Riickfaltung wird der pMHC [-Komplex mit dem Farbstoff Alexa488
inkubiert. Nun wurde primir das humane fom mit Alexa488 inkubiert. AnschlieBend
wurde diese schon Alexa488-konjugierte leichte Kette dem Riickfaltungsansatz mit
rekombinanter schwerer Kette des HLA B8 und IE1K-Epitop hinzugefiigt.

Die vorkonjugierten pMHC I-Molekiile wurden an Streptactin-Beads mit her-
kommlich hergestellten murinen und humanen Proben verglichen. Als Negativ-
kontrolle wurden ungefirbte Beads, sowie murine und humane nicht Alexa488-
konjugierte pMHC I-Molekiile an Streptactin-Beads eingelesen. Wie in der Abb. 3.8
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ersichtlich, war die Fluoreszenzintensitit aller Alexa488-konjugierten Molekiile
vergleichbar. Dies sprach erstens fiir eine erfolgreiche Vorkonjugation. Die vergleich-
baren Fluoreszenzwerte sprachen zweitens dafiir, dass an den Molekiilen jeweils
die gleiche Menge an Fluoreszenzfarbstoff gebunden war, was auf eine spezifi-
sche Alexa488-Konjugation, auch der nicht vorkonjugierten Molekiile, hindeutete.
Drittens war die Riickfaltung der vorkonjugierten leichten Kette mit der schweren
Kette gelungen. Eine gestorte Interaktion der schweren mit der leichten Kette durch
die Alexa488-Konjugation des fom konnte somit ausgeschlossen werden. Viertens
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Abbildung 3.7: Zusitzliches Peptid im Streptameransatz: Firbung CMV-
spezifischer humaner CD8" T-Zellen mit ein- oder zweifach fluoreszenz-
markierten Streptameren, in (a) als Dotplot, in (b) als Histogramm. Einem
Streptameransatz mit zweifach fluoreszenzmarkierten Streptameren wurden 0,5
pg IE1K-Peptid zusitzlich hinzugefiigt (a, 1). Die Zellfarbungen mit zweifach
fluoreszenzmarkierten Streptameren mit (a, i) und ohne (a, ii) Peptidzugabe
unterscheiden sich nicht signifikant ((b, i) blaue und rote Kurve). Die PE-
Férbung ist reduziert im Vergleich zur Farbung mit einfach fluoreszenzmarkierten
Streptameren ((b, i) orangene Kurve). Eine Alexa488-Fiarbung ist nicht

detektierbar (b, ii).
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Abbildung 3.8: Alexa488-Vorkonjugation des fom: FACS-Analyse von
pMHC-Molekiilen an Streptactin-Beads: pMHC-Molekiile, deren fom vor der
Riickfaltung mit der schweren Kette Alexa488-konjugiert wurde (IE1K-Hpf,m-
cys-Alexad488), zeigen eine vergleichbare Alexa488-Intensitit zu humanen
und murinen pMHC-Molekiilen, die erst nach der pMHC-Riickfaltung
Alexa488-konjugiert wurden (IE1K-cys-Alexa488 bzw. Ova-cys-Alexa488).
Ungefirbte Beads, sowie humane und murine unkonjugierte pMHC-Molekiile
als Negativkontrolle.

banden die vorkonjugierten, riickgefalteten pMHC I-Molekiile gut an Streptactin-
Beads, was fiir die Moglichkeit einer Multimerisierung am Streptactin spricht.

3.23.2 Zellfirbung mit vorkonjugierten Streptameren

Im néchsten Schritt wurden die Streptamere mit vorkonjugierten pMHC-Molekiilen
an CMV-spezifischen humanen CD8" T-Zellen getestet. Den Proben wurden un-
terschiedliche pMHC-Mengen im Streptameransatz hinzugefiigt, ndmlich 0,5 pg,
1 ug oder 5 ug pMHC. Zum Vergleich wurden nach demselben Titrationsschema
Zellen mit einfach fluoreszenzmarkierten Streptameren gefirbt und eingelesen, wie in
Abb. 3.9 dargestellt. Wie auch in Abb. 3.5 zeigten die mit einfach fluoreszenzmarkier-
ten Streptameren gefirbten Zellen eine deutliche, konstante, von der pMHC-Menge
im Streptameransatz unabhingige PE-Firbung. Die mit vorkonjugierten zweifach
fluoreszenzmarkierten Streptameren gefidrbten Zellen zeigten bei Verwendung von
0,5 ug pMHC eine reduzierte, aber noch vorhandene PE-Fiarbung, ab Mengen
von 1 ug pMHC keine PE-Firbung mehr. Eine Alexa488-Firbung konnte nicht
nachgewiesen werden. Anders als bei nicht vorkonjugierten pMHC-Molekiilen
konnte schon bei 1 ug pMHC (normaler Firbeansatz) keine PE-Firbung mehr
detektiert werden. Zusammenfassend lie3 sich also feststellen, dass im humanen
System die PE-Farbung umso geringer ausfiel, je mehr Alexa488-(vor)konjugiertes
pMHC im Streptameransatz vorhanden war. Eine signifikante Alexa488-Firbung
war nicht detektierbar. Allerdings fiel bei den Zellfarbungen mit zweifach fluores-
zenzmarkierten Streptameren eine im Diagramm diagonale, im Verlauf ausdiinnende
Zellverteilung nach rechts oben der Streptamer-gefirbten Populationen auf, z.B. in
den Abb. 3.5, 3.6 und 3.7. Die (wenigen) deutlich PE-gefirbten Zellen waren auch
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waren die Zellen auch. Das Verhiltnis blieb jedoch gleich (diagonale Zellverteilung).
Dies deutete auf ein in sich intaktes und korrekt aufgebautes Streptamer hin. Die
inhomogene und bei zunehmenden pMHC-Mengen weniger werdende PE-Firbung
spricht fiir eine Problematik der pMHC-TCR-Interaktion, eine durch die Alexa488-
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Abbildung 3.9: Test der vorkonjugierten Streptamere an T-Zellen: Farbung
CMV-spezifischer humaner CD8* T-Zellen mit einfach fluoreszenzmarkierten
Streptameren (a, v, vi, vii) oder mit vorkonjugierten zweifach fluoreszenzmar-
kierten Streptameren (a, ii, iii, iv). Die Streptameransétze enthalten jeweils 0,5
pg, 1 ug oder 5 ug pMHC. Einfach fluoreszenzmarkierte Streptamere zeigen eine
gute und von der pMHC-Menge unabhingige PE-Féarbung. Bei vorkonjugierten,
zweifach fluoreszenzmarkierten pMHC-Molekiilen ist die PE-Féarbung bei allen
Proben schwicher als bei einfach fluoreszenzmarkierten, nimmt mit zunechmender
pMHC-Menge ab und ist ab 1 pg pMHC im Streptameransatz nicht mehr
nachweisbar (b, ). Alexa488-Farbung wurde nicht detektiert (b, ii).

Konjugation bedingte instabile Streptamer-Bindung an die TCR.
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3.3 Analyse der TCR-pMHC-Interaktion

Die vorhergehenden Versuche hatten gezeigt, dass eine zum murinen System ana-
loge Ubertragung des K,f-rate-Assays auf das humane System nicht méglich war.
Einfach fluoreszenzmarkierte humane Streptamere ohne Alexa488-Konjugation der
pMHC-Molekiile waren funktional und zeigten eine gute PE-Féarbung. Gestort wurde
die Funktionalitit, wenn die pMHC-Molekiile Alexa488-konjugiert waren. Eine
Alexa488-Konjugation der pMHC-Molekiile an der leichten Kette schien im huma-
nen System die TCR-pMHC-Interaktion zu beeinflussen. Dies war eine unerwartete
Erkenntnis, da es sich bei den pMHC-Molekiilen um hochkonservierte Strukturen
handelt, die sich zwischen unterschiedlichen Spezies nur wenig unterscheiden. Daher
wurde im néchsten Schritt die TCR-pMHC-Interaktion ndher untersucht.

3.3.1 Herstellung chimarer pMHC-Molekiile

Um der Hypothese einer gestorten TCR-pMHC-Interaktion weiter nachzugehen
und ein strukturelles Korrelat hierfiir zu finden, sollten chimidre pMHC-Molekiile
hergestellt werden. Die humane schwere Kette sollte mit einem murinen So,m und die
murine schwere Kette mit einem humanen ,m kombiniert werden, wie in Abb. 3.10
dargestellt. Da insbesondere die leichten Ketten hochkonservierte Strukturen sind,
die sich bei Mensch und Maus nur geringfiigig unterscheiden, wurde vermutet, dass
eine Riickfaltung moglich sei.

Die Riickfaltung der chimdren pMHC-Molekiile, ndmlich H2k? 111/0vays7_sg4/hu-
manesfr,mAlexa488 und HLA B8 II/IE1 199_207)x/murines fom-tyr (unmutiertes
pom) bzw. HLA B8 III/IE1199-207)x/murinesfomAlexa488 erfolgte nach dem
etablierten Riickfaltungsprotokoll unter Verwendung der leichten Kette der jeweils
anderen Spezies mit ggf. anschlieBender Alexa488-Konjugation. Die FPLC-Profile
der chimiren Molekiile zeigten Absorptionsmaxima in den erwarteten Fraktionen
analog zu den rein murinen und rein humanen pMHC-Molekiilen. Dies sprach fiir

Abbildung 3.10: Chimére pMHC-Molekiile: Zur Herstellung chimérer pMHC-
Molekiile werden die humanen und murinen schweren Ketten mit den f;-
Mikroglobulinen der jeweils anderen Spezies riickgefaltet.
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eine gelungene Riickfaltung.

3.3.2 Gestorte Interaktion der humanen schweren Kette mit
dem TCR

Die erfolgreich riickgefalteten chimidren pMHC-Molekiile wurden anschlieBend an
T-Zellen getestet. Splenozyten von OT1-Méausen wurden mit aCD8 Antikdrpern
alleine als Negativkontrolle oder in Kombination mit dem rein murinen Streptamer
H2k? [II/Ovazs7-264/murines fom-Alexa488 oder dem chiméren Streptamer H2k?
[II/Ovays7-264/humanes fom-Alexa488 gefirbt. Wie in Abb. 3.11 gezeigt, waren die
Ergebnisse der murinen Zellen bei Verwendung des rein murinen Streptamers im
Vergleich mit dem chimiren Streptamer identisch. PE- und Alexa488-Firbung waren
nachweisbar und vergleichbar stark.

Aufgereinigte humane Blutlymphozyten wurden mit aCD8 Antikérpern al-
leine als Negativkontrolle oder in Kombination mit rein humanem Streptamer
HLA B8 III/IE1(199-207) xk/humanes fom-Alexa488 bzw. mit dem chiméren Strept-
amer HLA B8 III/IE1 (199—207)x/murines fom-Alexa488 gefirbt. Zusitzlich wurden
die humanen Zellen mit einfach fluoreszenzmarkierten Streptameren HLA B8
III/IET 199-207)k/humanes fom-tyr bzw. HLA B8 III/IE1 (199207 x/murines fom-tyr
gefdrbt. Wie in Abb. 3.12 dargestellt, imponierte bei den humanen Zellen eine gute
und vergleichbare PE-Firbung bei Verwendung von rein humanen bzw chimiren
einfach fluoreszenzmarkierten Streptameren. Bei der Zellfirbung mit Alexa488-
konjugierten Streptameren, egal ob rein human oder chimir, war keine Alexa488-
Féarbung nachweisbar und die PE-Firbung deutlich reduziert, beim chimidren pMHC
noch ausgeprigter als beim rein humanen. Bei murinen Zellen und Verwendung der
murinen schweren Kette im Streptameransatz hatte weder ein Austausch der leichten
Ketten, noch die Alexa488-Konjugation negative Auswirkungen auf die Bindungsfi-
higkeit der Streptamere an die T-Zellen, also auf die pMHC-TCR-Interaktion.

Bei humanen Zellen gelang eine stabile Bindung der rein humanen und der chimaé-
ren Streptamere an die TCR, wenn die Streptamere nicht Alexa488-konjugiert waren.
Der pMHC-Komplex band stabil an die TCR, unabhéngig davon, ob die humane oder
murine leichte Kette verwendet worden war. Sobald im Streptameransatz Alexa488-
konjugierte pMHC-Molekiile verwendet wurden, war sowohl bei Zellfarbungen mit
rein humanen als auch mit chiméren Streptameren die PE-Intensitit reduziert. Dies
sprach dafiir, dass ausschlieBlich die humane schwere Kette durch die Alexa488-
Konjugation- egal welcher leichten Kette- in ihrer Bindungsfihigkeit an den TCR
so beeintrichtigt wird, dass keine stabile Streptamerbindung mehr moglich ist.
Zusammenfassend lief3 sich hieraus schlussfolgern, dass erfolgreiche kog-rate-Assays
im humanen Modell mit den bisher verwendeten Streptameren, deren pMHC-
Molekiile an Position 67 des fom mit Alexa488 fluoreszenzmarkiert sind, nicht
moglich sind, da diese Streptamere nicht stabil an TCR binden.
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Abbildung 3.11: Firbung muriner T-Zellen mit chimiiren Streptameren:
Férbung von Splenozyten von OT1-Miusen mit aCD8 PB Antikorpern alleine als
Negativkontrolle (a, iii) oder in Kombination mit dem rein murinen Streptamer
H2k? [II/Ovays57_264/murines fom-Alexa488 (a, ii) oder dem chiméren Streptamer
H2Kk? III/Ovays7-264/humanes fom-Alexa488 (a, i). Beide Streptamer-gefirbte
Proben zeigen eine vergleichbare PE-Firbung (b).

3.4 Neue Konjugationsstelle fiir Alexa488

Die vorhergehenden Versuche hatten gezeigt, dass eine Alexa488-Konjugation
der pMHC-Molekiile an Position 67 des fom im humanen System eine stabile
Streptamerbindung an die TCR behindert. Daher sollte die Konjugationsstelle fiir
Alexa488 im humanen pMHC-Molekiil an einer anderen Stelle eingefiigt werden, an
der storende Effekte auf die TCR-pMHC-Interaktion nicht zu erwarten waren.

3.4.1 Idee

Zur Insertion einer neuen Konjugationsstelle bot sich der Teil des pMHC-Molekiils
an, der rdumlich am weitesten von der TCR-pMHC-Bindungsregion entfernt liegt,
ndmlich der C-Terminus der schweren Kette. Bei den zur Streptamerherstellung
verwendeten, rekombinant hergestellten pMHC-Molekiilen befindet sich am C-
Terminus anstelle der Transmembranregion eine Streptaglll-Sequenz. Sie besteht aus
zwei Streptagll-Sequenzen, verbunden iiber eine sogenannte GS-Linkerregion, eine
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Abbildung 3.12: Fiarbung humaner T-Zellen mit chiméren Streptameren:
Firbung CMV-spezifischer humaner CD8* T-Zellen mit rein humanen
Streptameren (a: i, ii, iii) und chimiren Streptameren (a: iv, v, vi). Die mit
einfach fluoreszenzmarkierten Streptameren (tyr)- rein human (a, ii) und chimér
(a, v)- gefiarbten Zellen sind deutlich und vergleichbar gut PE-gefirbt (blaue
Kurven in (b,i) und (b,ii)). Die mit zweifach fluoreszenzmarkierten Streptameren
gefarbten Proben (cys-Alexa488: (a, i und a, iv)) zeigen eine deutlich reduzierte
PE-Firbung, bei Verwendung chimirer Streptamere noch ausgeprigter als bei
rein humanen (rote Kurven in (b,i) und (b,ii)).

flexible Peptidkette aus den Aminoséduren Glycin und Serin. Mit den zwei StreptaglI-
Sequenzen binden die pMHC-Molekiile beim Multimerisierungsprozesses an das
Streptactin-Riickgrat.

Es wurden drei mogliche Insertionsstellen fiir ein Cystein zur Alexa488-
Konjugation ausgewdhlt, wie in Abb. 3.13 dargestellt. Die erste, im Folgenden
Mutation I genannt, sollte sich im GS-Linker zwischen dem C-Terminus der
schweren Kette und der ersten Streptagll-Sequenz befinden, also zwischen dem
C-Terminus des pMHC-Molekiils und der Streptaglll-Sequenz. Die zweite, im
Folgenden Mutation II genannt, sollte in den GS-Linker zwischen den beiden
Streptagll-Sequenzen, also innerhalb des Streptaglll eingebracht werden. Die dritte,
Mutation IIT genannt, sollte nach der zweiten Streptagll-Sequenz, also am Ende des
Gesamtmolekiils, eingefiihrt werden.
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GAGGCCACCC TGAGGTGCTG GGCCCTGGGC TTCTACCCTG CGGAGATCAC
CTCCGGTGGG ACTCCACGAC CCGGGACCCG AAGATGGGAC GCCTCTAGTG

fTL T W Q R D G E D Q T Q D T E L V

ACTGACCTGG CAGCGGGATG GCGAGGACCA AACTCAGGAC ACTGAGCTTG
TGACTGGACC GTCGCCCTAC CGCTCCTGGT TTGAGTCCTG TGACTCGAAC

'V E T R P A G D R T F Q K wW A A V

TGGAGACCAG ACCAGCAGGA GATAGAACCT TCCAGAAGTG GGCAGCTGTG
ACCTCTGGTC TGGTCGTCCT CTATCTTGGA AGGTCTTCAC CCGTCGACAC

v Vv P S G E E Q R Y T C H V. Q H E-

GTGGTGCCTT CTGGAGAAGA GCAGAGATAC ACATGCCATG TACAGCA'
CACCACGGAA GACCTCTTCT CGTCTCTATG TGTACGGTAC ATGTCGT.

‘E G L P K P L T L R W E P

GGGGCTGCCG AAGCCCCTCA CCCTGAGATG GGAGCC
CCCCGACGGC TTCGGGGAGT GGGACTCTAC CCTCGGA

T CCGTCTGGAT
A GGCAGACCTA

S H P Q F E K A

951

+3

1001

GAGCCACCCG CAGTTCGAAA AANAATAAGC
CTCGGTGGGC GTCAAGCTTT TTRTTATTCG

GGATCGGGAG GTGGATCG
CCTAGCCCTC CACCTAGQG

‘A S G c * Q S P K

TTGATCCGGC TGCTAACAAA GCCCGAAA
AACTAGGCCG ACGATTGTTT CGGGCTTT

Mutation [:
C

Mutation Il:

C

Mutation lll:
GGSC

Abbildung 3.13: Darstellung der neuen Alexa488-Konjugationsstellen in
der schweren Kette des pMHC Molekiils: A. Schematische Darstellung:
Mutation I liegt zwischen dem C-Terminus der schweren Kette und der ersten
Streptagll-Sequenz, Mutation II im GS-Linker zwischen den beiden Streptagll-
Sequenzen, Mutation III nach der zweiten Streptagll-Sequenz, von dieser
abgegrenzt durch einen kurzen GS-Linker. B. Sequenz des C-Terminus der
schweren Kette des pMHC-Molekiils HLA B8 (dunkelblau) mit StreptaglIl,
bestehend aus zwei Streptagll-Sequenzen (hellblau) und GS-Linkern (pink). Die
griinen Pfeile markieren die Insertionsstellen der Mutationen.
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3.4.2 Herstellung der neuen pMHC-Molekiile

Zur Herstellung der neuen Molekiile mussten zunichst die entsprechenden, fiir
die Aminosiure Cystein kodierenden Basenpaare mittels Mutagenese-PCR an den
gewiinschten Stellen in die DNA-Sequenz der pMHC-Molekiile eingebracht werden.
Mithilfe der Software PrimerX wurden die Mutation enthaltende Primer entworfen.
Um storende Effekte der neuen Alexa488-Konjugationsstelle auf die Bindungsregion
des zweiten Streptagll mit seinem Liganden zu vermeiden, wurde bei Mutation III
zwischen dem Streptagll und dem Cystein zusétzlich ein GS-Linker eingefiigt. Die
Mutagenese-PCR gelang fiir die Mutationen I und III, wie die Sequenzierungen
in Abb. 3.14 zeigen. Trotz mehrfacher Versuche mit unterschiedlichen Primern
und unter unterschiedlichen PCR-Bedingungen war keine erfolgreiche Mutagenese-
PCR fiir Mutation II moglich. Die modifizierten Ketten mit den Mutationen I
und III konnten anschlieBend erfolgreich exprimiert, mit leichter Kette und Peptid
riickgefaltet und Alexa488-konjugiert werden.

Section 2
(54) 54 60 70 80 90 106

15712 (54) ATCCACCTCCCGATCCACCTCCGGAACCTCCACCTTTCTCGAACTGCGGGTGA
Template 98 (51) ATCCACCTCCCGATCCACCTCCGGAACCTCCACCTTTCTCGAACTGCGGGTGA
Consensus (54) ATCCACCTCCCGATCCACCTCCGGAACCTCCACCTTTCTCGAACTGCGGGTGA
Section 3
(107) 107 120 130 140 159

15712 (107) GACCAAGCGCTGGAGCATCCAGACGGAGGAGGCTCCCATCTCAGGGTGAGGGG
Template 98 (104) GACCAAGCGCTGGA---TCCAGACGGAGGAGGCTCCCATCTCAGGGTGAGGGG
Consensus (107) GACCAAGCGCTGGA TCCAGACGGAGGAGGCTCCCATCTCAGGGTGAGGGG
Section 4
(160) 160 170 / 180 190 200 212

15712 (160) CTTCGGCAGCCCCTJATGCTGTACATGGCATGTGTATCTCTGCTCTTCTCCAG
Template 98 (154) CTTCGGCAGCCCCTLATGCTGTACATGGCATGTGTATCTCTGCTCTTCTCCAG
Consensus (160) CTTCGGCAGCCCCTCATGCTGTACATGGCATGTGTATCTCTGCTCTTCTCCAG

Mutation I Mutation Il
C GGSC

AN Section 1
(1)1 10 20 30 ] 53
156 6-4 (1) CNTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCAAGCTTATTAGCAGGAACCTCCTTTT
Template98 (1) ~------------ TTAGCAGCCGGANCAAGCTTATTA-——--—--——-——— TTTT
Section 2
(54) 54 60 70 80 90 106

156 6-4 (54) TCGAACTGCGGGTGGCTCCACGATCCACCTCCCGATCCACCTCCGGAACCTCC
Template 98 (29) TCGAACTGCGGGTGGCTCCACGATCCACCTCCCGATCCACCTCCGGAACCTCC
Section 3

(107) 107 120 130 140 159

156 6-4 (107) ACCTTTCTCGAACTGCGGGTGAGACCAAGCGCTGGATCCAGACGGAGGAGGCT

Template 98 (82) ACCTTTCTCGAACTGCGGGTGAGACCAAGCGCTGGATCCAGACGGAGGAGGCT

Abbildung 3.14: Erfolgreiche Insertion der neuen Konjugationsstellen: Aus-
schnitte der Sequenzen der PCR-Mutageneseprodukte mit korrekt eingebrachten
Insertionen fiir Mutation I oben und Mutation III unten.
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3.4 Neue Konjugationsstelle fiir Alexa488

3.4.3 Test an Streptactin-Beads

Bei der Testfirbung der neuen pMHC-Molekiile an Streptactin-Beads zeigten beide
Mutationen im Vergleich zur Negativkontrolle eine deutliche Alexa488-Firbung, wie
in Abb. 3.15 dargestellt. Die Fluoreszenzintensitit der Mutation III war vergleichbar
mit der murinen Kontrolle des herkémmlichen Streptamers und stérker als die der
Mutation I. Die Riickfaltung und Alexa488-Konjugation der neuen pMHC-Molekiile
war gelungen.

3.4.4 Zellfarbung

Es war gelungen, pMHC-Molekiile mit den neuen Konjugationsstellen herzustel-
len. An Streptactin-Beads zeigten die neuen pMHC-Molekiile die gewiinschten
Eigenschaften. Nun sollten diese pMHC-Molekiile in Streptameren bei Zellfarbun-
gen getestet werden. Aufgereinigte humane Blutlymphozyten wurden entweder
ausschlieBlich mit aCD8 Antikorpern als Negativkontrolle oder zusitzlich mit
Streptameren gefarbt, nimlich HLA B8 III/ IE1K-tyr, HLA B8 III/IE1K-Mutation I,
oder HLA B8 III/IE1K-Mutation III.

Wie in Abb. 3.16 dargestellt, war die PE-Fluoreszenzintensitit der Zellen, die
mit den neuen, zweifach fluoreszenzmarkierten Streptameren geféirbt worden waren,
vergleichbar mit der PE-Intensitit der mit einfach fluoreszenzmarkierten Streptame-
ren gefiarbten Zellen. Es war jedoch auch mit den neuen Streptameren nur eine
minimale Alexa488-Farbung messbar. Nach Biotinzugabe war keine PE-Firbung
mehr nachweisbar, wie in Abb. 3.17 gezeigt.

Die gute PE-Firbung spricht dafiir, dass die Streptamere mit den neuen Alexa488-
Konjugationsstellen im Gegensatz zu ihren Vorgingern stabil an T-Zellen binden
konnen. Die Ablosung des Streptactin-Riickgrats gelingt, die pMHC-Molekiile sind
monomerisierbar und diffundieren von den T-Zellen ab. Zusammenfassend gelang es
uns also, funktionelle, monomerisierbare, zweifach fluoreszenzmarkierte Streptamere

80 ". |:| ungefarbt
x M B Erk-tyr
E _{;‘ Al B siv-Alexa4ss
o 40 pal” ¥ .
. = . B (E1K-Mutlll-Alexa488
\ B iE1K-Mutl-Alexa4ss
(' .
10° 102 10

Alexa488 Int.

Abbildung 3.15: Test der neuen pMHC-Molekiile an Streptactin-Beads:
Deutliche Alexa488-Intensitit bei beiden Mutationen im Vergleich zu den
Negativkontrollen. Intensivere Firbeintensitit der Mutation III (dunkelblau),
die vergleichbar mit der murinen Kontrolle des herkommlichen pMHC (griin) ist.
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Abbildung 3.16: Test der neuen Streptamere an T-Zellen: Firbung CMV-
spezifischer humaner CD8* T-Zellen mit mit den neuen Streptameren HLA B8
III/TE1K-Mutationl (a,i) oder HLA B8 III/IE1K-MutationlII (a,ii), als Kontrolle
Farbung mit einfach fluoreszenzmarkierten Streptameren HLA B8 III/ IE1K-tyr
(a, iii) und nicht Streptamer-gefirbte Zellen (a, iv). Bei Farbung mit Streptameren
beider Mutationen liegt eine deutliche PE-Intensitit vor, die genauso intensiv ist,
wie die einfach fluoreszenzmarkierter Streptamere (b,i). Eine Alexa488-Féarbung
ist nicht detektierbar (b,ii).

herzustellen, die stabil an humane CD8* T-Zellen binden. In weiteren Versuchen
muss untersucht werden, warum trotz nachgewiesener Alexa488-Konjugation der
pMHC-Molekiile keine Alexa488-Emission detektierbar ist .
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Streptamer Alexa488 Intensitat

CD8+
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Mutationlll
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Abbildung 3.17: Dissoziation der
neuen Streptamere durch Biotin:
Farbung CMV-spezifischer humaner
CD8* T-Zellen mit mit dem neuen
Streptamer HLA B8 II/IEIK-
MutationIII (i), Einlesen der Probe
vor und nach Biotinzugabe. Nach
Biotinzugabe ist keine PE-Firbung
mehr nachweisbar (ii).
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Diskussion

4.1 Besonderheiten bei der Ubertragung des
Kofr-rate-Assays auf das humane System

Mit der Entwicklung des kyg-rate-Assays wurde unter Verwendung der Streptamer-
Technologie eine Moglichkeit geschaffen, Dissoziationskinetiken von monomeren
pMHC-Molekiilen vom TCR muriner T-Zellen zu messen. Da sich die Komponenten
des kofr-rate-Assays wie pMHC-Molekiile und TCR im murinen und humanen Sys-
tem dhneln, versuchten wir, den Assay analog auf humane Zellen zu tibertragen. Die
Streptamere wurden nach demselben Protokoll hergestellt: in die hochkonservierte
Struktur des fom wurde exakt wie im murinen Molekiil die Aminosédure Tyrosin
an Position 67 durch Cystein ersetzt, um eine geeignete Konjugationsstelle fiir den
Farbstoff Alexa488 zu generieren. Trotz gelungener Farbstoffkonjugation an das
humane pMHC waren keine erfolgreichen Streptamerfirbungen humaner T-Zellen
und keine kg-rate-Assays moglich. Unsere Ergebnisse wiesen darauf hin, dass zwei
Faktoren eine erfolgreiche Streptamerfirbung humaner T-Zellen verhinderten. Sie
werden nachfolgend diskutiert.

4.1.1 Stabile Streptamerbindung an die T-Zelle

Bei Verwendung zweifach fluoreszenzmarkierter Streptamere war die detektierbare
PE-Fluoreszenzintensitit der humanen T-Zellen deutlich schwicher als die der
murinen T-Zellen. Humane und murine T-Zellen, die nur mit einfach fluoreszenz-
markierten Streptameren gefirbt worden waren, zeigten jedoch immer eine deutliche
und vergleichbare PE-Fluoreszenzintensitit. Durch die Analyse chiméirer pMHC-
Molekiile ergaben sich starke Hinweise dafiir, dass eine Kombination der humanen
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schweren Kette mit humanem oder murinem Alexa488-konjugiertem f,m dazu fiihrt,
dass die Streptamere nicht mehr stabil an die T-Zellen binden kénnen. Im Gegensatz
zu den murinen Molekiilen scheint eine Alexa488-Konjugation am B,m im humanen
System die Streptamer-Bindung an die TCR zu behindern.

Das war eine unerwartete Erkenntnis, da die Alexa488-Konjugation im humanen
System zu Verdnderungen fiihrt, die im murinen System nicht auftreten. Es bestehen
zwar Unterschiede in den Aminosduresequenzen der murinen und humanen MHC
[-Molekiile, allerdings handelt es sich bei der MHC-Tertidrstruktur, &hnlich wie beim
Bom, um eine konservierte Struktur [18, 112]. In beiden Fillen setzt sich das MHC I
aus drei Doménen zusammen, deren Grofle, riumliche Anordnung und Funktion sich
gleichen. Auch die Tatsache, dass die Riickfaltung chimérer Molekiile gelang, spricht
fiir groBe Ahnlichkeit und hochkonservierte Strukturen. Trotzdem scheint es kleine,
aber signifikante Unterschiede zu geben. Genauere Analysen der Molekiilstrukturen
wiesen darauf hin, dass Unterschiede in der Lage des fom zur schweren Kette
fiir die beobachteten Phianomene verantwortlich sein konnten [113]. Vergleiche
der Tertidrstrukturen erbrachten Hinweise dafiir, dass schwere und leichte Kette
im humanen Molekiil ndher beieinander liegen als im murinen. Moglicherweise
wirkt sich die zusitzliche Konjugation des Alexa488 auf die Tertidrstruktur des
pMHC aus. Einerseits ist denkbar, dass es so zu Konformationsdnderungen an a; -
und ay-Domine kommt und die Interaktionsfliche des pMHC mit dem TCR so
verdandert wird, dass der TCR nicht mehr an das pMHC binden kann. Eine zweite
Moglichkeit wire eine Verdnderung an der a3-Doméne. Hier bindet der Korezeptor
CDS8, der, wie im Kapitel 1.1.2.4 erwihnt, die Bindung des TCR an das pMHC
stabilisiert. Selbst wenn eine Interaktion zwischen TCR und pMHC noch ungestort
moglich ist, wiirde eine fehlende CD8-Bindung ein instabileres Bindungsverhalten
erkldren. Eine instabile Streptamerbindung an T-Zellen wiirde erkldren, warum PE-
Fluoreszenzintensitit auf den T-Zellen detektierbar ist, jedoch in abgeschwichter
Intensitét.

Mehrere interessante Ergebnisse fielen bei den Versuchen auf, die durchgefiihrt
wurden, um die Ursache fiir die reduzierte PE-Fluoreszenzintensitiat im humanen
System herauszufinden.

Wurden im Streptameransatz nicht fluoreszenzmarkierte pMHC-Molekiile mit
der natiirlich vorkommenden Aminosdure Tyrosin an Position 67 im fB,m ver-
wendet, so war die an humanen T-Zellen gemessene PE-Fluoreszenzintensitit gut
und mit der Fluoreszenzintensitdt muriner T-Zellen vergleichbar. Wurden einfach
fluoreszenzmarkierte Streptamere verwendet, die zwar nicht Alexa488-konjugiert
waren, aber an Position 67 im fom ein Cystein besa3en, war die detektierbare PE-
Fluoreszenzintensitit noch schwicher als bei Verwendung zweifach fluoreszenzmar-
kierter Streptamere, wie in Abb. 3.3 gezeigt. Da die humane schwere Kette durch eine
Alexa488-Konjugation an Position 67 des fom nicht mehr stabil an TCR binden kann,
wire denkbar, allerdings sehr unwahrscheinlich, dass alleine schon das Ersetzen der
Aminoséure Tyrosin durch Cystein zu einer Konformationsédnderung im pMHC fiihrt.
Wahrscheinlicher ist eine erhohte Reaktivitit der pMHC-Molekiile untereinander.
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4.1 Besonderheiten bei der Ubertragung des ko -rate-Assays auf das humane System

Wird die hoch reaktive SH-Gruppe des Cystein nicht mit einem Farbstoff konjugiert,
ist es sehr wahrscheinlich, dass sie anderweitig Bindungen eingeht, zum Beispiel
indem sich zwei pMHC-Molekiile iiber die auB3en liegenden, gut zugénglichen neuen
SH-Gruppen zu Dimeren verbinden. Méglicherweise konnen pMHC-Dimere nicht
an das Streptactin-Riickgrat binden, sodass sich im Streptameransatz nur wenige
funktionsfihige Streptamere befinden, oder eine Bindung an den TCR ist nicht mehr
moglich, sodass sich in der Zellfarbung nur eine schwache PE-Intensitit zeigt. Die
Hypothese, dass die reaktiven Gruppen der Cysteine andere Bindungen eingehen,
lasst sich dadurch stiitzen, dass auch bei Streptamerfarbungen muriner Zellen
bei Verwendung dieser pMHC-Molekiile die PE-Fluoreszenzintensitit deutlich
schwicher ist.

Eine immer schwichere PE-Intensitit trat auf, je groler die im Streptameran-
satz verwendeten Mengen Alexa488-konjugiertes pMHC waren, wie in Abb. 3.5
gezeigt. Die Titrationsversuche mit Erhohung der pMHC-Menge im Streptameran-
satz beruhten auf der Hypothese, dass eine schwache PE-Fluoreszenzintensitit im
humanen System durch zu geringe Mengen pMHC im Streptameransatz und dadurch
eine ungeniigende pMHC-Beladung der Streptactin-Molekiile bedingt sein konnte.
Interessanterweise fiel bei zunehmender pMHC-Menge im Streptameransatz eine
Abnahme der PE-Intensitit in den Zellfarbungen auf. Storungen der Interaktion von
Streptamer und T-Zelle durch iiberschiissiges freies pMHC konnten durch Filtration
der Streptamere ausgeschlossen werden. Eine mdgliche Ursache fiir die abnehmende
PE-Intensitit bei zunehmender pMHC-Menge im Streptameransatz wire, dass immer
weniger Streptamere an die T-Zellen binden konnen, je gesittigter sie mit Alexa488-
konjugierten pMHC-Molekiilen sind, da die Interaktion dieser pMHC-Molekiile mit
den TCR gestort ist.

Die Hypothese einer instabilen Streptamerbindung an die humanen T-Zellen
durch eine erschwerte TCR-pMHC-Interaktion bot eine plausible Erkldrung fiir die
abgeschwichte PE-Fluoreszenzintensitét.

4.1.2 Fluophorauswahl

Nachdem dieses erste Problem identifiziert worden war, konnte ein erfolgreicher
Losungsansatz entwickelt werden. Es wurde eine neue Konjugationsstelle fiir den
Farbstoff Alexa488 am C-Terminus der schweren Kette eingefiihrt. Wurden humane
T-Zellen mit diesen neuen Streptameren gefirbt, so wurde eine deutliche, nicht
abgeschwichte PE-Fluoreszenzintensitit detektiert, vergleichbar mit der muriner
Zellfarbungen. Trotzdem war noch immer keine Alexa488-Fluoreszenz detektierbar.

Eine fehlgeschlagene Alexa488-Konjugation der humanen pMHC-Molekiile war
durch FACS-Analyse von pMHC-gebundenen Streptactin-Beads ausgeschlossen
worden. Da also nachweislich eine Alexa488-Konjugation vorhanden ist, muss
es sich um ein Problem der (Detektion der) emittierten Strahlung handeln. Eine
fehlende Anregung scheint unwahrscheinlich, da dieselben Laser wie im murinen
System verwendet wurden, und die Ergebnisse auch an zwei verschiedenen Mikro-
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skopen gleich ausfielen. Eine Moglichkeit wire eine Absorption der Alexa488-
Emission durch PE. Da das Anregungsspektrum von PE sich mit dem Emissi-
onsspektrum von Alexa488 iiberschneidet, ist das Auftreten eines FRET-Effektes
(Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer) denkbar. Dieser konnte durch die neue Po-
sition der Alexa488-Konjugationsstelle am Ende des C-Terminus der schweren
Kette noch begiinstigt werden, da die rdaumliche Nihe zum PE am Streptactin an
dieser Stelle groBer ist als am fom. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, konnte
die neue Konjugationsstelle auch im murinen System eingefiihrt werden, um zu
testen, ob auch dort die Alexa488-Strahlung nicht mehr oder nur noch abgeschwicht
detektierbar ist.

Mittlerweile ist die Ubertragung des kog-rate Assays auf das humane System
gelungen [113, 114]. Versuche von Magdalena Nauerth erbrachten Hinweise dafiir,
dass die fehlende Fluoreszenzdetektion des Alexa488 zum Teil tatsichlich durch
einen FRET-Effekt zwischen den beiden Fluorophoren bedingt ist. Riickblickend ldsst
sich dieser auch im murinen System bei Verwendung von Alexa488-konjugiertem
PBom feststellen. Durch die Auswahl umgekehrter FRET-Partner an Streptactin und
pMHC gelangen reproduzierbare kof-rate-Assays an humanen Zellen.

4.2 Messung der kg-rate

Kinetische Parameter spielen bei der nidheren Charakterisierung der TCR-pMHC-
Interaktion eine wichtige Rolle. Die Messung solcher Parameter gestaltet sich jedoch
kompliziert, sodass verschiedene Methoden entwickelt wurden, die alle spezifische
Vor- und Nachteile haben, auf die im Folgenden eingegangen werden soll.

Die im Kapitel1.2.2 genannten Hypothesen der Affinitit und kinetischen Diskri-
minierung wurden fast ausschlieBlich auf der Grundlage von Daten aufgestellt, die
durch Versuche mit SPR und Tetramer-/Multimer-Techniken generiert wurden. Beide
Methoden erlauben wichtige Untersuchungen, haben aber auch Einschriankungen.

Multimer-basierte Untersuchungen erlauben ausschlielich Messungen von Dis-
soziationskinetiken. Inwiefern die Ergebnisse Werte ermitteln, die Werten unter
physiologischen Bedingungen entsprechen, ist schwer zu beurteilen. Durch ih-
re multimere Natur zeigen pMHC-Multimere andere Dissoziationskinetiken als
pMHC-Monomere. Um iiberhaupt Dissoziationskinetiken von Multimeren messen
zu konnen, werden blockierende Reagenzien bendotigt, deren Vorhandensein und
Konzentration die Dissoziationskinetiken in unterschiedlichem MafBe beeinflussen.
Aufgrund der multimeren Natur der Reagenzien hingt die Dissoziation nicht nur
von der Bindungsstirke von TCR und pMHC ab, sondern von zusitzlichen Faktoren,
wie der Organisation der TCR auf der Zellmembran. Aulerdem ist der Grad der
Multimerisierung schwer kontrollierbar.

Im Gegensatz dazu lassen sich mit der Oberflachenplasmonenresonanzspek-
troskopie prizise Werte wie Affinitit, Assoziations- und Dissoziationsraten von
TCR-pMHC-Interaktionen messen. Verkompliziert wird das Verfahren, da beide
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Molekiile rekombinant exprimiert werden miissen, was beispielsweise nicht fiir alle
TCR standardm@Big moglich ist. Die Aussagekraft der durch SPR gemessenen
Werte ist ebenfalls kritisch zu beurteilen, da es sich um Messungen zwischen
isolierten Einzelmolekiilen handelt, die zusitzliche beeinflussende Faktoren der
physiologischen Umgebung, wie die Rolle des CD8-Korezeptors, unbeachtet lassen.

Ein weiterer Kritikpunkt an beiden Methoden ist, dass es sich um Modelle handelt,
in denen Dissoziationskinetiken im dreidimensionalen Raum beobachtet werden,
da sich einer der Bindungspartner in Losung befindet. Dies spiegelt jedoch nicht
physiologische Bedingungen wider, in denen beide Molekiile in Zellmembranen
verankert sind.

Diesen moglichen Storfaktor versuchten mehrere Arbeitsgruppen zu adressieren,
indem sie sogenannte zweidimensionale Modelle entwickelten [115, 116]. Fiir den
Mikropipetten-Adhisionsfrequenz-Assay werden auf der Zellmembran eines huma-
nen Erythrozyten pMHC-Komplexe fixiert. Der Erythrozyt wird durch Aspiration
an einer unbeweglichen Mikropipette gehalten und dient als Adhisionssensor. Eine
T-Zelle, die an einer beweglichen Mikropipette fixiert ist, wird fiir eine definierte
Zeitspanne mit dem Erythrozyten in Kontakt gebracht. Wenn es zu einer Adhision
kommt, wird die Zellmembran des fixierten Erythrozyten bei Entfernung der T-
Zelle gedehnt. Anhand des Dehnungsausmalles werden Parameter wie Assoziations-
und Dissoziationsraten berechnet. Huang et al. gelangten mit ihrer Methode zu
Ergebnissen, die sich deutlich von SPR-Messungen unterschieden. Sie beobachte-
ten deutlich schnellere Assoziationsraten, die hauptsédchlich fiir hohe Affinititen
verantwortlich waren und schnellere Dissoziationsraten. Auflerdem beschrieben
sie eine grofere dynamische Bandbreite von Affinititen und Assoziationsraten
als dreidimensionale Methoden [115]. Dieser Versuchsaufbau kommt durch die
Verankerung der an der Interaktion beteiligten Molekiile in einer Zellmembran
den physiologischen kinetischen Eigenschaften sicher niher als dreidimensionale
Modelle. Die Versuchsdurchfiihrung mit kiinstlich induziertem Zellkontakt iiber eine
definierte Zeitspanne orientiert sich jedoch nicht an physiologischen Gegebenheiten.
Weiterhin ist es schwierig zu beurteilen, ob die den Ergebnissen zugrunde liegenden
Berechnungen einer visuell beobachteten Zelldehnung Affinititen und Assoziations-
und Dissoziationsraten im mikromolaren Bereich ausreichend prizise wiedergeben
konnen.

Huppa et al. entwickelten eine weitere Methode um TCR-pMHC-Interaktionen
im zweidimensionalen Raum zu beobachten, den FRET (fluorescence resonance
energy transfer)-basierten 2D Bindungsassay. T-Zellen, die mit einem anti-TCR-
Antikorper fluoreszenzmarkiert wurden, gehen Interaktionen mit einer Membran-
flache ein, in die neben fluoreszenzmarkierten pMHC-Molekiilen auch ICAM1 und
CD80 integriert sind. Kommt es zu einer TCR-pMHC-Bindung, so gelangen die
Fluoreszenzmolekiile auf TCR und pMHC, die als FRET-Partner gewéhlt werden,
nahe genug aneinander, sodass ein FRET-Signal abgegeben wird. Anhand des FRET-
Signals werden Affinitdt, Assoziations- und Dissoziationsraten berechnet [116].
Huppa et al. gelangten zu dhnlichen Ergebnissen wie Huang et al. Sie beobachteten
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deutlich hohere Affinitdten der TCR fiir ihre Liganden, bedingt durch etwa 100fach
hohere Assoziationsraten, sowie hohere Dissoziationsraten. Diese elegante Methode
erlaubt interessante Untersuchungen, allerdings sind einzelne Komponenten im
Versuchsaufbau kritisch zu bewerten. Um ein FRET-Signal zu erzeugen, miis-
sen die FRET-Partner nahe zueinander gebracht werden, weshalb sie nahe an
der Interaktionsregion von TCR und pMHC angebracht werden miissen. Ob und
inwiefern dies die Interaktion der Bindungspartner beeinflusst, ist unbekannt. Huppa
et al. postulieren aulerdem, dass sie synaptische Bindungskinetiken untersuchen,
indem in die Membranfliche Molekiile der immunologischen Synapse wie [CAM1
und CD80 integriert sind. Inwieweit die gemessenen Parameter davon beeinflusst
werden, ist unbekannt. Die Gruppe selbst beobachtete jedoch Verdnderungen der
Dissoziationsraten, die durch Vorginge im Zytoskelettaufbau hervorgerufen wurden.
Der Versuchsaufbau ist vielversprechend, implementiert in der vorliegenden Form
allerdings zu viele zusitzliche Einflussfaktoren, sodass er prizise Aussagen iiber die
Bindungskinetiken des TCR-pMHC-Komplexes nur bedingt ermoglicht.

Die Arbeiten von Huang und Huppa ergénzen die bisher giingigen Hypothesen
des Affinititsmodells und des kinetischen Modells um einen Faktor: ihre Ergebnisse
sprechen fiir eine bedeutende Rolle der Assoziationsraten bei der T-Zell-Aktivierung.

Der im Labor von Professor Busch entwickelte kog-rate-Assay erlaubt ausschlie3-
lich die Messung von Dissoziationskinetiken an lebenden Zellen. Die physiologische
T-Zell-Oberfliche mit TCR und Korezeptoren bleibt erhalten. Die pMHC-Molekiile
liegen bei der Abdiffusion von den TCR in Form von Monomeren vor. Es werden
keine zusitzlichen, blockierenden Reagenzien benétigt. Auch wenn keine Messungen
von anderen Parametern wie Affinitidt oder Assoziationskinetiken moglich sind,
so bietet der k,g-rate-Assay beziiglich der Messung der Dissoziationskinetiken
deutliche Verbesserungen und erlaubt validere Messungen als bisherige Methoden.

4.3 Kk e-rate und T-Zell-Aviditit

Wie in der Einleitung beschrieben, konnen TCR-Ligand-Interaktionen unterschied-
liche Auswirkungen haben. Beispielsweise entscheiden sie iiber Uberleben oder
Apoptose im Rahmen der Selektionsmechanismen im Thymus bei der T-Zell-Reifung,
sie konnen T-Zell-Aktivierung und Proliferation oder eine Anergie induzieren. Je
nach Ergebnis der Interaktion unterscheidet man die Liganden in mehr oder weniger
potente Agonisten und Antagonisten. Es besteht ein Konsens dariiber, dass die
Bindungsstirke der pMHC-Komplexe an den TCR entscheidend fiir die Reaktivitét
ist. Die Stdrke biochemischer Molekiilinteraktionen wird normalerweise tiber die
Affinitét definiert, die in einem mathematischen Zusammenhang mit den kinetischen
Parametern der Interaktion, ndmlich Halbwertszeit bzw. Dissoziationskinetiken
und Assoziationskinetiken, steht. Was sich hinter dem Begriff Bindungsstéirke im
Rahmen der TCR-pMHC-Interaktion verbirgt, ist nicht eindeutig geklart aufgrund
der Besonderheit der Interaktion. Bei anderen Molekiilinteraktionen, wie zum
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Beispiel Antigen-Antikorper-Interaktionen, wird eine hohe Spezifitit durch eine hohe
Affinitdt der Bindungspartner erreicht, weshalb die Messung der Affinitdt sinnvolle
Riickschliisse auf die Funktionalitét erlaubt. Bei einer TCR-pMHC-Bindung tritt das
Paradoxon von hoher Spezifitit bei sehr niedriger Affinitdt im mikromolaren Bereich
auf. Welche(r) Parameter bei der Definition der Bindungsstidrke zwischen TCR und
pMHC letztendlich ausschlaggebend ist/sind, wird kontrovers diskutiert [42]. Zwei
theoretische Hauptmodelle stehen einander gegeniiber.

Die Affinitdtshypothese (occupational model) postuliert, dass die T-Zell-Reaktion
mit der Affinitéit von TCR und pMHC korreliert und abhéngig ist von der Zahl der
TCR-pMHC-Komplexe [117, 118]. Je hoher die Zahl der TCR ist, die in einer
TCR-pMHC-Interaktion gebunden sind, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit einer
T-Zell-Aktivierung. Die zweite, weiter verbreitete Hypothese sagt aus, dass eine
T-Zell-Aktivierung vor allem von der Halbwertszeit der TCR-pMHC-Interaktion
abhingt [119, 120]. Nach dem Modell der kinetischen Diskriminierung miissen
Rezeptor und Ligand fiir eine ausreichend lange Zeitspanne gebunden vorliegen,
damit eine T-Zell-Aktivierung initiiert werden kann. Eine T-Zell-Aktivierung ist
nach dieser Hypothese also abhingig von der Halbwertszeit und damit von der
Dissoziationsrate der TCR-pMHC-Interaktion. Fiir beide Hypothesen lieen sich
Daten generieren, die die jeweilige Theorie stiitzen.

In verschiedenen Studien wurden jedoch auch Diskrepanzen beobachtet, die
darauf hindeuten, dass ein Einzelparameter zur Beschreibung der Bindungsstirke
nicht ausreichend ist. Zum Beispiel wurden TCR mit besonders geringer Affinitét
oder sehr kurzer Halbwertszeit beobachtet, die trotzdem eine gute funktionelle
Aviditdt zeigten.

Al-Ramadi et al. untersuchten mit SPR die Interaktionen zwischen APL-H-
2l.d-Liganden und 2C-TCR [68]. In den meisten Fillen korrelierten funktionelle
Parameter wie spezifische Lyse mit der gemessenen Affinitit der TCR-pMHC-
Interaktion. Ein APL bildete eine Ausnahme: trotz nicht messbarer TCR-pMHC-
Affinitét zeigten die mit diesem pMHC stimulierten Zellen gute Lyseergebnisse.
Weiterfithrende Untersuchungen wiesen darauf hin, dass eine Zellaktivierung nicht
ausschlieBlich von der intrinsischen TCR-pMHC-Affinitéit abhéingig ist, sondern dass
weitere Einflussfaktoren, wie z.B. die CD8-Korezeptorfunktion, eine wichtige Rolle
spielen.

Krogsgaard et al. identifizierten einen weiteren Parameter, der die Bindungsstirke
beeinflusst [121]. Mittels SPR wurden Halbwertszeiten der TCR-pMHC-Interaktion
bestimmt und mit funktionellen Parametern (IL-2-Produktion) korreliert. Auf3erdem
wurden thermodynamische Parameter der Interaktionen bestimmt. Bei drei APL-
Liganden fiel auf, dass die Funktionalitiit deutlich besser war, als die Halbwertszeit
erwarten lie. Die thermodynamischen Analysen zeigten grof3e Veridnderungen in der
Wirmekapazitit dieser pMHC-Molekiile, was fiir eine Konformationsidnderung oder
eine Flexibilitit in der Bindungsregion spricht. Halbwertszeit und Verinderungen
in der Wirmekapazitit gemeinsam betrachtet korrelierten mit den funktionellen
Parametern. Eine Flexibilitit an der TCR-pMHC-Interaktionsflache, die sowohl den
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TCR (induced fit), als auch das pMHC-Molekiil betrifft, scheint sich positiv auf die
Bindungsstirke auszuwirken.

Zuletzt wurde die Stabilitdt des pMHC-Molekiils als wichtiger Einflussfaktor
erkannt. Degano et al. hatten gezeigt, dass im 2C-TCR-System der SITYR-H-2Kb-
Komplex ein deutlich potenterer Agonist am 2C-TCR ist als die dEV8- oder p2Ca-H-
2Kb-Komplexe trotz dhnlicher Affinititen und Dissoziationskinetiken [122]. Auch
thermodynamische Analysen im 2C-System konnten bei fehlenden Hinweisen fiir
Konformationsidnderungen den Unterschied nicht erklidren. Tallquist et al. erkannten,
dass das SI'YR-Peptid mit dem MHC-Molekiil H-2Kb einen deutlich stabileren
Komplex mit lingerer Halbwertszeit eingeht als die anderen beiden Peptide [123].

Es gibt also vielfiltige Hinweise dafiir, dass die Bindungsstirke einer TCR-
pMHC-Interaktion nicht ausreichend durch einen Parameter bestimmbar ist, sondern
dass mehrere wie Affinitit, Halbwertszeit der TCR-pMHC-Interaktion, Halbwertszeit
des Peptid-MHC-Komplexes, Flexibilitit der Molekiile an der Interaktionsregion
und Einfliisse durch Korezeptoren eine Rolle spielen.

Tatsédchlich publizierten Aleksic et al. und Govern et al. eine neue Hypothese,
mit der sie die bisherigen, sich scheinbar gegenseitig ausschlieBenden Hypothesen
in einem mathematischen Modell vereinen [124, 125].

Aleksic et al. fithrten die neue Grofle der confinement time ein, einer Gesamt-
bindungszeit eines TCR mit einem pMHC-Molekiil, die sich aus den einzelnen Bin-
dungszeiten zwischen Dissoziation und mehrfacher schneller Wiederbindung sum-
miert. Wurde die Dauer der confinement time bestimmter TCR-pMHC-Komplexe,
die anhand von SPR-Daten berechnet wurde, mit den Ergebnissen der Tests zur
funktionellen Aviditit (INFy-Sekretion und Zytotoxizitit) in Bezug gesetzt, so
korrelierten sie statistisch signifikant hiufiger als funktionelle Aviditdt und Affinitét
oder funktionelle Aviditit und Dissoziationsrate [124].

Govern et al. entwickelten ein d@hnliches mathematisches Modell und berech-
neten eine Gesamthalbwertszeit (aggregate t;/2), die die Dauer der Erst- und jeder
Folgebindung summiert und ein Quasi-Gleichgewicht beschreibt. Die Dauer der Erst-
bindung wird durch die Dissoziationsrate beschrieben. Die Wahrscheinlichkeit einer
Wiederbindung nach chemischer Diffusion ist abhéngig von der Assoziationsrate.
Es wird eine Schwellenassoziationsrate berechnet, iiber deren Wert mindestens eine
Wiederbindung wahrscheinlich ist. Die Zahl der Wiederbindungen und damit die
Gesamthalbwertszeit hingt somit von der Assoziationsrate ab [125].

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass sowohl die Assoziations- als auch
die Dissoziationsraten der pMHC-Molekiile von ithrem TCR die Aviditit beeinflussen
und man nicht grundsitzlich von einem einzelnen ausschlaggebenden Bindungs-
parameter ausgehen kann. Aus dieser Erkenntnis ergibt sich die Frage, ob die
Dissoziationsrate des TCR-pMHC-Komplexes geeignet ist, um von ihr Riickschliisse
auf die funktionelle Aviditdt von T-Zellen zu ziehen. Hierfiir sprechen Daten,
die Robert Knall und Magdalena Nauerth in ihren Doktorarbeiten generierten.
Sie analysierten die kqg-rate und die funktionelle Aviditdt von zwei murinen T-
Zell-Linien, die spezifisch fiir das Listeria monozytogenes Epitop LLOg;_g9 sind,
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und konnten eine Korrelation nachweisen. Die T-Zell-Linie mit niedriger Kog-rate
zeigte die hohere funktionelle Aviditét [71, 113, 114]. Diese Daten sprechen dafiir,
dass der kofr-rate Assay eine wertvolle Methode ist, um funktionell hoch-avide
T-Zellen zu identifizieren. Er wird aus einem Zellpool allerdings nur einen Teil
hoch-avider Zellen selektieren, ndmlich die, deren Gesamtaviditit hauptsdchlich auf
einer langsamen Dissoziationsrate beruht. Die T-Zellen mit hoher Aviditédt durch
hohe Assoziationsraten werden nicht identifiziert.

4.4 Kyg-rate und T-Zell-Therapie

Der neue koft-rate-Assay ermoglicht die Untersuchung von pMHC-Dissoziationskinetiken
von TCR an lebenden Zellen im murinen System. Dies war bisher nicht moglich.
Eine Ubertragung auf das humane System bietet die Moglichkeit, vielfiltige
interessante Fragestellungen zu adressieren. Von besonderer Bedeutung wire eine
konkrete klinische Anwendbarkeit. In der Einleitung wurde ein kurzer Uberblick
iiber die bisher angewandten Formen von T-Zell-Therapien gegeben. Es stellt sich

die Frage, ob die durch den Assay bestimmbare k-rate ein geeigneter Parameter ist,
anhand dessen T-Zellen zum therapeutischen Transfer ausgewihlt werden konnen.
Lassen sich Zellen mit den fiir einen Therapieerfolg notwendigen Eigenschaften
anhand der kg-rate identifizieren?

Einige Eigenschaften, die fiir die protektive Kapazitit einer T-Zelle eine Rolle
spielen, wurden in den letzten Jahren und Jahrzehnten definiert. Fiir einen Therapie-
erfolg mit moglichst geringem Risiko toxischer Nebenwirkungen werden Pathogen-
spezifische T-Zellen transferiert. Der kqg-rate-Assay ermoglicht die Identifikation
Epitop-spezifischer T-Zell-Populationen. Zu therapeutischen Zwecken verwendete
Zellen miissen in der Lage sein, nach Antigenkontakt ihre spezifischen Effektorfunk-
tionen auszuiiben, also die Zielzellen zu eliminieren. Verschiedene Arbeitsgruppen
hatten in ihren Arbeiten gezeigt, dass funktional hoch-avide T-Zellen diesbeziiglich
qualitativ bessere Ergebnisse erzielen als niedrig-avide [36, 52, 58]. Im Mausmodell
konnte Robert Knall in seiner Doktorarbeit nicht nur eine Korrelation zwischen k-
rate und funktioneller Aviditit, sondern zusétzlich zur Protektivitit herstellen [71].
Er verglich zwei Listeria monocytogenes spezifische T-Zell-Populationen. Die
Population, die in Tests der Zytokinsekretion und der spezifischen Lyse als funktional
hoch-avide identifiziert wurde, zeigte im kqg-rate-Assay ldngere Halbwertszeiten.
AuBlerdem waren nur Zellen dieser strukturell und funktionell hoch aviden Population
in der Lage, Mduse vor einer Infektion zu schiitzen, wenn die T-Zellen vor der
Injektion von Listerien transferiert wurden. Der kg-rate-Assay ermoglicht somit die
Identifikation von T-Zellen mit protektivem Potenzial.

Weiterhin miissen T-Zellen zum Transfer innerhalb kurzer Zeit in ausreichender
Menge verfiigbar sein. Je nach zugrundeliegender Erkrankung und Grofe der vorlie-
genden Population ist mit dem kog-rate-Assay die Gewinnung einer Population
zur direkten Ubertragung oder Aufbewahrung in einer Zellbank méglich, zum
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Beispiel bei CM V-Infektionen. Im Vergleich zur Zellgewinnung durch wochenlange
Kulturmethoden bietet der kyf-rate-Assay zwei Vorteile: die Zellen stehen sehr
schnell zur Verfiigung und haben keine Verdnderungen ihrer Eigenschaften durch
Langzeitkultur erfahren. Im Falle von Tumorerkrankungen oder anderen Erkrankun-
gen, bei denen nur wenige Pathogen-spezifische hoch-avide Zellen vorliegen, kann
der kog-rate Assay um weitere Methoden ergénzt werden. Nach der Identifikation
von strukturell hoch-aviden TCR ist beispielsweise eine TCR-Sequenzanalyse mit T-
Zell-Rezeptor-Transfer moglich. Der kqg-rate-Assay ermoglicht so die Verfiigbarkeit
einer ausreichenden Zellzahl innnerhalb relativ kurzer Zeit.

Ein wichtiges Kriterium, das die Fiahigkeit der T-Zellen zur Persistenz in vivo
mit Ausbildung von Gedichtniszellen bestimmt, ist der Differenzierungsgrad. Der
kofe-rate-Assay ermoglicht hierzu keine Aussagen. Um die Plastizitédt der T-Zellen
und damit ihre Fihigkeit zur Persistenz zu bestimmen, miisste er mit anderen
Methoden zur Analyse der entsprechenden Oberflichenmarker kombiniert werden.
Allerdings eignet er sich zur Durchfiihrung von Verlaufsuntersuchungen beziiglich
der Persistenz transferierter Zellpopulationen.

Idealerweise sollen zu therapeutischen Zwecken verwendete T-Zellen zusitz-
lich resistent sein gegen immunsupprimierende Einfliisse wie sie z.B. im Tumor-
Mikromilieu vorkommen (TGF-f, CD4™* Treg) und nicht in ihrer Funktion einge-
schrinkt durch Kotherapien wie Kortison. Auflerdem sollte ihre Wirksamkeit nicht
beeintridchtigt werden durch Escape-Mechanismen der Pathogene oder Toleranzent-
wicklung. Dies sind Themen umfassender aktueller Forschung, fiir die noch keine
Standardlésungen entwickelt wurden. Man weil} jedoch beispielsweise, dass hoch-
avide T-Zellen durch das Tumor-Mikromilieu starker gechemmt werden als niedriger
avide [126]. Dies wirft die Frage auf, ob es beziiglich der protektiven Eigenschaften
eine optimale Aviditét der T-Zellen gibt. Moglicherweise ist die optimale Aviditét
unterschiedlich, je nach Pathomechanismus der jeweiligen Erkrankung. Denkbar
wire ebenfalls, dass eine Kombination von T-Zellpopulationen mit unterschiedlichen
Aviditdten fiir einen bestmoglichen Therapieerfolg notwendig ist.

Der kog-rate-Assay eroffnet neue Moglichkeiten, einige wichtige der oben
genannten Punkte weiter zu erforschen. In Kombination mit weiteren Verfahren
ist er eine wertvolle und geeignete Methode, um T-Zell-Therapien durchzufiihren
und deren Wirksamkeit weiter zu entwickeln und zu verbessern.

4.5 Ausblick

Mit den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen gelang ein wichtiger Schritt in der
Ubertragung des kofi-rate-Assays vom murinen auf das humane System. Durch die
neue Farbstoff-Konjugationsstelle gelingt eine stabile Streptamerbindung an humane
T-Zellen. Trotz nachgewiesener Farbstoff-Konjugation ist jedoch noch immer keine
Alexa488-Fluoreszenz detektierbar, sodass Weiterentwicklungen notwendig sind, um
funktionale Reagenzien fiir zukiinftige k¢-rate-Assays herzustellen. Als Ursache fiir
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die fehlende Detektion wire denkbar, dass die Fluoreszenzintensitit von Alexa488
zu schwach ist. Eine Moglichkeit die Fluoreszenzintensitét zu verstiarken, wire, ein
neues pMHC-Molekiil zu generieren, das am C-Terminus beide neuen Mutationen
zur Farbstoffkonjugation gleichzeitig enthilt, sodass jedes pMHC-Molekiil doppelt
fluoreszenzmarkiert werden konnte. Eine weitere Moglichkeit wire die Verwendung
anderer Fluoreszenzfarbstoffe mit hoherer Fluoreszenzintensitit. Im Kapitel 4.1.2
diskutierten wir den FRET-Effekt als Ursache fiir die fehlende Alexa488-Detektion.
Wenn die Alexa488-Emission von PE absorbiert wird, wire zu iiberlegen, Alexa488
durch einen Farbstoff mit anderem Absorptions- und Emissionsspektrum zu ersetzen,
oder sogar ein ginzlich neues Fluoreszenzfarbstoffpaar fiir die Streptamerherstellung
auszuwdhlen, die in ihren Anregungs- und Emissionsspektren keine stérenden
Uberschneidungen zeigen. Ein weiterer Schritt wiire, die neuen Konjugationsstellen
in murine pMHC-Molekiile einzubringen und die Fluoreszenzfarbung zu testen
und mit den humanen Molekiilen zu vergleichen. Interessant wire herauszufinden,
ob auch im murinen System bei Verwendung der neuen Konjugationsstellen keine
Alexa488-Fluoreszenz detektierbar ist. Dies wiirde die Hypothese des FRET-Effektes
untermauern und darauf hinweisen, dass es notwendig ist, die innerhalb eines
Streptamers verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe anders auszuwihlen. Schlussendlich
ist es notwendig, die Ergebnisse, die bisher ausschlieBlich fiir HLA B8 gewonnen
wurden, auf vielfiltige HLA-Molekiil-Peptid-Komplexe zu iibertragen, um die Re-
produzierbarkeit der Ergebnisse zu verifizieren und die Methode breit anwendbar zu
machen, zum Beispiel zur Identifikation von geeigneten Zellen fiir T-Zell-Therapien.
Die Ubertragung des kof-rate-Assays auf das humane System erdffnet einen Weg zu
vielfiltigen Anwendungsmoglichkeiten. Der Assay ermoglicht die Identifikation und
Gewinnung von Epitop-spezifischen T-Zell-Populationen mit definierter Aviditit,
die zu Therapiezwecken im Rahmen eines T-Zell-Transfers weiterverwendet werden
konnen, ohne dass die Patienten zusitzlichen, potenziell allergenen Reagenzien
ausgesetzt werden, da die Streptamere nach Zellgewinnung durch d-Biotin mo-
nomerisiert und abgewaschen werden konnen. Die Methode erlaubt neben einer
Zellgewinnung zusitzlich eine Therapieiiberwachung. Durch T-Zell-Gewinnung
aus dem peripheren Blut, Lymphknoten oder Tumorgewebe konnte beobachtet
werden, ob die transferierten Zellen persistieren, proliferieren und ob sie in die
Zielkompartimente (z.B. Lymphknoten, Tumor) wandern oder sich in ihrer Aviditéit
verdndern. Auch andere Einfliisse auf die Immunititslage lieBen sich untersuchen,
wie zum Beispiel die Entwicklung des T-Zell-Repertoires nach Impfungen und die
Qualitit des Impfergebnisses. AuBBerdem ist das Prinzip des kyg-rate-Assays nicht
auf die Untersuchung von CD8* T-Zellen und deren TCR-pMHC-Interaktionen
beschrinkt. Eine Ausweitung auf die Untersuchung von CD4* T-Zellen und ihrer
Interaktion mit pMHC II-Molekiilen ist eine Moglichkeit. Grundsitzlich wire
vorstellbar, die Methode auf jegliche Rezeptor-Ligand-Interaktion zu iibertragen.
Notwendig hierfiir wire, dass ein Bindungspartner rekombinant hergestellt werden
und mit einer StreptagllI-Sequenz versehen werden kann, um ihn am Streptactin-
Riickgrat zu multimerisieren. Zusammenfassend eroffnet eine Ubertragung des
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kofr-rate-Assays vielfiltige Anwendungsfelder.
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Zusammenfassung

T-Lymphozyten erfiillen wichtige Funktionen im Rahmen der Reaktionen des adapti-
ven Immunsystems gegen Protein-Antigene. Sie erkennen MHC-gebundene Peptide
(pMHC) mithilfe ihres T-Zell-Rezeptors (TCR) und dessen Korezeptoren CD4 bzw.
CD8 und entwickeln nach ihrer Aktivierung spezifische Effektor-Funktionen, wie
z.B. die Aktivierung anderer Zellgruppen oder zytotoxische Eigenschaften. Die
Schliisselrolle in diesem Prozess spielt die pMHC-Erkennung durch den TCR, die
im Fokus vielféltiger Forschungsansitze steht. Dabei gestaltet es sich schwierig,
eine zuverldssige und reproduzierbare Grofe fiir die Messung der Aviditidt des TCR
zu seinem Liganden zu entwickeln. In unserer Arbeit interessierten wir uns fiir die
Messung der Dissoziationskinetiken von T-Zell-Rezeptoren CD8" T-Zellen und ihrer
Liganden. Die Halbwertszeit des TCR-pMHC-Komplexes hat sich in verschiedenen
Arbeiten als wichtiger Parameter dieser Molekiilinteraktion gezeigt, da sie mit
funktionellen und protektiven Eigenschaften der T-Zellen korreliert. Da die bisher
zur Verfiigung stehenden Methoden zur Messung der Dissoziationskinetiken von
TCR und pMHC-Komplex aus verschiedenen Griinden keine zufriedenstellenden
Messungen erlaubten, wurde in der Arbeitsgruppe von Dirk Busch eine neue Methode
unter Einsatz der Streptamer-Technologie entwickelt. Diese ermdglicht, pMHC-
Molekiile reversibel zu multimerisieren. Im Gegensatz zu monomeren pMHC-
Molekiilen konnen diese Polymere stabil tiber die TCR an die T-Zellen binden. Nach
schlagartig induzierter Monomerisierung diffundieren die fluoreszenzmarkierten
pMHC-Molekiile von der Zelloberfliche ab. Die Dissoziation der pMHC-Komplexe
wird in Form von abnehmenden Fluoreszenz-Intensititen unter dem konfokalen
Mikroskop gemessen und durch eine eigens entwickelte Software ausgewertet. So
konnten Halbwertszeiten berechnet werden. Ziel dieser Arbeit war, den neuen, am
murinen Modell etablierten k,g-rate-Assay auf das humane System zu iibertragen.
Streptamere wurden analog zum murinen System hergestellt. Im f,m, der leichten
Kette der humanen pMHC-Molekiile, wurde wie in den murinen Molekiilen die
Aminosdure Tyrosin an Position 67 durch ein Cystein ersetzt. Die pMHC-Molekiile
wurden iiber dieses Cystein fluoreszenzmarkiert. Die fluoreszenzmarkierten pMHC-
Molekiile wurden mit Streptactin inkubiert, sodass humane Streptamere entstanden,
mit denen humane CD8" T-Zellen gefidrbt wurden. Die Durchfiihrung von kogs-
rate-Assays war an diesen Zellen jedoch nicht moglich. In den Analysen zeigte
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Zusammenfassung

sich, dass die Alexa488-Fluoreszenzmarkierung des pMHC-Komplexes am f,m,
die im murinen System keine Auswirkungen hat, an der humanen schweren Kette
eine Interaktion der pMHC-Molekiile mit den TCR stort. Durch Integration der
Fluoreszenz-Konjugationsstelle im C-Terminus der schweren Kette gelang uns eine
stabile Streptamerbindung an T-Zellen. Unklar blieb, warum sich die Alexa488-
Fluoreszenzmarkierung der pMHC-Molekiile trotzdem kaum detektieren lie3. Eine
Losung dieses Problems war im Rahmen dieser Arbeit leider nicht mehr moglich.
Eine Methode, die an lebenden Zellen stattfindende Messungen von TCR-pMHC-
Dissoziationskinetiken erlaubt, erdffnet vielfiltige Moglichkeiten auch im Rahmen
von therapeutischen Ansétzen. Diesem Ziel sind wir mit dieser Arbeit einen Schritt
niher gekommen.
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