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Ab:
APC:
APC:
BCA:
Bom:
BSA:
CD:
ConA:
CMT:
CTL:
DC:
DM:

DMSO:

DNA:
DTT:
E. coli:
EDTA:
EMA:
EMT:
ET:
FACS:
FCS:
FITC:
FPLC:
FSC:

Antikorper (antibody)

Allophycocyanin

Antigen-prasentierende Zelle (antigen-presenting cell)
Bicichonséure (Bicinchoninic Acid)
Beta-2-Mikroglobulin

Bovines Serum Albumin

cluster of differation

Concanavalin A

Zentrale Memory T-Zelle (central memory T-cell)
Zytotoxische T-Zelle (cytotoxic T-lymphocyte)
Dendritische Zelle (dendritic cell)

Verdaul6sung (digestion mix)

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)
1.4-Dithiothreitol

Escherichia coli

Ethylendiamidteracid

Ethidium Monazid Bromid

Effektor Memory T-Zellen

Effektor T-Zellen

Durchflu8zytometrie (fluorescence-activated cell sorting)
Fetales Kalbserum (fetal calf serum)
Fluoresceinisothiocyanat

fast protein liquid chromatography

Streuung auf der x-Achse (forward scatter)
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GPIL: Phosphatidylinositolglykolipid

HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution

HEPES: 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl|Ethanesulfonsidure+4-(HO-CH,CH,)-1,4-
N,C4H;-1-CH,CH,-SOsH

ITIM Immunrezeptor Tyrosin-basiertes inhibitorisches Motiv

ITAM Immunrezeptor Tyrosin-basierendes Aktivierungs Motiv

IEL: Intraepitheliale Lymphozyten

IFNy: Interferon gamma

IL7R: IL7-Rezeptor

Lv. intravends

KIR Killerzell Ig-dhnliche Rezeptoren

KO: Knock-out (-/-)

LAM: Leukozyten-Adhédsionsmolekiil

LB: Luria Bertoni Medium

LDsg: Letale Dosis fiir 50% der Versuchstiere

Lk: Lymphknoten

L.m.: Listeria monocytogenes

LPL: Lamina propria Lymphozyten

PCR: Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction)

mADb: Monoklonaler Antikérper (monoclonal antibody)

MHC: Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility complex)

MACS: magnetically activated cell sorting

MoFlo: Modular Flow Cytometry

MTZ: Memory T-Zellen

NaNG;: Natriumazid

OD: Optische Dichte

PBS: Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (phosphate-buffered saline)

PE: R-Phycoerythrin

PFA: Paraformaldehyd

PP: Peyersche Plaques

rpm: Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

RT: Raumtemperatur

SA: Streptavidin

SSC: Verteilung auf der y-Achse (sideward scatter)
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TCR: T-Zellrezeptor (T cell receptor)
TNFa: Tumornekrosefaktor alpha
Tris: Tris(hydroxymethyl)aminomethane+(HO-CH2);C-NH;+2-Amino-2-

(Hydroxymethyl) 1,3-Propanediol
WT: Wildtyp
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Monoklonale Antikdrper:

BALB/c Méuse:
BirA:
Brutschrank:
C57BL/6 Mause:
CaCl,:

DMSO:

Dnase I:

DTT:

E.coli:

EDTA:

Ethidium Monazid:
FACS:

FCS:

Fc-block-Reagenz:

Flow Jo V 3.4 und 4.2 Software:

Fluoreszenz-markiertes SA:

BD Biosciences ParMingen, San Diego, USA (fiir
BALB/c Hintergrund), Caltag Laboratories, Burlingame,
CA 94010, USA (fiir C57BL/6

Hintergrund)

Harlan, Blackthorn, U.K.

Avidity, Colorado, USA

BBD 6220, Heraeus, Hanau, Deutschland

Harlan, Blackthorn, U.K.

FW 147,0, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Boehringer-Mannheim, Mannheim, Deutschland
Stratagene, La Jolla, USA

Dinatrium-Dihydrat, FW292,2 und FW372,2, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland

EMA, Molecular Probes, Leiden, Niederlande
FACSCalibur, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Fetal Calf Serum, seromed®, Biochrom KG, Berlin,
Deutschland

Blockierender Antikorper fiir Fc-Rezeptor
[CD32/CD16], BD Biosciences, ParMingen, San Diego,
USA

Tree Star, San Carlos, USA

Molecular Probes, Leiden, Niederlande
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Gentamycin:

HBSS:

Heparin:
HEPES Puffer:
Kollagenase D:

Kollagenase Typ IV und VIII:

Kiihlzentrifuge:
L-Glutamin:

LLO91-99 (GYKDGNEYI):

L.m. 10403s:

Membran 100kD:
MgCl2:

Mikroskop:

MoFlo:

Nadeln 27G1/2 und 3/4:
Nadeln 27G4/5:

Ova258-264 (SIINFEKL):

PBS:

Penicillin:
PFA:
Photometer:

RPMI 1640:
Sterilbank:
Streptomycin:

Tris-hydrochlorid:

Zellsieb 100um:

Gibco™, Invitrogen Corporation, Paisley, U.K.

w/o Ca2+ und Mg2+, Gibco™, Invitrogen Corporation,
Paisley, U.K.

Liquemin® N 25 000, Roche, Basel, Schweiz

IM, Gibco™, Invitrogen Corporation, Paisley, U.K.
Img/ml, Roche, Mannheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Varifuge 3.0RS, Heraeus, Hanau, Deutschland
Gibco™, Invitrogen Corporation, Paisley, U.K.

Affina, Berlin, Deutschland

ATCC, Rockville, USA

Millipore, Bedford,USA

FW203,3, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Axiovert S 100, Zeiss, Jena, Deutschland

Cytomation, Freiburg, Deutschland

Microlance™ 3, BD, Drogheda, Ireland

1 Sterican®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Affina, Berlin, Deutschland

Instamed PBS Dulbecco w/o Ca*", Mg2+ , Biochrom AG,
Berlin, Deutschland

Gibco™, Invitrogen Corporation, Paisley, U.K.
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Ultrosec 3000 pro, Biochrom Ltd., Cambridge, England
w/o L-Glutamin, Gibco Life Technologies, Gaithersburg
MD, USA

HERA safe, Heraeus, Hanau, Deutschland

Gibco™, Invitrogen Corporation, Paisley, U.K.

C4H{1NOs;HCI, MW 157,60, Carl Roth GmbH+Co,
Karlsruhe, Deutschland
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
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V Reagenzienliste

DM: 2mg/10ml RPMI+SC" Kollagenase TypIV, 0,2mg/10ml RPMI
Dnase I

FACS-Firbepufter: PBS pH 7,45, 0,5% BSA, 0,02 % NaNj3

HBSS/DTT 1mM: ImM DTT in HBSS

HBSS/EDTA 0,1mM: 0,ImM EDTA in HBSS

HBSS/EDTA 1,3mM: HBSS mit 1,3mM EDTA

Losungspuffer: 50 mM TrisHCI (3.94 g),p H 8.0 25% Sukrose (125 g), ImM

NaEDTA (1ml stock solution [0.5M]), 0.1% NaAzide (1.5ml
stock solution [30%]), 10mM DTT (770mg)

Lysepuffer: 50 mM TrisHCI (3.94 g), pH 8.0 1% Triton X-100 (5 ml), 0.1%
Na deoxycholate (5 ml stock solution [10%]), 100 mM NaCl
(2.93 g), 0.1% NaAzide (1.5ml stock solution [30%]), 10mM

DTT (770 mg)
NH4CL-Tris: 0,17M NH4CL in 0,3M Tris [pH 7,5]
PBS pH 8,0: 1,09g Na,HPOy4, 0,32g NaH,POy4, 9g NaCl, 11 dH,0
PBS/FCS 5%: PBS mit 5% FCS
PBS/Heparin: 75 U Heparin in 1ml PBS
PFA 4% : 400 ml PBS mit 16g PFA
PFA 2%: 10ml PBS mit 10ml PFA 4%
RP10": RPMI 1640 mit 10% FCS, L-Glutamin, HEPES [pH 7,5], B-

Mercaptoethanol, Penicillin [100 U/ml], Streptomycin [100
pug/ml] und Gentamycin [50 [1g/ml]

RPMI mit Zusatz: ImM MgCl,, ImM CaCl,und 10% FCS

Tris: Tris-hydrochlorid pH 7,5

TBE: 54g Tris, 27,5g Borsédure, 20ml 0,5M EDTA pH 8,0 auf 11 dH,0
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Waschpuffer: 50 mM Tris HCl (3.94 g), +/- 0.5% Triton X-100 (2.5 ml), pH
8.0 100 mM NaCl (2.93 g), | mM NaEDTA (1ml stock solution
[0.5M])0.1% NaAzide (1.5ml stock solution [30%]), 1 mM DTT
(77mg)
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1 Einleitung

1.1 Angeborenes und erworbenes Immunsystem

Ein komplexer Organismus wie der Korper von Sdugern bietet Pathogenen unzdhlige
mechanische und molekulare Moglichkeiten einzudringen, sich zu vermehren, die
Funktionalitit zu stéren und somit Krankheiten auszulosen. Dabei unterscheiden sich die
pathogenen Mikroorganismen und andere Fremdstoffe strukturell deutlich voneinander.
Zudem bieten Viren, Bakterien und Parasiten oft durch eine hohe Mutationsrate immer neue
Erregervariationen, auf die addquat reagiert werden muss. Gleichzeitig herrscht jedoch mit
einer groflen Zahl von Bakterien ein symbiotisches Verhéltnis. An den Grenzflichen des
Korpers sorgen sie fiir ein protektives Milieu und nehmen metabolische Aufgaben wahr.
Neben der Abwehr von Pathogenen sind die Abgrenzung von ,,selbst* zu ,.fremd™ und das
Erkennen maligner Entartungen wichtige Aufgaben des Immunsystems. Dabei ist eine
effiziente Regulation der immunologischen Antwort erforderlich, um eine iiberschieende
Reaktion mit fatalem Ausgang zu verhindern.

Um diesen unterschiedlichen Anforderungen gerecht zu werden, hat sich ein flexibles
Immunsystem entwickelt. Funktionell lassen sich zwei Bereiche unterscheiden. Zum einen die
angeborene Immunitdt mit Makrophagen, Granulozyten und Natiirlichen Killerzellen, bei der
mit genetisch festgelegten Rezeptoren gegen bestimmte pathogen-assoziierte molekulare
pattern (PAMPs'), so genannte ,pattern-recognition-molecules’ wie TLRs, ohne klonale
Vermehrung eine schnelle, ,,unspezifische® Abwehr erzielt wird (Janeway, 2001). Die
erworbene Immunitit fithrt durch eine Variabilitdt der Rezeptoren zu einer spezifischen und
tiber klonale Expansion zu einer zunehmend effektiveren Erkennung von Fremdantigenen.
Wichtiges Charakteristikum ist die Ausbildung eines immunologischen Gedéchtnisses, das

eine schnelle Reaktion bei erneutem Antigenkontakt ermoglicht. Zellen der erworbenen

' PAMPs: molekulare Strukturen mit charakteristischen Eigenschaften bestimmter Pathogene wie
LPS, bakterielle DNA, dsRNA, ssRNA und Lipopeptide
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Immunitdt sind B- und T-Zellen, die die humorale, antikdrpervermittelte, bzw. zelluldre
Immunantwort vermitteln (Janeway, 2001).

Beide Bereiche sind stark miteinander verzahnt und unterliegen einer engen Regulation. Im
Spannungsfeld zwischen mikrobieller Fremderkennung und fehlender oder verdnderter
Eigenstruktur bei fremdem Gewebe bzw. Tumoren miissen die Toleranz gegeniiber dem
eigenen Organismus gewahrt bleiben und iiberschieende Reaktionen vermieden werden.
Dies wird iiber eine Vielzahl unterschiedlicher Rezeptoren, Zytokine und Chemokine, sowie

spezialisierter regulatorischer Zellpopulationen erreicht.

1.2 NK-Zellen

Urspriinglich wurden NK-Zellen dem angeborenen Immunsystem zugerechnet, da sie keine
antigen-spezifischen Rezeptoren tragen (Janeway, 2001). Sie scheinen jedoch aufgrund ihrer
Verwandtschaft zu T-Zellen, ihres Rezeptorrepertoires und ihrer Effektorfunktionen eine
Zwischenstellung zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem einzunehmen
(Lanier, 2005).

NK-Zellen entstehen aus lymphoiden Vorlduferzellen im Knochenmark und zirkulieren im
Blut. Wie T-Zellen erkennen sie hauptsidchlich klassische und nicht-klassische MHC-
Molekiile (s. u.). Darin unterscheiden sie sich von anderen Zellen des angeborenen
Immunsystems wie Makrophagen und Granulozyten, die direkt, z.B. {liber konservierte
Strukturen eines Erregers aktiviert werden konnen.

Nk-Zell-Rezeptoren lassen sich in inhibitorische und stimulatorische Rezeptoren unterteilen
(s. u.). Bei der Bindung von NK-Zellen an eine potentielle Zielzelle kommt es zu einer
Integration von positiven und negativen Signalen, was dann letztlich iiber eine Aktivierung
der NK-Zellen entscheidet (Lanier, 2005).

Zusétzlich reagieren NK-Zellen auf Zytokine wie INF-a und IFN-B sowie IL-12. Dadurch
kann ihre Fahigkeit Zielzellen zu lysieren deutlich gesteigert werden (Janeway, 2001). Dies
wird, dhnlich wie bei CD8" T-Zellen, z.B. iiber Perforin und Granzyme erreicht (Young,
1986). AuBerdem sind NK-Zellen in der Lage, grole Mengen an IFN-y zu produzieren,
wodurch manche Infektionen kontrolliert werden konnen bevor T-Zellen dieses Zytokin
produzieren kdnnen. IFN-y wird von NK-Zellen schon in Vorlduferzellen in vorproduzierter
Form gespeichert (Stetson, 2003).

Viele der von NK-Zellen konstitutiv exprimierten Rezeptoren werden nach Aktivierung auch

auf CD8" und in geringerem MaBe auch auf CD4" T-Zellen exprimiert (Lanier, 2005).
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1.3 T-Zellen

Charakteristisches Merkmal der T-Zellen ist der T-Zell-Rezeptor (TCR). Es handelt sich um
ein Heterodimer aus zwei unterschiedlichen Polypeptidketten, der TCRo- und der TCR-
Kette, die dhnlich der Struktur von Immunglobulinen aus einer konstanten (C) Region und
einer variablen (V) Region bestehen und iiber die die Antigenerkennung der Zellen stattfindet
(Davis, 1998). Eine kleine Gruppe CD8" T-Zellen trigt einen TCR gleicher Struktur, jedoch
bestehend aus einer y- und einer 6-Kette. Dieser yo-Rezeptor hat nur eine begrenzte
Variabilitit, so dass er wahrscheinlich nur ein eingeschrinktes Spektrum an Antigenen wie
Hitzeschock-Proteine (Maus) oder phosphorylierte bakterielle Bestandteile (Mensch) erkennt
(Kabelitz, 2003).

Im Wesentlichen bestehen T-Zellen aus zwei unterschiedlichen Gruppen, den zytotoxischen
T-Lymphozyten (CTL) und den T-Helferzellen (T,). Phidnotypisch lassen sie sich anhand
zweier Oberflichenmolekiile unterscheiden. CTL exprimieren CD8, das als Heterodimer (af3)
oder als Homodimer (aa) vorliegen kann, T, das aus einer einzelnen Kette bestehende
Molekiil CD4 (Zamoyska, 1998). Diese Molekiile stellen Korezeptoren des TCR fiir die
Erkennung von MHC-Molekiilen und des ihnen dariiber présentierten Peptid-Antigens dar.
Die Hauptaufgabe CD8" T-Zellen liegt in der Zerstdrung infizierter Zielzellen. CD4" T-
Zellen lassen sich noch weiter differenzieren in Tyl und Tp2. Tyl erkennen présentiertes
Antigen von Makrophagen. Uber ihr zentrales Zytokin IFN-y triggern sie hauptsichlich die
Aktivierung von Makrophagen und eine zellvermittelte Immunreaktion. T2 reagieren auf
Antigenprésentation von B-Zellen mit der Produktion u.a. von IL-4 und IL-5 und triggern
vorzugsweise eine humorale Immunantwort mit Antikdrperproduktion (Murphy, 2002).
T-Zellen erkennen Antigene, die ihnen iiber MHC-Oberfldchenmolekiile prisentiert werden.
Dies sind Glykoproteine, die vom Haupthistokompatibilitdtskomplex kodiert werden.
Strukturell und Funktionell unterscheidet man MHC-Klasse-I von MHC-Klasse-II
Molekiilen®. MHC-Peptid-Komplexe der Klasse I werden von allen kernhaltigen Zellen
exprimiert und binden den Korezeptor CDS, die der Klasse II werden auf Makrophagen,
Dendritischen Zellen und B-Zellen exprimiert und binden an CD4 (Janeway, 2001). MHCs
sind von einem hohen Polymorphismus ihrer variablen Regionen gekennzeichnet. Neben

diesen so genannten klassischen MHCs gibt es eine ganze Reihe weiterer Molekiile mit nur

2 MHC | bestehen aus 3 a-Domanen sowie dem B>-Mikroglobulin, MHC Il aus zwei Ketten mit den
Domaéanen a4 und a,, bzw. 1 und B,
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geringem Polymorphismus, die jedoch ebenfalls in der Nahe des MHC-Genkomplexes liegen
und gewisse strukturelle Ubereinstimmungen wie das Vorhandensein eines B,-Mikroglobulins
teilen. Zu diesen nicht-klassischen MHCs zéhlen u. a. das murine H2-M3, das Peptide mit N-
formylierten Aminosdureresten prasentiert, HLA-E, -F und -G, CDI1, das Lipidantigene
prasentiert sowie viele der NKG2D-Liganden wie MICA/B.

Die T-Zellen entstehen aus Vorlduferzellen, die aus dem Knochenmark zu ihrer Reifung in
den Thymus wandern. Dort finden die Umordnung des TCR sowie die Differenzierung in
CD4" und CD8" T-Zellen statt (Singer, 1999). Autoreaktive T-Zellen werden dabei durch
positive und negative Selektion aussortiert, so dass nur naive T-Zellen, die keine
Selbstantigene erkennen, funktionell aktiv werden konnen (Starr, 2003). Diese T-Zellen
zirkulieren dann in der Blutbahn und in peripheren lymphatischen Organen, wo ihnen von

professionellen APCs Antigene prisentiert werden.

1.4 CD8" T-Zell-Antwort

Eine T-Zell-Antwort verlduft in drei verschiedenen Phasen, Expansion, Kontraktion und
Ubergang in das Gedichtniszellstadium. Dies gilt fiir CD8" T-Zellen unterschiedlicher
Antigenspezifitit gleichermaBBen (Busch, 1998).

Fiir die Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten aus naiven CD8" T-Zellen sind
mindestens zwei verschiedene Signale notwendig: Das primére stimulierende Signal 1 durch
die Erkennung des MHC-I-Peptid-Komplexes mit dem TCR und ein kostimulatorisches
Signal 2, iiber die Interaktion des Rezeptors CD28 mit den auf den APCs exprimierten
Molekiilen B7.1 und B7.2 (Davis 2003). Es kommt zu einer gesteigerten IL-2 Produktion mit
nachfolgender Proliferation und Differenzierung in Effektorzellen. Differenzierte Zellen
konnen bei weiterer Antigenstimulation auch ohne zusétzliche kostimulatorischen Signale
Zielzellen attackieren. Dies geschieht u.a. liber die Freisetzung zytotoxischer Granula mit
Perforin und Granzym, Apoptoseinduktion iiber Fas und die Sekretion von Zytokinen wie
IFN-y, TNF-B und TNF-a (Griffiths, 1995).

Nach erfolgter Uberwindung der Infektion kommt es zu einer prizise regulierten
Kontraktionsphase, bei der die groe Zahl an nicht mehr bendtigten Effektor T-Zellen
vermindert wird. Dies geschieht {iber programmierten Zelltod (Badovinac, 2002). Lediglich
eine kleine Population von langlebigen Gedichtniszellen bleibt zuriick. Diese sind
gekennzeichnet durch eine schnelle Proliferation und Ausbildung von Effektorfunktionen bei

Restimulation mit dem gleichen Antigen und der Vermittlung von protektiver Immunitét
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(Lanzavecchia, 2005). Neben zentralen Gedéchtniszellen, die sich in Lymphatischen Organen
aufhalten und Charakteristika naiver T-Zellen aufweisen, gibt es Effektor-Gedéchtniszellen,
die vor allem in nicht-lymphatischem Gewebe lokalisiert sind und eher Effektoreigenschaften
besitzen. Noch ist nicht geklart, ob sich die Gedéchtniszellen direkt aus naiven T-Zellen

entwickeln oder linear aus Effektorzellen hervorgehen.

1.5 Regulation einer T-Zellantwort

Die Intensitit der Immunantwort wird iiber ein komplexes System von regulatorischen
Zellpopulationen und immunmodulatorischen Rezeptoren und Signalmolekiilen zusétzlich
stimuliert oder inhibiert. So kann optimal auf die jeweiligen Bedingungen reagiert werden.
Initiation, Amplifikation und Beendigung der Immunantwort laufen in einem prézise fein

regulierten Gleichgewicht ab.

1.5.1 T-Helferzellen

Die schon erwihnten CD4"  T-Helferzellen konnen nach ihrer Aktivierung durch
Antigenerkennung tiber MHC-Klasse-II Molekiile in Tyl- und Ty2-Zellen differenzieren.
Dies geschieht liber das Zusammenspiel unterschiedlicher Mechanismen, wichtig ist u.a. die
Zytokinproduktion von Zellen des angeborenen Immunsystems und deren unterschiedliche
Erkennung, sowie die Menge und Beschaffenheit des prédsentierten Peptids (Wang, 1996).
Wihrend die Ty2-Helferzellen die humorale Antwort beeinflussen, spielen die Tyl-
Helferzellen eine wichtige Rolle bei der Verstirkung zelluldirer Immunantworten und der
Fahigkeit effizientes Geddchtnis auszubilden. Helfer- und zytotoxische T-Zellen miissen die
gleiche Antigenprisentierende Zelle binden. Fiir die Aktivierung der Helferzellen wird die
Bindung des membranstindigen CD40-Liganden an CD40, einem Molekiil der TNF-Familie
benoétigt, woraufhin makrophagenaktivierende Effektormolekiile wie IFN-y ausgeschiittet
werden. Dies flihrt zu einer gesteigerten Antigenpréisentation der Makrophagen und somit zu

einer Aktivierung der T-Zellantwort (Behrens, 2004).
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1.5.2 y6 -T-Zellen und NKT-Zellen

Aufgrund der geringen Variabilitdt ihres TCR und der Beteiligung in der frithen Phase einer
Immunantwort werden diese Zelltypen zwischen angeborenem und erworbenem
Immunsystem angesiedelt.

Die TCRy und TCR6 Loci weisen weitaus weniger V-Segmente auf als die entsprechenden a-
und B-Loci, so dass der TCR der yd-T-Zellen nur eine begrenzte Vielfalt besitzt (Bendelac,
2001). Die genauen Liganden des TCR von yd -T-Zellen sind noch nicht bekannt. Es scheint
jedoch keine Antigenprozessierung notig zu sein, sondern eine direkte Erkennung von
Pathogenen zu erfolgen (Chien, 1996). Dariiber hinaus konnen yd-T-Zellen auch direkt iiber
NKG2D (s.u.) aktiviert werden (Bauer, 1999). Thr Vorkommen ist hauptsidchlich auf
Epithelien wie die Epidermis oder den Gastrointestinaltrakt beschrénkt (Jameson, 2003). Sie
sind dort direkt an Immunreaktionen beteiligt. So spielen sie eine Rolle bei der Wundheilung
der Haut (Jameson, 2002) und des Darms (Chen, 2002). Weiterhin sind sie in der Lage,
Entziindungsreaktionen der Haut zu regulieren. Sie konnen zu einer Inhibition von of-T-
Zellen fiihren, die unabhéngig von CD4" T-Zellen ist (Guan, 2002; Giardi, 2002).

NKT-Zellen exprimieren sowohl typische NK-Zellmarker wie CD161/Nk1.1, als auch einen
af-TCR mit eingeschriankter Variabilitit. Mit ihm binden sie an CDI, ein nicht-klassisches
MHC Molekiil, das hauptsdchlich mikrobielle Glykopeptide prisentiert. (Brossay, 1999) Auf
CTL konnen sie entweder stimulierend {iber APC Aktivierung, als auch inhibitorisch wirken

(Godfrey, 2004)

1.5.3 Regulatorische T-Zellen

Zu den klassischen regulatorischen T-Zellen gehoéren die natiirlich vorkommenden
CD4'CD25" Zellen und antigen-induzierte IL-10-produzierende TR1 Zellen.

Die CD4'CD25" Zellen reprisentieren ca. 5-10% der CD4" Lymphozyten und exprimieren
konstitutiv die IL-2a-Kette (CD25) (Sakaguchi, 1995). Charakteristisches Merkmal ist das
spezifische Vorhandensein des Transkriptionsfaktors FoxP3 (Hori, 2003). Sowohl in vitro
als auch in vivo sind sie in der Lage, die Proliferation und Expansion von naiven T-Zellen zu
inhibieren (Thornton, 1998).Dabei spielen immunosuppressive Zytokine wie IL-10
(Annacker, 2001) oder TGFp eine wichtige Rolle. TGFP scheint zudem in der Lage zu sein,
durch eine FoxP3-Induktion CD4'CD25 naive T-Zellen in CD4'CD25" regulatorische T-
Zellen zu konvertieren (Chen, 2003)
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Regulatorische T-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Verhinderung von
Autoimmunerkrankungen wie Morbus Crohn, Gastritis (Coombes, 2005), und Diabetes
(Salomon, 2004) und kénnen TransplantatabstoBung verringern (Kingsley, 2002), sowie die
Immunantwort gegen Tumore unterdriicken.

IL-10 produzierende TRI1  konnen aus naiven CD4" T-Zellen durch chronische
Antigenexposition hervorgehen (Barrat, 2002). Im Gegensatz zu den CD4 CD25"- T, scheint
die Mehrzahl der TR1 kein FoxP3 zu exprimieren (Vieira, 2004). Sie sind ebenfalls in der
Lage, die Proliferation von naiven T-Zellen zu inhibieren und verhindern experimentelle

Autoimmunenzephalitis.

1.5.4 Immunmodulatorische Rezeptoren

Neben dem eingangs erwidhnten kostimulatorischen Molekiill CD28, welches das zusitzlich
zum TCR-Signal benétigte Signal 2 zur Aktivierung von CTL liefert, besitzen CD8" T-Zellen
eine Reihe weiterer Rezeptoren, die ihre Aktivitit beeinflussen. Diese besitzen sowohl
kostimulatorische wie inhibitorische Eigenschaften. Interessanterweise werden viele dieser
Molekiile auch von Zellen des angeborenen Immunsystems und hier besonders auf NK-Zellen
exprimiert, wo sie oft auch initial beschrieben wurden. Wahrend sie dort meist direkt
stimulierende oder inhibierende Effekte ausiiben, bzw. die relative Stirke dieser Signale die
letztliche Aktivitit bestimmt, wirken sie auf CD8"  T-Zellen eher im Sinne einer

Feinmodulation.

1.5.4.1 Inhibierende Rezeptoren

Viele Inhibitorische Rezeptoren besitzen ein ,Immunrezeptor Tyrosin-basiertes
inhibitorisches Motiv* (ITIM). Bei Ligandenbindung fithrt dies héiufig zu einer
Phosphorylierung durch Scr-Kinasen und zu nachfolgender Aktivierung inhibitorischer
Signalkaskaden.

Zu den am besten charakterisierten inhibitorischen Rezeptoren gehoren die Immunglobulin G
Fc Rezeptoren FcyRIIB und FcyRIIl, die auf B-Zellen, Makrophagen, Neutrophilen und
Mastzellen, jedoch nicht auf T- und NK-Zellen exprimiert werden. Die letztgenannten

Zelltypen besitzen dagegen eine Reihe unterschiedlicher Rezeptoren, die MHC-Klasse-I
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Molekiile erkennen (Karre, 1986). Sie lassen sich in drei Familien einordnen: Ly49, KIR und
CD94/NKG?2 (Long, 1997).

Die murinen Ly49 Rezeptoren bilden eine Gruppe aus acht Mitgliedern (A-I), die bis auf
Ly49H und Ly49D polymorphe Epitope auf H-2D und H-2K Klasse-I Molekiilen erkennen.
Sie werden unabhéngig voneinander reguliert, was eine monoallele Expression auf NK- und
T-Zellen erlaubt.

Die Killerzell Ig-dhnlichen Rezeptoren (KIR) werden hauptsidchlich auf humanen Zellen
exprimiert. Sie erkennen humane Leukozytenantigene der Klassen HLA-A, HLA-B und
HLA-C. Einige der KIR sind ebenfalls aktivierende Rezeptoren und assoziieren mit dem
Adapterprotein DAP12 (Bakker, 1998). Auf murinen NK-Zellen wurden bislang zwei KIR-
dhnliche Molekiile gefunden, deren genaue Funktion bislang jedoch noch unbekannt ist
(Hoelbrekken, 2003; Welch, 2003)

CD94/NKG2A Rezeptoren werden sowohl von humanen als auch von murinen Zellen
exprimiert. Sie erkennen HLA-E (human) und Qal (murin). Uber die zwei ITIMs des
NKG2A wird die inhibitorische Signalkaskade iibermittelt.

NK- und T-Zellen konnen somit den Expressionsgrad von MHC-Molekiilen auf Geweben
erkennen. Bei normaler Expression werden sie inhibiert (Karre, 1986), was zur Formulierung
der so genannten ,,Missing-self-Hypothese* fiihrte (Ljunggren, 1990). Kommt es jedoch bei
Virusinfektion oder Tumortransformation zu einer verminderten oder fehlenden Expression
von MHC, fillt die Inhibition weg, und die Ziellzellen konnen lysiert werden. Mit der
Identifizierung von weiteren inhibierenden und aktivierenden Rezeptoren (s. u.) wurde diese
Hypothese modifiziert, im Sinne einer Integration der verschiedenen Signale, die letztlich die
NK-Zell-Aktivitdt bestimmen (Lanier, 2005).

Ein weiterer inhibitorischer Rezeptor auf T-Zellen ist CTLA4. Er bindet die gleichen
Liganden wie CD28 (B7.1 und B7.2). Die Suppression der T-Zellaktivitdt durch dieses

Molekiil spielt eine wichtige Rolle in der Verhinderung von Autoimmunitit (Tivol, 1995).

1.5.4.2 Aktivierende Rezeptoren

Neben CD28 gibt es weitere Rezeptoren der Immunglobulin-Familie, z.B. ICOS
(induzierbarer T-Zell Kostimulator) (Hutloff, 1999). Er bindet an ICOS-Ligand, einem
Molekiil aus der B7 Familie (Subudhi, 2005). ICOS-Ligand wird auf aktivierten

Dendritischen Zellen, Monozyten und B Zellen exprimiert.
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Eine groBBe Gruppe von kostimulatorischen Rezeptoren bildet die Tumor-Nekrosefaktor
Rezeptor (TNFR) Familie (Croft, 2003). Sie besteht aus fiinf Mitgliedern, die Liganden auf
APCs erkennen. Es kann jedoch auch zu Ligandenexpression durch die T-Zellen selbst
kommen. Das Expressionsmuster der Rezeptoren auf T-Zellen variiert in Abhédngigkeit ihres
Aktivierungszustandes. So lassen sich charakteristische Anderungen in der jeweiligen
Expression auf Naiven-, Effektor-, und Gedéichtnis-T-Zellen finden. Die Aktivierung der
Rezeptoren kann zu gesteigerter Proliferation und Effektorfunktion sowie Survival-Signalen
fiihren.

Charakteristisches Merkmal vieler stimulatorischer Rezeptoren ist ein Immunrezeptor
Tyrosin-basierendes  Aktivierungsmotiv  (ITAM) am zytoplasmatischen Teil der
Transmembrandoméne, das nach Phosphorylierung von zytoplasmatischen Signalmolekiilen
erkannt wird und zur Aktivierung der Zellen fiihrt (Janeway, 2001). Zu diesem Rezeptortyp
gehoren u.a. NKG2D, Ly49H und TREM. TREMs (triggering receptors expressed by
myeloid cells) sind eine Gruppe von Rezeptoren, die ausschlieflich von myeloiden Zellen
exprimiert werden und u.a. zytokinantworten auf bakterielle Produkte amplifizieren
(Bouchon, 2000).

Ly49H wird von etwa der Hélfte aller NK-Zellen exprimiert. Er ist neben Ly49D der einzige
bisher bekannte stimulatorische Rezeptor der Ly49 Familie und bindet direkt an ein Produkt
von m157 des murinen Cytomegalovirus (Arase, 2002). Beide Molekiile assoziieren mit dem

Signalmolekiil DAP12, welches das ITAM enthilt.

1.6 NKG2D

NKG2D ist ein C-Typ lektinartiger Rezeptor’, der im Natiirlichen Killerzell Genkomplex auf
dem humanen Chromosom 12 und auf dem murinen Chromosom 6 kodiert wird (Raulet,
2003). Aufgrund der gemeinsamen Typ-2 Transmembran-Struktur mit weiteren Rezeptoren in
unmittelbarer Nachbarschaft erfolgte deren Zusammenfassung in die Gruppe der NKG2-
Rezeptoren. Bei nédherer Betrachtung handelt es sich bei NKG2D jedoch um einen
eigenstindiger Rezeptor mit nur geringer Ahnlichkeit zu den anderen Mitgliedern. NKG2A,
NKG2C und NKG2E zeigen sowohl in ihrer Sequenz und ihrer Struktur als Heterodimer mit
CD94 groBe Ubereinstimmung und erkennen die nicht-klassischen MHC Klasse I Molekiile
HLA-E (human) und Qalb (murin) (Braud, 1999).

3 C-Typ lektinartige Rezeptoren besitzen eine Domane, die urspriinglich als kohlenhydratbindend
beschrieben wurde und Ca*-abhéngig (C-Typ) sind
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Der homodimere NKG2D-Rezeptor wird auf einer Reihe unterschiedlicher Immunzellen
exprimiert. Er findet sich konstitutiv auf nahezu allen humanen und murinen NK-Zellen
(Jamieson, 2002). Wihrend naive murine CD8" T-Zellen keine NKG2D-Expression zeigen,
wird diese durch Aktivierung auf Subpopulationen antigen-spezifischer Zellen hochreguliert
und bleibt auch auf CD8" Gedichtnis T-Zellen bestehen (Jamieson, 2002). Murine CD4" T-
Zellen bleiben dagegen auch unter Aktivierung NKG2D negativ. Nur auf einem Teil der
CD4" T-Zellen in Patienten mit Rheumatischer Polyarthritis konnte bislang NKG2D
nachgewiesen werden (Groh, 2003). Weiterhin findet sich NKG2D auf yd T-Zellen, auf
nahezu allen humanen peripheren und intestinalen intraepithelialen, sowie murinen
epidermalen, jedoch nicht auf murinen intestinalen intraepithelialen y6 T-Zellen (Bauer,
1999). Auch ein Teil muriner NK1.1" T-Zellen sowie aktivierte murine Makrophagen
exprimiert NKG2D (Pende, 2001).

Die Signaltransduktion von NKG2D erfolgt iiber die Assoziation mit zwei transmembranen
Adaptermolekiilen, DAP10 und DAPI12. Dabei ist in der Maus das Vorliegen bestimmter
Splice-Varianten von NKG2D, NKG2D-L (lang) und NKG2D-S (kurz) ausschlaggebend
(Diefenbach, 2002; Gilfillan, 2002). Im Menschen gibt es bislang keinen Hinweis auf das
Vorhandensein der kurzen Variante. Die um 13 Aminosduren in der zytoplasmatischen
Region ldngere Variante NKG2D-L assoziiert nur mit DAP10, wahrend NKG2D-S sowohl
mit DAP10 als auch mit DAPI12 interagieren kann. Beide Splice-Varianten kommen in
aktivierten NK Zellen, CD8" T-Zellen und Makrophagen vor, in Makrophagen allerdings
bevorzugt NKG2D-S und in naiven NK Zellen nur NKG2D-L. Wéhrend NK Zellen und
Makrophagen sowohl DAP10 als auch DAP12 exprimieren, liegt in CD8" T-Zellen nur
DAP10 vor. Dabei fiihrt die unterschiedliche Expression und Assoziation in den
verschiedenen Zellen bei NKG2D-Aktivierung zu differentiellen Auswirkungen, entweder zu
direkter Stimulation oder zu kostimulatorischen Effekten. NK Zellen konnen tiber NKG2D
direkt aktiviert werden, was zu erhohter Zytotoxizitit und gesteigerter Ca’~ Mobilisierung,
Produktion von IFN-y, TNF-a, sowie verschiedener weiterer Chemokine fiithrt (Jamieson,
2002; Sutherland, 2002). NKG2D ist hier auch in der Lage inhibitorische Signale durch MHC
spezifische Rezeptoren zu dominieren (Pende, 2001). In CD8" T-Zellen ist ein alleiniges
Signal {iber NKG2D-L/DAP10 jedoch nicht zur Aktivierung ausreichend (Groh, 2001).
Vielmehr wird ein priméres Signal liber den TCR benétigt. NKG2D kann dann zu einer
Kostimulation mit gesteigerter Zelllyse und IFN-y, IL-2 und IL-4 Produktion fiihren (Groh,
2001; Das, 2001).
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Uber die weitere Signalkaskade von NKG2D herrscht noch einige Unklarheit. Die
zytoplasmatische Doméne von DAP10 enthélt wie CD28 ein Tyrosinmotiv, YXNM, das bei
Phosphorylierung die p85-Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3 K) bindet
(Sutherland, 2001; Wu, 1999). Daneben konnte auch Phosphorylierung von JAK2 und
STATS beobachtet werden. Im Gegensatz zu DAP10 enthdlt DAP12 ein Immunrezeptor
Tyrosinbasiertes Aktivierungs-Motiv (ITAM). Nach Tyrosinphosphorylierung kénnen SYK
und ZAP70 aktiviert werden.

Fiir NKG2D sind bislang eine Reihe unterschiedlicher Liganden bekannt. So bindet humanes
NKG2D die MHC-Klasse I verwandten Proteine A und B (MICA/B) (Bauer, 1999) sowie
Molekiile der UL 16-bindenden Proteine (ULBP) (Cosman, 2001), die das UL 16 Protein
humanen CMVs erkennen. Wiahrend fiir MICA und MICB bislang keine murinen
Entsprechungen bekannt sind, bildet die Rael/H60/MULT1 Genfamilie das murine Homolog
zu den ULBPs. Die durch die Behandlung von F9 Embryokarzinomzellen mit Retinoider
Saure induzierbaren Rael-Proteine (retinoic acid early transcript 1) bestehen bislang aus fiinf
eng verwandten Molekiilen (Raela, B,y,0, €) (Nomura, 1994; Cerwenka, 2000). Es handelt
sich- um  GPIl-verankerte = Proteine. @~ H60  wurde zuerst als dominantes
Minorhistokompatibilitdtsantigen (minor histocompatibility antigen) in der
Abstoflungsreaktion von zytotoxischen T-Zellen von C57BL/6 Méusen gegen BALB/b Zellen
beschrieben (Malarkannan, 1998; Diefenbach, 2001). Als dritter Ligand wurde Multl (murine
UL 16-binding protein like transcript 1) identifiziert (Carayannopoulos, 2002). Die murinen
Liganden zeigen nur eine niedrige (ca. 20%) Ubereinstimmung in ihrer Sequenz und weisen
eine gewisse Ahnlichkeit zur al und 02 Domine MHC-I-Molekiile auf, besitzen jedoch im
Gegensatz zu MICA/B keine a3-dhnliche Doméne. Neben ihrer Struktur unterscheiden sich
die Liganden auch in ihrer Affinitdit zu NKG2D. Im Vergleich zu vielen anderen
Immunrezeptor-Liganden Interaktionen handelt es sich insgesamt um relativ hohe Affinitéten.
Dabei zeigen Multl, H60 und Raele deutlich stirkere Affinititen zu NKG2D als MICA/B
und die restlichen Rael-Proteine (O’Callaghan, 2001; Carayannopoulos, 2002).

Das Expressionsmuster der verschiedenen NKG2D-Liganden ist erst liickenhaft bekannt. Es
gibt jedoch Hinweise auf eine typische Verteilung bestimmter Liganden, eine fehlende
Expression der meisten Liganden in gesundem Gewebe, sowie eine Hochregulierung durch
bestimmte pathologische Prozesse. Normalerweise werden MICA/B nur auf humanen
intestinalen Epithelien exprimiert (Groh, 1996). Fiir Rael ist auler einer Expression vor allem
im Gehirn wéhrend einer frithen embryonalen Phase keine Expression in adultem Gewebe

bekannt (Nomura, 1996). Ebenso wenig fiir Multl, auch wenn in vielen Zellen mRNA
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nachzuweisen ist (Diefenbach, 2003). H60 wird besonders in Thymuszellen auf hohem
Niveau exprimiert (Diefenbach, 2001). Ein molekularer Mechanismus, iiber den die
Expression von NKG2D-Liganden getriggert werden kann, wurde erst kiirzlich beschrieben.
So fiihrt die Beschddigung von DNA iiber die Beteiligung der Proteinkinasen ATM (ataxia
telangiectasia, mutated) und ATR (ATM- und Rad3 verwand) zu einer gesteigerten Liganden-

Expression sowohl in der Maus als auch im Menschen (Gasser, 2005)

1.7 Ziele der Arbeit

Bisherige Versuche zur Charakterisierung von NKG2D beruhen im Wesentlichen auf Studien,
die mit blockierenden oder aktivierenden monoklonalen Antikdrpern gegen NKG2D und
NKG2D-Fusionsproteinen durchgefiihrt wurden. Diese wurden zur Untersuchung des
Expressionsmusters von NKG2D auf verschiedenen Zelltypen und von funktionellen
Aspekten, v.a. der Zytotoxizitdt und der Zytokinsekretion, verwendet. Ein wesentliches
Defizit dieses Ansatzes liegt jedoch in der fehlenden Differenzierung zwischen
unterschiedlichen NKG2D-Liganden.

Der erste Teil dieser Arbeit bestand darin, die murinen NKG2D-Liganden H60, Rae und den
humanen NKG2D-Liganden MICAS8 rekombinant herzustellen und &hnlich der MHC-
Tetramere zu multimerisieren. Durch die Verwendung dieser Multimere sollte eine wesentlich
genauere Anndherung an die physiologische Funktion der Liganden-Rezeptor-Interaktion
erreicht und eine spezifische Untersuchung der jeweiligen Liganden ermdglicht werden.

Im zweiten Teil sollte das Bindungsmuster dieser Liganden-Multimere analysiert, NKG2D
exprimierende Zelltypen klassifiziert und mogliche Bindungsunterschiede zwischen den
Liganden-Multimeren festgestellt werden. Um neben der konstitutiven Expression von
NKG2D mégliche Anderungen unter Infektionsbedingungen nachweisen zu kénnen, sollten
Infektionskinetiken mit L. monocytogenes durchgefiihrt werden.

Im dritten Teil wurden die Auswirkungen der unterschiedlichen Liganden-Multimere auf die

Funktion und Proliferation von CD8" T-Zellen untersucht.
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2 Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ermoglicht die starke Amplifizierung eines gewiinschten DNA-Abschnitts mit Hilfe
spezifischer Oligonukleotide (Primer), Desoxynukleotiden und temperaturstabiler DNA-
Polymerasen. Abhéngig vom Primeraufbau lassen sich hierbei auch gezielt Mutationen (wie
z.B. Restriktionsenzym-Erkennungssequenzen) in die DNA einbringen. Verwendet wurde
eine Pfu DNA Polymerase (Stratagene), die eine 3’-5’ Exonuklease Korrekturlesefunktion
besitzt, mit der sie falsch eingebaute Nukleotide erkennt und korrigiert. Dadurch wird die

Fehlerrate sehr gering gehalten und die DNA-Sequenz kann exakt reproduziert werden.

Standardansatz:
2 ul DNA H60
2,5 ul Primer Ndel (100 ng/ul)
2,5 ul Primer BamHI (100ng/pl)
Sul 10x Puffer (Stratagene)
Sul dNTPs (Roche; je 5 ul ATP/TTP/GTP/CTP + 180 ul ddH,O, 100mM)
I ul Pfu-Turbo-Polymerase (Stratagene)

ad 50 pl ddH,O

In einem Thermoblock wurde die PCR dann mit folgendem Programm durchgefiihrt:
1.94 °C 5 min
2.80°C 2 min
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3.94°C 2 min

4.56 °C 2 min

5.72°C 2 min 30 sec

6.72 °C 5 min
Die Schritte drei bis fiinf wurden in 30 Zyklen wiederholt, das Produkt nach Schritt 6 bis zur
Weiterverarbeitung bei 4 °C gekiihlt.
Die Zugabe der Polymerase erfolgte verzogert nach Aufheizen der Probe auf 94 °C (hot start).
Dadurch wird verhindert, dass die Polymerase schon bei niedrigen Temperaturen, bei denen
die Wahrscheinlichkeit unspezifischer Anlagerung der Primer an die DNA relativ erhdht ist,

Aktivitét entfaltet und somit die DNA fehlerhaft amplifiziert wird.

2.1.2 Taq-Step

Als Voraussetzung fiir die TA-Klonierung (s. u.) wurde mittels einer Tag-Polymerase ein
Adenin-Nukleotid an die 3’-Enden des PCR-Produkts angefiigt:

50 ul  PCR-Produkt

Sul  dATPs (Roche; Sul ATP + 45 pl ddH»O, 100mM)

1 ul  Tag-Polymerase (eigene Herstellung)

wurden fiir 10 min bei 72 °C im Heizblock inkubiert.

2.1.3 Restriktionsendonuklease-Verdau

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die spezifische Nukleotidsequenzen
erkennen und dort DNA an definierten Stellen schneiden. Sie wurden zu analytischem und
priparativem Verdau eingesetzt. Puffer (ReACT3, Invitrogen) und Enzymkonzentrationen

(Ndel, BamHI, beide Invitrogen) erfolgten nach Herstellerangaben.



28 2 Methoden

Analytischer Kurzverdau: praparativer Verdau:

6 ul dH,O 14 pl ddH,0O

1l ReACT 3 2 ul ReACT 3

2 ul DNA 3ul DNA

0,5 ul Ndel (5 U/ul) Il Ndel (5 U/uLiganden)
0,5 pul BamHI (10 U/ul) 1 pul BamHI (10 U/ul)

2 h bei 37°C U/N bei 37°C

2.1.4 TA-Klonierung

Der Zwischenschritt der TA-Klonierung eines PCR-Produktes dient der Effizienzsteigerung
der Klonierung. Die Vektoren des TA-Klonierungssystems (Invitrogen) liegen linearisiert vor
und besitzen am 5’-Ende einen zum 3’-Anfang des PCR-Produktes komplementiren
Desoxythymidiniiberhang. Damit wird eine direkte Basenpaarung ermoglicht und die
Klonierung vereinfacht, ohne dass weitere Modifikationen wie Dephosphorylierung nach der
PCR oder Aufreinigungen des PCR-Produktes erforderlich sind.

Zudem konnen erfolgreich klonierte Plasmide nach Transformation in kompetente Bakterien
anhand der Kolonienfarbe erkannt werden. Der TA-Vektor besitzt ein f-Galaktosidase-Gen
(lacZ), das durch die Linearisierung des Vektors unterbrochen wird. Bei erfolgter Klonierung
bleibt das Gen durch den eingefiigten Abschnitt weiterhin funktionslos, ohne Einbau setzt es
sich dagegen wieder zusammen, so dass die Pf-Galaktosidase transkribiert und produziert
werden kann. Diese kann nun das farblose X-Gal der Agarplatten in blaues 5-Brom-4-Chlor-
Indigo umsetzen. Bakterien mit leerem Vektor stellen sich dadurch blau dar, erfolgreich
ligierte bleiben weil3.

Ligationsansatz mit Verwendung des TA-Klonierungskit (Invitrogen):

2 ul PCR 2.1-Vektor

2 ul PCR-Produkt

1 ul 10x Ligationspuffer
I ul T4-Ligase

ad 10 pl ddH,0
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2.1.5 Ligation von Restriktionsfragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten in einen Vektor wurde mit einem Ligations-Kit (Rapid

DNA Ligation, Roche) folgendermalen durchgefiihrt:

Sul DNA-Fragment
3ul Vektor (pET 27b)
2 ul 5x Puffer

10 pl 2x Puffer

I ul T4-Ligase

Der Ansatz wurde fir 15 min bei RT inkubiert.

2.1.6 Agarosegel-Elektrophorese

Aufgrund der DNA-GroBe wurden 1%ige Agarosegele verwendet. 0,45 g Agarose wurden
durch Aufkochen in 40 ml TBE-Puffer gelost, mit 1 pl Ethidiumbromid versetzt und ein Gel
mit acht Kammertaschen gegossen. Nach dem Aushirten wurde es in eine mit TBE als Leiter
gefiillte Gelkammer gesetzt. 56 ul DNA-Probe wurden mit 8 pl 6x Orange G gemischt und
auf zwei Taschen verteilt. Als Gréenstandard wurden 4 ul 1 kb DNA Marker (10 pul 1 kb
DNA ladder, Biolabs + 50 ul Orange G) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte fiir ca. 40 min
bei 100 mV.

Der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basenpaare
doppelstringiger DNA. Bei Anregung durch UV-Licht leuchtet er und macht so die DNA im
Gel sichtbar.

2.1.7 DNA-Konzentration

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurden 3 ul DNA in 597 pul dH,O gelost und
photometrisch bei 260 nm und 280 nm die optische Dichte gemessen, aus der das Photometer

die Konzentration errechnet.
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2.1.8 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA wurde einem externen Labor (SEQ LAB, Gottingen)
durchgefiihrt. Zur Vorbereitung wurden je 600 pg DNA mit 2 pl Primern (T7 bzw. T7term)
versetzt und mit dH,O auf 7 pl aufgefiillt.

2.1.9 Plasmid Mini Praparation

Plasmid-DNA wurde je aus sechs verschiedenen Ubernachtkulturen (je 6 ml LB-Medium und
6 ul Ampicillin, angeimpft mit einer Kolonie, U/N bei 37°C, Abnahme 1 ml fiir
Bakterienstocks (s. 2.2.1.4.2)) nach Zentrifugation fiir 20 min bei 4°C und 2000 U/min mit
Hilfe eines Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben isoliert. Hierbei werden die Zellen lysiert,
RNA und chromosomale DNA, sowie Proteine und Zelltrimmer von der Plasmid-DNA
getrennt. Diese kann dann durch Zentrifugation an Silicagelmembranen kleiner
Zentrifugationssdulen gebunden und weiter gereinigt werden, bevor sie in 50 pl dH,O

aufgenommen wird.

2.1.10 Gel-Extraktion

Fiir die Isolierung der DNA aus Agarosegelen nach elektrophoretischer Auftrennung wurde
die entsprechende Bande unter UV-Licht sichtbar gemacht, mit einem Skalpell ausgeschnitten
und unter Verwendung eines Gel-Extraktionskits (Qiagen) nach Herstellerangaben isoliert.
Die DNA wird dabei nach Schmelzen der Agarose iiber die Silicagelmembranen der oben

erwihnte Zentrifugationssdulen gereinigt und in 30 pl dH,O gelost.

2.1.11 Bakterientransformation

Verschiedene kompetente E. coli-Stimme wurden durch Hitzeschock transformiert. ,,one
shot“-Zellen wurden nach TA-Ligation verwendet, XL-10 gold nach Ligation in den
Expressionsvektor verwendet bzw. fiir die Proteinexpression BL21(DE3). Dabei wurden je
nach Stamm 5 pl bzw. 3 ul Ligationsansatz pro Aliquot Bakterien hinzugegeben und fiir 30
min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fiir 30 sec bei 42°C, erneute Abkiihlung fiir 2
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min auf Eis, sowie nach Zugabe von 250 ul SOC-Medium eine 30 miniitige Inkubation unter
Schiitteln bei 37°C, bevor davon zweimal 100 pl und einmal 50 pl auf Agarplatten mit dem
jeweiligen Antibiotikum ausplattiert wurden. Nach TA-Ligation wurden die Agarplatten
zuvor mit je 100 pl X-Gal bedeckt, um die Farbselektion zu ermoglichen. Aufgrund des
Resistenzgens fiir das entsprechende Antibiotikum wachsen nach Inkubation bei 37 °C U/N

nur erfolgreich transformierte Bakterien auf den Platten.

2.1.12 Bakterienstocks

Zur Autbewahrung wurden aus den Bakterienkulturen fiir Mini-Preps vor Préparation je 1 ml
abgenommen, 1ml steriles LB-Medium, versetzt mit 20% Glycerin zugegeben und bei -80°C
eingefroren. Die Bakterien konnen nach Entnahme einiger pl der angetauten Proben in LB-

Medium tberfiihrt und weiterverwendet werden.

2.2 Proteinbiochemie

2.2.1 Proteinexpression

Die Expression des Proteins erfolgte in 6 1 Kulturen bei 37 °C im Schiittler. Zu 6 x 1 1 LB
Medium wurden je 10 ml 40% Glukose sowie Kanamycin in einer Konzentration von 100
mg/ml zugegeben. Aus Bakterienstocks wurden 20 pl entnommen, in 7 ml LB-Medium gelost
und davon je 1 ml pro Flasche zugegeben. Die Kulturen wurden bei 37 °C im Schiittler
inkubiert. Bei einer optischen Dichte (ODggo) von 0,7-0,75 wurde aus jeder Flasche 1 ml als
Nullwert der spateren Expressionskontrolle entnommen und durch Zugabe von 0,4 mM IPTG
die Expression in den BL21(DE3) Zellen induziert. BL21 (DE3) Zellen sind fiir die
Expression von Fremdprotein optimiert. Sie besitzen eine RNA-Polymerase T7 unter
Kontrolle des Promotors Plac, der durch IPTG induzierbar ist. Bei IPTG-Zugabe wird somit
nahezu ausschlieBlich mit der T7 Polymerase das hinter dem T7 Promoter stehende klonierte
Gen des Plasmidvektors transkribiert. Weiterhin enthalten sie keine Proteasen mehr, die das
exprimierte Protein zerstdren konnten. Nach weiteren 3 h Inkubation wurde erneut je 1 ml fiir

eine Expressionskontrolle entnommen.
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2.2.2 Proteinaufreinigung

Das in so genannten Einschlusskorpern vorliegende Protein wurde mechanisch, chemisch und
enzymatisch aufgereinigt und wieder in Losung gebracht. Die einzelnen Kulturansitze
wurden jeweils separat behandelt.

Nach Proteinexpression wurden die Kulturen fiir 20 min bei 2000g und 4 °C pelletiert, in 13
ml Lysepuffer aufgenommen und mit Ultraschall homogenisiert, bevor 100 ml Lysozym, 250
ml DNAse I und 50 ml MgCl, hinzugegeben wurden. Mit 12,5 ml Lysepuffer wurden die
Ansitze bei RT fiir ca. 1h inkubiert, bis die Viskositit abnimmt. Thermisch wurden die
Bakterienmembranen zerstort durch 20 miniitiges Einfrieren bei -80 °C und Wiedererwirmen
fiir 30 min bei 37 °C im Wasserbad. AnschlieBend wurden erneut 50 ml MgCl, hinzugegeben
und nach weiteren 30 min 350 ml NaEDTA.

Die weitere Verarbeitung geschah durchgehend auf Eis bzw. bei 4 °C. Zuerst wurden die
Ansitze fir 20 min bei 11.000xg pelletiert und die Pellets in 10 ml Triton x-100-haltigem
Waschpuffer resuspendiert, sowie mit Ultraschall homogenisiert. Dies wurde wiederholt,
allerdings mit Resuspendierung in 10 ml Waschpuffer ohne Triton x-100. Nach letzter
Pelletierung wurde das rekombinante Protein in 2-4 ml 8 M Urea bei RT gelost, eine 1 ml

Probe fiir die Qualititskontrolle entnommen und in 2 ml Aliquots bei -80 °C gelagert.

2.2.3 Proteingel

Mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) koénnen Proteine nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt werden. Das anionische Natriumdodecylsulfat (SDS) lagert
sich an die durch Hitzebehandlung denaturierten Proteine proportional zum Molekulargewicht
an. Durch die starke Ladung des SDS kann die der Aminosédurereste der Proteine

vernachldssigt werden. Aufgrund der Grofe der Molekiile wurde ein 10 % SDS-Gel

verwendet:
7 ml dH,O
4,38 ml 1,5 M Tris pH 8,8

5,8 ml 30% Acryl 1% bis
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170 pl 10% SDS
8,8 ul Temed
170 pl 10% APS
Um ein gleichméBiges Laufen der Proteine zu gewéhrleisten wurde iiber das Laufgel ein
Stockinggel gegossen:
6,2 ml dH,O
2,5ml 0,5 M Tris pH 6,8
1,2 ml 30% Acryl 1% bis
100 pl SDS
Sul Temed
100 pl 10% APS

Nach Auspolymerisierung wurde das Gel mit Laufpuffer umgeben und in die Kammertaschen

die Proben aufgetragen.

2.2.4 Coomassie Farbung

Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue R250 bindet Protein unspezifisch, so dass
Proteinbanden sichtbar gemacht werden konnen. Der Vorteil gegeniiber anderen
Féarbemethoden wie der Silberfarbung liegen in der relativ einfachen Durchfiihrbarkeit. Dafiir
ist die Sensitivitdt mit 0,1-0,5 ug Protein deutlich geringer.

Das SDS-Polyacrylamid-Gel wird fiir eine Stunde in einer Firbeldosung geschiittelt und
anschlieend fiir einige Stunden entfarbt. Die hierfiir verwendete Entfarbelosung kann

zwischendurch gewechselt werden, um den Vorgang zu beschleunigen.

2.2.5 Bestimmung der Proteinkonzentration

Mittels BCA-Test wurde die Proteinkonzentration der Proben bestimmt. Bei der hier
stattfindenden Biuret-Reaktion werden hinzugegebene Cu**Tonen von den reduktiven
Gruppen des Proteins zu Cu Tonen reduziert. Diese wiederum binden je zwei Molekiile BCA
und ergeben einen wasserloslichen lilafarbenen Komplex. Die Absorption dieses Chelats wird
bei 562nm gemessen. Sie ist direkt proportional zur Proteinkonzentration, die dann im
Vergleich zu einer Standardproteinreihe mit BSA errechnet werden kann.

Zunichst wurde die BCA-Lo6sung hergestellt:
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12,25 ml Protein Assay Reagent A
250 pl Protein Ayssay Reagent B

Standardproteinreihe:
Iml BCA-L6sung mit Konzentrationen
je 20 pl Standardprotein in Urea
ergibt eine Standardreihe von 1,5 mg/ml bis 100 mg/ml

Testlosung:
Iml BCA-L6sung
20 ul Testprotein

Inkubation der Ansétze fiir 30 min bei 37 C° zur Beschleunigung der Reaktion. AnschlieBend
Messung der Extinktion bei 562 nm.

Da es sich im Bereich zwischen 1 pg/ml bis 100 mg/ml um einen linearen Zusammenhang
zwischen Proteinkonzentration und Extinktion handelt, lasst sich die Probenkonzentration ¢
als Verhdltnis von Proben- (E;) zur Standardextinktion  (Es) bezogen auf die
Standardkonzentration (cs) berechnen.

C=E,/Esxcs

2.2.6 In vitro Proteinfaltung und Konzentration

Die Riickfaltung der denaturierten, in 8M Urea gelagerten Proteine in ihre physiologische
Konformation erfolgt in einem speziellen argininreichen Entfaltungspuffer mit einem pH von

8,0:

100 mM TrisHCL

400 mM L-Arginin-HCL

2 mM NaEDTA

0,5 mM oxidiertes Glutathion
5 mM reduziertes Glutathion
500 mL ddH,O
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Unerwiinschte Aggregation wird zum einen durch die Zugabe von Arginin, das
zwischenmolekulare hydrophobe Interaktionen reduziert, vermindert; zum anderen durch die
Verwendung eines Redoxsystems mit oxidiertem und reduziertem Glutathion, das die
Bildung von Disulfidbriicken verhindert.

Der Entfaltungspuffer wird zu je 200 ml auf Erlenmeyerkolben verteilt auf Eis gekiihlt, bevor

jeweils Proteaseinhibitoren zugegeben werden:

2 ml PMSF
100 pl Pepstatin
100 ul Leupeptin

Kurz vor der eigentlichen Entfaltung wird zum zu entfaltenden Protein zundchst 0,5 ml
Guanidin-Losung (3M Guanidin-HCL, 10mM Natriumacid, 10mM NaEDTA) gegeben.
Guanidin fungiert hier als weiterer Denaturant, der die Ldslichkeit des Proteins erhéht und
ebenfalls ungewollte Aggregation verringert.

Der Entfaltungsvorgang findet unter permanentem leichtem Riihren bei 10 °C im Kiihlraum
statt. Die Zugabe geschieht im Abstand von ca. acht Stunden. Hierfiir wird kurzzeitig die
Riihrfrequenz erhoht und das Protein mit einer 1ml Spritze injiziert, um eine schnelle und
effiziente Verteilung zu erreichen. Nach der letzen Injektion wird fiir weitere 24 Stunden

unter leichtem Riithren bei 10 °C inkubiert.

Die Entfaltungslosung wird nun durch Zentrifugation fiir 15 min bei 2500 x g und 4 °C von
groBeren Prazipitaten gereinigt.

Der Uberstand wird anschliefend in Riihrzellen iiber 10.000 D MWCO Membranen unter
einem N>-Druck von 55 psi konzentriert und gleichzeitig ein Pufferaustausch durchgefiihrt.
Der Vorgang findet bei 4 °C im Kiihlraum statt. Nach einem ersten Konzentrationsgang auf
10 ml werden 90 ml Austauschpuffer (20 mM TrisHCL, 50 mM NaCl, filtriert, pH 8,0)
hinzugegeben. Dies wird zweimal wiederholt. Nach der letzten Konzentration auf 10 ml wird
die Probe iiber eine 0,22 pm Membran in Zentrifugationsfilter mit 10.000 D MWCO-
Membranen iiberfiihrt und bei 4 °C mit 2000 x g auf ein Endvolumen von 700 pl gebracht.
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2.2.7 Biotinylierung

Das Anhédngen eines Biotin-Molekiils an das C-terminale Ende der Proteine geschieht
enzymatisch mittels der Biotin-Protein-Ligase BirA unter Anwesenheit von d-Biotin und
ATP. Diese fiigt an einen Lysinrest innerhalb der Biotinbindungssequenz ein Biotinmolekiil
an.

700 ul konzentriertes Protein

100 pl Lésung A (0,5 M Bicine pH 8,3)

100 pl Losung B (100 mM ATP, 100 mM MgOAc, 200 mM Biotin)

100 pl Extra d-Biotin (500 mM Biotin)

10 pl BirA Enzym

0,5 pl Pepstatin

0,5 pl Leupeptin

Der Ansatz wird bei Raumtemperatur U/N inkubiert.

2.2.8 FPLC

Die Aufreinigung der biotinylierten Proteine geschieht mittels Gelfiltration und
GroBenseparation iiber ein FPLC-System. Dadurch lassen sich unerwiinschte Aggregate wie
Dimere, sowie iiberschiissiges ATP, BirA und vor allem Biotin, das bei der nachfolgenden
Multimerisierung stdrend beeinflussen kdnnte, entfernen.

Zunéchst wird die Sdule (Superdex 200 HR, Pharmacia) mit FPLC-Puffer (20 mM TrisHCL,
50 mM NaCl, pH 8,0, filtriert) bei einer Flussrate von 0,2 ml/min gespiilt. Vor dem Auftragen
der Probe wird diese nochmals tiiber eine 0,22 pm Membran filtriert. Wéhrend des
Separationsvorgangs betrigt die Flussrate 0,5 ml/min, das Volumen der Fraktionen 500 ml.
Die Proteine werden bei 280nm detektiert.

Nach erfolgter Auftrennung werden die Fraktionen entsprechender Molekiilgrée gesammelt
und durch Zentrifugation iiber eine 10.000 D MWCO Membran auf 550 pl konzentriert, bei
gleichzeitigem Pufferaustausch zu PBS pH 8,0 (2 ul 0,5 M NaEDTA, 1 ul 30% NaN3, sowie
Zugabe von 0,5 ul Leupeptin (2 pg/ml), 0,5 ul Pepstatin (2 pg/ml) pro ml Protein-Losung.
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2.3 Multimerisierung

Uber die vier Biotinbindungsstellen des Streptavidins konnen die aufgereinigten und
biotinylierten Rezeptor- und Ligandenmolekiile multimerisiert werden. Um alle
Bindungsstellen erfolgreich zu besetzen, muss ein stéindiger Uberschuss an Protein vorliegen,
weshalb Streptavidin in kleinen Mengen zugegeben wird. Da H60- und RAE-Multimere
relativ instabil sind, wurden sie vor Gebrauch neu angesetzt. Fluoreszenzkonjugiertes
Streptavidin wurde im molaren Verhiltnis von 4:1 zugegeben und der Ansatz fiir mindestens
eine Stunde lichtgeschiitzt auf Eis oder bei 4 °C inkubiert. Im Gegensatz dazu sind MICA-,
NKG2D- und MULT1-Multimere iiber lingere Zeit stabil und koénnen bei 4 °C autbewahrt
werden. Fluoreszenzkonjugiertes Streptavidin wird ebenfalls im molekularen Verhiltnis von
4:1 hizugegeben. Die Ansitze wurden lichtgeschiitzt bei 4 °C U/N inkubiert und
anschlieBend viermal mit 4 ml PBS pHS,0 tiber eine 100.000 D-Membran gewaschen (2000 x
g, 4 °C,) und auf eine Endkonzentration von 2mg/ml konzentriert. Vor dem letzten
Zentrifugationsschritt erneute Inhibitorenzugabe:

8 ul NaEDTA

4 ul NaEDTA

2 pl Leupeptin

2 ul Pepstatin
Die Multimere wurden lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.

2.4 Biotinylierungskontrolle

Der Grad der Biotinylierung der Molekiile kann im so genannten ,,Shift-Assay* dargestellt
werden. Hierfiir wird ein Teil der Probe mit einem Uberschuss an Streptavidin inkubiert. Die
biotinylierten Proteine binden die Biotinbindungsstellen des Streptavidins, so dass groBere
Multimere entstehen. Da die Biotin-Streptavidin-Verbindung auch unter den Bedingungen
eines SDS-Gels stabil bleibt, kann deren Laufverhalten zum nicht-multimerisiertem Protein
verglichen werden.

Zu je 20 ul Probe werden 5 ul PBS, bzw. 5 ul Streptavidin gegeben. Als Kontrolle dienen 20
ul PBS mit 5 ul Streptavidin. Die Ansitze werden fiir 2h auf Eis oder bei 4 °C U/N inkubiert.
Anschliefend werden sie liber ein SDS-Gel aufgetrennt und iiber eine Coomassie-Farbung

sichtbar gemacht.
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2.5 Infektion von BALB/c und C57BL/6 mit Listeria
monocytogenes

Fiir Infektionsexperimente wurden die Isolate L.m. 10403s (ATCC, Rockville, USA) und
rekombinant das Modellantigen Ovalbumin sezernierende L.m (zur Verfiigung gestellt von
Hao Shen, Philadelphia, USA) verwendet. Naiven C57BL/6 Maiusen (Harlan, Blackthorn,
U.K.) wurde zur Primédrinfektion im Alter von 6-8 Wochen eine sublethale Dosis von 2x10°
Lm. Ova (ca. 0.1 x LDsp ) in 200 pl physiologischer Kochsalzlosung direkt in die
Schwanzvene injiziert. 5 Wochen nach der Primérinfektion erfolgte die Reimmunisierung mit
2x10° L.m.-Ova (ca. 10 x LDsp ) i.v. Die Infektion von BALB/c- Méusen (Harlan, Blackthorn,
U.K.) erfolgte entsprechend mit L.m. 10403s. Allerdings wurden aufgrund der erhéhten
Empfindlichkeit gegeniiber L.m. reduzierte Dosen verwendet, 1x10° zur Priméarinfektion, bzw.

1x10° zur Reimmunisierung.

2.6 Milzentnahme und Isolation der Lymphozyten

Milzlymphozyten wurden von naiven bzw. zu verschiedenen Zeitpunkten von primér- und
reinfizierten BALB/c- und C57BL/6-Miduse gewonnen. Hiefiir wurden die Méuse durch
zervikale Dislokation getdtet und die Milzen mit sterilem Préparationsbesteck entnommen. Je
nach Verwendungszweck erfolgte die weitere Verarbeitung der Milzen steril oder unsteril mit
drei zusitzlichen Waschschritten in RP10" (RPMI 1640 mit 10 % FCS, L-Glutamin, HEPES
[pH 7,5], PB-Mercaptoethanol, Penicillin [100 U/ml], Streptomycin [100 pg/ml] und
Gentamycin [50 pg/ml]). Zundchst wurden die Milzen durch ein Stahlnetz homogenisiert und
in 10 ml RP10" aufgenommen. Die Milzzellen wurden anschlieBend pelletiert (1500 rpm, 7
min, RT) und die Erythrozyten in 5 ml NH4CL-Tris (0,17 M NH4CL in 0,3 M Tris [pH 7,5])
fiir 7 min bei RT lysiert. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal gewaschen, iiber ein feines

Nylonnetz gefiltert, in 10 ml RP10" aufgenommen und ausgezihlt.
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2.7 Generierung epitop-spezifischer CD8" T-Zelllinien

Die Herstellung der T-Zelllinien erfolgte durch in vitro Restimulation mit synthetischen
Peptiden (Busch et al., 1998). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die L.m.-Peptide LLO 91-99
sowie SIINFEKL verwendet. Bestrahlte und somit nicht proliferierfahige Lymphozyten
naiver Mause dienen als Stimulatoren und prasentieren das entsprechende Peptid den zu
expandierenden T-Zellen. Um von vornherein eine gro3ere Zahl peptid-spezifischer T-Zellen
einsetzen zu konnen, werden diese aus L.m-infizierten Mausen an Tag 7 bzw. 5 von Primér-
bzw. Reininfektion gewonnen (s. 2.2.4). 3 x 10’ Milzzellen wurden in 5 ml RP10
aufgenommen und in T 25 Zellkulturflaschen iiberfiihrt. Die Stimulatorzellen wurden mit 25
Gy bestrahlt und mit dem gewéhlten Peptid-Epitop (LLO 91-99 in 10° M, SIINFEKL in 10
M, filtriert iber 0,22 um-Membran) fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen wurden je 3 x 107 Zellen in 5 ml RP10" pro Kulturflasche zu den Respondern
gegeben. Alle sieben Tage erfolgten eine Restimulation durch erneute Zugabe von
Stimulatorzellen, sowie ein Mediumwechsel. Ab der zweiten Restimulation wurde das
Medium mit 5 % T-Stim (Uberstand mit ConA stimulierter Rattenmilzzellen, Becton-

Dickinson; Inaktivierung des ConA durch 5 % 1 M Methyl-a-D-Mannopyranosid) ergénzt.

2.8 Multimer und Antikorperfirbung

Die Fiarbungen in vitro expandierter T-Zelllinien, ex vivo gewonnener Milzzellen sowie
Lymphozyten aus Proliferations-Assays wurden in 96-Loch Platten mit Rundboden
durchgefiihrt, bei ex vivo Milzzellen in der Regel mit 1-2 x 10° Zellen pro Loch. Um
unspezifische Bindung von fluoreszenz-markierten mAbs zu verhindern, wurden die Proben
vor der Férbung mit Fc-block-Reagenz (blockierender Antikorper fiir Fc-Rezeptor
[CD32/CD16], BD Biosciences, PharMingen, San Diego, USA) behandelt. Zur
Unterscheidung von lebenden und toten Zellen wurde die Fc-block-Behandlung mit einer
Ethidium Monazid-Farbung (EMA, Molecular Probes, Leiden, Niederlande) kombiniert.
Diese hat den Vorteil gegeniiber einer Propidiumjodid-Farbung, dass die Zellen nach der
Féarbung fixiert werden konnen, da EMA durch Lichtexposition kovalent an die DNA toter
Zellen gebunden werden kann. Die Zellen wurden zundchst im Dunkeln fiir 20-30 min mit 2
png/ml EMA inkubiert und anschlieBend fiir 10 min Licht ausgesetzt (40 W Lampe, ca. 30 cm

Abstand). Danach wurden die Proben gewaschen und die Firbung mit fluoreszenz-
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konjugierten mAbs fiir 20 min oder MHC-Multimerreagenzien fiir 45 min in 50 pl auf Eis
und in Dunkelheit durchgefiihrt. Bei gleichzeitiger Verwendung von mAbs und MHC-
Multimeren wurde immer fiir 45 min inkubiert. Alle mAbs und Multimerreagenzien wurden
exakt austitriert und in sittigenden Konzentrationen verwendet. AbschlieBend wurden die
Zellen gewaschen, in 1 % PFA fixiert und durchfluzytometrisch analysiert. Alle Féarbe- und
Waschschritte wurden ausschlieBlich in FACS-Farbepuffer (PBS pH 7.45, 0,5 % BSA, 0,02
% NaN3) durchgefiihrt.

2.9 Durchflusszytometrische Analyse und Auswertung

Alle Proben wurden an einem FACSCalibur (FACSCalibur, BECTON DICKINSON,
Heidelberg, Deutschland) eingelesen.
Die Auswertung der Daten erfolgte mit Flow Jo Software (Tree Star, San Carlos, USA).

2.10 Anreicherung und Depletion ex vivo gewonnener T-
Zellen

Um selektiv einzelne Zellpopulationen innerhalb der Milzzellen untersuchen zu kénnen bzw.
gezielt bestimmte Populationen aus experimentellen Ansédtzen auszuschlieen, wurden zwei
unterschiedliche Techniken gewéhlt. Zum einen die magnetische Zelltrennung MACS
(magnetically activated cell sorting), bei der die unerwiinschten Zellen durch magnetische
Markierung beim Durchfluss durch eine magnetische Saule zuriickgehalten werden (negative
Selektion) oder magnetisch-markierte Zellen nach dem Trennvorgang aus der Séule eluiert
und weiterverwendet werden konne (positive Selektion). Als Alternative dazu diente die
durchfluzytometrische Sortierung der Milzzellen am MoFlo (Cytomation, Fort Collins,
USA). Hier werden die Zellen mit fluoreszenz-konjugierten monoklonalen Antikorpern
markiert und die zu sortierenden Zellen konnen anhand ihres Férbemusters ausgewéhlt
werden. Dadurch kann eine genauere und iiber Mehrfachfarbung detailliertere Auswahl

getroffen werden.
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2.11 Magnetische Aufreinigung

Milzzellen von C57BL/6- und BALB/c-Méusen wurden pripariert (s. 2.2.4) und anschliefend
1 x 107 Zellen/ml RP10" mit 2 pl der gewiinschten fluoreszenz-konjugierten (FITZ oder PE)
mAb lichtgeschiitzt fiir 30 min bei 4 °C unter Rotation gefarbt. Nach zwei Waschschritten mit
RP10" (1500 rpm, 4 °C, 7 min) wurden die Zellen in 80 ul RP10" resuspendiert und
entsprechend der Menge der Primidrantikoper mit MACS-beads (anti-FITC oder anti-PE,
Miltenyi Biotec) wiederum unter Lichtschutz fiir 20 min bei 10 °C gefarbt. Es folgten zwei
vorsichtige Waschschritte (1100 rpm, 4 °C, 7 min), bevor die Zellen in 2-3 ml RP10"
resuspendiert wurden. Nach Aquilibrierung der magnetischen Siule mit 3 ml RP10" wurden
sie auf diese aufgetragen. Die Sdule wurde anschliefend mindestens zweimal gewaschen.
Entweder wurde der Durchfluss weiterverwendet, oder die zuriickgehaltenen Zellen mit einem
Stempel eluiert. Die Effizienz der Aufreinigungen wurde nach erneuter Farbung mit einem
FACSCalibur tiberpriift und mit einer Probe vor der Trennung verglichen. Die Reinheiten

lagen zwischen 83% und 98%.

2.12 Durchlufizytometrische Aufreinigung

Die Préparation der Milzzellen von C57BL/6- und BALB/c-Méusen erfolgte wie beschrieben.
1 x 10" Zellen/100 pl wurden anschlieBend mit fluoreszenz-konkugierten mAb unter
Lichtschutz fiir 25 min bei 4 °C gefirbt, dreimal mit RP10" gewaschen und in einer
Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml in RP10" aufgenommen. Unmittelbar vor dem
Sortiervorgang wurde verdiinntes Propidiumjodid (PI, Sigma-Aldrich; 4 pl PI (2 mg/ml) + 1
ml RP10") im gleichen Volumen fiir die lebend-tot Unterscheidung hinzugegeben und die
Zellen iiber den MoFlo sortiert. Die Fraktionen wurden getrennt in kaltem FCS (ImM DNA-
Biotin) aufgefangen und nach dem Sortieren mit RP10" gewaschen. Analog zur MACS-

Aufreinigung erfolgte eine Reinheitskontrolle nach erneuter Farbung am FACSCalibur.

2.13 *'Cr-Zytotoxizitits-Assay

In Standard-’'Cr-Zytoxizitits-Assays wurde die Lysefdhigkeit antigen-spezifischer T-

Zelllinien getestet. Dabei werden Zielzellen mit radioaktivem °'Cr markiert. Uber die Hohe
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des durch Lyse freigesetzten Chroms kann indirekt auf die Zytotoxizitdt der T-Zellen
geschlossen werden.

Als Zielzellen wurden je 1x10° Zellen der Tumorlinien P815 oder EL-4 in 100 pl RP10+
aufgenommen und mit 100 pl >'Cr-Natriumchromat fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal in 10 ml RP10+ gewaschen und jeweils 1x10*
Zellen in 50 pl RP10+ pro well einer 96-Loch Rundbodenplatte gegeben. Die getesteten
Effektorzellen der SIINFEKL oder LLO91-99 spezifischen CD8" T-Zelllinien wurden in
einem Verhiltnis von 20:1 (2x10° Zellen/well) ebenfalls in 50 pl RP10+ hinzugefiigt und mit
dem jeweiligen Peptid in Konzentrationen von 10-’ bis 10-'> M und 10 pg/ml Rael oder H60
bei einem Endvolumen von 200 pl bei 37 °C inkubiert. Die Spontanlyse der Zellen wurde
durch alleinige Zugabe von PBS statt Peptid und Multimeren gemessen, die maximale Lyse
durch Zugabe des Detergens Triton X-100 (100 pl 0,5%). Nach 4,5 h wurde der Ansatz bei
400 x g fir 5 min zentrifugiert und 100 pl Uberstand abgenommen. Das freigesetzte *'Cr
wurde mit einem y-Zéhler gemessen und die spezifische Lyse iiber spontane Freisetzung (SF)
und maximale Freisetzung (MF) errechnet:

% Spezifische Lyse = 100 x cpm Probe — cpm SF

cpm MF — cpm SF

2.14 T-Zell-Proliferation

Die Proliferation von CD8'- und CD4'-T-Zellen wurde sowohl radioaktiv iiber den Einbau
von *H-Thymidin als auch durchfluBzytometrisch iiber die Intensitit des proteingebundenen

fluoreszierenden Esters CFSE gemessen.

2.14.1 ’H-Thymidin-Proliferationsassay

Zur Untersuchung der Proliferationsfiahigkeit von SIINFEKL oder LLO 91-99 spezifischen T-
Zelllinien wurden °H-Thymidin-Proliferationsassays  durchgefiihrt.  Jeweils  1x10*
antigenspezifische T-Zellen in 50 pl RP10+ wurden zusammen mit 4x10° Stimulatorzellen in
50 pl RP10+ mit aCD3-mAb stimuliert, entweder in einer Konzentration von 10 pg/ml bis
10 ng/ml bei Multimertitration oder in Konzentrationen von 10 pg/ml bei konstanter
Multimerkonzentration. Als Stimulatoren wurden bestrahlte (25 Gy) Milzzellen von BALB/c
und C57Bl6 Méausen verwendet. Rae- und H60-Multimere sowie SA-PE als Negativkontrolle



2 Methoden 43

wurden in einer konstanten Konzentration von 10 pg/well oder als Titration von 5 pg/well —
30 ng/well zugegeben. Nach 48h bei 37 °C wurden pro well jeweils 1 pl *H-Thymidin (37
MBg/ml; Amersham) in 25 pl RP10+ hinzugefiigt und die Zellen fiir weitere 17h inkubiert.
Anschliefend wurden die Zellen mithilfe eines Cell Harvesters auf Glasfiberfilter {ibertragen
und fixiert und die DNA-gebundene Radioaktivitit iiber einen B-Counter gemessen. Der
Proliferationsindex errechnet sich als Quotient aus gemessener Strahlung bezogen auf die

Hintergrundstrahlung unstimulierter T-Zellen.

2.14.2 CFSE-Prolifrerationsassay

Zur Messung der Proliferation lienaler CD8" und CD4" T-Zellen aus BALB/c- oder C57BL/6
Miusen wurden Milzzellen entweder als Pool (bulk) verwendet oder isolierte CD8" bzw.
CD4" T-Zellen nach positiver oder negativer Anreicherung der Milzzellen iiber MACS bzw.
FACS untersucht. Die Zellen wurden dazu mit Carboxyfluorescein-diacetat-succinimidyl-
ester (Invitrogen) markiert und je 5 x 10’ Zellen/ml CFSE-Losung (10 uM in PBS) fiir 10 min
bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe des 5-fachen Volumens RP10+ (4°C)
gestoppt und fiir weitere 5 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal
mit RP10+ gewaschen (1500 rpm, 7 min), um ungebundenes CFSE zu entfernen.

Nun wurden fiir die Bulk-Experimente je 2 x 10° Zellen/well einer 24 Multiwellplatte in 1 ml
RP10+ mit 0,2 pg/ml aCD3 mAb stimuliert. Fiir die angereichterten Zellen wurden nur 1 x
10° Zellen/well einer 48 Multiwellplatte in 500 ul RP10+ verwendet. Die Multiwellplatten
wurden im Falle der angereicherten Zellen zuvor mit aCD3 mAb {iberzogen, um trotz
fehlender APCs effektives Crosslinking der TCRs zu erreichen. Pro Well wurden dafiir 500 pl
PBS mit 5 pl aCD3 U/N bei 10 °C inkubiert. Zuletzt erfolgte die Multimerzugabe (10 pg/ml
Rael, H60 oder SA-PE), bevor der Assay bei 37°C inkubiert wurde.

Nach 24h erfolgte eine erneute Multimerzugabe; nach 64h wurden die Zellen entnommen, mit
0CD4-APC und oCD8-PE gefirbt und die CFSE-Intensitit der CD4™ und CD8" T-Zellen
dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Generierung von NKG2D-Liganden-Multimeren

Fiir die Herstellung der H60-, Raely- und MICA8-Multimere wurde der extrazelluldre Anteil
der Molekiile mit einer Erkennungssequenz des biotinylierenden Enzyms BirA fusioniert, in
Bakterien rekombinant exprimiert und in vitro gefaltet. Nach erfolgter Biotinylierung kann es
die vier Biotinbindungsstellen eines Streptavidinmolekiils besetzen und liegt somit in Form

eines Tetramers vor.

3.1.1 Klonierung Expressionsvektoren

In einem ersten Schritt wurden die extrazelluliren Doménen in einen Expressionsvektor
kloniert. Der verwendete Vektor pET 27b wurde im Rahmen der Laborroutine schon mit einer
Biotinylierunssequenz versehen, an die sich Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme Ndel
und BamHI anschlie3en.

Zunichst wurden entsprechende Primer entworfen, um nur die benétigten extrazelluldren
Abschnitte der cDNS der NKG2D-Liganden, bestehend aus Startsequenz (LS), extrazellularer
Doméne (ED), transmembraner Domine (TD), sowie der intrazelluldren Domine (CD) (Abb.
la) zu amplifizieren und die nodtigen Restriktionsschnittstellen einzufiigen: 5°-
GGAGATATACATATGCTAGATGATGCACACTCTCTTAGG-3’ und 5’-CCTAAGAGA
GTGTGCATCATCTAGCATATGTATATCTCC-3’ fiir Rael; 5’-GGCATAT
GCTGAGCTATCTGGGGACC-3 und 5’-GGATCCAGAATTATGTCGGAAGTTATTC-3’
fiir H60 und 5 GGCATATGGAGCCCCACAGTCTTCG 3"und
5"GGGGATCCAGAGGGCACAGGG 3'fir MICAS. Die DNS wurde mittels PCR
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amplifiziert und iiber ein Agarosegel aufgetrennt. Nach Gelextraktion wurde das PCR-
Produkt durch eine T4-Ligase mit dem PCR 2.1 Vektor ligiert und in one-shot kompetente E.
coli transformiert. Von mehreren erfolgreich transformierten Kolonien wurden nach
kultureller Vermehrung die Plasmid-DNS mit einem Miniprep-Kit isoliert, durch Verdau mit
Ndel und BamHI die Inserts wieder ausgeschnitten, iiber ein Agarosegel aufgetrennt und nach
Gelextraktion in den Expressionsvektor pET 27b ligiert. Die erfolgreiche Ligation wurde nach
Transformation in XL10-gold kompetente E. coli und Verdau der isolierten Plasmid-DNS
mit Ndel und BamHI bestétigt (Abb. 1b), sowie die korrekte Sequenz der Liganden-DNS

durch Sequenzierung in einem externen Labor iiberpriift.

A B

Raely 1kb-

.|=5.[ ED r—< GPI ) Leiter

l 204 - )
-——
epeiing

LDAHS... ..HSTSK BS
| s 3

H60 0.5 kb —> i
LS CD
o] ED [T™ i .
1 124 1kb - --m
ILADGT.. .FRHNY BS
MICAS
LS -
— ED [T ]2
| 274
EPHSL... ..HPVPY BS

Abb.: 1

(A) Schematische Darstellung der Struktur von H60, Raely und MICAS8 von N- zu C-Terminus mit
Startsequenz (LS), extrazellulirer Domdne (ED), Transmembranregion (TM) und cytosolischer
Domdne (CD), bzw. GPI-Anker (GPI). Die cDNA wurde an den angegebenen Aminosdurestellen
mutiert und eine Biotinylierungssequenz (BS) angefiigt.

(B) Beispielafter Verdau des Expressionsvektor pET27b mit Ndel und BamHI. Die H60 cDNS lduft als

sichtbare Bande entsprechend des Molekulargewichts.
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3.1.2 Expression, Faltung und Multimerisierung

Zur Expression der NKG2D-Liganden wurde der Vektor in kompetente BL21 (DE3) E. coli
Bakterien transformiert und nach IPTG-Zugabe exprimiert. Zur Kontrolle der Expression
wurden vor und 3h nach IPTG-Zugabe aus dem Expressionsansatz Proben entnommen und

auf ein SDS-Page-Gel aufgetragen (Abb. 2).

Rae1 H60 MICA-8
kDa

250

(1 SR A

98
64

50

36

30

Abb.: 2

Expressionskontrolle der rekombinanten Proteine Rael, H60 und MICA-8 nach Transformation des
Expressionsvektors in BL21(DE3). Proben von jeder Kultur wurden vor (0) und 3h nach (3) IPTG
Induktion entnommen und iiber ein 10% SDS-Gel aufgetrennt. Die markierten Banden entsprechen

der Grofe der jeweiligen NKG2D-Liganden.

Das exprimierte Protein reichert sich intrazelluldr in unloslichen Aggregaten an. Aus diesen

so genannten Einschlusskorpern muss es isoliert und wieder in Losung gebracht werden.
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Dafiir wurden die Zellen physikalisch sowie mit Lysozym und Detergenzien lysiert. Nach
mehreren Waschschritten wurden die Einschlusskorper angereichert und Verunreinigungen
wie DNA und unerwiinschte Proteine entfernt. AnschlieBend wurde eine Probe zur
Reinheitskontrolle entnommen, das denaturierte Protein in Harnstoff aufgenommen und die
Proteinkonzentration bestimmt. Bis zur weiteren Verarbeitung wird das Protein in fliissigem
Stickstoff gelagert.

Um die Funktionalitdt des Molekiils zu gewihrleisten, muss das nun in denaturierter Form
vorliegende Protein in seine physiologische Konformation gebracht werden. Bei der hierfiir
durchgefithrten in vitro  Entfaltung werden zur Verringerung des Verlusts durch
unerwiinschte Aggregation bei 4 °C mehrmals kleine Proteinmengen, die zuvor in Guanidin
gelost wurden unter fortlaufendem Riihren einem Entfaltungspuffer bei pH 8,0 zugegeben.
Der Puffer enthdlt neben Arginin zur Reduzierung zwischenmolekularer hydrophober
Interaktionen ein Redoxsystem mit reduziertem und oxidiertem Glutathion, das die zu
schnelle Bildung von Disulfidbriicken verhindert, sowie die Proteaseinhibitoren Leupeptin
und Pepstatin. Das gefaltete Protein wurde iiber eine 10.000 MWCO Membran in einer
Druckkammer gefiltert, um grofere Proteinaggregate zu entfernen und bei gleichzeitigem
Pufferaustausch konzentriert.

Zum Andocken an die Biotinbindungsstellen des Streptavidins miissen die Molekiile noch
biotinyliert werden. Dies geschah enzymatisch mit Hilfe der Biotin-Protein-Ligase BirA. Sie
erkennt die C-terminale Biotinylierungssequenz und fiigt jeweils ein Biotinmolekiil an einen
darin enthaltenen Lysinrest an.

In einem letzten Schritt wurde das biotinylierte Protein iiber eine FPLC-Siule aufgetrennt und
Verunreinigungen wie {iberschiissiges freies Biotin, ATP oder aggregierte Molekiile entfernt.
Die Fraktionen, die der Grofle des als Monomer vorliegenden Molekiils entsprechen, wurden
gesammelt und gepoolt (Abb.: 3A+B).

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Biotinylierung wurde eine kleine Probe mit Avidin
multimerisiert. Im Vergleich zu nicht-multimerisierten Molekiilen lduft es im Proteingel
durch die GréBenzunahme deutlich langsamer (Abb.: 3C).

Die gefalteten und biotinylierten Molekiile werden bis zur weiteren Verwendung in fliissigem
Stickstoff in 1 ml Aliquots zu 200 mg/ml gelagert und kénnen nun im Verhéltnis 1:4 mit
Streptavidin  oder fluoreszenz-konjugiertem Streptavidin multimerisiert werden. Die
Multimere wurden zuletzt dreimal mit PBS pH 8,0 iiber eine 100.000 MWCO Membran unter
Zentrifugation gewaschen und konzentriert. Zur Lagerung wurden Leupeptin, Pepstatin,

NaEDTA und NaNj; zugegeben.
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Auf die gleiche Weise wurden humane bzw. murine NKG2D-Multimere und von Anja
Kriegeskorte der murine NKG2D-Ligand MULT1 hergestellt.

Aufgrund einer im Vergleich zu konventionellen MHC-Tetrameren jedoch deutlich
eingeschriankten Stabilitdt vor allem von H60 und Raely, wodurch es schon nach einigen
Tagen zum Funktionsverlust der Multimere kam, wurden die NKG2D-Ligande, vor jedem

Experiment ,,frisch* multimerisiert.

HE0 Raely

T

C

Avidin MICA8+Avidin
Marker MICA8

g
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Abb.: 3

(A+B) Profile der FPLC-Aufreinigung von HG60 und Raely nach erfolgter Biotinylierung.
Entsprechend der Molekiilgrofen befinden sich die H60- und Raely-Monomere in den angegebenen
Fraktionen.

(C) Beispielhafter Shift-Assay von MICAS8 zur Kontrolle der Biotinylierungseffizienz. Aufgetragen
wurden ein Grofsenmarker, die alleinige Probe, sowie die Probe nach Inkubation mit Avidin. Die

Pfeile indizieren das verdnderte Laufverhalten der Multimere im Vergleich zur monomeren Fraktion

3.2 Nachweis der Funktionalitat der H60-Multimere

3.2.1 Farbung von CD8" T-Zell-Lininen

Um die korrekte Faltung und die Funktionalitit der fluoreszenz-konjugierten Multimere zu
{iberpriifen, wurden erste Firbungen auf murinen polyklonalen antigen-spezifischen CDS" T-
Zell-Lininen durchgefiihrt.

Aktivierte CD8" T-Zellen exprimieren NKG2D auf der Zelloberfliche. Dies wurde durch die
Bindung des oNKG2D-mAb C7 bestitigt (Abb. 4A). Die richtig gefalteten und
multimerisierten NKG2D-Liganden sollten demnach an NKG2D-Rezeptoren der T-Zellen
binden. Wihrend die murinen Zellen mit den murinen Liganden H60, Raely und MULT1 mit
dhnlicher Intensitdt gefdarbt werden konnten, zeigte humanes MICAS8 keine Bindung (Abb.
4A).

Ein gegenteiliges Ergebnis wurde bei der Fiarbung einer humanen antigen-spezifischen T-
Zelllinie erreicht. Nun féarbte ausschlieBlich das humane MICAS8, nicht aber die murinen
Liganden (Abb. 4B). Es liegt also eine Speziesspezifitit bei der Bindung der NKG2D-

Liganden an ihren Rezeptor vor.
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murin human
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Abb.: 4

Murine (A) und humane (B) antigen-spezifische CD8" T-Zellen wurden mit den in der Legende
angegebenen NKG2D-Liganden-Multimeren gefirbt. Die gefiillten Histogramme zeigen die
Hintergrundfdrbung mit SA-PE. Die grau gepunkteten Linien reprdsentiert die Kontrollfirbung mit
PE-konjugiertem isotyp-spezifischen mAb der anit-NKG2D-Firbung (mAb C7)

3.2.2 Affinitatsunterschiede zwischen H60 und Rael

In zwei kiirzlich verdffentlichten Studien wurde das Bindungsverhalten von H60 und Rae zu
NKG2D in so genannten surface plasmon resonance (SPR) Experimenten untersucht
(O’Callaghan, 2001; Carayannopoulos, 2002). Beide Liganden konkurrieren hierbei um die
Bindung zu ithrem Rezeptor, allerdings besteht ein deutlicher Unterschied in der Affinitét der
unterschiedlichen Liganden. So bindet H60 mit ca. 25-fach hoherer Affinitdt an NKG2D als
Rael.

Ein Nachvollziehen dieser Ergebnisse wire eine weitere Bestidtigung der korrekten
Funktionalitét der rekombinanten Liganden-Multimere.

Anstatt jedoch wie bei SPR Rezeptoren bzw. Liganden an kiinstlichen Oberflichen zu
fixieren, wurde die Bindung der Multimere an physiologisch auf der Zelloberfliche
exprimiertem Rezeptor von CD8" T-Zellen getestet. Hierfiir wurden H60 und Raely mit
unterschiedlich fluoreszenz-markiertem SA (SA-PE und SA-APC) multimerisiert. In einem
ersten Férbeschritt wurden dann die T-Zellen mit konstanten Konzentrationen des einen

Multimers gefdrbt und nach drei Waschschritten das zweite Multimer mit ansteigenden
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Konzentrationen  eintitriert. =~ Nach ~ FACS-Analyse @ wurden die  gemessenen
Fluoreszenzintensititen ins Verhiltnis zur jeweiligen maximalen Intensitit bei alleiniger
Féarbung gesetzt.

Bei Titration von H60 ist dies in der Lage, Raely komplett aus seiner Bindung zu NKG2D zu
verdraingen (Abb. 5A). Im umgekehrten Ansatz dagegen ist Raely selbst in hohen
Konzentrationen nicht in der Lage, H60 aus der Bindung zu NKG2D zu losen. Allerdings
kommt es bei hohen Raely Konzentrationen zu einer Féarbung ohne entsprechender Abnahme
der H60 Intensitdt (Abb. 5B). Beide Liganden binden somit die gleichen Rezeptoren und
konkurrieren in ihrer Bindung um die Bindungsstellen. Dabei besitzt H60 eine deutlich
hohere Affinitdt als Raely. Die fehlende Abnahme der H60-Intensitit bei hohen Raely
Konzentrationen ldsst sich eventuell durch einen weiteren Rezeptor erkliaren, an den H60,
nicht aber Raely binden kann.

Die Ergebnisse liegen in Ubereinstimmung mit den bisher bekannten Daten und {ibertragen
diese auf die Liganden-Rezeptor-Interaktion auf der Zelloberflache. Zusétzlich bestitigt sich
die volle Funktionalitit der rekombinanten Liganden, die NKG2D binden und ihre liganden-

spezifischen Bindungseigenschaften besitzen.

A

o~

® -

= 4 (0

gmo v Hﬂ%o\o 7 1001 w /o

g 5

£ 804 € 804

= =

@ c

< 60 9 ]

E S 60

> ] =

S 201 5

o o 20 "

= NP ;._/'/. 2 e
0" ° —

PBS 3 6 13 25 50 100 200 O pgs 05 1 3 6 13 25 50
Rae1y (ng/ml) HB0 (ng/ml)

Abb.: 5

Darstellung der Kompetition von H60 und Raely um NKG2D. Antigen-spezifische T-Zellen wurden
mit 10ng/ml H60- (A) bzw. Rael-Multimeren (B) gefiirbt (entspricht maximaler Fdrbeintensitdt,
gefiilltes Dreieck). Anschlieffend wurden aufsteigende Mengen (x-Achse) des zweiten Multimers (Rael
in A, H60 in B) mit einer unterschiedlichen Fluoreszenz eintitriert. Dargestellt ist die gemessene
Intensitit von Rael (gefiillte Kreise) und HG60 (offene Kreise) im Verhdltnis zur jeweiligen

Maximalintensitdt
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3.2.3 Expression von NKG2D-Liganden auf Tumorzelllinien

Eine Reihe unterschiedlicher (meist epithelialer) Tumoren exprimiert NKG2D-Liganden
(Diefenbach, 2000; Cerwenka, 2000). Zelllinien dieser Tumoren bieten sich somit zum Test
der NKG2D-Multimere an. Eine positive Farbung der Tumorzellen weist auf die korrekte
Faltung und Funktionalitidt der Multimere hin. Obwohl durch NKG2D-Multimer-Farbung eine
NKG2D-Liganden-Expression nachgewiesen werden kann, gestattet dies keine weitere
differenzierte Darstellung der jeweiligen Liganden.

Mit murinen NKG2D-Multimeren wurden die murinen Makrophagen-Lininen RAW und
J774, die murine Lymphom-Linie YAC-1 sowie die Lymphom-Linie RMA gefarbt, mit
humanen NKG2D-Multimeren die humane leukdmische T-Zelllinie JURKAT. In
Ubereinstimmung mit dem Nachweis von NKG2D-Liganden-mRNA aus RAW-, J774-,
YAC-1- und JURKAT- Zellen lieBen sich diese Tumorlinien auch mit den jeweiligen
NKG2D-Multimeren anfirben (Abb. 6 A-C+E). Fiir RMA-Zellen lie8 sich keine Bindung
mit NKG2D-Multimeren nachweisen (Abb. 6 D).
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Abb.: 6

Fdarbung verschiedener muriner (RAW (A), J774 (B), YAC-1 (C), RMA (D)) und humaner
(JURKAT (E)) Tumorzelllinien mit murinem bzw. humanem NKG2D-Multimer. Die gefiillten
Histogramme reprdsentieren die Hintergrundfdrbung mit SA-PE, offene Histogramme stehen

fiir die Fdarbung des NKG2D-Multimers.
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3.3 Expressionsmuster von NKG2D-Liganden und H60-
bzw. Raely-Rezeptoren

Die bisherigen Ansétze zur Bestimmung NKG2D exprimierender Zelltypen wurden mit mAb
untersucht (Diefenbach, 2000). Allerdings gab es noch keine Studie zu moglichen
Unterschieden in der Bindung der beiden NKG2D-Liganden. Dies wurde nun mit der
Anwendung der Rezeptor- und Liganden-Multimere und durchflulzytometrischer Analyse

von verschiedenen Zelltypen ermdglicht.

3.3.1 Expressionsmuster auf Milzzellen naiver Mause

Die konstitutive Expression von NKG2D bzw. NKG2D-Liganden wurde zunichst auf
Milzzellen naiver C57BL6 Miuse untersucht. Getrennt betrachtet wurden NK-, CD8" und
CD4" T-Zellen, B-Zellen, Dendritische Zellen sowie Makrophagen. Die homogenisierten
Milzzellen wurden zur Unterscheidung lebender und toter Zellen mit EMA behandelt und mit
den entsprechenden Antikorpern, sowie NKG2D- und H60- bzw. Raely-Multimeren gefarbt.
DX5" NK-Zellen naiver Miuse binden H60 und Raely. Mit beiden Multimeren wurde eine
deutliche Féarbung nahezu gleicher Intensitdt erzielt, die Firbungen beider Multimere
tiberlappen sich weitestgehend (offene Histogramme) (Abb. 7A).

Dagegen war weder auf CD4" (Abb. 7B) noch auf CD8" T-Zellen (Abb. 7C) eine Liganden-
Bindung sichtbar. Bei weiterer Differenzierung der CDS8’ T-Zellen iiber den
Aktivierungsmarker CD62L zeigten sich jedoch die CD62L-niedrigen Zellen leicht anférbbar,
die CD62L-hohen blieben negativ (Abb. 7C rechts). Weder naive CD4'- noch CD8" - T-

Zellen scheinen demnach Rezeptoren fiir H60 oder Raely zu exprimieren.
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Abb.: 7

Bindungsmuster von Rael- und H60-Multimeren auf Milzzellen naiver BALB/c Mduse.

Analysiert wurden DX5 exprimierende NK-Zellen (A), CD4" T-Zellen (B) und CDS" T-Zellen (C).
Die CD8" T-Zellen wurden noch niher anhand der Expression des Aktivierungsmarkers CDG62L
charakterisiert (C rechts). Hintergrund mit SA-PE in gefiillten Histogrammen, offene Histogramme

reprdsentieren Rael/H60-Multimer

3.3.2 Anderung der Expression im Verlauf einer Infektion mit L.
monocytogenes

NKG2D-Liganden koénnen von tumor- und virusinfizierten Zellen exprimiert werden
(Cerwenka, 2000) Die Expression wird durch ,,Zellstress wie Hitzeschock oder durch
Beschiadigung der DNA (Gasser, 2005) induziert oder hochreguliert.

L. monocytogenes ist ein fakultativ intrazellulires Bakterium. Waihrend einer

Listerieninfektion konnte es somit durch Irritation der infizierten Zellen zu einer vermehrten
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Expression von NKG2D-Liganden kommen. Um eine Anderung der NKG2D- bzw. NKG2D-
Liganden-Expression auf verschiedenen Zelltypen im Verlauf einer Infektion zu
untersuchen, wurden Méuse mit Listerien infiziert und Milzzellen an unterschiedlichen
Zeitpunkten mit NKG2D-Liganden- und  NKG2D-Multimeren  gefirbt  und

durchfluBzytometrisch analysiert.

3.3.2.1 Primirinfektion mit L. monocytogenes

Naive C57BL6 Miuse wurden mit 10.000 Listerien 1i.v. infiziert und die Milzzellen an den
Tagen 5, 7 und 14 nach Infektion analysiert.

DX5" NK-Zellen zeigten an allen drei Tagen eine nahezu gleiche Firbung der NKG2D-
Liganden (Abb. 8). Demgegeniiber zeigten aktivierte CD62L-niedrig-exprimierende CD8" T-
Zellen mit der Zeit eine Zunahme der Intensitit (Abb. 8). CD62L-hohe/CD8" T-Zellen waren
an allen drei Zeitpunkten negativ. Ebenso CD4" T-Zellen, sie lieBen sich an keinem der Tage
anfirben (Abb. 8). Die zusitzlich in die Kinetik aufgenommenen CD45R(B220)" B-Zellen
waren im gesamten Zeitraum sowohl flir die Liganden-Multimere als auch fiir NKG2D
negativ.

Wihrend einer Primérinfektion mit L. monocytogenes lésst sich somit keine wesentliche
Anderung der NKG2D-Expression auf NK-Zellen feststellen. Es kommt aber zu einer
Hochregulierung des Rezeptors auf aktivierten CD62L-niedrigen CD8" T-Zellen. Die

anderen untersuchten Zelltypen blieben iiber den gesamten Untersuchungszeitraum negativ.
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Ex vivo-Fdrbung mit Rael- und H60-Multimeren auf Milzzellen von BALB/c Mduse an Tag 5, 7 und

14 einer Primdrinfektion mit L. monocytogenes.

Dargestellt sind CD62L hoch und niedrig exprimierende CDS" T-Zellen, CD4" T-Zellen und DX5"

NK-Zellen. Gefiillte Histogramme stellen den SA-PE Hintergrund dar, offene Histogramme Fdirbung
von Rael-/H60-Multimer

3.3.2.2 Sekundirinfektion mit L. monocytogenes

Eine iiberstandene Listerieninfektion fiihrt zu einem sehr effektiven Schutz gegeniiber

Neuinfektionen, in deren Verlauf listerien-spezifische zytotoxische T-Zellen in sehr hoher
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Zahl gebildet werden. Eine Sekundirinfektion eignet sich deshalb sehr gut zur Beobachtung
antigen-spezifischer Effektor- und Gedéchtnis-T-Zellen. Die Milzzellen wurden an zwei
Zeitpunkten auf Multimerfirbung analysiert; an Tag flinf, dem Hohepunkt der
Expansionsphase und zu einem spéten Zeitpunkt zur Darstellung von Gedéchtnis-T-Zellen
(Tag 81).

DX5" NK-Zellen exprimierten wie bei der Primérantwort auch wihrend der Sekundirantwort
konstant NKG2D (Abb. 9A) und behielten dies auch an Tag 81 bei. CD4" T-Zellen banden
auch bei der Sekundirinfektion keine Multimere (Abb. 8B). Auf SIINFEKL-spezifischen
CDS8" T-Zellen fand sich an Tag 5 nun eine deutliche Firbung mit H60 und Raely (Abb. 9D).
Auf Gedéchtnis-T-Zellen blieb sie weiterhin bestehen, schwéchte sich jedoch leicht ab (Abb.
9D). Dies bestitigte sich auch bei Differenzierung zwischen aktivierten und nicht aktivierten
T-Zellen: Nur CD62L-niedrige/CD8" Zellen sind positiv (Abb. 9C).

Diese Befunde bestitigen im Wesentlichen bislang verdffentlichte Beobachtungen mit
monoklonalen Antikérpern gegen NKG2D. NK-Zellen exprimieren konstitutiv NKG2D ohne
Anderung der Expressionsintensitit wihrend oder nach Aktivierung. Naive CD8" T-Zellen
tragen kein NKG2D. Unter Aktivierung kommt es allerdings zu einer vermehrten Expression,
die auch auf Gedichtniszellen bestehen bleibt. Im Gegensatz dazu findet sich auf CD4" T-
Zellen weder im naiven Zustand noch unter Infektionsbedingungen mit L. monocytogenes

nachweisbare NKG2D-Expression
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Abb.: 9

Ex vivo-Farbung mit Rael- und H60-Multimeren auf Milzzellen von sekunddr mit L. monocytogenes
infizierten BALB/c Miusen. Gefiillte Histogramme stellen den SA-PE Hintergrund dar, offene
Histogramme Férbung von Rael-/H60-Multimer

Dargestellt sind DX5" NK-Zellen (A), CD4" T-Zellen (B) sowie CDG62L hoch und niedrig
exprimierende CDS" T-Zellen (C). (D) Bindung von NKG2D-Liganden-Multimeren auf antigen-
spezifische Geddchtniszellen. Histogramme wurden auf LLO 91-99-spezifische Zellen nach
Tetramerfirbung gegated.
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3.4 Auswirkungen von H60 und Rael auf die
Effektorfunktion von CD8" T-Zellen

Nachdem nun sowohl in vitro auf antigen-spezifischen CD8" T-Zellen als auch ex vivo auf
aktivierten CD8" Effektor- und Gedéchtnis-T-Zellen NKG2D-Expression nachgewiesen
werden konnte, wurde nachfolgend die funktionelle Bedeutung der Rezeptor-Liganden-
Interaktion auf T-Zellen untersucht.

Die bisher in der Literatur beschriebenen funktionellen Aspekte von NKG2D beziehen sich
hauptsdchlich auf die Zytotoxizitét (Bauer, 1999). Aktivierung von NKG2D fiihrte dabei auf
NK-Zellen und CD8" T-Zellen zu jeweils unterschiedlich stark ausgeprigten Effekten.
Wihrend fiir NK-Zellen NKG2D-vermittelte Signale als alleiniger Stimulus zur vollstindigen
Aktivierung ausreichend sind (Diefenbach, 2002; Gilfillan, 2002), wurden fiir CD8" T-Zellen
modulatorische Effekte beschrieben. Diese wirken nur im Zusammenhang mit primédren
TCR-Signalen im Sinne einer Kostimulation. Es kommt zu einer erhdhten Zytotoxizitdt mit
gesteigerter Zelllyse und vermehrter Sekretion von Effektorzytokinen. Allerdings gibt es
hierbei widerspriichliche Beobachtungen (Ehrlich, 2005), so dass die exakte Rolle von
NKG2D auf CD8 T-Zellen weiterhin unklar bleibt. Da diese Experimente mit
stimulierenden mAb gegen NKG2D durchgefiihrt wurden, konnten mogliche Unterschiede
durch die verschiedenen NKG2D-Liganden allerdings nicht untersucht werden. Diese
Fragestellung lasst sich aber mit Hilfe der von uns generierten 16slichen NKG2D Liganden
direkt adressieren.

Hierfiir wurden Standard °'Cr-Cytotoxizititsassays durchgefiihrt. Antigen-spezifische CD8"
T-Zellen wurden mit abnehmenden Mengen Peptid stimuliert und konstante Mengen
(10pg/ml) der 16slichen Liganden-Multimere H60 und Raely hinzugegeben. Beide NKG2D-
Liganden fiihrten zu einer leicht gesteigerten Lyse der Zielzellen bei suboptimaler
Peptidstimulation. Im Bereich von 10-7 M bis 10-13 M wurde die relative spezifische Lyse
um ca. 15-20% Prozent im Vergleich zur Negativkontrolle gesteigert, in gleichem Mal} durch
H60 wie durch Raely. Es sind also keine Unterschiede zwischen den Liganden zu erkennen
(Abb. 10A).

Bei den verwendeten Zielzellen handelt es sich um P815 und EL-4, die von sich aus schon
NKG2D-Liganden exprimieren. Diese konnten die NKG2D-Bindungsstellen der T-Zellen
schon weitgehend besetzen, so dass sich eine weitere Zugabe von Liganden-Multimeren ohne
weitergehende Wirkung bleiben wiirde. Um ausschlielich Effekte der zugegebenen

Multimere zu {iberpriifen, wurden in weiteren Experimenten die Zielzellen vor ihrer
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Verwendung mit NKG2D-Multimeren priainkubiert. Diese kdnnen nun an die entsprechenden
Liganden auf der Oberfliche der Tumorzellen binden, die dann keine Konkurrenz mehr um
die Rezeptoren der T-Zellen darstellen sollten. Das weitere Vorgehen entsprach dem vorigen
Experiment. Allerdings war auch trotz dieser Mafinahme keine Steigerung der Zytotoxizitit
durch Zugabe der NKG2D-Liganden zu beobachten, genauso wenig wie Unterschiede
zwischen H60 und Raely (Abb. 10B).
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Abb.: 10

(A) Die Zytotoxizitit einer CDS" T-Zellen einer SIINFEKL-spezifischen Zelllinie wird als Spezifische
Lyse von EL-4 CZielzellen (y-Achse) in Abhdngigkeit der zur Stimulation verwendeten
Peptidkonzentration (x-Achse) dargestellt. Zugabe von Liganden-Multimeren (10ug/ml, s.Legende),
bzw. PBS.

(B) Zytotoxizitit einer LLO 91-99 spezifischen CDS™ T-Zelllinie in Abhdngigkeit der stimulierenden
Peptidkonzentration (x-Achse). P815 Zielzellen wurden entweder nicht vorbehandelt (linkes
Diagramm) oder mit NKG2D-Multimeren vorinkubiert (rechtes Diagramm).Liganden-Multimere wie

in A.
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Bei alleiniger Zugabe der Liganden-Multimere ohne spezifisches Peptid sind diese nicht in
der Lage, signifikante Effekte auszuldosen (Abb. 10A+B). Thre Wirkung auf CD8" T-Zellen
kommt also nur im Zusammenhang mit einem primdren Signal zum Tragen.

Dieser kostimulatorische Effekt der NKG2D-Liganden stimmt weitgehend mit den bislang
bekannten Daten {iberein, zeigt allerdings nicht die oftmals beschriebene starke Zunahme der
Zytotoxizitdt. Darliber hinaus lieB sich aber kein Unterschied in der niedrigen

kostimulatorischen Aktivitit auf Zelllyse zwischen H60 und Raely erkennen.

3.5 Unterschiede zwischen NKG2D-Liganden in ihrer
Wirkung auf T-Zell-Proliferation

3.5.1 H60 hemmt Proliferation von CD8" T-Zelllinien

Um den Einfluss der einzelnen NKG2D-Liganden auf die Proliferation von Lymphozyten zu
untersuchen, wurden in ersten Versuchen “H-Thymidin-Proliferations-Assays —mit
polyklonalen listerien-spezifischen CDS8"  T-Zell-Linien durchgefiihrt. Zusammen mit
bestrahlten Milzzellen wurden die T-Zellen mit abnehmenden Konzentrationen eines aCD3
mAb stimuliert. H60- und Raely -Multimere sowie ein Kontrollmultimer wurden in einer
konstanten Konzentration (2,5ug/ml) hinzu gegeben. Nach drei Tagen wurde mit
radioaktivem Thymidin gepulst und der Assay nach weiteren 65h ausgelesen (Abb. 11A).
Dabei erwirkte Rael im Vergleich  zur Kontrolle eine geringe Steigerung der
Thymidinaufnahme, was im Sinne der bekannten kostimulatorischen Aktivitét interpretiert
werden konnte. Uberraschenderweise unterschied sich H60 vollkommen davon und fiihrte zu
einer deutlichen Reduzierung der Proliferationsindices, also einer Inhibition der Proliferation
(Abb. 11A). Zum ersten Mal wurde somit ein wesentlicher Unterschied zwischen
verschiedenen NKG2D- Liganden offensichtlich.

Dieser Effekt ist abhingig von der Konzentration der zugegebenen Liganden. In einer
Wiederholung des Experiments wurden die CD8" T-Zellen konstant mit aCD3 stimuliert.
H60 und Raely wurden nun mit abnehmenden Konzentrationen austitriert. Erneut fand sich
der deutliche Unterschied zwischen beiden Liganden. In hohen Konzentrationen fiihrte H60

zu einem nahezu vollstdndigen Sistieren der T-Zell-Proliferation. Umgekehrt war bei Raely
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ein diesmal relativ deutlicher stimulierender Effekt zu beobachten. Beide Wirkungen lie3en

sich titrieren und nahmen bei geringeren Konzentrationen der Multimere ab.
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Abb.: 11
(A) SIINFEKL-spezifische CD8" T-Zellen wurden mit C57BL/6 Milzzellen und

verschiedenen aCD3-Konzentrationen (x-Achse) inkubiert. Proliferationsindices (y-Achse)
stellen die jeweilige Thymidinaufnahme in Bezug zur Spontanaufnahme dar.
(B) Ahnlicher Ansatz einer SIINFEKL-spezifischen T-Zelllinie, aber Stimulation mit

absteigenden ConA-Konzentrationen (x-Achse)
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Ob die Inhibition der Proliferation nur im Zusammenhang mit einer spezifischen Stimulation
des TCR moglich ist oder ob eine unspezifischere Aktivierung ausreicht, wurde durch
Stimulation der T-Zellen mit dem Lectin ConA untersucht, das T-Zellen durch
Quervernetzung zuckerhaltiger Oberflichenmolekiile aktiviert. Erneut zeigte sich die
deutliche Hemmung der Proliferation durch H60 und die leichte Anregung der Proliferation

von Raely, so dass der Effekt nicht von einer spezifischen Stimulation abzuhéngen scheint

(Abb. 11B).

3.5.2 Nachweis der Verminderten Zellteilung

Durch die bei jeder Zellteilung gleichmiBige Verteilung des an Proteine gebundenen
fluoreszierenden Esters CFSE auf die Tochterzellen, kann iiber die Abnahme der
Fluoreszenzintensitit durchfluBzytometrisch die Zahl der Teilungen einzelner Zellen
dargestellt werden. Dies wird als weiterer experimenteller Ansatz zur Untersuchung der
Einfliisse der NKG2D-Liganden auf die Proliferation von T-Zellen genutzt.

Anstatt wie zuvor CD8" T-Zelllinien zu verwenden, wurden nun Experimente mit iiber
MACS negativ angereicherten CD8" T-Zellen durchgefiihrt. Diese wurden mit CFSE markiert
und anschlieBend unter Zugabe (2,5ug/ml) der Liganden-Multimere H60 und Raely, bzw.
SA-PE als Kontrolle mit bestrahlten Milzzellen und aCD3 mAb stimuliert. Fiir die selektive
Darstellung der CD8" T-Zellen wurden die Zellen nach 65h mit einem entsprechenden CD8
mAb geférbt.

Auch bei den angereicherten Zellen zeigte sich wieder das differentielle Bild der beiden
NKG2D-Liganden. So kam es unter H60-Zugabe zu einer deutlichen Hemmung der
Proliferation, fast bis auf das Niveau der unstimulierten Zellen. Zellteilungen wurden nur
vereinzelt beobachtet (Abb. 12A). Dagegen proliferierten die Zellen, die Raely-Multimere
erhalten hatten in gleichem Maf3e wie die SA-PE-Kontrollen. Der Unterschied betrug in etwa
vier Zellteilungen (Abb. 12A).

Bisher wurden die Effekte der NKG2D-Liganden immer durch Multimere erzielt. Zur
Beantwortung der Frage ob die Hemmung der Proliferation durch H60 so genanntes ,,cross-
linking™ des Rezeptors erfordert, oder ob auch der alleinige Rezeptor-Liganden-Kontakt
ausreichend fiir die Signaltransduktion ist, wurde dieses Experiment wiederholt und statt der
Liganden-Multimeren nun die monomere Form hinzu gegeben. Auch in Gegenwart von
Monomeren wird die Zellteilung der CDS"  T-Zellen gehemmt, allerdings deutlich

abgeschwicht im Vergleich zur multimeren Form (Abb. 12B). Cross-linking scheint demnach
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eine gewisse Rolle zu spielen, aber auch durch Monomere ldsst sich eine deutliche

inhibitorische Wirkung erzielen.

aCD3 + H60--Multimer
— 0aCD3 + Raely
—..—. aCD3 ohne Zusatz

--- aCD3 ohne Zusatz
....... unstimuliert

aCD3 + HB0--Multimer
aCD3 + H60-Monomer
aCD3 + Raely
unstimuliert

1000 10000

Abb.: 12
(A) MACS-angereicherte CFSE-markierte CDS™ T-Zellen wurden in Préisenz von Milzzellen

und Rael- bzw. H60-Multimeren mit aCD3 stimuliert. Dargestellt ist die CFSE-Intensitdt
bezogen auf CD8" Zellen nach 65h

(B) Vergleich der Effekte von Rael- und H60-Multimeren bzw. Monomeren auf Proliferation:
Gepunktetes Histogramm fiir unstimulierte Zellen, offenes Histogramm fiir Zugabe von Rael,
gefiilltes hellgraues Histogramm H60-Multimer, gefiilltes dunkelgraues Histogramm H60-

Monomer.

3.5.3 Effekt auf die Proliferation CD4" T-Zellen

Um neben den CD8" T-Zellen auch mogliche Effekte der NKG2D-Liganden auf CD4" T-
Zellen zu untersuchen, wurden CFSE-Assays mit kompletten Milzzellpopulationen
durchgefiihrt. Nach 65h wurden die Zellen mit CD8- und CD4- mAb gefdrbt und getrennt
dargestellt. Die Proliferation der CD8" T-Zellen zeigte das gewohnte Bild mit deutlich
herabgesetzter Proliferation durch H60 (Abb. 13A). Umso erstaunlicher war allerdings, dass
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CD4" T-Zellen in gleicher Weise durch die NKG2D-Liganden-Multimere beeinflusst werden
und die Proliferation nach H60-Zugabe ebenso reduziert war. Weder in der Literatur, noch in
den hier vorgestellten Daten wurden bislang Hinweise auf NKG2D-Expression auf diesen
Zellen gefunden. Auch weiterfiihrende Experimente mit NKG2D-spezifischen mAbs konnten
keine Subpopulation innerhalb der CD4" T-Zellen identifizieren.

Diese Befunde sollen an dieser Stelle jedoch nur kurz angerissen werden, da sie im Rahmen

der Doktorarbeit von Anja Kriegeskorte derzeit ndher untersucht werden.

—— aCD3 + Raely
--- aCD3+ MULT1
B aCD3 + H60

—..—. 0aCD3 ohne Zusatz
....... unstimuliert

Abb.: 13
CFSE Proliferations-Assay mit vollstindigen Milzzellkulturen. Getrennte Darstellung der
CESE-Intensitit nach 65h fiir CDS" - (A) und CD4" - T-Zellen (B). Gefiillte Histogramme

reprisentieren H60.

3.5.4 Natives H60 inhibiert ahnlich wie losliches H60

Die bisherigen Experimente wurden stets mit l9slichen, rekombinant hergestellten NKG2D-
Liganden-Multimeren durchgefiihrt. Um die Befunde auch mit der nativen Form der
Molekiile zu bestitigen, wurden CFSE-Assays mit NKG2D-Liganden-exprimierenden

Tumorzellen wiederholt. Uber eine Kollaboration wurden von Leon Carayanoupulos (St.
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Louis, MA) verschiedene mit den NKG2D-Liganden (Rael-delta, H60 und MULTI)
transfizierte RMA-Tumor-Zellinien zu Verfiigung gestellt. Die Expression der Liganden auf
den Lymphomzellen konnte {iber Farbung mit NKG2D-Multimer bestétigt werden.

Fiir den Assay wurden CFSE markierte Milzzellen in Anwesenheit der unterschiedlich
transfizierten RMA-Zellen mit aCD3 stimuliert und nach 64h CD8" und CD4" T-Zellen
dargestellt. Bei beiden Zelltypen lieB sich wiederum eine Inhibition der Proliferation
feststellen (Abb. 14). Dadurch bestidtigt sich der Befund auch mit nativem Protein. Zudem
wird nun indirekt ein unspezifischer Effekt durch Kontamination der l9slichen Multimere
durch bakterielle Bestandteile bei der Herstellung ausgeschlossen, ebenso ein Effekt durch

nichtphysiologische Sekundér- oder Tertidrstrukturen.

100 ]
- -- RMA-pIG
- RMA-Raely
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Abb.: 14

Bestrahlte, mit Rael (offenes Histogramm) oder H60 (gefiilltes Histogramm) transfizierte
RMA-Zellen wurden zu mit anti-CD3 stimulierten Milzzellen gegeben. Darstellung des CFSE-
Profils der CD8" T-Zellen.

3.6 Rolle der Stimulatorzellen

Die Hemmung auch von CD4" T-Zellen trotz nicht nachweisbarer Liganden-Bindung warf
die Frage auf, ob eventuell ein indirekter Effekt, vermittelt durch eine Zellpopulation
innerhalb der bei den bisherigen Versuchen immer vorhandenen Stimulatorzellen zu den
beschriebenen Phdnomenen fiihren kdnnte. Deswegen wurden CFSE-Assays unter Ausschluss
von Stimulatoren durchgefiihrt, bei denen aufgereinigte CD8" T-Zellen direkt {iber an den
Versuchsplatten gebundenes aCD3 stimuliert wurden. Die Aufreinigung erfolgte iiber MACS
durch negative Depletion. Allerdings zeigte sich auch bei diesen hoch aufgereinigten T-Zellen

die durch H60 hervorgerufene Hemmung der Proliferation (Abb. 15A). In einem von Anja
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Kriegeskorte durchgefiihrten Experiment mit aufgereinigten CD4"~ T-Zellen ergab sich das
gleiche Bild (Abb. 15B). Beide T-Zell-Kompartimente miissten somit zumindest

Subpopulationen aufweisen, die diesen inhibitorischen Effekt vermitteln kdnnen.

CD8"

aCD3 + H60

B —— aCD3 + Raely
--- aCD3 + MULT1

—--—- aCD3 ohne Zusatz
------- unstimuliert

Abb.: 15
CD8" (A) und CD4" (B) aufgereinigte T-Zellen wurden iiber am Plattenboden gebundenes

anti-CD3 stimuliert. Histogramme wie in der Legende indiziert, H60 wird durch gefiillte

Histogramme reprdsentiert.

3.7 Suche nach einer regulatorischen Subpopulation

Die bisherigen Beobachtungen zur Wirkung der NKG2D-Liganden auf die Proliferation von
T-Zellen lassen auf einen Effekt schlieBen, der nicht direkt iiber die Bindung von H60 auf
CDS8" und CD4" T-Zellen zustande kommt, sondern indirekt iiber eine regulatorische
Zellpopulation vermittelt zu sein scheint. Um diese zu identifizieren wurde die Beteiligung

verschiedener bekannter regulatorischer Lymphozytenpopulationen untersucht.
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Zuvor sollte jedoch ein unspezifischer Effekt bedingt durch eine mogliche LPS-
Kontamination bei der Herstellung der Multimere ausgeschlossen werden. LPS kann {iber
TLR-4-vermittelte Aktivierung regulatorischer T-Zellen zu einer Proliferationsinhibition
fiihren (Caramalho, 2003). In Bulk-CFSE-Proliferationsassays mit TLR-4 defizienten Méiusen
blieb die Inhibition allerdings erhalten, ein LPS-Effekt ist also wenig wahrscheinlich (Abb.
16C). Zusitzlich wurde die LPS-Konzentration der Multimere gemessen, die jedoch stets
unter der Nachweisgrenze lag. Auch die aktive Zugabe von LPS zu den Zellkulturen in
Konzentrationen, die eine mogliche Kontamination um ein 100- bis 1000-faches

tiberschritten, zeigte keinen Effekt auf das Proliferationsverhalten der T-Zellen.

A B

" [TCRy3-/

aCD3 + H60

-  aCD3 + Rae1ly
- -~- unstimuliert

Abb.: 16

H60-vermittelte  T-Zell-Inhibition ist unabhdngig von natiirlich vorkommenden
regulatorischen T-Zellen bzw. NKT-Zellen. CFSE-Profile von CD8" T-Zellen nach anti-CD3
mAB Stimulation und H60-Zugabe wurden wie beschrieben erstellt. Dargestellt sind Versuche

mit Milzzellen der angegebenen Knockout-Mduse (A-C)

Bislang sind eine Reihe unterschiedlicher regulatorischer Zellpopulationen bekannt. Neben
natiirlich vorkommenden CD25+/CD4" T-Zellen (Sakaguchi, 1985) wurden NK T-Zellen
(Jameson, 2003) und yo-T-Zellen (Hayday, 2003) mit inhibitorischer Aktivitdt auf T-Zellen
identifiziert. In Bulk-CFSE Proliferations-Assays mit Milzzellen der Knockoutmause CD1-/-,
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TCRyd -/- und MHCII-/-, die durch eine Fehlfunktion in diesen regulatorischen
Subpopulationen gekennzeichnet sind, zeigte sich jedoch durchgehend die Inhibition mit H60.
(Abb. 16A+B). Damit sind diese klassischen regulatorischen Populationen als Vermittler der

Inhibition weitestgehend ausgeschlossen.

3.8 H60 vermittelte Inhibition ist unabhangig von DAP10

Der kostimulatorische Effekt von NKG2D auf CD8" T-Zellen kann nur im Zusammenhang
mit dem Adaptermolekiil DAP10 vermittelt werden. DAP10 Knockoutméuse zeigen auf ihren
CD8" T-Zellen weder eine NKG2D-Expression noch die entsprechenden Effekte auf die
Zytotoxizitit (Diefenbach, 2002; Gilfillan, 2002).

Umso iiberraschender war es, als die Gegenwart von H60 in Bulk-CFSE-Assays auch die
Proliferation von T-Zellen dieser Méuse inhibiert wurde (Abb. 17).

Dies ist ein starker Hinweis darauf, dass die Inhibition von H60 nicht iiber NKG2D sondern

einen weiteren Rezeptor verursacht wird.

DAP10-/-

aCD3 + H60

- aCD3 + Rae1ly
- == unstimuliert

Abb.: 17
H60 wirkt unabhiingig von DAPI0. Proliferations-Profil von CDS" T-Zellen einer DAP-10

defizienten Maus mit und ohne H60. Darstellung der Histogramme entsprechend der Legende

3.9 MICAS fiihrt zu einer H60-ahnlichen Inhibition

Um zu kléren, ob es auch auf humanen T-Zellen eine Beeinflussung der Proliferation durch
NKG2D-Liganden gibt, wurden humane MICAS8-Multimere an humanen PBMCs getestet.
Interessanterweise wurde dabei die Proliferation der aCD3-stimulierten Zellen durch die

MICAS8-Multimere gemindert (Abb. 18A).
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Die Zugabe der inhibierenden Liganden-Multimere zu Zellen der jeweilig anderen Spezies
fiihrte dariiber hinaus ebenfalls zu einer Inhibition der Proliferation (Abb. 18B ) Dieser
Effekt ist umso erstaunlicher, als weder die murinen Liganden Rae und H60 humanes
NKG2D noch humanes MICA8 murines NKG2D binden (siche Abb. 2) Dies ist ein weiterer

Hinweis, dass die Inhibition {iber einen bislang unbekannten Rezeptor vermittelt werden

konnte.
humane PBMCs murine Milzzellen
100 0l
cps* cps*
807] 80
] aCD3 + H60
a0 607 — C(CD3 + MICAB
0 o] —-— aCD3 + Raely
N —— aCD3 + SA-PE
1 -1 SR ] e unstimuliert
20 2
| B )
4 :}. OI «01
Abb.: 18

Speziesiibergreifende Inhibition von H60 und MCAS. Frisch isolierte CFSE-markierte
humane PBMC (A) oder murine Milzzellen (B) wurden mit anti-CD3 stimuliert unter An-
oder Abwesenheit von MICAS-Multimeren (fettes Histogramm) oder HG60-Multimeren

(geschlossene Histogramme).

3.10 MICAS identifiziert murine Subpopulation

Humane MICAS8-Multimere verursachen eine Inhibition muriner T-Zellen, ohne dass eine
Bindung an murines NKG2D nachgewiesen werden konnte. Somit sollten sie ausschlieBlich
den von NKG2D unterschiedlichen Rezeptor der regulatorischen Subpopulation anfiarben und
somit zu deren Identifizierung beitragen konnen.

Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden nur kurz mit aCD3 mAb stimulierte murine T-
Zellen mit MICAS-, H60- und MULT1-Multimeren geférbt. In der Tat lieB sich mit MICAS
im Gegensatz zu MULT1 eine substantielle Fraktion der CD8+ und CD4+ T-Zellen anfirben

(Abb. 19). Somit ergab sich ein erster Hinweis auf eine potentielle Subpopulation, die
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moglicherweise in der Lage sein konnte, {iber einen von NKG2D unabhingigen Rezeptor die

Inhibition zu vermitteln.

0 N : v
4 564 3,51 407007 1,3

SA-APC

MICA8
MULT1

Abb.: 19

MICAS firbt murine T-Zell-Subpopulation. Milzzellen von BALB/c-Mdusen wurden nach
kurzzeitiger Stimulation mit anti-CD3 analysiert. Dargestellt sind Dot plots der lebenden
Lymphozyten mit Fdrbung fiir CDS8 (x-Achse) und NKG2D-Liganden/Streptavidin-APC (y-
Achse). Als Kontrolle dient Fédrbung mit Streptavidin-APC alleine.

3.11 Nihere Bestimmung des Mechanismuses der
Inhibition

Regulatorische T-Zellen vermitteln ihre inhibitorische Funktion iiber bislang erst wenig
verstandene Mechanismen. Daran beteiligt sind sowohl Zell-Zell-Kontakt abhéngige
Prozesse, als auch die Sekretion unterschiedlicher inhibitorischer Zytokine wie IL-10 und
TGF-p (Vieria, 2004; Fahlen, 2005).

Die mogliche Beteiligung von TGF- bei der H60-vermittelten Inhibition wurde untersucht.
Zugabe von blockierenden anti-TGF-§ mAb zu CFSE-Assays fiihrte sowohl bei CD4+ (Abb.
20A) als auch bei CD8+ (Abb. 20B) T-Zellen zu einer leichten Abschwéchung der Inhibition,
war jedoch nie in der Lage, den H60-Effekt vollstdndig zu blockieren.

Ob Zell-Zell-Kontakte eine Rolle spielen wiirden oder ob andere l6sliche Faktoren beteiligt
sind, wurde ebenfalls adressiert. Dazu wurden Uberstinde von mit H60-Monomeren
versetzten Stimulationskulturen abgenommen. Um mdglicherweise noch vorhandene
Liganden-Monomere zu entfernen, wurde die Uberstéinde anschlieBend mit biotinylierten

Beads behandelt, die dann magnetisch gefillt wurden. Der Transfer des Uberstandes auf eine
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Abb.: 20
Mechanismus der Inhibition

(A) + (B) Milzzellen wurden mit anit-CD3 stimuliert. Neben HG60-Multimeren wurde
blockierender anti-TGF-f3 mAb zugegeben. Darstellung von CD4" und CDS" T-Zellen.
Alleinige H60-Zugabe wird reprdsentiert durch hell-gefiillte Histogramme, HG60- und
gleichzeitige anti-TGF-f3-Zugabe durch dunkel-gefiillte Histogramme.

(C) + (D) Milzzellen wurden mit und ohne H60 durch anti-CD3 stimuliert. Proliferation von
CD4" und CDS8" T-Zellen nach Zugabe von H60-Uberstand (dunkle Histogramme) im
Vergleich zu direkter H60-Zugabe (helle Histogramme). Als Kontrolle dienen alleinige anit-

CD3 Stimulation und unstimulierte Zellen.
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zweite Kultur fithrte niemals zu einem Transfer des inhibitorischen Effektes, weder auf CD4"
T-Zellen (Abb. 20C) noch auf CD8" T-Zellen (Abb. 20D).

In einem von Anja Kriegeskorte durchgefiihrten Experiment mit IL-10-defizienten Méusen
zeigte sich der H60-Effekt deutlich abgeschwicht. Allerdings war die Zugabe von
blockierendem anti-IL10 mAb nicht in der Lage, ebenfalls die Inhibition aufzuheben.
Zusammengenommen  ergaben sich damit Hinweise, dass die eigentliche
Proliferationsinhibition von H60 primér iiber einen Zell-Zell-Kontakt-abhéngigen Prozess
abzulaufen scheint. Die inhibitorischen Zytokine TGF-3 und IL-10 kdnnten ebenfalls beteiligt
sein, im Falle von IL-10 jedoch eher an der Generierung von H60-getriggerten TR, weniger

an der direkten Vermittlung der Inhibition.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der NKG2D-Liganden-Interaktion auf antigen-
spezifischen CD8" T-Zellen und dabei besonders die Untersuchung méglicher Unterschiede
zwischen den verschiedenen Liganden. Hierfiir wurden die NKG2D-Liganden Raely, H60
MULTI und MICAS8 rekombinant exprimiert und multimerisiert, um sowohl eine
durchfluBBzytometrische Analyse der NKG2D-Expression auf Immunzellen, als auch eine
gezielte Untersuchung der Wirkung einzelner Liganden auf T-Zellen zu ermdglichen.

Es konnte eine konstitutive Expression von NKG2D auf NK-Zellen nachgewiesen werden.
Ebenso eine Hochregulierung von NKG2D auf in naivem Zustand negativen CD8" T-Zellen
wihrend einer Listerieninfektion, die auch auf Gedichtniszellen bestehen blieb. CD4™ T-
Zellen sowie B-Zellen exprimierten kein NKG2D.

Weder Raely noch H60 fiihren zu einer besonders gesteigerten Zytotoxizitit antigen-
spezifischer T-Zellen. Allerdings zeigt sich sowohl im *H-Thymidin-Assay als auch im
CSFE-Assay eine deutliche Inhibition der T-Zell-Proliferation durch H60 und MICAS. Die
Inhibition der Proliferation scheint unabhidngig von NKG2D zu sein und ist kreuzreaktiv

zwischen Mensch und Maus.

4.1 Strukturelle Unterschiede zwischen NKG2D-Liganden

Warum es eine derart groe Vielfalt an Liganden fiir NKG2D gibt ist nicht abschlieend
geklart, zumal bislang keine funktionellen Unterschiede beschrieben wurden. Diese Arbeit
weiBt zum ersten Mal mit H60 und MICAS8 bestimmten Liganden eine eigenstidndige Rolle
zu. Im Gegensatz zu anderen murinen NKG2D-Liganden fithrt H60 zu einer Inhibition der T-
Zell-Proliferation. Abgesehen von funktionellen Aspekten gibt es jedoch eine Reihe von
Merkmalen, die fiir einzelne Liganden deutlich von einander abweichen. Die murinen

Liganden stimmen nur zu einem geringen Grad in ihrer Sequenz {iberein. Dennoch haben sie
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eine relativ dhnliche Tertidrstruktur. Ihnen gemeinsam sind zwei Ektodoménen, die entfernt
mit den al- und a2-Doménen von MHC-Klasse-1 Molekiilen verwandt sind sowie das Fehlen
einer a3-Doméne (Raulet, 2003). Die humanen Liganden MICA und MICB dagegen besitzen
eine a3-Doméne (Bahram, 1994, Groh, 1996). Diese strukturellen Unterschiede beeinflussen
auch die Affinitit der Liganden zu NKG2D. In Standard SPR-Analysen stellte sich MULT1
als der NKG2D mit der hochsten Affinitit mit einer Kp von ungefidhr 6 nM dar
(Carayannopoulos, 2002). Eine etwas geringere Affinitit besitzt H60, die damit aber ca. 25-
fach hoher liegt, als die Affinitidt von Rael zu NKG2D (O’Callaghan, 2001, Caryannopoulos,
2002). MICA hat nur eine gering hohere Affinitit als Rael (Li, 2001). In dieser Arbeit
konnten diese Befunde bestétigt werden. In Kompetitionsfarbungen mit Rael- und H60-
Multimeren zeigte sich eine eindeutige Dominanz von H60 iiber Rael. Im Gegensatz zu den
Einzelanalysen von Rezeptor und Liganden der bisherigen Verdffentlichungen, konnten nun
diese Ergebnisse auf lebenden Zellen iibertragen werden. Mit der gleichen Methode wurde
nachfolgend auch die Bindungsfihigkeit von MULT1 im Vergleich zu Rael und H60
untersucht (Kriegeskorte, 2005). Im Vergleich zu anderen Rezeptor-Liganden-Interaktionen
sind die fiir NKG2D beschriebenen Affinititen sehr hoch. So liegen beispielsweise die
Affinititen fiir NKG2A/CD94-HLA-E (Vales-Gomez, 1999) oder fiir MHC-Klasse-I-TCR
(Davis, 1998) bei deutlich niedrigeren Werten. Es ist jedoch nicht ungewohnlich, dass
unterschiedliche Liganden, die den gleichen Rezeptor binden, derart hohe Unterschiede in
ithrer Affinitdt aufweisen. Andere Beispiele hierflir sind CD80 und die Interaktion mit CD28
und CTLA-4 (van der Merwe, 1997) bzw. CD2 und die Interaktion mit CD48 und CDS58
(Davis, 1998). Interessanterweise fiithren in diesen Beispielen die unterschiedlichen Liganden
zu vollig divergenten Effekten.

Fiir unterschiedliche Funktionen der NKG2D-Liganden konnte auch das bisher bekannte
Expressionsmuster der Liganden sprechen. Auch wenn hierfiir noch weitere vergleichende
Studien durchzufiihren sind, ldsst die aktuelle Datenlage einige Differenzen erkennen,
angefangen vom Vorkommen in natiirlichem Gewebe iiber die Expression in bestimmten
Tumoren. So stellt H60 den einzigen murinen Liganden dar, der in héherem Malle von
normalen adulten Zellen, v.a. von Thymuszellen von BALB/c Mausen exprimiert wird
(Diefenbach, 2001). MULT1 konnte in einigen Geweben wie Thymus, Milz, Lymphknoten
sowie geringer in Leber, Herz und Lunge auf RNA-Ebene nachgewiesen werden, ohne jedoch
an der Zelloberflache exprimiert zu werden (Diefenbach, 2003). Fiir bestimmte Tumorlinien
wie WEHI7.1-, S49.1- und BW5147 T-Zell-Lymphomlinien stellt MULT1 den einzig
bekannten Liganden dar (Diefenbach 2003). Andere Linien wie YAC-1 und DC2.4
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exprimieren dagegen selektiv Rael, oder im Falle von A20 B-Zell Lymphom und TRAMP-
C1 Prostatacarcinomzellen sowohl Rael als auch MULTI. J774 zeigen Koexpression von
Rael und H60 (Diefenbach, 2003). Ob es sich jedoch bei der Vielfalt NKG2D-Liganden um
ein redundantes System handelt oder ob deren Expression spezifische Effekte nach sich zieht,
muss noch weiter untersucht werden.

Auch ist es nicht unwahrscheinlich, dass in Zukunft noch weitere NKG2D-Liganden
gefunden werden. So gibt es bisher keine direkten murinen Analoga fiir MIC-Allele.
Allerdings wurde in einer kiirzlich veroffentlichten Studie mit Mill ein weiteres Molekiil
vorgestellt, das zumindest zu ca. 25% in der Sequenz mit MIC {ibereinstimmt (Watanabe,
2004). Der Nachweis jedoch, ob Mill auch als NKG2D-Ligande fungiert, steht noch aus.
Auch die murinen Liganden H60 und MULT1 haben keine direkten humanen Entsprechungen
(Bahram, 2005).

Interessanterweise haben Trager des HLA-B*4801 den MICA-locus verloren (Bahram, 2000).
Dies kann ein Hinweis auf eine redundante Rolle der Liganden gewertet werden, so dass es zu

einem Ersatz der MIC-Funktion kommt.

4.2 Kostimulation der T-Zell-Zytotoxizitit durch NKG2D

Bislang sind fiir NKG2D ausschlieBlich stimulierende Eigenschaften, vor allem eine
gesteigerte Zytotoxizitit, beschrieben worden. Je nach Zelltyp variiert dieser Aspekt. So fiihrt
bei NK-Zellen die Liganden-Bindung zu einer direkten Stimulation mit gesteigerter Lyse von
Zielzellen (Raulet, 2003). Dies konnte iiber Experimente mit transformierten Tumorzelllinien,
die einen bestimmten Liganden exprimieren, nachgewiesen werden. Sowohl die humanen
Liganden MICA (Bauer, 1999) und ULBPs (Cosman, 2001) wie auch die murinen Liganden
Rael und H60 (Cerwenka, 2000) zeigen diesen Effekt. Andere Studien mit quervernetzenden
Antikorpern fiihrten zu einer unspezifischen Aktivierung von NKG2D, ebenfalls mit
gesteigerter Zytotoxizitdt (Jamieson, 2002).

Statt einer direkten Stimulation kann die Zytotoxizitit von CD8" T-Zellen iiber NKG2D zwar
weiter gesteigert werden, ist als alleiniger Stimulus jedoch nicht ausreichend (Raulet, 2003).
Dies konnte ebenfalls iiber die Transfektion von potentiellen Zielzellen mit unterschiedlichen
Liganden gezeigt werden. So wurden mit MIC transfizierte virusinfizierte Zellen besser von
CDS8" ap T-Zellen lysiert (Groh, 2001). Auch die Uberexpression von Rael und H60 auf
Tumorzellen fiihrte zu deren gesteigerter Lyse (Diefenbach, 2001). Dieser kostimulatorische
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Effekt von NKG2D kann auch als Ersatz fiir das klassische CD28 vermittelte Signale dienen
(Groh, 2001).

Insofern fiigt sich die hier gezeigte leichte Erhohung der Zytotoxizitdt von 15-20% durch die
beiden Liganden Rael und H60 in das bekannte Bild. Sowohl die relativ geringe zusétzliche
Lyse, als auch das Auftreten des Effektes bei suboptimaler Peptidstimulation liegen mit bisher
verdffentlichten Daten in Einklang (Groh, 2001, Diefenbach 2001). Dariiber hinaus konnte
mit der Anwendung der Liganden-Multimere erstmals eindeutig gezeigt werden, dass es
zwischen diesen Liganden keine Unterschiede in Bezug auf die Zytotoxizitéit gibt. Wahrend
bei der Transfektion von Zellen und der damit verbundenen Liganden-Uberexpression nicht
ausgeschlossen werden kann, dass moglicherweise noch andere Molekiile induziert werden,
die an der Vermittlung des Effektes beteiligt sein konnten, wurde in der vorliegenden Arbeit
der Einfluss von NKG2D-Liganden durch die Vorbehandlung der Zielzellen mit NKG2D-
Multimeren ausgeschlossen. Diese binden an eventuell schon exprimierte Liganden, so dass
nur die nachtriglich hinzugefiigten Multimere zur Geltung kommen sollten. Die Hoffnung,
dadurch die Spontanlyse der Zellen zu verringern, konnte allerdings nicht bestétigt werden.

In einer neueren Publikation wurde die allgemeine Ansicht einer kostimulatorischen Funktion
von NKG2D auf CD8" T-Zellen jedoch weiter relativiert (Ehrlich, 2005). Hier war die
Bindung an NKG2D nicht ausreichend, um die Zytotoxizitit CD8" T-Zellen signifikant zu
steigern.

Dass CD8" T-Zellen im Gegensatz zu NK-Zellen mit ihrer direkten Stimulation von NKG2D
nur einen zusitzlichen Impuls erhalten, ist vor allem in Hinblick auf die Spezifitit der T-
Zellen zu betrachten. Nur so kann gewéhrleistet werden, dass dieses herausragende Merkmal
als essentieller Aktivierungspfad erhalten bleibt und es nicht zu einer unspezifischen
Aktivierung kommen kann. Es bietet sich jedoch mit NKG2D ein zusétzlicher Mechanismus,
um geschidigte, infizierte oder transformierte Zellen leichter erkennen und lysieren zu

konnen.

4.3 Kostimulation und Virusinfektionen

Hinweise auf die Beteiligung von NKG2D bei der Bekdmpfung von Virusinfektionen
ergaben sich aus den schon erwdhnten Transfektionsexperimenten (Groh, 2001). Hier konnte
gezeigt werden, dass die Infektion von Fibroblasten mit CMV zu einer Induktion der
MICA/B-Expression fiihrt, die wiederum eine gesteigerte Zelllyse durch CD8" T-Zellen nach
sich zog. Auch die Identifikation neuer humaner NKG2D-Liganden aus der ULBP-Familie



...4 Diskussion 79

deuten in diese Richtung (Cosman 2001). ULBPs binden ein HCMV-kodiertes Glykoprotein,
UL-16. Bindung von ULBP an NKG2D stimuliert wiederum NK-Zellen. Um diese
Aktivierung zu verhindern fithrt UL-16 iiber verschiedene Mechanismen zu einer
Verhinderung der NKG2D-ULBP-Interaktion. UL-16 scheint direkt die Bindung von ULBP
an NKG2D zu verhindern zu konnen (Cosman, 2001). Weiterhin fithrt UL-16 zu einer
Retention von virusinduzierten NKG2D-Liganden (Welte, 2003). Obwohl HCMV die
Expression aller bekannter Liganden in infizierten Fibroblasten induziert, gelangen nur MICA
und ULBP3 an die Zelloberfliche, alle anderen werden durch UL-16 im Endoplasmatischen
Reticulum zuriickgehalten (Welte, 2003, Wu, 2003, Dunn, 2003, Rolle, 2003).

In Maéusen wurden &hnliche Beobachtungen fiir MCMV beschrieben. Verschiedene
Genprodukte verhindern selektiv die Expression bestimmter NKG2D-Liganden. Das von
ml152 kodierte Glykoprotein gp40 inhibiert die Expression von Rael (Krmpotic, 2002,
Lodoen, 2003), ein von m155 kodiertes Produkt reduziert die Expression fiir H60 (Lodoen,
2004). Auch fiir MULT1 konnte vor kurzem das entsprechende interferierende MCMV
Protein identifiziert werden (Krmpotic, 2005). Ein von ml45 kodiertes Glykoprotein
verhindert dessen Expression auf infizierten Zellen. Bei der Immunabwehr gegen CMV sind
sowohl NK-Zellen als auch CD8" T-Zellen beteiligt. Uber die Herabregulation der NKG2D-
Liganden wird ein zusédtzliches stimulierendes Signal unterdriickt und die Aktivierung der
Effektorzellen verhindert. Warum allerdings mehrere Liganden an NKG2D binden konnen,
ist nicht abschlieBend geklart. Moglicherweise spielen gewebespezifische Expressionsmuster
eine Rolle, so dass die verschiedenen Liganden in unterschiedlichen Geweben eine Rolle
spielen. Eine weitere Moglichkeit bestiinde in einer evolutiondren Vervielfdltigung von
Abwehrmechanismen, auf die das Virus dann entsprechend reagiert und Moglichkeiten, sich

dem Immunsystem zu entziehen, entwickelt hat.

4.4 NKG2D-Liganden und Tumorimmunologie

Viele Tumoren exprimieren NKG2D-Liganden. So findet sich der humane Ligand MICA auf
einem Teil verschiedener epithelialer Tumoren wie Lungen-, Ovar-, Prostata-, Nierenzell-,
und Kolon-Karzinom (Groh, 1999). Ahnliches gilt auch fiir murine Liganden (Diefenbach,
2003). Wihrend fiir MICA direkt humane Tumoren ex vivo untersucht wurden, wurden fiir
Rael und H60 murine Tumorlinien analysiert. So wird Rael auf LL/2 Lungen-Karzinom
Zellen, MLg Lungenfibroblasten und in niedrigen Mengen auf CMT Rektumkarzinomzellen
sowie YAC Lymphomzellen (Cerwenka, 2000) und J774 Makrophagen exprimiert
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(Diefenbach 2000). H60 konnte ebenfalls auf MLg und YAC J774 nachgewiesen werden
(Cerwenka, Diefenbach). Auflerdem ist fiir beide Liganden eine Induzierbarkeit auf
Hautzellen durch Karcinogene beschrieben (Girardi 2001). Gleichzeitig deuten alle bislang
bekannten Auswirkungen der Liganden auf eine Stimulation sowohl von NK-Zellen, als auch
von T-Zellen. So fithren sowohl in vitro NKG2D-Liganden auf Tumorzellen zu einer
gesteigerten Lyse durch NK-Zellen und CD8" T-Zellen (Jamieson 2002), als auch in vivo
(Diefenbach 2001). Bei den in vivo Experimenten wurden B16-BL6 Melanomzellen und
RMA-Zellen mit den Liganden transfiziert und diese den Méusen subkutan implantiert
(Diefenbach 2001). Es kam zu einer effizienten AbstoBung des transfizierten Tumors.
Zusétzlich konnte dadurch in einigen Studien eine Immunitit gegen die erneute Gabe der
diesmal nicht transfizierten Tumorzellen erzeugt werden (Diefenbach 2001, Hayakawa 2002,
Diefenbach 2003).

Es stellt sich deshalb die Frage, warum Tumorzellen {iiberhaupt diese potenten
Immunaktivatoren exprimieren, wenn dies zur AbstoBung fiihren wiirde. Vielmehr wiirde man
eine Selektion hin zu einer fehlenden Ligandenexpression vermuten. Bislang wurden zwei
Erklarungsansitze gezeigt. Zum einen konnte der Grad der Ligandenexpression nicht fiir eine
TumorabstoBBung ausreichen. Hinweise hierfiir wurden ebenfalls in
Transfektionsexperimenten mit niedrig-exprimierenden Tumorzellen erbracht (Diefenbach
2001). Ein zweiter Mechanismus stellt die Beeinflussung der Effektorzellen durch losliche
Liganden dar. So kann MICA von einigen humanen Tumoren freigesetzt werden und in
16slicher Form im Serum nachgewiesen werden, u.a. von Patienten mit gastrointestinalen
Tumoren (Salih 2002), Brust- und Lungen-Karzinomen (Groh 2002), sowie Melanomen
(Salih 2003). Dies fiihrt zu einer Herabregulation der NKG2D-Expression von T-Zellen und
somit zu einer verminderten Tumorlyse.

Die Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit zeigen nun, dass bestimmte NKG2D-Liganden
auch direkt zu einer Induktion von immunsuppressiven Mechanismen flihren konnen. Dies
konnte ein zusdtzlicher moglicher Weg sein, dem Immunsystem zu entkommen und einen
Selektionsvorteil fiir diese Tumoren bedeuten.

Die oben beschriebenen Transfektionsexperimente haben zudem den Nachteil, dass zum einen
die Transfektion selbst zur Induktion anderer z.B. Stressinduzierter Molekiile fithren konnte,
die fiir die beschriebenen Beobachtungen verantwortlich sein kdnnten. Zum anderen lésst sich
der Grad der Ligandenexpression nur schlecht steuern, was moglicherweise zu sehr hohen,

nichtphysiologischen Expressionsgraden fiithren kdnnte.
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Jedoch bietet auch das hier gezeigte Modell nur einen Erkldrungsansatz, da durch die
Inhibition iiber H60 eine Verschiebung des Ligandenpatterns zu diesem Liganden stattfinden
miisste. Erste Anhalte fiir eine bevorzugte Expression von Rael und MULT1 im Vergleich zu
H60 scheinen jedoch gegeben zu sein (Diefenbach, 2003). Zur genaueren Klirung sind
allerdings detailliertere Analysen des tatsdchlichen Expressionsmusters der NKG2D-
Liganden mit mAb erforderlich.

Eine wichtige Bedeutung fiir den klinischen Aspekt dieses Befundes stellt die
Charakterisierung weiterer NKG2D-Liganden und deren Einteilung in supprimierende und
nicht-supprimierende Rezeptoren dar. Ein Zusammenhang mit bestimmten malignen
Erkrankungen und deren Entstehen oder Fortschreiten konnte neue therapeutische Ansitze

aufzeigen, zumal die Liganden in gesundem adulten Gewebe meist nicht anzutreffen sind.

4.5 H60 wirkt NKG2D-unabhangig

In dieser Arbeit zeigte sich ein inhibitorischer Effekt von H60 und MICAS8 auf die
Proliferation von CD8" und CD4" T-Zellen. Dies unterscheidet sich von der bislang einzigen
Untersuchung des Einflusses von NKG2D auf die Proliferation von CD8" T-Zellen, bei der
eine gesteigerte Proliferation aCD3-stimulierter Zellen nachgewiesen wurde (Jamieson,
2002). Allerdings wurde dies iiber einen quervernetzenden mAb gegen NKG2D erreicht,
wodurch keine differenzierte Betrachtung der verschiedenen Liganden mdglich war.

Es gibt jedoch mehrere Hinweise, dass der inhibitorische Effekt dieser beiden NKG2D-
Liganden nicht iiber NKG2D, sondern einen bislang unbekannten Rezeptor vermittelt wird.

So wurde die Proliferation von aufgereinigten CD4" T-Zellen inhibiert, obwohl bislang auf
diesem Zelltyp in der Maus keine NKG2D-Expression nachgewiesen werden konnte (Bauer,
1999, Jamieson 2002). Auch unter Aktivierung kommt es dort nicht zu einer Hochregulierung
der NKG2D-Expression wie auf CD8" T-Zellen. Dies konnte sowohl iiber eine direkte
Féarbung mit mAb gegen NKG2D, als auch iiber die Bindung mit NKG2D-Liganden gezeigt
werden und wurde auf mRNA-Ebene bestétigt, da keine Transkription von NKG2D
nachgewiesen werden konnte (Kriegeskorte, 2005). Die Abwesenheit von NKG2D zeigt sich
auch auf humanen CD4" T-Zellen. Lediglich in Patienten mit Rheumatoider Arthritis weist
eine substantielle Population der humanen CD4" T-Zellen NKG2D-Expression auf (Groh
2003). Der grofite Teil gehort zu CD28°, moglicherweise autoreaktiven T-Zellen, was eine
Beteiligung an Gewebezerstorungen nahe legt, zumal im Synovialgewebe hohe MIC-

Expression nachgewiesen werden konnte.
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Die in dieser Arbeit erstmals beschriebene Inhibition war spezifisch fiir die NKG2D-
Liganden H60 und MICAS und lie sich nicht mit anderen mNKG2D-Liganden hervorrufen.
Auch der ebenfalls hochaffine Ligand MULTI1, der dhnliche Bindungseigenschaften zu
NKG2D aufweift wie H60, beeinflusste die T-Zell-Proliferation nicht.

Trotz Zugabe blockierender aNKG2D-mAb (Kriegeskorte, 2005) bestand nach wie vor die
durch H60 vermittelte Proliferationsinhibition.

Weiterhin lassen sich CD8" T-Zellen aus DAP10-/- Miusen durch H60 inhibieren. Ein
Fehlen des Adaptermolekiils DAP10 fiihrt in diesen T-Zellen zu einem Unvermdgen,
NKG2D an der Zelloberfliche zu exprimieren (Gilfillan, 2002). Die Abwesenheit des
Rezeptors hat weiterhin den Wegfall der NKG2D-vermittelten kostimulatorischen Effekte zur
Folge (Gilfillan, 2002). Trotzdem bestand nach wie vor die Inhibition durch den NKG2D-
Liganden H60.

Zuletzt 16st humanes MICAS, das nicht nachweisbar an murines NKG2D binden kann, die
Inhibition auf murine T-Zellen in gleicher Weise aus wie der murine Ligand H60. Umgekehrt
ist H60 in der Lage, humane T-Zellen zu inhibieren. All diese Befunde weisen darauf hin,
dass die Inhibition durch H60 und MICAS8 durch einen anderen Rezeptor als NKG2D
vermittelt wird.

Trotz dieser Hinweise ist der zusétzliche potentielle Rezeptor von H60 und MICAS8 noch
unbekannt. In einer kiirzlich verdffentlichten Studie iiber die Funktion von NKG2D auf
humanen NK Zellen wird jedoch ebenfalls die Moglichkeit eines weiteren Rezeptors fiir die
NKG2D-Liganden MICA und ULBPI erwdhnt (André, 2004). Zumindest deutet die
beschriebene Kreuzreaktivitit zwischen Maus und Mensch darauf hin, dass die Struktur des

Rezeptors zwischen den Spezies relativ stark konserviert sein miisste.

4.6 Indirekte Vermittlung der Inhibition

Neben der Beteiligung eines von NKG2D verschiedenen Rezeptors scheint die Inhibition
indirekt liber eine weitere Zellpopulation vermittelt zu sein.

Der Versuch, diese Zellgruppe einer klassischen regulatorischen Subpopulation zuzuordnen,
gelang nicht. Diese eingangs erwihnten Zelltypen, natiirlich vorkommende CD4'CD25" T-
Zellen, IL-10-pruduzierende T-Zellen, yd T-Zellen und NKT-Zellen sind spezialisierte Zellen,
die Immunantworten regulieren und dabei auch die Proliferation von Effektor-T-Zellen
inhibieren konnen (O’Garra, 2004). Eine Stimulation dieser Populationen durch H60 iiber

einen unbekannten Rezeptor und einer damit verbundenen induzierten Inhibition der
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Proliferation der CD4" und CD8" T-Zellen hitte den von uns erstmals beschriebenen Effekt
von H60 erklidren konnen.

Verschiedene Knockoutméuse, die diese regulatorischen Populationen nicht mehr besitzen,
wurden in Proliferations-Assays analysiert. Allerdings wurden T-Zellen sowohl von CD1-/-,
die ein Defizit fir NKT-Zellen aufweisen, als auch TCRyo-/- und MHCII-/- durch die
Zugabe von H60 inhibiert.

In einem von K. Huster durchgefiihrten Experiment mit CD4" regulatorischen T-Zellen, die in
vitro durch ektope Foxp3 Expression generiert wurden (Hori, 2003) zeigte auch diese
regulatorische Population keine Bindung fiir H60. Auch konnte die inhibitorische Eigenschaft
dieses Zelltyps durch H60 nicht gesteigert werden.

Erste Farbungen mit MICAS8-Multimeren auf murinen Milzzellen identifizierten eine DX5
niedrig exprimierende Population. Unter in vifro Stimulation kommt es zu einer Induktion
der MICA bindenden CD8" und CD4" T-Zellen. Zudem scheinen diese Zellen mehrfache
Zellteilungen durchlaufen zu haben, was Hinweise auf eine Generierung dieser Population
wihrend der TCR-vermittelten T-Zellexpansion gibt.

Als moglicher Mechanismus, iiber den die Inhibition vermittelt wird, wurde die Rolle von IL-
10 genauer untersucht (Kriegeskorte, 2005). T-Zellen von IL-10-/- Méusen mit fehlender
Produktion von IL-10 werden von H60 nur noch sehr geringfiigig inhibiert. Allerdings konnte
die Zugabe von olL-10 mAb den H60-Effekt nicht autheben. Moglicherweise spielt IL-10
also eher eine Rolle bei der Generierung der vermittelnden Zellpopulation, als dass es direkt
an der Inhibition beteiligt wire.

Ob fiir die Inhibition der T-Zellen primér direkter Zell-Zell-Kontakt mit der regulatorischen
Zellpopulation erforderlich ist oder ob 16sliche Faktoren wie Zytokine eine Rolle spielen,
konnte bislang nicht geklidrt werden. Um dies ndher zu untersuchen, bieten sich so genannte
Transwell-Experimente an. Hierbei werden Ziel- und Effektorzellen durch eine pordse
Membran getrennt, so dass nur kleine Molekiile hindurch diffundieren konnen. Die
Durchmesser der Poren sind jedoch mit 0,4 pm zu gro, um die Liganden-Multimere
zuriickzuhalten. Versuche, die Liganden an groflere, biotin-ummantelte Partikel zu binden, die
die Membran nicht passieren kdnnen, scheiterten allerdings. Der Transfer von Uberstéinden
aus Proliferations-Assays, aus denen mogliche noch vorhandene Monomere {iber MACSbeads
entfernt wurden, fiihrte bei Zugabe zu Empfinger-Assays nicht zu einer Inhibition, was einen
direkten Zellkontakt als primdren Mechanismus nahe legt.

Ein besseres Verstindnis des genauen Mechanismuses, iiber den die Inhibition vermittelt

wird, verlangt aber noch weitere Untersuchungen.
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4.7 Einfluss von NKG2D und H60 auf die Homoostase von
T-Zellen

Im Gegensatz zu NK-Zellen exprimieren naive CD8" T-Zellen kein NKG2D. In dieser Arbeit
konnte allerdings gezeigt werden, dass es unter Infektionsbedingungen mit L. monocytogenes
auf aktivierten antigen-spezifischen CD8" T-Zellen zu einer gesteigerten NKG2D Expression
kommt. Diese bleibt auch auf CD8" Gedichtnis T-Zellen bestehen. Dabei binden sowohl
Raely als auch H60 mit anndhernd gleicher Intensitit. Dies steht im Einklang mit friihren
Studien mit mAb gegen NKG2D (Jamieson, 2002). Dort wurde NKG2D auf CD8" T-Zellen
bei Infektion mit LCMV induziert und war ebenfalls auf Gedéichtniszellen nachweisbar. Je
nach Phase der CD8" T-Zellantwort, Proliferation, Kontraktion und Gedichtnis, ist eine
unterschiedliche Bedeutung der NKG2D-Liganden-Interaktion denkbar.

NKG2D fiihrt auf CD8" T-Zellen zu einem kostimulatorischen Signal mit gesteigerter
Zytotoxizitit. Wenn T-Zellen erst im Verlauf einer Immunantwort NKG2D exprimieren,
konnte dies ein Beitrag zu einer effektiveren Antigenerkennung liefern. Gleichzeitig konnte
so eine unspezifische Stimulation mit mdglicherweise autoreaktiven Ziigen durch die
Abwesenheit auf naiven T-Zellen verhindert werden.

Eine wesentliche Beteiligung von NKG2D an der Expansion antigen-spezifischer T-Zellen
scheint dagegen eher unwahrscheinlich zu sein. Die Reaktion naiver T-Zellen auf Antigene ist
abhéngig von der Affinitéit des jeweiligen TCRs zum MHC-Peptid-Komplex (Rosette, 2001).
Fiir die klonale Expansion von naiven und Gedichtnis-T-Zellen ist dabei ein kurzzeitiges
Vorhandensein von Antigen ausreichend (van Stidponk, 2001; Kaech, 2001). Trotzdem
scheinen andere Faktoren als Antigenprivalenz die Dauer der T-Zell-Expansion zu
bestimmen (Busch, 1998). Fir NKG2D ist zwar eine Zunahme der Proliferation bei
Quervernetzung mit einem mAb gegen NKG2D beschrieben (Jamieson, 2002) und eine
geringe stimulatorische Komponente konnte zumindest fir Raely auch von uns in [*H]J-
Thymidin-Proliferationsassays beobachtet werden. Allerdings waren diese Effekte
ausgesprochen gering und in CFSE-basierenden Proliferationsassays nicht bestétigbar.

Nach erfolgter Uberwindung einer Infektion gehen die antigen-spezifischen T-Zellen in eine
rapide Kontraktionsphase iiber, bei der ihre Zellzahl um bis zu 95% reduziert wird. Wie dieser
Mechanismus genau ablduft ist noch nicht im Einzelnen geklért. Es gibt Hinweise, dass die
Abwesenheit von Pathogenen dazu beitrdgt (Ahmed, 1996) oder dass die friithe
Infektionsphase bei der Kontrolle der Kontraktion beteiligt ist (Badovinac, 2004). Uber eine
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regulatorische Population kénnte H60 an der Induktion der Kontraktionsphase bzw. an der
Eindimmung iiberschieBender Reaktionen beteiligt sein. Vor allem fiir CD4 CD25"
regulatorische T-Zellen ist eine derartige Funktion fiir eine Reihe unterschiedlicher
Infektionen nachgewiesen worden. So fiithren sie in L. m. infizierten Mdusen zu einer
Begrenzung der Stirke von Sekundirinfektionen (Kursar, 2002). In leishmanien-infizierten
Maiusen fithren regulatorische T-Zellen zu einer persistierenden chronischen Infektion,
schiitzen jedoch gleichzeitig den Wirt vor erneuter starker Entziindungsreaktion (Belkaid,
2002; Xu, 2003; Aseffa, 2002). Regulatorische T-Zellen iibernehmen somit eine wichtige
Funktion durch Wahrung der feinen Balance zwischen einer effektiven Pathogenkontrolle und
einer Uberschiefenden Immunantwort mit schweren Gewebeschdden. Eine dhnliche Rolle
wire auch fiir H60 denkbar. So konnten Gewebe wie Darmepithelien, die eine chronische
Konfrontation mit Pathogenen oder ,,zellstressenden* Substanzen erfahren, inhibitorische
Liganden exprimieren, um eine permanente und sinnlose Immunantwort zu unterdriicken.
Interessanterweise findet sich auf yo T-Zellen in Darmepithelien kein NKG2D wéhrend
ansonsten ca. 25% diesen Rezeptor konstitutiv exprimieren (Jamieson, 2002). Moglicherweise
soll so die Bindung an stressinduzierte NKG2D-Liganden verhindert werden, was die
Doppelrolle von H60 als Stimulator der Zytotoxizitdt und als Inhibitor der Proliferation
plausibler machen konnte.

Die Langzeiterhaltung von Gedéchtnis-T-Zellen ist unabhingig von Antigenprisenz oder
MHC-Klasse-I Molekiilen (Murali-Krishna, 1999). Wichtig ist das Vorhandensein von IL-15
(Ma, 2000) und IL-7 (Prlic, 2002; Huster, 2004). Zudem scheinen CD4" T-Zellen zur
Erhaltung von Gedichtnis-CD8" T-Zellen benétigt zu werden (Sun, 2004). Die Tatsache,
dass Gedichtnis-T-Zellen NKG2D exprimieren, konnte entweder ebenfalls auf einen
Erhaltungsmechanismus fiir diese Zellen hindeuten oder die schnellere Ausbildung von
Effektorfunktionen bei Reaktivierung begiinstigen.

Fiir ein genaueres Bild der Rolle von H60 sind jedoch weitere Untersuchungen nétig, nicht

zuletzt die Identifizierung der vermittelnden Subpopulation wie des Rezeptors.

4.8 Ausblick

Das exakte Expressionsmuster der NKG2D-Liganden, insbesondere des Liganden H60, ist in
vivo noch weitgehend unbekannt. Neben einigen Hinweisen auf eine konstitutive Expression

beziehen sich die bisherigen Untersuchungen meist auf /n vitro-Versuche mit Zelllinien. Die
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in dieser Arbeit verwendete Multimertechnik kann zwar iiber die Bindung mit NKG2D-
Multimer das Vorhandensein von NKG2D-Liganden nachweisen, ldsst jedoch keine
differenzierte Bestimmung des Ligandentyps zu. Fiir die dariiber hinaus gehende
Bestimmung, wann und wo welcher Ligand exprimiert wird, miissten als ndchstes Farbungen
unterschiedlicher Gewebe mit mAbs gegen die einzelnen Liganden durchgefiihrt werden. In
Frage kommen insbesondere Darmepithel, wo es Hinweise auf MICA-Expression gibt (Groh,
1996), sowie andere potentiell mit NKG2D-exprimierenden Zellen interagierende Zelltypen.
Auch eine mogliche Induktion von Liganden-Expression durch verschiedene Pathogene wie
CMV oder L. monocytogenes, bei denen ebenfalls NKG2D an der Immunantwort beteiligt ist,
bedarf weiterer Untersuchungen. Auch hier ist vor allem die in vivo-Situation weitestgehend
unbekannt.

Daran anschliefBend lassen sich die molekularen Mechanismen, die zu einer Induktion der
Liganden fiihren ndher charakterisieren. Wéhrend bei der Induktion auf Tumoren erste
Hinweise vorliegen, dass eine direkte Beschddigung der DNA daran beteiligt ist (Gasser,
2005), ist dies unter Infektionsbedingungen noch vollig unklar.

Ein weiterer offener Punkt stellt die Zahl der NKG2D-Liganden dar. Auch wenn in dieser
Arbeit erstmalig fiir einen bestimmten Liganden eine eigenstindige Funktion gezeigt werden
konnte, bleibt die Frage, ob die meisten Liganden ein redundantes System darstellen oder
selektiv bei unterschiedlichen Prozessen beteiligt sind.

Wihrend die Funktion von NKG2D auf NK-Zellen im Sinne eines stimulierenden Rezeptors
gedeutet werden kann, gibt es fiir CD8" T-Zellen widerspriichliche Studien. Neben mehreren
Studien, die von einer kostimulierenden Rolle ausgehen, relativiert unter anderem die hier
vorgelegte Arbeit diese Ansicht. Weitere Klarheit wiirden Experimente mit NKG2D-
defizienten Maiusen bringen. Insbesondere das spezifische Ausschalten des Gens auf
bestimmten Zelltypen bietet sich hier an. Um die Funktion des Rezeptors zu bestimmten
Phasen einer Immunantwort untersuchen zu konnen, wire eine zusitzliche Kombination mit
einem induzierbaren System wiinschenswert. Vor allem zur Bestimmung der Rolle von
NKG2D auf CD8" Gedichtniszellen ist die Moglichkeit, den Zeitpunkt der Genausschaltung
wihlen zu konnen, unabdingbar.

In der hier vorgelegten Arbeit scheinen die NKG2D-Liganden H60 und MICAS eine
Inhibition der T-Zell-Proliferation nicht iber NKG2D, sondern einen unbekannten Rezeptor
auszulosen. Die Suche nach diesem Rezeptor liegt auf der Hand. Zum einen konnen hierfiir
mADb gegen das unbekannte Molekiil generiert werden. Mit diesen kann dann untersucht

werden, auf welchen Zelltypen der Rezeptor physiologisch exprimiert wird bzw. unter
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welchen Bedingungen, z.B. wihrend einer Immunantwort, der Rezeptor eine Anderung der
Expression erfahrt. Zum anderen kann iiber eine Expressionsklonierung versucht werden, den
Rezeptor direkt zu identifizieren.

Die hier vorgelegten Ansitze, den Mechanismus der Inhibition zu erkléren, beschrianken sich
auf eine mdogliche Beteiligung von IL-10 bei der Generierung einer vermittelnden
regulatorischen Zellpopulation. Weitere Untersuchungen der genauen Signaltransduktion und
der daran beteiligten molekularen Prozesse stehen noch aus. Voraussetzung dafiir ist auch die
ndhere Charakterisierung der Inhibition an sich, so z.B. die Analyse des Stadiums, in
welchem der Zellzyklus moglicherweise arretiert wird.

Insbesondere die Beteiligung von NKG2D im Zusammenhang mit Gedichtniszellen, sowie
bei der Immunantwort gegen maligne Prozesse sowie virale Infektionen, ldsst abschlieBend
eine klinische Anwendung der Erkenntnisse iiber NKG2D mdglich erscheinen. Denkbar wire
die Entwicklung effizienterer Impfstoffe unter Einbeziehung NKG2D-vermittelter Effekte.
Auch die Weiterentwicklung von Tumorvakzinierungen wie sie bereits in Mausen versucht
wurde (Diefenbach, 2001) stellt eine mogliche Strategie dar. Eine Interferenz mit der von
manchen Viren verursachten Unterdriickung von NKG2D-Liganden-Expression konnte einen

Ansatz zur antiviralen Therapie liefern.
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S Zusammenfassung

Der aktivierende Rezeptor NKG2D erkennt eine Reihe unterschiedlicher Liganden, die
zumeist von gestressten Geweben und Tumoren liberexprimiert werden. Bislang sind fiir alle
Liganden gleichermaflen immunstimulatorische Effekte beschrieben worden. Ziel dieser
Arbeit war die Charakterisierung der NKG2D-Liganden-Interaktion auf antigen-spezifische
CD8" T-Zellen. Hierfiir wurden die NKG2D-Liganden Rael, H60 und MICAS8 rekombinant
exprimiert und dhnlich der MHC-Klasse-1 Tetramere multimerisiert, um zum einen die
durchluBBzytometrische Analyse der Liganden-Bindung zu ermdglichen und zum anderen den
funktionellen Aspekt dieser Liganden-Interaktion getrennt flir die einzelnen Liganden bei
einer moglichst genauen Anndherung an die physiologische Relevanz beobachten zu kdnnen.
Die erfolgreiche Herstellung der Multimere konnte iiber die spezies-spezifische Farbung
verschiedener  antigen-spezifischer  T-Zellen sowie das  Nachvollziechen  der
Affinitdtsunterschiede von Rael und H60 nachgewiesen werden.

Die Analyse verschiedener Lymphozytenpopulationen naiver Miuse zeigte eine konstitutive
Expression von NKG2D nur auf NK-Zellen. Weder CD4" als auch CD8" T-Zellen
exprimieren 1in nicht-aktiviertem Zustand NKG2D. Unter Infektion mit Listeria.
monocytogenes kam es jedoch auf antigen-spezifischen CD8" T-Zellen zu einer Induktion der
NKG2D-Expression. Diese verstirkte sich bei Sekundirinfektion und blieb auch auf
Gedédchtniszellen bestehen. Im Gegensatz dazu war die NKG2D-Expression auf NK-Zellen
weiterhin unverindert hoch und auf CD4" T-Zellen durchgehend negativ.

Beide Liganden fiihrten auf peptid-stimulierten antigen-spezifischen CD8" T-Zellen zu einer
geringfiigig gesteigerten Zelllyse bei suboptimalen Peptidkonzentrationen. Dabei spielte eine
mogliche Beeinflussung der Experimente durch die schon vorhandene NKG2D-Liganden-
Expression der Tumorzielzellen anscheinend keine Rolle.

Erstmals konnte fiir verschiedene Liganden ein spezifischer Effekt nachgewiesen werden. In

unterschiedlichen Untersuchungsansitzen, *H-Thymidinaufnahme-Assays und CFSE-Assays,
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fiihrte H60 aber nicht Rael zu einer Inhibition von CD8" und interessanterweise trotz
fehlender NKG2D-Expression auch von CD4" T-Zellen. Da auch aufgereinigte CD8" und
CD4" T-Zellen von H60 inhibiert werden, deutete dies auf einen indirekten Mechanismus
und die Vermittlung iiber eine weitere Zellpopulation hin.

Da sich durch Transfer von Uberstinden aus H60-versetzten Kulturen der Effekt nicht auf
andere Kulturen iibertragen lie, schienen Zell-Zell-Kontakt-abhéngige Mechanismen eine
Rolle zu spielen. Weiterhin sind inhibitorische Zytokine beteiligt. So konnte die Zugabe von
o TGF-B mAb die Inhibition leicht abschwichen. In IL-10 defizienten Mausen war die H60-
induzierte Inhibition ebenfalls reduziert. Der Versuch, bekannte regulatorische
Zellpopulationen wie klassische CD4'CD25" T-Zellen, y8 T-Zellen oder NKT-Zellen mit
dem inhibitorischen Effekt in Verbindung zu bringen, gelang jedoch nicht. Uber die
Verwendung des humanen Liganden MICA, der zwar nicht an murines NKG2D bindet, bei
murinen T-Zellen jedoch &hnlich wie H60 die Proliferation unterdriickt, lieB sich eine
Subpopulation CD8 bzw. CD4" T-Zellen identifizieren, iiber die mdoglicherweise der
suppressive Effekt vermittelt wird.

Die Inhibition von T-Zellen aus DAP10-/- defizienten Mausen, die kein NKG2D exprimieren,
lieB zudem die Beteiligung eines neuen, von NKG2D verschiedenen Rezeptors vermuten.
Diese neuen Ergebnisse beziiglich heterogener Effektorfunktionen unterschiedlicher NKG2D-
Liganden, die ggf. auch stark immunsuppressive Wirkungen ausiiben konnen, spielen
moglicherweise eine wichtige Rolle bei der physiologischen homdostatischen Regulation von
T Zell Antworten.

Weiterhin bieten die hier beschriebenen Befunde neue Erkldarungsmoglichkeiten, warum die
Uberexpression bestimmter NKG2D-Liganden einen selektiven in vivo Vorteil fiir
Tumorzellen bedeutet. Wenn sich diese Zusammenhdnge bestdtigen, konnte das NKG2D-
Liganden/Rezeptor System eine attraktive neue Zielstruktur fiir die Immuntherapie maligner

Erkrankungen bedeuten.
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