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1  Zusammenfassung

1.1 Abstrakt (Deutsch)

Die Psoriasis ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung der Haut, Négel und Gelenke, deren
genaue Pathogenese noch unverstanden ist. In der letzten Zeit wird in der Psoriasis vulgaris
insbesondere den CD8+ T-Zellen eine Schlisselrolle bei der Erkennung von Autoantigenen wie
z.B. Zytokeratinen (KRT17) zugeschrieben. Allerdings gibt es bisher keine valide Methode, um
eine antigenspezifische Aktivierung der CD8+ T-Zellen von Psoriasis-Patienten durch bereits
identifizierte und kontrovers diskutierte potentielle Autoantigene (z.B. KRT13) einheitlich zu
testen, miteinander zu vergleichen und naher zu untersuchen.

Die vorliegende Arbeit hatte das Ubergeordnete Ziel, ein auf einer humanen
antigenprésentierenden (APC-) Zelllinie basierendes experimentelles in-vitro Testsystem flr
potentielle Autoantigene von CD8+ T-Zellen in der Psoriasis vulgaris zu entwickeln.

Dazu wurden jeweils zwei potentielle Autoantigene der Psoriasis (KRT17 und KRT13) und ein
Kontroll-Antigen (Cytomegalievirus-CMV-Antigen pp65) in das piggyBac'™Transposon
Expressionsvektorsystem kloniert und durch Elektroporation in die humane HLA-A2+ APC
Zelllinie T1 transfiziert. Zur Kontrolle der Expression wurde der piggyBac™™-Expressionsvektor
pPB-eGFP-mCherry etabliert und ebenfalls in die Zelllinie T1 transfiziert. Nach vier
durchflusszytometrischen Sortierungsschritten tber die Reporter eGFP bzw. mCherry konnten
die stabil-transfizierten T1 Zelllinien T1-MCS-eGFP, T1-pp65-eGFP, T1-KRT17-eGFP, T1-
KRT13-eGFP und T1-eGFP-mCherry etabliert werden.

In den Etablierungsexperimenten reagierten die T-Zellen von sechs getesteten HLA-A2+/CMV-
sero-positiven Probanden neben einer generalisierten Aktivierung insbesondere mit einer
signifikant hoéheren Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen nach
Stimulation mit T1-pp65-eGFP verglichen zur Stimulation mit den Referenzzelllinien T1-MCS-
eGFP bzw. T1. Auf dieser Grundlage wurde die CD8+ T-Zell-Reaktion von acht HLA-A2+
Psoriasis-Patienten und sechs HLA-A2+ gesunden Kontroll-Probanden auf die Zelllinien T1-
KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP untersucht. Wahrend bei nur einem gesunden Probanden
die CD8+ T-Zellen mit einer deutlich héhren Expression von CD8+ CD25+ CD137+ T-Zellen
auf T1-KRT13-eGFP im Vergleich zu T1-MCS-eGFP reagierten, zeigten die CD8+ T-Zellen der
Psoriasis-Patienten individuell unterschiedlich hohe Expressionen von CD8+ CD125+ CD137+
T-Zellen auf T1-KRT17-eGFP und/oder T1-KRT13-eGFP. In Relation zur ausgeldsten



Aktivierung durch T1-MCS-eGFP wurden die CD8+ T-Zellen der Psoriasis-Patienten tendentiell
starker durch T1-KRT17-eGFP bzw. T1-KRT13-eGFP aktiviert als die der gesunden Kontroll-
Probanden.

In dieser Arbeit konnte neben alloreaktiven T-Zellen insbesondere durch die Messung der
Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen die Haufigkeit derjenigen CD8+
T-Zellen identifiziert werden, die antigenspezifisch auf eine mit einem Antigen bzw.
Autoantigen stabil-transfizierte T1 Zelllinie reagierten. Weiterhin konnte bei einigen Psoriasis-
Patienten eine Aktivierung von CD8+ T-Zellen durch KRT17 bzw. KRT13 aufgezeigt werden.
Schlussendlich bietet das etablierte Testsystem neben der Untersuchung von anderen potentiellen
Autoantigenen zugleich eine Grundlage, um weitere Analysen an den antigenspezifisch

aktivierten CD8+ T-Zellen vorzunehmen.

1.2 Abstrakt (Englisch)

Psoriasis is a common chronic inflammatory skin disease, that can also affect the nails and joints.
Although the pathogenesis of psoriasis vulgaris remains not fully understood, several studies
recently suggested a critical role for CD8+ T cells reacting with autoantigens e.g. Kkeratins
(KRT17). However, there is a valid method missing in order to investigate an antigen-specific
activation of CD8+ T cells through controversally discussed potential autoantigens (i.e. KRT13).
The main aim of this study was to establish an in vitro test system for potential autoantigens of
CD8+ T cells in psoriasis vulgaris, which is based on a human antigen presenting cell line
(APC).

Therefore, two potential autoantigens (KRT17, KRT13) and a control antigen (Cytomegalovirus-
CMV-antigen pp65) were cloned into the piggyBac'™-Transposon expression vector system and
transfected into the HLA-A2+ human APC T1 by using electroporation. The piggyBac'™-
expression vector pPB-eGFP-mCherry was created for expression control and also transfected
into T1. After four cell sorting steps by flow cytometry on the basis of the reporters eGFP/
mCherry, the stably transfected T1 cell lines T1-MCS-eGFP, T1-pp65-eGFP, T1-KRT17-eGFP,
T1-KRT13-eGFP and T1-eGFP-mCherry could be established.

Depsite of a general activation induced by the T1 cell lines, the T cells of 6 HLA-A2+ CMV-
sero-positive donors showed significantly higher frequencies of CD8+ CD25+ CD137""+ cells

in reaction to T1-pp65-eGFP compared to the reference cell lines T1-MCS-eGFP or T1. Due to



these results, the activation of CD8+ T cells from 8 HLA-A2+ psoriatis patients and 6 HLA-A2+
healthy controls through T1-KRT17-eGFP and T1-KRT13-eGFP were examined. In contrast to
one healthy control donor, whose T cells obviously responded with a higher expression of CD8+
CD25+ CD137"%"+ cells to T1-KRT13-eGFP, the CD8+ T cells of psoriasis patients showed
variable frequencies of CD8+ CD25+ CD137"9"+ cells to T1-KRT17-eGFP or T1-KRT13-eGFP
compared to T1-MCS-eGFP. There is a trend, that the CD8+ T cells of the psoriasis patients
became higher activated through T1-KRT17-eGFP and T1-KRT13-eGFP in relation to T1-MCS-
eGFP than the CD8+ T cells of healthy controls.

This study could demonstrate beside alloreactive T cells an antigenspecific response of CD8+ T
cells to with (auto)antigens stably transfected T1 cell lines by analysing the expression of CD8+
CD25+ CD137"%"+ T cells. Furthermore the potential of KRT17 to activate CD8+ T-cells of
psoriasis patients could be confirmed and even demonstrated for KRT13. Finally, the established
test system provides beside the investigation of other potential autoantigens attractive options to
make further analysis on antigenspecific activated CD8+ T cells.



2  Einleitung

2.1 Autoimmunerkrankungen: Wenn der Korper sich selbst angreift

Unter Autoimmunerkrankungen versteht man in der Medizin Erkrankungen, bei denen das
Immunsystem korpereigene Strukturen irrtimlicherweise als zu bekdampfende Fremdkorper
erkennt und durch Immunreaktionen angreift *. Entziindliche Reaktionen bis hin zu schweren
Organschaden konnen dadurch hervorgerufen werden. Aus dem breiten Spektrum von einem
spezifisch betroffenen Organ bis hin zu verschiedenen Geweben im ganzen Korper kann
abgeleitet werden, dass theoretisch jedes Organ und Gewebe Ziel einer Autoimmunerkrankung
sein kann.

Die genaue Ursache der Entstehung eines Grofteils der vielen verschiedenen
Autoimmunerkrankungen ist noch nicht vollstandig geklart. Daher existiert bis heute fur die
meisten von ihnen auch keine kausale Therapie, und es kann haufig nur symptomatisch z.B. mit
entzindungshemmenden oder modulierend mit immunsupprimierenden Medikamenten
behandelt werden. Diese Tatsache ist erntichternd und stellt deshalb Mediziner und Forscher in
der  Immunologie  taglich  vor die  Herausforderung, die Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen weiter zu ergrinden und alternative Therapiemdglichkeiten zu
entwickeln. Folglich ist aus Beobachtungen, klinischen Studien und Laborexperimenten im
Laufe der Zeit eine Vielfalt von anerkannten Hypothesen zur Pathogenese einzelner
Autoimmunerkrankungen entstanden. Ihnen ist gemeinsam, dass sie die Grundlage der
Entstehung einer Autoimmunerkrankung in einer angeborenen genetischen Empfanglichkeit in
Kombination mit bestimmten Umwelteinfliissen sehen. Bestimmte Umstande fiihren demnach
dazu, dass Abwehrzellen kdrpereigene Strukturen (Autoantigene) als fremd erkennen, dadurch
aktiviert werden und u.a. durch die Bildung von antigenerkennenden Strukturen
(Autoantikorper) oder autoreaktiven Zellen deren Zerstorung einleiten.
Forschungsanstrengungen zielen nun darauf ab, die Mechanismen der Immunantwort durch die
Entwicklung experimenteller Methoden detaillierter nachzuvollziehen und gegebenenfalls diese
Antigene bzw. Autoantigene néher zu identifizieren. An diesem Punkt setzt die vorliegende

experimentell-wissenschaftliche Arbeit am Beispiel der Hauterkrankung Psoriasis vulgaris an.



2.2 Die Komponenten und Funktionen des Immunsystems und deren Rolle bei

Autoimmunerkrankungen

2.2.1 Uberblick tiber den Aufbau und die Funktionsweise des Immunsystems

Das Immunsystem des menschlichen Korpers dient vorrangig der Erkennung und Abwehr von
Mikroorganismen, Viren und Fremdstoffen und ist aus einem komplexen Netzwerk von

Zellentypen, Organen und Molekiilen aufgebaut 2°

. Neben der Unterscheidung zwischen
zellulérer und humoraler (nicht-zelluldrer) Immunabwehr unterteilt man das Immunsystem
grundlegend in zwei Komponenten: die angeborene und die adaptive Immunabwehr. Zudem
leisten u.a. korpereigene Barrieren, wie z.B. Epithelien, durch Botenstoffe (Zytokine) vermittelte
Entziindungsreaktionen, das antimikrobielle Enzym Lysozym und Interferone einen erheblichen
Beitrag fur die Immunfunktion. Zur stammesgeschichtlich deutlich alteren angeborenen und
somit nicht erregerspezifischen Immunabwehr z&hlt man zur Phagozytose fahige Zellen wie z.B.
Monozyten, Makrophagen und Granulozyten, aber auch die humorale Immunantwort durch u.a.
das Komplementsystem. Makrophagen gehen letztendlich aus Monozyten hervor und kénnen
neben der Beseitigung von abgestorbenem Material auch Antigene prasentieren. Die adaptive
Immunabwehr entwickelte sich entwicklungsgeschichtlich spéter aus der angeborenen
Immunabwehr und ist wesentlich anpassungsféahiger gegenuber neuen bzw. verdnderten
Krankheitserregern. Die Zellen der adaptiven Immunabwehr sind in der Lage, spezielle
Strukturen (Antigene) zu erkennen und daraufhin gezielt spezifische Abwehrmechanismen
einzuleiten und  antigenspezifische  Molekule  (Antikdrper) zu  bilden.  Neben
Antigenprasentierenden Zellen (APC) und dendritischen Zellen stellen T-Lymphozyten (T-
Zellen) und B-Lymphozyten (B-Zellen) die Kernelemente der adaptiven Immunabwehr da, deren
gemeinsamer Ursprung das Knochenmark ist. Alle T-Zellen sind durch das Oberflachenprotein
CD3 (CD, engl. cluster of differentiation) gekennzeichnet und werden in mehrere
Subpopulationen mit unterschiedlichen Funktionen unterteilt. So exprimieren zytotoxische T-
Zellen zusatzlich den Co-Rezeptor CD8 und téten nach Antigenerkennung gezielt infizierte
Zellen *. Dies kann hauptséchlich auf zwei unterschiedliche Arten geschehen: Zum einen kénnen
zytotoxische CD8+ Zellen durch Ausschuttung von Granzym B oder Perforinen eine Lyse
bewirken, zum anderen tber die Induktion der Fas-Signal-Kaskade eine Apoptose der Zielzellen
herbeifiihren *. Daneben konnen aktivierte CD8+ T-Effektorzellen durch die Produktion von
Zytokinen wie z.B. IFN-y und TNF-o u.a. die virale Replikation hemmen, Makrophagen zu den

Infektionsherden locken oder Tumorzellen eliminieren *. T-Helferzellen (CD4+) (ibernehmen



verschiedene andere Aufgaben und unterstiitzen u.a. CD8+ T-Zellen und B-Zellen in ihrer
Funktion *°. Anhand ihrer sezernierten Zytokine werden diese CD4+ T-Effektorzellen in Thi-
Zellen (IFN-y, IL-2 und TNF-y) und Th2-Zellen (IL-4, IL-5, IL-6 und IL-13) weiter eingeteilt *.
Diese Unterteilung wurde erstmalig durch Mosmann et al. (1986) beschrieben °. Nach
Stimulation mit einem bestimmten Antigen werden vermehrt spezifische T-Zellen gebildet,
darunter auch sogenannte T-Gedéachtniszellen mit einer ,,Erinnerungsfunktion. So werden T-
Gedachtniszellen bei erneutem Kontakt mit dem gleichen Antigen sofort aktiviert und
ermdglichen auf diese Weise eine effizientere Immunantwort *. In der letzten Zeit wurden einige
neue Populationen von T-Zellen entdeckt. Dazu z&hlt u.a. auch eine Population von CD4+ T-
Effektorzellen, die nach dem von ihnen sezernierten Zytokin IL-17 entsprechend Th17-Zellen
genannt werden. Die Anwesenheit und einige Funktionen von Th17-Zellen wurden bereits in
einigen Modellen von entziindlichen Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen beschrieben ’.
Eine weitere Subpopulation der CD4+ T-Zellen sind die regulatorischen T-Zellen (Treg), die T-
Zell-Antworten unterdriicken und folglich Immunantworten begrenzen kénnen ®,

B-Zellen bilden Antikérper gegen Erreger. Ahnlich wie bei den T-Zellen kénnen sich nach einer
(iberstandenen Infektion auch aus B-Zellen sogenannte B-Gedichtniszellen entwickeln °.
Aufgrund dieser unterschiedlichen Funktionen entsteht der Eindruck, das adaptive Immunsystem
konne das angeborene ersetzten. Jedoch ist das Gegenteil der Fall: Beide Abwehrsysteme
arbeiten miteinander zusammen und erst ihr komplexes Zusammenspiel ermdglicht eine
koordinierte Immunabwehr des Korpers.

Bei der Erkennung und Reaktion auf Antigene gibt es grundlegende Unterschiede zwischen B-
Zellen und T-Zellen. Im Vergleich zu den T-Zellen erkennen B-Zellen ihre Antigene (z.B.
Pathogene oder Toxine) direkt in ungebundener Form durch spezielle Antikorper, die auch
Immunglobuline (Ig) genannt werden. Immunglobuline sind Teil des humoralen Immunsystems
und kénnen in membrangebundener Form als B-Zell-Rezeptor (BCR) vorkommen, aber auch
von ausdifferenzierten B-Zellen (Plasmazellen) sezerniert werden °.

Die Antigen-Erkennung durch T-Zellen erfolgt nach einem anderen Prinzip. Da sich die
vorliegende  experimentell-wissenschaftliche ~ Arbeit  zentral —mit dieser  Thematik

auseinandersetzt, wird hier nun entsprechend genauer darauf eingegangen.



2.2.2 T-Zellen erkennen prozessierte Antigene tber MHC-Komplexe

Im Gegensatz zu den B-Zellen erkennen die T-Zellen durch ihre T-Zell-Rezeptoren (TCR)
fremde Antigene nicht im nativen Zustand, sondern nur, wenn ihnen diese in Fragmenten auf der
Oberflache von Korperzellen oder APC (engl. antigen-presenting cells) préasentiert werden.
Genaugenommen kann nur ein zusammengesetzter Ligand, bestehend aus einem Peptid und
einem korpereigenen Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC, engl. Major Histokompatibility
Complex) mit dem TCR in Wechselwirkung treten °. Man unterscheidet im Wesentlichen zwei
Klassen von MHC-Molekilen. MHC-Molekiile der Klasse I (HLA-Klasse-1-Molekiile) sind
charakteristisch fur alle kernhaltigen Zellen des Korpers und kdnnen kurze, acht bis zehn
Aminoséauren lange Peptide présentieren. MHC-Proteine der Klasse 1l (HLA-Klasse-II-
Molekiile) kommen dagegen nur auf der Oberflaiche von APC (z.B. dendritische Zellen oder
Makrophagen) vor und binden deutlich langere Peptide. Die prasentierten Peptide werden durch
das Proteasom der Zelle aus kontinuierlich gebildeten Proteinen in grofler Anzahl und Vielfalt
aufbereitet (prozessiert) und stellen somit als Spaltprodukte (Fragmente) auf den MHC-
Komplexen ein Abbild der in der Zelle produzierten Proteine dar. Heute wei3 man, dass die
Antigenerkennung durch T-Zellen vom Vorhandensein ganz spezifischer MHC-Molekiile auf
den APC abhangig ist. Dieses Phdnomen wird MHC-Restriktion bezeichnet und durch zwei
Mechanismen gewahrleistet °: Erstens sind MHC-Molekiile polygen, d.h. die MHC-Klasse-1 und
MHC-KIlasse-11-Komplexe werden jeweils von einer Vielzahl von so genannten HLA (engl.
Human Leukozyte Antigen)- Genen auf Chromosom 6 kodiert. Beispielsweise sind drei Gene fir
die Alpha-Kette der MHC-Klasse-I-Komplexe bekannt, die als HLA-A, -B und -C bezeichnet
werden. Auch fur die Alpha und Beta-Kette der Klasse 1I-Komplexe gibt es drei Paare von
Genen, genannt HLA-DR, -DP und -DQ. Somit verfugt jedes Individuum (ber eine bestimmte
Gruppe von MHC-Molekulen (Haplotypen) mit unterschiedlichen Bindungsspezifitaten.
Zweitens ist der MHC-Komplex polymorph, d.h. auf Populationsebene existiert eine groRe
Anzahl von verschiedenen Allelen, die zu unterschiedlichen Versionen und einer variablen
Expression bei den Individuen fiihrt. Der entscheidende Unterschied zwischen den allelischen
MHC-Varianten besteht im peptid-bindenden Spalt. Folglich binden und préasentieren
verschiedene MHC-Varianten jeweils unterschiedliche Antigene. Interessant ist, dass bei vielen
Autoimmunerkrankungen, insbesondere z.B. Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises
eine Assoziation zum Vorhandensein ganz bestimmter MHC-Allele beobachtet wurde. Das
bereits seit mehreren Jahrzehnten wohl bekannteste Beispiel hierfir ist die Assoziation der

Spondylitis ankylosans mit HLA-B27 °. Doch welche Autoantigene tber diese bestimmten



MHC-Komplexe spezifische Immunreaktionen auslésen, bleibt hdufig nur unzureichend geklart.
Am Ende der vorliegenden experimentell-wissenschaftlichen Arbeit wird vor allem die
Antigenerkennung Uber das HLA-A2 Allel erortert.

Mithilfe der beschriebenen MHC-Restriktion lasst sich auch die Nicht-Selbst-MHC-Erkennung
bei z.B. der TransplantatabstoRung erklaren. Bei dieser Immunreaktion wird im engeren Sinne
auch von einer Alloreaktivitit gesprochen. Hierunter versteht man das Ph&dnomen, wenn eine
gewisse Anzahl von T-Zellen eines Individuums gegen Zellen der gleichen Spezies, die
unterschiedliche Allele von MHC-Peptidkomplexen tragen, reagiert .

Neben dem TCR sorgen auch die Co-Rezeptoren CD4 bzw. CD8 dafiir, dass T-Zellen an einen
Peptid-MHC-Komplex binden. So erkennen CD4+ T-Zellen tber den MHC-KIlasse-11-Komplex
prasentierte fremde Peptide spezifisch. CD8+ T-Effektorzellen erkennen dagegen jede Zelle des
Organismus, die ihnen tber ein MHC-KIlasse-1-Komplex Fragmente von intrazelluléren Erregern

(v.a. Viren) oder veranderte bzw. mutierte Peptide prasentiert *.

2.2.3 Die Aktivierung von T-Zellen

T-Zellen bendétigen im Grunde genommen zwei wegweisende Signale, um vollstandig aktiviert
zu werden: das erste Signal wird durch die antigenspezifische Bindung des TCR an den
antigentragenden MHC-Komplex auf der Oberflache der APC vermittelt. Das zweite co-
stimulatorische Signal entsteht u.a. durch die Interaktion von CD28 der T-Zelle mit seinen
Liganden CD80 und CD86 auf der APC. Beide Signale zusammen ermdglichen es naiven T-
Zellen durch die Synthese von IL-2 zu proliferieren bzw. sich in bewaffnete Effektorzellen zu
differenzieren 2. Dafiir ist das Vorhandensein der o-Kette (CD25) des IL-2-Rezeptors auf
aktivierten T-Zellen entscheidend .

Zur Umwandlung von naiven CD8+ T-Zellen in zytotoxische Zellen sind bereits verschiedene
co-stimulatorische Prozesse beschrieben. Beispielsweise kdnnen manche reife, virusinfizierte
APC unter bestimmten Bedingungen selbst CD8+ T-Zellen zur Synthese von IL-2 stimulieren,
was deren Proliferation und Differenzierung vorantreibt. In den meisten Féllen jedoch ist eine
zusatzliche Unterstutzung durch CD4+ T-Effektorzellen notwendig, deren Aktivierung
moglicherweise auch eine unpassende Stimulation von naiven CD8+ T-Zellen durch
virusinfizierte APC reguliert *. Uber die Bindung des CD40-Liganden auf der CD4+ T-Zelle an
das CD40 auf der APC wird die APC dazu angehalten, CD80 und CD86 zu exprimieren und auf



diese Weise eine Co-stimulation der naiven CD8+ T-Zelle direkt iiber CD28 und CTLA-4 zu

bewirken .

2.2.4 CD137 (4-1BB) - ein Marker fur antigenspezifische CD8+ T-Zellen

T-Zellen reagieren nur dann einwandfrei auf prasentierte Antigene, wenn sie neben den Signalen
des TCR zusatzlich durch co-stimulatorische Signale auf den APC aktiviert werden. So ist
insbesondere fur die initiale Aktivierung von naiven T-Zellen die Interaktion von CD28 mit
seinen Liganden CD80 und CD86 auf den APC entscheidend. Zur Aufrechterhaltung und
Modulation der Immunantwort werden im Anschluss an diese initiale Aktivierungsphase eine
Vielzahl von weiteren co-stimulatorischen Rezeptor-Ligand-Paaren auf T-Zellen und APC
hochreguliert. Hierzu zahlt u.a. der Rezeptor CD137 (auch bekannt als 4-1BB) mit seinem
Ligand CD137L (4-1BBL). CD137 ist ein Vertreter der Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNFR)-
Superfamilie und wird sowohl auf aktivierten CD4+ ™ als auch CD8+ T-Zellen ** exprimiert.
Zudem konnte erst kiirzlich durch die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die
Expression von CD137 auch zur Identifikation von spezifisch aktivierten humanen CD4+
Foxp3+ Treq -Zellen in einem definierten Zeitfenster verwendet werden kann *”. Die Expression
von CD137 in vitro erreicht je nach T-Zell-Stimulus ihren Hohepunkt nach etwa 16 - 48 Stunden
und bleibt noch bis zu 4 - 5 Tage hochreguliert 1**®2°. Sein Ligand, CD137L (4-1BBL) kommt
auf aktivierten APC wie Makrophagen, B-Zellen und Dendritischen Zellen vor *%. CD137
fordert als ein co-stimulatorisches Molekil sogar unabhéngig von CD28 die Proliferation bzw.
das Uberleben von aktivierten T-Zellen und verhindert deren aktivierungs-induzierten Zelltod
durch anti-apoptotische Signale **?°. Sowohl am Maus-Modell als auch bei humanen T-Zellen
konnte gezeigt werden, dass CD4+ und CD8+ T-Zellen nach Stimulation mit 4-1BBL etwa in
gleichem MaRe expandieren und Th1-Zytokine (z.B. IFN-y) produzieren *®%. Allerdings fordert
CD137L bei humanen CD8+ T-Zellen im Unterschied zum Maus-Modell nicht nur allein deren
Expansion, sondern unterstiitzt zugleich die Umwandlung von Geddchtniszellen in das
ausdifferenzierte CD27- Effektor-Stadium *°.  AuRerdem fihrt CD137L zu einer
Hochregulierung der Expression von Effektor-Molekilen bei CD8+ T-Zellen, wie z.B. Perforin,
Granzym A und Bcl-X, %°.

Um die zelluldre Immunitat unter gesunden und pathologischen Bedingungen genauer zu
verstehen, ist es u.a. wichtig, die Rolle von antigenspezifischen CD8+ T-Zellen zu untersuchen.

Jedoch setzt sich die in vivo CD8+ Immunantwort aus vielen unterschiedlichen Subpopulationen



mit sehr heterogenen Zytokin-Profilen zusammen und kann deshalb nicht durch ein einziges
Zytokin erfasst werden 2?"2% Auf der Suche nach einem Oberflachenmolekiil, das bei der CD8+
T-Zell-Reaktion auf ein bestimmtes Antigen einheitlich hochreguliert ist, charakterisierte Wolfl
et al. (2007) CD137 als einen Surrogatmarker, um antigenspezifische CD8+ T-Zellen zu
detektieren und fiir weitere Untersuchungen zu isolieren bzw. zu expandieren ?°. Folglich kann
mittels 4-1BB die Gesamtheit antigenspezifischer CD8+ T-Zellen untersucht werden, ohne die

genauen Details der Epitope zu kennen 2.

2.2.5 Mechanismen der Selbsttoleranz und Hypothesen zur Entstehung von

Autoimmunerkrankungen

Die Oberflachenstrukturen von Zellen des menschlichen Organismus unterliegen einer standigen
Uberpriifung: Permanent interagieren T-Zellen mit MHC-Komplexen auf der Zelloberflache von
APC oder Korperzellen um zu erkennen, ob diese kdrpereigene oder fremde Peptide (z.B. nach
einer viralen Infektion) exprimieren und préasentieren. Im Normalfall erkennen T-Zellen
korpereigene Strukturen nicht als fremd, denn in einer Art Schulungsprozess lernen naive T-
Zellen wéhrend ihrer Reifung im Thymus korpereigene Strukturen zu tolerieren (zentrale
Toleranz). Durch positive Selektion tberleben nur diejenigen T-Zellen, die kdérpereigene MHC-
Komplexe erkennen und binden. Zusatzlich werden durch negative Selektion diejenigen T-
Zellen eliminiert, die korpereigene MHC-Komplexe zu fest binden und dadurch aktiviert
werden.

Ferner besitzt der Korper einige periphere Toleranzmechanismen, um eine Reaktion gegen
korpereigene Antigene zu verhindern. Durch das synergistische Zusammenwirken einzelner
»Kontrollpunkte* schiitzt sich der Korper vor der Entwicklung einer Autoimmunitét, ohne dabei
die Abwehr gegen Krankheitserreger zu stark zu beeintrachtigen. Hierzu zéhlen die Anergie
(zellulare Inaktivierung), Deletion (Apoptose) und die Unterdriickung der Immunantwort durch
regulatorische T-Zellen. Ein gewisses MaR an Autoreaktivitat ist allerdings physiologisch um ein
Repertoire an reifen Lymphozyten zu erhalten und das Uberleben von naiven Lymphozyten zu
sichern .

Eine Autoimmunerkrankung entsteht offenbar dann, wenn einige der genannten Mechanismen
der Selbsttoleranz versagen bzw. Uberwunden werden und sich dadurch eine nachhaltige
Reaktion auf Autoantigene entwickelt. Da dieser Prozess sehr haufig eine genetische Grundlage

hat und demzufolge spontan entsteht, sind auslésende Faktoren und potentielle Autoantigene
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schwer zu erkennen. Zwar konnten bei vielen Autoimmunerkrankungen, z.B. der Myasthenia
gravis, bereits wichtige Autoantikdrper und Antigene identifiziert werden *, jedoch bleibt fiir
einige andere die Immunpathogenese noch offen. Weiterhin wurde herausgefunden, dass neben
z.B. starkem Stress, der Einnahme bestimmter Medikamente oder einer Schwangerschaft vor
allem Infektionen eine Autoimmunerkrankung verschlechtern oder sogar auslosen konnen.
Hierbei wird diskutiert, dass die Krankheitserreger Epitope exprimieren, die z.B. korpereigenen
Nukleotidsequenzen sehr ahnlich sind und so zu einer Sensibilisierung von Immunzellen gegen
korpereigenes Gewebe fiihren. Dieses Prinzip der Kreuz-Reaktivitat wird als molekulare
Mimikry bezeichnet und im weiteren Verlauf dieser Arbeit ndher darauf eingegangen.

Betrachtet man einzelne Mechanismen dieser Erkrankungen genauer, so ist in der Tat eine starke
Ahnlichkeit zur Immunantwort auf Krankheitserreger zu erkennen: Bei bestimmten
Autoimmunerkrankungen wie z.B. dem systemischen Lupus erythematodes (SLE) entstehen die
Schédigungen vor allem durch Autoantikorper, die entsprechende Komplement- und Fc-
Rezeptor-System-vermittelte Reaktionen auslésen *. Damit die B-Zelle pathogene Antikdrper
produzieren kann, ist aber auch immer die Interaktion des TCR einer CD4+ T-Zelle mit dem
MHC-Klasse-11-Molekiil der B-Zelle erforderlich °. Auf der anderen Seite zerstéren autoreaktive
zytotoxische T-Zellen z.B. die Betazellen des Pankreas bei Diabetes Typ I, als seien sie mit
Viren infiziert **. Eine Autoimmunerkrankung wird demnach nicht nur durch einen einzigen
Effektorweg hervorgerufen, sondern das gesamte Immunsystem mit seinen T-Zellen, B-Zellen
und u.a. dendritischen Zellen kann involviert sein. Nichtsdestotrotz wird fur einzelne
organspezifische Autoimmunerkrankungen vermutet, dass eine bestimmte Art von Reaktion bei
der Erzeugung von Schéden vorherrschend ist. An dieser Stelle setzt sich die vorliegende Arbeit
mit der Hauterkrankung Psoriasis vulgaris auseinander. Die aktuelle Evidenzlage liefert
zahlreiche Hinweise darauf, dass bei der Psoriasis vor allem bestimmte T-Zell-Populationen eine
Rolle spielen. Durch die Anwendung verschiedener Methoden ist in der letzten Zeit die Anzahl
verdachtiger Autoantigen-Kandidaten gestiegen, wobei bisher nur bei einigen die Aktivierung
von T-Zellen nachgewiesen werden konnte. Diese Tatsache macht die Psoriasis vulgaris zu

einem sehr interessanten Forschungsthema in der Immunologie.
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2.3 Psoriasis vulgaris — eine durch T-Zellen vermittelte Hauterkrankung mit

genetischer Disposition

2.3.1 Klinisches Erscheinungsbild und Verbreitung der Psoriasis vulgaris

Die Psoriasis ist auch unter dem Namen Schuppenflechte bekannt. Dabei handelt es sich um eine
chronische, in der Regel schubweise verlaufende entziindliche Erkrankung, die Haut, Nagel und
in bis zu 30% auch Gelenke betrifft *2. 2-4% der Weltbevélkerung leiden an dieser Krankheit,
wobei Europaer haufiger als Asiaten und Afrikaner betroffen sind ****. Das klinische Bild ihrer
haufigsten Erscheinungsform, der Psoriasis vulgaris, zeichnet sich durch zumeist juckende scharf
begrenzte erythemattse Plaques mit aufsitzenden, nicht fest haftenden silbrig-weil3en groben
Schuppen aus. Pradilektionsstellen der Effloreszenzen sind die Streckseiten der Extremitéten, die
behaarte Kopfhaut, die Sakralregion und die Rima ani. Weiterhin treten im Laufe der
Erkrankung bei bis zu der Halfte der Patienten Nagelveranderungen in Form von so genannten

Tiipfelndgeln, ,,Olflecken® unterhalb der Nagelplatte und Kriimelnageln auf .

Psoriasis-Plaque am Knie, Foto F.Buttgereit Nagelveradnderungen bei Psoriasis, Foto
F.Buttgereit

Die klinische Manifestation der Erkrankung kann individuell sehr unterschiedlich sein. In akuten
Schiiben kénnen die Psoriasis-Herde von einer PunktgroRe (Psoriasis punctata) auf Tropfengrofle
(Psoriasis guttata) bis Miinzgrofie (Psoriasis nummularis) zunehmen. Das chronische Stadium
mit groRen polyzyklisch begrenzten Plaques wird als Psoriasis geographica bezeichnet. Dreht

sich in einem Sonderfall das typische Kklinische Erscheinungsbild der Psoriasis vulgaris um,
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indem vor allem die intertrigindsen Areale der Haut befallen sind (Axillen, Inguinalregion,
Submammére Region), spricht man von einer Psoriasis inversa. Bei der Psoriasis arthropathica
sind neben der Haut zusatzlich einige Gelenke von Hand und FuB, h&ufig in Form einer

asymmetrischen Polyarthritis mit strahlartigem Befallsmuster, betroffen *°.

2.3.2 Genetische Aspekte der Psoriasis

Der genetische Hintergrund der Erkrankung wird aus klinischen Studien an erkrankten Familien
und Zwillingen ersichtlich: Ist ein Elternteil erkrankt, so liegt das Risiko fur das Kind auch an

% Das

Psoriasis zu erkranken bei 8,1%, bei zwei erkrankten Eltern sogar bei 41%
Konkordanzrisiko bei eineiigen Zwillingen ist sogar um das Zwei- bis Dreifache hoher als bei
zweieiigen Zwillingen **". Heute wird die Psoriasis als eine erbliche Dispositionskrankheit
verstanden, die einer multifaktoriellen Vererbung und bestimmten Umwelteinflussen unterliegt.
Dazu konnten bisher neun mit Psoriasis assoziierte Suszeptibilitatsgene identifiziert werden:
PSORS (PSORIiasis susceptibilty gene) 1-9. Das im MHC-I Locus auf dem kurzen Arm von
Chromosom 6 sich befindende PSORS 1 Gen stellt dabei das wichtigste HLA-Gen dar, denn es
kodiert u.a. fiir den mit Psoriasis assoziierten HLA-Typ Cw6 ***°. Das HLA-Cw6-Allel wurde
neben weiteren Allelen wie u.a. HLA-DR7, HLA-B57 und HLA-B17 hé&ufig bei der Psoriasis
Typ | gefunden, die mit einer erhohten familidren Belastung, einer friihen Manifestation (im 20. -
30. Lebensjahr) und klinisch schweren Verlaufen einhergeht. Hingegen zeigt die sich erst spater
manifestierende (im 50. - 60. Lebensjahr) und klinisch leichter verlaufende Psoriasis vom Typ 1l
keine familiare Haufung und eine geringere Korrelation zu den genannten HLA-Typen *°. Im
Laufe der letzten Jahre wurden immer wieder neue Assoziationen der Erkrankung zu weiteren
HLA-Allelen ergriindet, u.a. auch zu dem MHC-Klasse-I-Molekiil HLA-A2 404,

Doch wie lasst sich die starke Verbreitung der genetischen Préadisposition flr Psoriasis erklaren?
Im Schuppenmaterial des Stratum corneum wurden mit den B-Defensinen antibakterielle
Proteine gefunden, die den Menschen vor Hautinfektionen schiitzen *2. Da Psoriatiker durch die
Hyperproliferation der Epidermis offensichtlich groBe Mengen davon besitzen und sie zudem
signifikant weniger an bakteriellen Hautinfektionen leiden, wird der Veranlagung zur Psoriasis

ein Selektionsvorteil in der Evolutionstheorie zugesprochen, der ihre Verbreitung forderte .
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2.3.3 Provokationsfaktoren

Der chronisch-rezidivierende Verlauf und die stigmatisierenden Hauterscheinungen der Psoriasis
vulgaris stellen fiir Betroffene eine starke Belastung auf psychischer, sozialer und beruflicher
Ebene dar. Zwar ermoglichen derzeitige Therapien eine Verbesserung des Hautzustandes und
flihren sogar teilweise zu einer Abheilung der Hautverdnderungen, jedoch kénnen sie nicht das
rezidivierende Auftreten von Schiiben verhindern.

Obwonhl die genaue Pathogenese der Psoriasis bis heute noch nicht ganz verstanden ist, konnten
in den letzten Jahrzehnten zusatzlich einzelne Provokationsfaktoren erkannt werden: So kann,
neben der beschriebenen genetischen Pradisposition, die Einnahme wvon bestimmten
Medikamenten wie Betablockern, Lithium, Interferonen und Chloroquin die Entwicklung einer
Psoriasis induzieren bzw. eine bestehende Erkrankung verschlechtern **. Die Beobachtung, dass
psychotherapeutische Betreuung wahrend einer Psoriasis Therapie den Krankheitsverlauf positiv
beeinflusst, lassen auch einen Zusammenhang mit psychischen Faktoren wie Stress und

Depression vermuten *°.

Als entscheidender Triggerfaktor fur den Ausbruch und der
Verschlechterung einer Psoriasis wird allerdings eine Infektion mit beta-hdmolysierenden
Streptokokken der Gruppe A gesehen und stellt somit die am meisten anerkannte Hypothese zur

Immunpathogenese dar. “.

2.4 Die Immunpathogenese der Psoriasis vulgaris

In dem histologischen Préparat einer Psoriasis-Plaque fallt neben Ansammlungen von
Leukozyten in Dermis und Epidermis auch eine massive Verbreiterung der Epidermis
(Akanthose) auf. Die Vermutung liegt nahe, dass die bis auf das 8-fache beschleunigte
Proliferation der Keratinozyten immunvermittelt ist. Dabei proliferieren die Keratinozyten so
schnell, dass sie es nicht mehr schaffen, auszureifen und somit selbst im Stratum corneum noch
ihre Kerne besitzen (Parakeratose). Zudem sind die Blutgefale dilatiert, was fir eine
Entziindung spricht und die rote Farbe der Hauterscheinungen erklart *.

Wahrend fur lange Zeit allgemein die Ansicht vertreten wurde, dass die Entstehung der Psoriasis
vor allem auf der offensichtlichen Stérung von Proliferation und Differenzierung epidermaler

Keratinozyten beruhe *"*®

, Stellten wichtige Beobachtungen uber die Rolle von T-Lymphozyten
zunehmend die immunologischen Vorgange in den Vordergrund. Mit der Anwendung einer

immunsuppressiven Therapie lieferten Mueller et al. (1979) den ersten Hinweis darauf, dass es
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sich bei der Psoriasis um eine durch T-Zellen vermittelte Hauterkrankung handelt. So flhrte die
systemische Behandlung mit Cyclosporin A, das die Aktivierung von T-Zellen durch die

49. In

Bindung an intrazellulares Calcineurin hemmt, zu einer Besserung der Beschwerden
darauffolgenden Versuchen konnte u.a. gezeigt werden, dass das neue Auftreten von Psoriasis-
Herden mit einer erhdhten Anzahl von HLA-DR+ dendritischen Zellen und der epidermalen
Infiltration von T-Zellen einhergeht *°. Seitdem wird u.a. den T-Zellen und ihrer Interaktion mit
APC bzw. Keratinozyten eine Schliisselrolle bei der Pathogenese der Psoriasis zugesprochen .
Inzwischen kann man aus histologischen Schnitten und Farbemethoden von Psoriasis-Herden
entnehmen, dass den Grol3teil der in die Dermis infiltrierenden T-Lymphozyten CD4+ T-Zellen
stellen, wéhrend in der Epidermis vor allem die alpha-1-beta-1 Integrin positiven CD8+ T-
Lymphozyten vorherrschen 2. Aktuellen Studienergebnissen zufolge zeigen die CD4+ und
CDB8+ T-Zellen in der Epidermis von Psoriasis-Plaques sogar hdhere Expressionen von den mit
einer Aktivierung einhergehenden Genen (IL-17A, IL-22 und IFN-y) als in der Dermis >,
Allerdings scheint die noch bis vor kurzem allgemein vertretende Ansicht iberholt, wonach die
Psoriasis eine vorrangig durch Thl-Lymphozyten vermittelte Hautkrankheit sei. Neuerdings
wird u.a. ein pathologisches Wechselspiel von u.a. Thl-, Th17- und T.g Zellen fir die
Krankheitsentstehung verantwortlich gemacht >*. Aufgrund der Komplexitét der Thematik und
im Hinblick auf die Zielstellung konzentriert sich diese Arbeit neben den CD4+ T-Zellen

insbesondere auf die Rolle von CD8+ T-Zellen in der Psoriasis.

2.4.1 Die Rolle von CD4+ und CD8+ T-Zellen bei der Erkennung potentieller Autoantigene

in der Psoriasis vulgaris

In vielen Studien der letzten Jahrzehnte wurde bereits tber den Zusammenhang zwischen einem
Ausbruch oder einer Exazerbation der Erkrankung mit einer Infektion der oberen Atemwege mit
beta-hamolysierenden Streptokokken der Gruppe A berichtet >>*°. Folglich entwickelte sich
schnell die Vorstellung, dass bestimmte Antigene der Streptokokken verantwortlich fir die
Aktivierung von T-Zellen sein mussten. Zudem bestarkten mehrere Berichte unabhangiger
Arbeitsgruppen uber oligoklonale Expansionen von T-Zellen oder den eingeschrankten
Gebrauch gewisser VB-TCR in den Hautl&sionen eine Beteiligung von antigenspezifischen T-
Zellen °"8,

Heutzutage wird als entscheidende Ursache der Psoriasis eine angeborene immunologische

Fehlfunktion angesehen, die u.a. auf der Ahnlichkeit von M-Proteinen der Streptokokken und
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einigen humanen Zytokeratinen der Epidermis beruht. Zytokeratine bilden als Tonofilamente
einen wesentlichen Bestandteil des Stratum corneum und bestehen aus Gruppen eng verwandter
Polypeptide, die in bestimmter Reihenfolge im Laufe der Differenzierung der Keratinozyten
kombiniert werden. Das M-Protein der Streptokokken ist aus sogenannten fibrillaren, alpha-
helicalen Coiled Coil-Dimeren aufgebaut, die an der Oberfliche der Bakterien hervorragen *°. Es
wurde herausgefunden, dass so genannte Typ I-Keratine (z.B. Keratin 17) in ihrer
Aminosaurensequenz mit dem M6 Protein der Streptokokken die groRten Ahnlichkeiten
aufzeigen ®°. Bei entsprechender genetischer Veranlagung scheint das Immunsystem nach einer
Streptokokkeninfektion irrtimlicherweise durch Keratine im Sinne einer molekularen Mimikry
stimuliert zu werden “®®*, In der Tat zeigten Sigmundsdottir et al. (1997) und Gudmundsdottir et
al. (1999), dass periphere T-Zellen von an Psoriasis erkrankten Patienten, aber nicht von
gesunden Kontrollen auf verschiedene, mit dem M-Protein korrespondierende synthetische
Peptide u.a. durch die Produktion von IFN-y reagieren °®%. Hierbei wurden im Vergleich zu den
anderen Peptiden die haufigsten und starksten Antworten auf das Peptid 146K-17 von Keratin 17
beobachtet, das die ALEEAN-Sequenz mit dem M6-Protein teilt. Die Antwort auf das 146K-17
Peptid von Keratin 17 fiel sogar starker aus als auf das korrespondierende 146-M Peptid der
Streptokokken. Beide Peptide unterscheiden sich bezilglich der die ALEEAN-Sequenz
flankierenden Aminosauren . Interessanterweise waren in beiden Studien nach erfolgreicher
Behandlung keine T-Zell-Antworten auf die M- und Keratin-Peptide mehr nachweisbar, wahrend
die Reaktion auf die Kontroll-Antigene Streptokinase/Streptodornase unbeeinflusst blieb.

Im Gegensatz zu den geschilderten Forschungsergebnissen sieht eine andere Arbeitsgruppe das
M-Protein nicht als hauptursachlich fiir das molekulare Mimikry an: So proliferierten nach Baker
BS et al. (2001) aus Psoriasis-Plaques gewonnene Thl-Zelllinien deutlich schwacher auf
rekombinantes M-Protein im Vergleich zu anderen Antigenen der Zellmembran und Zellwand
von Streptokokken ®. Spater entdeckte dieselbe Arbeitsgruppe, dass mindestens die Halfte der
fur die Streptokokken-Zellwand-spezifischen Thl-Zellen aus Psoriasis-Plaques spezifisch auf
Peptidoglykan reagierten ®. Peptidoglykan, der Hauptbestandteil der Zellwand gram-positiver
Streptokokken, ist durch seine Interaktion mit dendritischen Zellen und Monozyten als ein
starker proinflammatorischer Stimulus bekannt ®®°". Im Detail wurde beobachtet, dass in der
Dermis von betroffener Haut vermehrt Peptidoglycan-enthaltende Makrophagen vorkamen, die

von dermalen CD4+ T-Lymphozyten umgeben waren

. Demnach schlussfolgerte diese
Arbeitsgruppe, dass eine verénderte angeborene Immunantwort auf Peptidoglykan zu einer
erhohten pathologischen Aktivierung und Expansion von T-Lymphozyten in Psoriasis-L&sionen

beitragen kann .
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Jedoch bertcksichtigen diese Ergebnisse nicht die in anderen Studien beschriebene kritische
Rolle von epidermalen CD8+ T-Lymphozyten bei der Krankheitsentstehung 2. So untermalte
Johnston et al. (2004) die Bedeutung der CD8+ T-Zellen bei HLA-Cw6 positiven Psoriasis-
Patienten, indem diese mit peptid-spezifischen Antworten auf die von Keratin 17 und dem M6-
Protein abstammenden Peptide durch die Sekretion von IFN-y reagierten. Die Antworten von
CD4+ T-Zellen waren hingegen vergleichsweise schwach ausgepragt ®°. Hervorzuheben ist, dass
an dieser Reaktion hauptsachlich die auf die Haut beschrankte CLA (engl. Cutaneous
Lymphozyte- associated Antigen) exprimierende Subpopulation der CD8+ T-Zellen beteiligt
war, deren Haufigkeit im Blut anscheinend mit der Krankheitsaktivitat korreliert 7. Sie
schlussfolgerten, dass Psoriasis-Patienten CLA+ CD8+ T-Zellen aufweisen, die mit der
Produktion von IFN-y auf Keratin-Peptide reagieren.

Aus diesen gesammelten Erkenntnissen entwickelte Valdimarsson et al. (2009) ® eine
Modellvorstellung zur Erklarung der potentiellen Rolle von CD4+ und CD8+ T-Zellen in der
Psoriasis und wie mdogliche Streptokokken-Antigene die Erkrankung triggern bzw.
aufrechterhalten: Demnach wirden die vorrangig in der Dermis vorkommenden CD4+ T-Zellen
vor allem Komponenten von Streptokokken, wie Peptidoglykane erkennen. Autoreaktive CLA
exprimierende CD8+ T-Zellen hingegen wirden in die Epidermis einwandern und dort auf zum
M-Protein homologe Keratin-Peptide reagieren, die ihnen von epidermalen APC présentiert
werden. Laut den aktuellsten Studienergebnissen sind CD8+ T-Zellen in der Epidermis von
Psoriasis-Lasionen sogar stérker aktiviert als CD4+ T-Zellen und produzieren gréfiere Mengen
von IFN-y und IL-17A °*™ Bei diesen Experimenten entdeckte Cheuk et al. (2014), dass selbst
epidermale T-Zellen in geheilten Hautstellen noch IL-17 und IL-22 produzieren. Dies wirde zu
dem neu entworfenen Modellvorstellung von krankheitsmodulierenden T (Trm)- Zellen (Trw,
engl. Tissue-Resident Memory) in der Psoriasis passen 3.

Auf der Suche nach weiteren Psoriasis-Autoantigenen lieferten Jones et al. (2004) ® mit der
Erstellung von cDNA-Expressionsbibliotheken aus Psoriasis-Plaques bzw. Keratinozyten einen
interessanten Ansatz: Mit Hilfe des in der Tumorimmunologie verwendeten Verfahrens SEREX
(engl. Serological identification of antigens by recombinant expression cloning) wurde die
Anzahl der moglichen Autoantigene auf 11 Kandidaten-Antigene eingegrenzt und anschlieRend
die Proteine mit den jeweiligen mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC, engl.
Peripheral Blood Mononuklear Cell) der entsprechenden Psoriatiker in Reaktion gebracht. Als
Ergebnis induzierten die drei Proteine Keratin 13, hnRMP-A1 und FLJ00294 die hdchste
Produktion von IFN-y, die mittels ELISPOT (engl. Enzyme Linked Immuno Spot Assay)
visualisiert wurde ". Die gleiche Technik, aber mit einem abgewandelten Denkansatz wihlte die
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Studie von Hagforsen et al. (2007) ™: Sie konstruierten eine cDNA-Expressionsbibliothek aus
gesunder Kopfhaut, identifizierten daraus ebenfalls mittels rekombinanten Expressions-Cloning
potentielle Autoantigene und lieRen sie mit den Seren von Patienten mit verschiedenen Psoriasis-
Typen reagieren. Abgesehen von Keratin 13, unterschieden sich jedoch die gefundenen
Autoantigen-Kandidaten verglichen zu denen in der Studie von Jones et al. (2004).

Desweiteren konnten Besgen et al. (2010) kirzlich Ezrin, Maspin, Peroxiredoxin 2 und das
Hitzeschock-Protein 27 (HsP27) als weitere Autoantigen-Kandidaten identifizieren. Diese, den
Proteinen von Streptokokken ebenfalls sehr ahnlichen Proteine, Iosten eine erhéhte T-Zell-
Aktivierung bei HLA-Cw6 positiven Psoriasis-Patienten aus. Der uberwiegende Teil der in
dieser Studie generierten Antigen-spezifischen Zelllinien bestand interessanterweise aus CD8+
T-Zellen mit nahezu den identischen beta-Ketten TCR-Rearrangements, wie sie auch in den
angereicherten Zellen der entsprechenden Psoriasis-Lésionen gefunden wurden ™.
Zusammenfassend ist also festzustellen, dass die Psoriasis heutzutage als eine vor allem durch
autoreaktive T-Lymphozyten vermittelte Autoimmunerkrankung angesehen wird, wobei die
verantwortlichen Subpopulationen von T-Zellen und ihre potentiellen Autoantigene stets
kontrovers diskutiert werden. Ferner ist durch die Anwendung verschiedener Methoden ein
relativ breites Spektrum potentieller Autoantigen-Kandidaten entstanden. Demzufolge wére es
eine Bereicherung fir die Wissenschaft, durch die Etablierung einer validen Methode die
Identitdt der Psoriasis-triggernden  Autoantigene und die verantwortlichen T-Zell-
Subpopulationen weiter eingrenzen zu konnen. Dies sollte zum besseren Verstandnis der
Pathogenese und zum Erarbeiten optimierter Behandlungsansatze bei dieser hdaufigen
Hauterkrankung beitragen.
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3 Herleitung der Aufgabenstellung und Zielstellungen
dieser Arbeit

Der aktuellen Evidenzlage ist zu entnehmen, dass sich bei einer Autoimmunerkrankung das
Immunsystem in einem dysregulierten Zustand befindet und Mechanismen der Selbst-Toleranz
uberwunden worden sind. Grundsatzlich ist immer das gesamte Immunsystem bei der
Entwicklung von autoimmunen Prozessen beteiligt. Dennoch gibt es bei einigen
Autoimmunerkrankungen Hinweise darauf, dass bestimmte Effektorwege tberwiegen. Dies trifft
u.a. auch fir die Hauterkrankung Psoriasis vulgaris zu, die hochstwahrscheinlich durch
verschiedene Subpopulationen von T-Zellen vermittelt wird. Bei der Psoriasis bedingt ein
Zusammenspiel von genetischer Veranlagung und bestimmten Umweltfaktoren, dass sich
autoreaktive T-Zellen gegen gewisse Autoantigene bilden und deren Zerstérung einleiten. So
wird heute neben den dermalen CD4+ T-Zellen insbesondere den epidermalen CD8+ T-Zellen
eine kritische Rolle bei der Krankheitsentstehung zugeschrieben. Daflr sprechen u.a. gefundene
Assoziationen zu bestimmten MHC-Klasse-1-Molekilen, wie z.B. HLA-Cw6 und HLA-A2 bei

38-41

der Erkennung von potentiellen Autoantigenen , aber auch die jungsten Berichte Uber

aktivierte epidermale CD8+ T-Zellen in Psoriasis-Lésionen >,

In mehreren Studien der letzten Jahrzehnte sind durch verschiedene Methoden bereits eine
Vielzahl von potentiellen Autoantigen-Kandidaten gefunden worden. Allerdings ist fir einige
dieser Kandidaten noch unklar, ob und inwiefern sie eine Aktivierung von autoreaktiven T-
Zellen hervorrufen. Zudem widersprechen sich einige Studien in ihren Ergebnissen. Gemal der
Hypothese der Molekularen Mimikry konnte dies vor allem fiir bestimmte Zytokeratine gezeigt
werden, wobei aufgrund der Ahnlichkeit zum M-Protein der Streptokokken am ehesten Keratin
17 (KRT17) als Autoantigen von u.a. CD8+ T-Zellen in der Psoriasis vermutet wird 2% Als
ein weiterer potentieller Autoantigen-Kandidat wird z.B. Keratin 13 (KRT13) diskutiert, jedoch
konnte bisher noch keine direkte Aktivierung von CD8+ T-Zellen durch KRT13 bewiesen
werden "#". Neben den Zytokeratinen konnten aber noch viele weitere Autoantigene bei der
Psoriasis vulgaris in Frage kommen 87274,

Es fehlt eine valide Methode bzw. ein etabliertes Testsystem, mit dessen Hilfe man die T-Zell-
Reaktion auf moglichst viele der gefundenen Autoantigene einheitlich untersuchen, miteinander
vergleichen und néher beschreiben kann. Allerdings ist es komplizierter, die Existenz von

autoreaktiven T-Zellen und das von ihnen erkannte Antigen nachzuweisen als das Vorliegen von
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Autoantikorpern zu analysieren. Durch CD4+ T-Zellen erkannte Autoantigene lassen sich
identifizieren, indem man Zellen oder Gewebe zu Kulturen von mononukleédren Blutzellen gibt
und die Aktivierung von CD4+ T-Zellen von Patienten mit der Autoimmunerkrankung testet.
Die mononukleédren Zellen nehmen die extrazelluldren Proteine auf, verarbeiten sie intrazellular
in ithren Vesikeln und prasentieren die entstandenen Peptide auf ihrer Oberflache uber MHC-
Klasse I1-Molekiile "°. Die Identifizierung von Autoantigenen von Autoimmunerkrankungen, bei
deren Erkennung CD8+ T-Zellen beteiligt sind gestaltet sich noch etwas schwieriger.
Bekanntlich missen Peptide, die Uber MHC-Klasse-l1-Molekiilen prasentiert werden,
normalerweise von den Zielzellen selbst erzeugt werden. Zur Untersuchung von autoreaktiven
CDB8+ T-Zellen mussten folglich intakte Zellen aus dem Zielgewebe des Patienten (z.B. aus der
Epidermis) verwendet werden “®. Hierbei stoRt die Forschung zu potentiellen Autoantigenen von

CD8+ T-Zellen an seine Grenzen.

Die vorliegende Arbeit verfolgt die Idee, eine Methode zu etablieren, mit dessen Hilfe von
Psoriasis-Patienten isolierte T-Zellen in ihrer Reaktion auf potentielle Autoantigene getestet
werden konnen. Es soll deren Aktivierung durch verschiedene, bereits identifizierte Autoantigen-
Kandidaten getestet, miteinander verglichen und n&her untersucht werden. Kernpunkt dieses
Testsystems stellt die Auswertung der in vitro CD8+ T-Zell-Reaktion von Patienten auf eine
humane APC-Zelllinie dar, die stabil-transfizierte Autoantigen-Kandidaten bzw. Antigene tber
ein  MHC-Klasse-I-Molekil prasentieren kann. Hierfir wurde die humane HLA-A2+
professionell antigenpréasentierende Zelllinie 174xCEM.T1 (T1) ausgewdhlt. Um den
beschriebenen Versuchsaufbau herzustellen, missen jedoch zuvor noch einige andere

Voraussetzungen geschaffen und daher als entsprechende Zielsetzungen formuliert werden:

Zunéchst ist es notwendig, mdgliche Autoantigen-Kandidaten als auch ein bekanntes Kontroll-
Antigen auszuwahlen, mittels PCR zu amplifizieren und deren vollstdndige Nukleotidsequenzen
in ein Expressionsvektorsystem (hier: piggyBac'™Transposon Expressionsvektorsystem mit
Transposase) zu klonieren. Als potentielle Autoantigen-Kandidaten wurden nach intensiver
Literaturrecherche KRT17 ® und KRT13 " gewahlt. Als Kontroll-Antigen diente die
Nukleotidsequenz des humanen Zytomegalievirus-(CMV)-Antigens pp65, das hauptsachlich fiir
die Immunantwort von CD8+ T-Zellen bei einer CMV-Infektion verantwortlich ist .
AnschlieBend sollen mittels stabiler Transfektion und darauffolgender mehrmaliger
durchflusszytometrischer Zellsortierung humane HLA-A2+ T1 Zelllinien etabliert werden, die

jeweils die klonierten Antigene stabil exprimieren.
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Zur Uberpriifung des geschaffenen Systems gilt es zunichst, die Fahigkeit der mit dem pp65-
Antigen stabil-transfizierten APC-Zelllinie, CD8+ T-Lymphozyten von HLA-A2+ /CMV-sero-
positiven Probanden antigenspezifisch zu stimulieren, zu untersuchen. Dies soll mittels einer
durchflusszytometrischen Analyse der Expression ausgewahlter Aktivierungsmarker auf der
Oberflache der CD8+ T-Zellen sowie der Beurteilung des Proliferationsverhaltens nach
Stimulation mit den entsprechenden T1 Zelllinien geschehen. Nach der Etablierung soll dieses
Testsystem schlielich auch bei HLA-A2+ Psoriasis-Patienten und gesunden HLA-A2+
Probanden angewendet werden, indem die CD8+ T-Zell-Reaktion auf die mit den beiden
Zytokeratinen (KRT17 und KRT13) stabil-transfizierten T1 Zelllinien ausgewertet wird.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Labormaterialien

ReaktionsgefaRe 0,5ml, 1,5ml, 2ml
Schraubverschlussreaktionsgefale 15ml,50ml
Pipetten 2 ul, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 ul
Pipettenspitzen 5ul, 10ul, 100ul, 200pl, 1000yl
Pipetboy acu

Glaspipetten 5ml, 10ml, 25ml, 50ml
Agarmediumplatten steril

PCR Reaktionsrohrchen
Durchflusszytometrie-FACS-Rohrchen

Casy® Réhrchen

CryoTube™ Vials

Nalgene Mr. Frosty Freezing Container
Well-Platten 96 well, 48 well, 24 well, 12 well, 6 well
Erlenmeyerkolben 250ml

Blutabnahmeset

Verbandsmaterialien:

Skalpell

4.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Medien

Agarose

4',6 - Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE)
CD3 Micro Beats

GelRed™
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(Eppendorf)

(BD Falcon®)
(Eppendorf)

Labor

(Integra Biosciences)
(BD Falcon®)
(Sarstedt)

(Biozym Scientific)
(BD Falcon®)
(Innovatis)
(Thermo Scientific)
(Thermo Scientific)
(Greiner bio-one)
(VWR)

(BD Vacutainer®)

Pur-Zellin (Hartmann), Durapore™

(SERVA)
(SERVA)
(Labor)

(MACS, Miltenyi Biotec)

(BIOTIUM)



Ethanol 100%, 70%

Ficoll 400

Flebogamma®

NucleoSpin® Extract II

Plasmid DNA Purifikation
aufgereinigtes DEPC Wasser
GenRuler DNA Ladder Mix
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs)
Amaxa® Cell Line Nucleofector Kit C
L-Broth-Agar

LB Medium Kapseln

Ampicillin Natriumsalz (50pg/ml)
Kanamycin (50pg/ml)
Phytohdmagglutinin (PHA) (Img/ml)
Puromycin (0,4ug/ml)
Chloramphenicol (30pg/ml)

1% Penicillin/Streptomycin

IMDM Medium, RPMI Medium

Fetales Kalber Serum (fetal calf serum) FCS

AB Serum

4.1.3 Puffer und Losungen

(Roth)

(PAA)

(Labor, Rheumatolgie Charité)
(Macherey Nagel)

(Macherey Nagel)

(Ambion)

(Fermentas)

(Thermo Scientific)
(Fermentas)

(Lonza)

(MP Biomedicals)

(Krackeler Scientific Inc.)
(Roth)

(Roth)

(Innere Medizin Charité Mitte)
(Roth)

(Roth)

(Biochrom)

(Invitrogen)

(Lonza)

(Lonza)

Tabelle 1: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen

Puffer/Losung

Zusammensetzung

PBS pH 7,2-7,4
(Phosphat-gepufferte Saline)

1,5 mM Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4)

2,7 mM Kaliumchlorid (KCI)

8,1 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)
137 mM Natriumchlorid (NaCl)

10x BSA

Rinderserumalbumin (NEB)

PBS/BSA (bzw. PBS/BSA/Azid)
(PBS mit 0,5% w/v BSA)

5¢/I BSA in PBS

Lysepuffer

50mMTRIis HC pH 8,0, 100mM EDTA, 100mM NacCl,
1% SDS

Gelelektrophoresepuffer

1x TAE Puffer
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6x Ladepuffer fir
Gelelektrophorese

0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25 % (w/v)
Xylencyanol, 15 % (w/v) Ficoll 400 (Thermo scientific)

1% Agaroseldsung

1g Agarose (SERVA) in 100ul 1XTAE Puffer

Enzympuffer NEB Puffer 1, 2, 3, 4;
10X T4 DNA Ligase Puffer
4.1.4 Gerate
Autoklav (Webeco Serie EC)

Brutschrank Bakterienkultur

Brutschrank Zellkultur

Bunsenbrenner

Feinwaage

Vortexer

Apparatur zur magnetischen Separation mit Trennséulen
PCR-Thermocycler
Elektrophoresekammer

Zellkulturflaschen mit Gasaustauschkappe
Wasserbad:

UV-Lichtgerat mit Kamera:

Durchflusszytometer:

Zellz&hlgerat
Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer

Spektrophotometer

Zentrifugen:

Sterilwerkbank

Lichtmikroskop mit Fotosoftware
Fluoreszenzmikroskop AXIO Vision
Mikrowelle

Elektroporator:
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(Memmert)

(New Brunswick Scientific)
(Campinggaz)

(OHAUS)

(LABINCO)

(MACS, Miltenyi Biotec)
(Eppendorf Mastercycler personal)
(peq Lab)

(BD Biosciences Falcon
(STAR LAB)
NightHawk (Berthold technologies)
FACSCanto I, FACSLSR Il (BD,
Deutschland); Zell-Sorter:
FACSAria Il Cell Sorter (BD)
Casy® Modell TT

(Produkt aus der ehemaligen DDR)
Nano Drop 1000 Spectrophotometer

Tm)

(Thermo Scientific)

Microfuge 16 (Beckman Coulter)
Allegra® x-15R (Beckman Coulter)
(Thermo Scientific)

(Motic AE31)

(Zeiss)

(Gourmet wave)

Amaxa'™ Nucleofactor™ (Lonza)




4.1.5 Enzyme

Pfu DNA Polymerase 3u/ul (Promega)
T4 DNA Ligase 5u/ul (Fermentas)
Proteinase K (Roche)

Mit folgenden Restriktionsenzymen der Firma New England Biolabs (NEB) wurde gearbeitet:
Aatll, Acc65i, Avrll, BamHI, Bglll, BsrGl, Hindlll, Sacl, Xbal, Xhol, Xmal

4.1.6 Antigene und Reporter

Die Antigene und Reporter wurden aus bestellten bzw. bereits im Labor etablierten Antigen-
tragenden Plasmiden (Tabelle 2) amplifiziert und in die Expressionsvektoren kloniert. Zur
Analyse der Nukleotidsequenzen und Darstellung bzw. Bearbeitung der Plasmide wurden die im
Internet frei verfugbaren Programme ApE (A plasmid Editor by M. Wayne Davis) und Serial
Cloner (Softonic) verwendet.

Tabelle 2: Plasmide zur Amplifikation der Antigene

Plasmid Resistenzgen Vertrieb

PGK-H2B-mCherry Ampicillin Addgene

pCDNAG-pp65 Ampicillin Prof. B. Plachter, Institut flr Virologie Mainz
Pdonr221-Keratin 17 Kanamycin PlasmID Database HsCD00043118
pOTB7-Keratin 13 Chloramphenicol | PlasmID Database HSCD00325553

4.1.7 Expressionsvektoren

Das in den Abbildungen 1, 2 wund 3 dargestellte piggyBac'™-Transposon
Expressionsvektorsystem (pPB) mit dem Enzym Transposase (mPB) wurde uns
freundlicherweise von Prof. Manfred Gossen (BCRT) zur Verfligung gestellt und diente als
Grundlage fir die weiteren Klonierungsschritte bzw. zur spéateren Einschleusung der klonierten
Antigene in die Zelllinie T1. Nach gemeinsamer Transfektion eines piggyBac™
Expressionsvektors mit der Transposase (mPB), schneidet das Enzym spezifisch an den
Transposons (ITRs, engl. Inverted Terminal Repeat sequences) des piggyBac™

Expressionsvektors und integriert die Promotoren mit kloniertem Antigen bzw. Reporter stabil,
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aber ungerichtet in das Genom der Zellen ® (,,cut and paste*“-Mechanismus). Nahere Information
zu diesem System sind auch auf der Internetseite der Firma ,,System Biosciences® zu finden
(www.systembio.com). Die Antigene pp65, KRT17 und KRT13 sollten jeweils in die durch den
humanen hEF1-Promotor gesteuerte Muliple Cloning Site (MCS) bzw. Polylinker-Region des
Expressionsvektors pPB-MCS-Puro kloniert werden. Als Reportergen dieses piggyBac'™-
Expressionsvektors dient eine Resistenz gegen das Nukleosid-Antibiotikum Puromycin (Puro),
die dem viralen CMV-SV40 Promotor unterliegt. Zur Expressionskontrolle stabil-transfizierter
Zellen sollte der Vektor pPB-eGFP-Puro verwendet werden, der neben einer Puromycin-
Resistenz bereits in der MCS die klonierte Nukleotidsequenz (720 bp, bp=Basenpaare) des im
blauen Licht griin fluoreszierenden Proteins eGFP (engl. enhanced Green Fluorescent Protein)
enthalt °. Im Verlauf der Experimente wurden die piggyBac'™-Expressionsvektoren durch

mehrere Klonierungsschritte verandert.
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Abbildung 1: Vektorkarte des piggyBac'™-Expressionsvektors pPB-MCS-Puro (Prof. M. Gossen, BCRT).
Dargestellt sind u.a. die flr die spateren Klonierungen der Antigene bzw. Reporter wichtigen Schnittstellen
ausgewdhlter Restriktionsenzyme in der Multiple Cloning Site MCS (Hindlll, Acc65i und XHOI) bzw. in der
Né&he des Puromycin-Resistenz-Gen-Reporters (Aatll und Avrll).
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Abbildung 2: Vektorkarte des zur Expressionskontrolle geeigneten piggyBac'™-Expressionsvektors pPB-
eGFP-Puro (Prof. M. Gossen, BCRT). Dargestellt sind u.a. die fur die spatere Klonierung wichtigen
Schnittstellen der Restriktionsenzyme Aatll und Avrll, die das Puromycin-Resistenzgen (Pac-Gen) flankieren.
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Abbildung 3: Vektorkarte des Enzyms piggyBac'™ Transposase mPB (Prof. M. Gossen, BCRT).

Nach gemeinsamer Transfektion mit einem piggyBac'™-Expressionsvektor schneidet das Enzym den
Expressionsvektor spezifisch an den Transposons und integriert den DNA-Abschnitt stabil, aber ungerichtet in
das Genom der Zellen.
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4.1.8 Primer fur die Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR-Primer (PCR, engl. Polymerase Chain Reaction) wurden anhand der zu
vervielfaltigenden DNA-Sequenzen entworfen und im Hinblick auf die nachfolgenden
Klonierungsschritte mit Schnittstellen fur die entsprechenden Restriktionsenzyme erweitert
(Tabelle 3). Alle PCR-Primer wurden von der Firma TIB MOLBIOL Berlin hergestellt.

Tabelle 3: Verwendete PCR-Primer

Gen Forward Primer Reverse-Primer

eGFP eGFP/mCherry-Avrll-For eGFP/mCherry-Aatll-Rev

und TAACCTAGGAGCCACCATG | TAAGACGTCATTACTTGTAC

mCherry GTGAGCAAGGG AGC

pp65 (CMV) pp65-Acc651-For pp65-XHOI-Rev
TAAGGTACCAGCCACCATG | TAACTCGAGATCAACCTCGG
GAGTCGCGC TGC

Keratin 17 (KRT17) KRT17-Hindlll-For KRT17-XHOI-Rev
TAAAAGCTTAGCCACCATG | TAACTCGAGATCAGCGGGTG
ACCACCTCC GTCTG

Keratin 13 (KRT13) KRT13-Hindlll-For KRT13-Acc651-Rev
TAAAAGCTTAGCCACCATG | TAAGGTACCATTAAGGCCTA
AGCCTCCG CGGAC

4.1.9 Primer zur Sequenzierung

Die folgenden zur Sequenzierung der Vektoren benutzten Primer (Tabelle 4) wurden mit Hilfe
des auf der Internetseite http://primer3.sourceforge.net/ frei verfligbaren Programms Primer3
entworfen und Uber die Firma Eurofins MWG Operon herstellen lassen. Dazu wurden die
Plasmid-DNA-Proben in der angegebenen Konzentration eingeschickt und nach Sanger et al.

(1977) sequenziert .

Tabelle 4: Primer zur Sequenzierung

Plasmid Zielsequenz | Forward Primer Reverse Primer

pPB- eGFP TGGAATTTGCCCTTTTT | GATGGCTGGCAACTA
CAGdelta+pl+hEF- GAG GAAGG

eGFP-mCherry

(pPB-eGFP- mCherry CCCCATGGCTGACTAA | CGAAGCCCAACCTTTC
mCherry) TTTT ATAG

pPB- MCS TGGAATTTGCCCTTTTT | GATGGCTGGCAACTA
CAGdelta+pl+hEF- GAG GAAGG

MCS-eGFP
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(pPB-MCS-eGFP) | eGFP CCCCATGGCTGACTAA | CGAAGCCCAACCTTTC
TTTT ATAG

pPB- pp65 TGGAATTTGCCCTTTTT | GATGGCTGGCAACTA

CAGdelta+pl+hEF- GAG GAAGG

pp65-eGFP

(pPB-pp65-eGFP) | eGFP CCCCATGGCTGACTAA | CGAAGCCCAACCTTTC
TTTT ATAG

pPB- KRT17 TGGAATTTGCCCTTTTT | GATGGCTGGCAACTA

CAGdelta+pl+hEF- GAG GAAGG

KRT17-eGFP

(pPB-KRT17- eGFP CCCCATGGCTGACTAA | CGAAGCCCAACCTTTC

eGFP) TTTT ATAG

pPB- KRT13 TGGAATTTGCCCTTTTT | GATGGCTGGCAACTA

CAGdelta+pl+hEF- GAG GAAGG

KRT13-eGFP

(pPB-KRT13- eGFP CCCCATGGCTGACTAA | CGAAGCCCAACCTTTC

eGFP) TTTT ATAG

4.1.10 Angaben zur verwendeten Zelllinie

Bei der fir die Experimente verwendeten Zelllinie handelt es sich um die auf B- und T-

Lymphozyten basierende humane antigenpréasentierende Suspensionszelllinie 174xCEM.T1
(T1). Die Zelllinie T1 wurde bei der Firma ATTC® iber die Katalognummer ATTC® CRL-
1991™ bestellt. Nach Angaben von Salter RD et al. (1985) ist diese Zelllinie ein kloniertes
Hybrid der Zelllinie 721, einer Variante der B- lymphoblastischen Zelllinie LCL 721 und der
CEM T-lymphoblastischen Zelllinie CEMR.3 .. T1 kann zur Untersuchung der Prozessierung

von Antigenen in T-Zell-Reaktionen basierend auf MHC-Klasse-l1- und MHC-Klasse-I1I-

Molekiilen verwendet werden. T1 exprimiert insbesondere HLA-A2 und -DR7, aber auch -
Aw30, -B5, -Bw4, -Bw6 und CD7 auf ihrer Oberflache 8. Im Verlauf der Experimente wurde

die urspriingliche Zelllinie T1 mit verschiedenen Antigen- und Reporter-tragenden piggyBac'™-

Expressionsvektoren stabil transfiziert und somit unterschiedliche T1 Zelllinien etabliert.

4.1.11 Antikorper fur die Durchflusszytometrie

Tabelle 5: Antikorper und Fluorchrome zur Oberflachenfarbung der T1 Zelllinien

Antikorper Fluorchrom/Konjugat Vertrieb/Klon Verdiinnung
CD3 Cy5 Labor/UCHT-1 1:300

CD19 PE-Cy7 Biolegend/HIB19 | 1:10

CD40 PE BD 1:50

CD69 APC-Cy7 BD/migG1 1:50
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CD80 PE Biolegend/2D10 1:50
CD83 APC Biolegend/HB15e | 1:50
CD86 FITC BD/B70/B7-2 1:100
HLA-A2 FITC BD/BG 7.2 1:200
HLA-DR PE-Cy7 BioLegend/L243 1:10

Tabelle 6: Antikorper und Fluorochrome zur Oberflachenfarbung der Spender-T-Zellen

Zielmolekal Fluorochrom/Konjugat | Vertrieb/Klon Verdinnung
CD3 Pacific Blue BD Pharmingen/ UCHT-1 | 1:100

CD4 APC-Cy7 BD Pharmingen/ RPA-T4 | 1:100

CD8 Pacific Orange Invitrogen/3B5 1:50

CD25 APC Immunotools/ MEM-181 | 1:50

CD137 (4-1BB) | PE-Cy7 BioLegend/4B4-1 1:10
HLA-A2 FITC BD/BG 7.2 1:200

4.2 Methoden

4.2.1 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren

Die Konzentrationen der gewonnenen Plasmid-DNA-Proben bzw. DNA-Fragmente wurden mit
dem Nano Drop 1000 Spectrophotometer (Thermo  Scientific) ermittelt. Zur
Konzentrationsbestimmung wird 1pl der Probe bendétigt. Die DNA-Konzentration der Probe

wird bei einer Wellenléange von 260nm photometrisch bestimmt.

4.2.2 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme sind Endonukleasen und hydrolysieren doppelstrangige DNA sehr spezifisch
an palindromen Sequenzen. In Abh&ngigkeit vom verwendeten Enzym kdnnen dabei entweder
nicht-klebende Enden (engl. blunt ends) oder klebende Enden (engl. sticky ends) entstehen,
wobei die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme ausschlieBlich klebende 3 bzw. 5°¢
Enden erzeugen. Um 0,2ug DNA zu schneiden, wurden 5 units des entsprechenden
Restriktionsenzyms in einem Gesamtansatz von 10ul verwendet. Die hinzuzufligenden Puffer
bzw. Zusatze von BSA wurden aus den Herstellerangaben (NEB) entnommen und der

Restriktionsansatz bei 37°C fir eine Stunde inkubiert. Der Restriktionsverdau wurde zur
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Klonierung von PCR-DNA Produkten in Expressionsvektoren und zum Testen von Plasmiden

bzw. klonierten Expressionsvektoren angewendet.

4.2.3 Transformation von Plasmiden in kompetente E. coli

Der Begriff Transformation beschreibt in der Molekularbiologie die nicht-virale Ubertragung
von freier DNA (hier Plasmid-DNA) in u.a. kompetente Bakterienzellen mit dem Ziel, das
eingebrachte Erbmaterial zu vervielfaltigen.

Zur Transformation der Plasmide wurden 10 bis 50pl kompetente E. coli (One Shot® Top 10,
Invitrogen™) aus -80°C Lagertemperatur zunéchst fir 5 Minuten auf Eis zum Schmelzen
gebracht. Danach wurden zlgig ca. 20ng des zu transformierenden Plasmids auf die Bakterien
pipettiert und das Rdéhrchen fur 20 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein
Hitzeschock fiir 40 Sekunden bei 42°C im Wasserbad. Nach dem Hitzeschock wurden die
Bakterien sofort wieder fir 3 Minuten auf Eis gelagert und im Anschluss fur 30 Minuten in
250ul LB-Medium im Bakterieninkubator bei 37°C geschuttelt und inkubiert. Zur Selektion der
erfolgreich transformierten Bakterien wurden 200ul des Gemisches aus LB-Medium und
Bakterien auf eine Agarmediumplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum-Zusatz ausplattiert.
Nach 18 bis 20-stiindiger Inkubation im Bakterieninkubator bei 37°C konnten Kolonien der
transformierten Klone auf der Agarmediumplatte entnommen und durch erneute Inkubation bei
37°C (ber 15 Stunden in mit entsprechendem Antibiotikum versetzten LB-Medium weiter
vermehrt werden. Schlie8lich wurden die Plasmide aus den Bakterienkulturen mittels einer

Miniprep (siehe Plasmid DNA Purifikation, Macherey Nagel) isoliert.

4.2.4 Gelelektrophorese

In der Gelelektrophorese kdnnen verschieden groRe DNA-Fragmente einer Probe aufgrund ihrer
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten im elektrischen Feld ihrer L&nge nach in
einem Agarose-Gel aufgetrennt werden. Zur Herstellung des Agarosegels wurden 1g Agarose in
100ml 1XTAE Puffer geldst und in der Mikrowelle aufgekocht. Nach Zugabe von 5ul GelRed ™
wurde das Agarosegel in einen Gelelektrophoreseschlitten mit Platzhalter fir die Geltaschen
gegossen und fir 15 Minuten ausgehértet. Als Laufpuffer wurde ebenfalls 1x TAE Puffer
verwendet. Die DNA-Fragmente wurden mit 6x Ladepuffer versetzt, in die Geltaschen
aufgetragen und fur 50 bis 90 Minuten bei 120V und 400mA im Gel aufgetrennt. Anschliel3end

31



wurde das Gel im UV-Licht mit dem Gerat Nighthawk fotografiert und tber die Software
Hawkview digital weiterverarbeitet. In dieser Arbeit diente die Gelelektrophorese zur
Darstellung der GroRe und Weiterverarbeitung von DNA-Fragmenten nach einer Polymerase-
Kettenreaktion bzw. einem Restriktionsverdau. Zur Klonierung wurden die Fragmente aus dem
Agarosegel manuell unter UV-Licht mit einem Skalpell herausgeschnitten und mit dem
NucleoSpin® Extract I (Macherey Nagel) isoliert.

4.2.5 Polymerase-Kettenreaktion

Durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, engl. Polymerase Chain Reaction) nach Kary B.
Mullis und Michael Smith kénnen selbst geringste Mengen von DNA-Material exponentiell
vervielfaltigt werden. Allerdings missen dafir der Anfang und das Ende des zu
vervielfaltigenden DNA-Abschnittes bekannt sein. Als Starthilfe fir die Reaktion dienen
Oligonukleotidprimer, d.h. kurze, einzelstrangige und komplementér zu den Enden des zu
vervielfaltigenden Abschnitts synthetisierte DNA-Fragmente. In einem Thermocycler lagern sich
die Primer bei geeigneter Temperatur an die Enden der einzelstrangigen DNA-Matrize
(Template) an (Annealing) und werden unter passenden Reaktionsbedingungen durch eine
hitzestabile DNA-Polymerase in Gegenwart von Desoxyribonukleotiden, Enzympuffer und
Magnesiumchlorid komplementar verlangert (Elongation). Folglich werden auf diese Weise neue
DNA-Strange synthetisiert, deren Sequenzen komplementar zur Matrize sind. Die Wiederholung
dieses Vorganges fur mehrere Zyklen fuhrt schlielich zu einer exponentiellen Vermehrung des
DNA-Materials. Die PCR wurde in dieser Arbeit zur Amplifikation der Antigene bzw. Reporter
fur die Klonierungen und zur Untersuchung des Genoms der mit den piggyBac'™-Transposon

Expressionsvektoren transfizierten T1 Zelllinien angewendet.

Tabelle 7: PCR-Ansatz (25pl):

H20 15ul
10x Pfu Puffer (Promega) 2,5ul
dNTPs 4ul
MgCI2 1,25ul
Pfu- DNA- Polymerase (Promega 3u/ul) 0,25ul
Primer For (10mM) 0,5ul
Primer Rev (10mM) 0,5ul
DNA Template (20ng) 1ul
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Tabelle 8: PCR Thermocycler-Protokoll

Schritt Temperatur | Zeit Funktion

1 95°C 5 min Aufheizen

2 95°C 1 min Denaturierung

3 55-65°C 1 min Annealing

4 72°C 2min | Verlangerung | Ricksprung auf Schritt 2, 35 Zyklen
5 72°C 10 min

Halten 4°C -

4.2.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei einer Ligation verkniipft das Enzym Ligase die 3° Hydroxyl- und 5° Phosphat-Enden zweier
DNA-Fragmente unter ATP-Verbrauch durch Ausbildung einer Phosphodiesterbindung. Die
Reaktion diente in dieser Arbeit zur Klonierung, d.h. zum Einbringen von DNA-Inserts in
geschnittene (linearisierte) Expressionsvektoren. Da ausschlieBlich mit klebrigen, d.h.
uberhdngende Enden erzeugenden, Restriktionsenzymen gearbeitet wurde, mussten die
jeweiligen 3° und 5° Enden von geschnittenem Expressionsvektor und DNA-Insert zueinander
komplementér sein. Deswegen wurden die Enden zuvor mit denselben Restriktionsenzymen

geschnitten.

Tabelle 9: Ligationsansatz 10ul

Genschnittene Vektor DNA 20-40ng
Geschnittenes PCR Fragment (Insert) 50ng
10X T4 DNA Ligase Puffer 1l

T4 DNA Ligase 5u/ul 1ul

Der Ligationsansatz (Tabelle 9) wurde fur 24 Stunden bei 17°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte
die Transformation in kompetente E. coli. Die Plasmid-DNA der potentiellen Klon-Bakterien-
Kolonien wurde isoliert und die positiven Klone (ber Restriktionsverdau und Sequenzierung

verifiziert.
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4.2.7 Kultivierung von Zellen
4.2.7.1 Einfrieren und Auftauen der T1 Zelllinien

Zum Einfrieren wurden 1x10° 1x10’ Zellen in einer Gefrierlésung mit 900p! FCS und 100pl
DMSO aufgenommen und zunachst bei -80°C eingefroren. Nach 24 bis 72 Stunden wurden die
Rohrchen bei -200°C in flussigen Stickstoff Uberfuhrt und aufbewahrt. Zum Auftauen wurden
die gefrorenen Zellen in den Rohrchen durch Handwérme ziigig aufgetaut und anschlie3end in
Zellkulturflaschen mit 9 ml warmem (37°C) IMDM Medium (10% FCS, 1% P/S) ausgesét.

4.2.7.2 Zellkulturbedingungen

Alle T1 Zelllinien wurden im Zellkultur-Brutschrank in Zellkulturflaschen bzw. Wellplatten mit
IMDM Medium (+10% FCS, +1% Penicillin/Streptomycin) bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und
5% CO; kultiviert. Nach Begutachtung der T1 Zelllinien im Lichtmikroskop wurden die Zellen
bei einer Zelldichte von 1x10° bis 1x10’ Zellen/ml entsprechend alle 2-3 Tage geteilt bzw. das
Medium der Zelllinien gewechselt.

4.2.8 Bestimmung der Zellzahl

Zur Zellzahlung der isolierten PBMC bzw. T-Zellen wurde das Gerdt CASY® Cell Counter
Modell TT (Scharfe System GmbH, Reutlingen, Deutschland) eingesetzt. Basierend auf der
elektrischen Pulsflachenanalyse beim Durchtritt der Zellen durch die Messkapillare kann das
Gerdt nicht nur die Konzentration der gemessenen Zellprobe ausgegeben, sondern differenziert
auch zwischen lebenden und toten Zellen anhand der unterschiedlichen Zellgroiien.

Die Zellen der einzelnen T1 Zelllinien wurden aufgrund ihrer GroRe mit Hilfe der Fuchs-

Rosenthal-Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop gezéhlt.

4.2.9 DNA-Isolation aus den T1 Zelllinien

Zur Isolation der genomischen DNA wurden pro T1 Zelllinie auf jeweils 2x10” pelletierte Zellen
275ul TNES/Lysepuffer und 25ul Proteinase K gegeben und die Proben bei 26°C und 300 rpm
(engl. rounds per minute) fiir 2 Stunden geschuttelt. Dies fuhrte zur Auflésung der Zellmembran
und Freisetzung der Nukleinsduren in den Zellen. Nach Inaktivierung der Proteinase K durch die

funfminltige Erhitzung bei 99°C wurden die einzelnen Proben mit jeweils 420ul
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Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol versetzt, gut gemischt und die obere, d.h. die Nukleins&uren
enthaltene Phase in ein neues Reaktionsrohrchen tbertragen. Die Féallung der DNA erfolgte unter
Hinzugabe von 600ul 100% Ethanol bei Raumtemperatur und mehrmaligen invertieren. Danach
wurden die Proben zentrifugiert, der Uberstand abgekippt und die Proben jeweils noch einmal
mit 500ul 70% Ethanol (4C°) versetzt und invertiert. Schliellich wurden die Proben ein letztes
Mal zentrifugiert, die Uberstande sorgfiltig abgegossen und die DNA-Pellets in DEPC-Wasser

resuspendiert.

4.2.10 Transfektion der Zelllinie T1 mit den Expressionsvektoren

Unter dem Begriff Transfektion versteht man verschiedenste Verfahren, um genetisches Material
in eine eukaryotische Zelle einzubringen. In dieser Arbeit wurde zur Transfektion die Methode
der Elektroporation gewéhlt, bei der die Membran der Zellen durch ein von einem Kondensator
erzeugtes Spannungsfeld vorrubergehend permeabel wird und das genetisches Material Uber
entstandene Poren von aul3en in die Zelle gelangen kann. Allerdings stirbt auf diese Weise auch
ein groRer Teil der Zellen. Zur Elekroporation der T1 Zellen wurde das Gerdt Amaxa™
Nucleofector™ verwendet und sich an dem von der Firma Lonza gegebenen Protokoll fiir T2
Zellen orientiert. Pro Ansatz wurden 2x10° T1 Zellen mit insgesamt 2ug Plasmid DNA (1,6pg
piggyBac™ Expressionsvektor, 0,4ug Transposase Enzym) in 100pl Nucleofector Losung C
uber das Nucleofector Programm A-030 in einer Kivette elektroporiert. Im Anschluss wurde der
Ansatz ziigig in eine vorgewédrmte 12 Well-Platte mit jeweils 2ml IMDM Medium (+FCS, +
Penicillin/Streptomycin) uberfihrt, fir 24 Stunden bei 37°C inkubiert und danach das Medium

gewechselt.

4.2.11 Blutabnahme von HLA-A2+/CMV-sero-positiven Spendern bzw. Psoriasis-Patienten
und gesunden HLA-A2+ Kontroll-Probanden

Fur die Etablierungsexperimente mit u.a. der Zelllinie T1-pp65-GFP wurden von sechs
freiwilligen gesunden HLA-A2+/CMV-sero-positiven Labormitarbeitern (3 Frauen/ 3 Ménner)
jeweils 40ml vendses Vollblut in Serumréhrchen abgenommen.

Die Blutabnahme bei den Psoriasis-Patienten erfolgte auf freiwilliger Basis in der Hautarztpraxis
von Frau Dr. med. Heidi Buttgereit. Zu den Einschlusskriterien flr die Auswahl der Patienten

zéhlten deutlich sichtbare Psoriasis-Plaques auf der Haut bei einer moglichst topischen bzw.
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milden immunmodulierenden Therapie. Zur Ermittlung des Schweregrades der Auspragung der
Psoriasis-Erkrankung wurde der PASI-Score (Erstbeschreiber: Fredriksson und Petterson, 1978,

engl. Psoriasis Area and Severity Index) herangezogen %.

Nach Aushandigung einer
Teilnehmerinformation und Unterschrift auf der Einverstandniserklarung wurden an vier Tagen
von insgesamt 15 Psoriasis-Patienten jeweils 40ml vendses Vollblut in Serumrdhrchen
abgenommen. Im Labor erfolgte anschlieBend die HLA-A2-Typisierung der Psoriasis-Patienten.
Als Gesund-Kontrollen (3 Frauen/ 3 Manner) dienten zum einen zwei der HLA-A2+ CMV-sero-
positiven Spender, zum anderen aber auch vier weitere gesunde freiwillige HLA-A2+ Probanden

aus dem Labor.

4.2.12 Isolation von mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC)

Die Isolierung von PBMC (engl. Peripheral Blood Mononuclear Cell) aus dem entnommenen
venosen Vollblut der Spender erfolgte Uber Dichtegradientenzentrifugation. Dabei lassen sich die
PBMC aufgrund ihrer Dichte mit Hilfe eines Ficoll-Gradienten von den Erythrozyten,
Granulozyten und toten Zellen trennen. Zunachst wurde das Vollblut mit PBS im Verhéltnis 1:3
verdiinnt und auf Ficoll-Paque™ (12,5ml) geschichtet. Nach einem ersten Zentrifugationsschritt
bei 800g* (ohne Bremse, 20min, Raumtemperatur) wurde die sichtbare PBMC-Bande
entnommen, in ein anderes Schraubverschlussreaktionsgefal? tberfuhrt und bei 310g* flr 8min
zentrifugiert. SchlieRlich wurde der Uberstand verworfen und das PBMC-Pellet in 720l

PBS/BSA zur weiteren Bearbeitung aufgenommen.
* g = Zentrifugalkraft (Vielfaches der Erdbeschleunigung/Erdanziehungskraft)

4.2.13 Magnetische Zellsortierung von T-Zellen aus PBMC

Bei der magnetischen Zellsortierung (MACS, engl. Magnetic Activated Cell Separation) kénnen
Zellen durch die Markierung mit bestimmten Antikorpern, an die Magnetpartikel gebunden sind,
getrennt werden. Die aus magnetisch markierten und nicht-markierten Zellen bestehende
Zellsuspension wird Uber eine Trennsdule gegeben, die von einem permanenten Magnetfeld
umgeben ist. Folglich durchlaufen nur die nicht-magnetisch markierten Zellen die Saule,
wahrend die magnetisch markierten Zellen in der Sdule bleiben und separat auBRerhalb des
Magnetfeldes eluiert werden kénnen. Durch dieses Prinzip kann die magnetische Zellsortierung
zur Anreicherung oder zum Ausschluss (Depletion) einer magnetisch markierten Zellpopulation

aus einem Zellgemisch verwendet werden. Vor der magnetischen Zellsortierung wurden die

36



PBMC zur Reduktion von unspezifischen Bindungen zun&chst fiir 10min auf Eis in 800ul PBS
mit Flebogamma® (Verdinnung 1:10) geblockt, anschlieBend mit 200pul CD3 Micro Beats
(MACS, Miltenyi Biotec) versetzt und fir 10min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
Waschschritt mit PBS wurden die PBMC (Original) auf eine erste magnetische Trennséule
gegeben und die sortierten T-Zellen aul3erhalb des Magnetfeldes aus der Saule eluiert (Positiv-
Fraktion). Zur Erhéhung der Reinheit der sortierten T-Zellen wurde die Positiv-Fraktion erneut

uber eine zweite magnetische Trennséule gegeben und aullerhalb des Magnetfeldes eluiert.

4.2.14 Analyse des Proliferationsverhaltens von T-Zellen durch Anfarben mit CFSE

Der grin fluoreszierende Farbstoff CFSE (Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester) ist ein
membranpermeabler Ester und wird haufig zur Untersuchung des Proliferationsverhaltens von
Zellen verwendet. In der Zelle wird es durch Esterasen hydrolysiert, so dass das Molekdil seine
Permeabilitat verliert. Durch eine kovalente Bindung an Proteine verbleibt es zudem irreversibel
im Zytosol der Zelle. Teilt sich eine Zelle, so teilt sich folglich auch der CFSE-Anteil auf die
zwei entstandenen Tochterzellen auf, d.h. der Fluoreszenzgehalt dieser Zellen halbiert sich mit
jeder weiteren Teilung. Dies kann im Durchflusszytometer zur Messung der Zellteilungsrate
bzw. Proliferation genutzt werden. Zur CFSE-Markierung wurden 1x10° T-Zellen in 2ml PBS
mit 5mM CFSE (Verdunnung von 1:16000) fir 3,5min im Dunkeln inkubiert, danach mit RPMI

Medium aufgefiillt, zentrifugiert und das Zell-Pellet schlieflich in RPMI Medium aufgenommen.

4.2.15 Stimulation der T-Zellen durch die transfizierten T1 Zelllinien

Zur Stimulation wurden jeweils 5x10° Spender-T-Zellen mit 1x10° Zellen der entsprechenden T1
Zelllinien in einer 96 Rund-Well-Platte in 200l RPMI Medium (+1% Penicillin/Streptomycin
und 10% AB) fur 72h bei 37°C im Zellkulturschrank inkubiert. Als Kontrollen dienten die
Reaktionen der Spender-T-Zellen auf die untransfizierte Zelllinie T1, die mit Antigen-leerem
Vektor transfizierte Zelllinie T1-MCS-eGFP und die isolierten Spender-T-Zellen alleine. Als
Positivkontrolle wurden die Spender-T-Zellen mit 1l einer 1mg/ml Stammldsung
Phytohamagglutinin (PHA) stimuliert.
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4.2.16 Farbung von Zelloberflachenmolekilen

Zur Féarbung wurden die Zellen aus der 96 Well-Platte in Reaktionsgefalie tberfihrt, bei 310g*
fir 8min zentrifugiert, die Uberstande abgenommen und die Zellpellets in 50ul PBS/BSA/Azid
mit 1:10 Flebogamma® fiir 10min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen in einem Cocktail
(jeweils 50ul) von mit Fluorochromen konjugierten monoklonalen Antikorpern resuspendiert
(Féarbevolumen 100ul) und die Proben fur 10min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. SchlielRlich
wurden die geféarbten Zellen in 2ml PBS/BSA (310g*, 8min) gewaschen und in 250ul PBS/BSA

zur Durchflusszytometrie aufgenommen.
* g = Zentrifugalkraft (Vielfaches der Erdbeschleunigung/Erdanziehungskraft)

4.2.17 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie konnen Zellen anhand ihrer Lichtstreuungseigenschaften und der
Emission von Fluoreszenzsignalen einzeln analysiert werden. Hierzu passieren die in einem
Flussigkeitsstrom einer Mikrokanalkuvette fokussierten Zellen nacheinander einen Laserstrahl.
Wahrend das Vorwartsstreusignal (Forward Scatter, FSC) proportional zur GréRRe der Zellen ist,
korreliert das Seitwartsstreulichtsignal (Side Scatter, SSC) mit der Granularitat und Struktur der
Zellen. Auf diese Weise kénnen z.B. die wichtigsten Untergruppen der weil3en Blutzellen erfasst
werden. Dartiber hinaus ermdglicht die Durchflusszytometrie durch die Messung von emittierten
Fluoreszenzstrahlen die Analyse einzelner Subpopulationen und deren Aktivitatsgrad. Dafur
werden extra- und/oder intrazellulare Molekille mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert, die an
monoklonale AntikOrper gekoppelt sind. Der Durchflusszytometer regt die Farbstoffe durch
entsprechende Laser an, misst das emittierte Licht verschiedener Wellenlangen mittels

spezifischer Detektoren und stellt die Intensitaten pro Zelle in Diagrammen da.

4.2.17.1 Durchflusszytometrische Analyse der transfizierten T1 Zelllinien

Die Transfektionseffizienz der mittels Elektroporation transfizierten T1 Zelllinien (prozentualer
Anteil transfizierter Zellen in der Kultur) wurde erstmals nach 3 Tagen durchflusszytometrisch
uber die Expression von eGFP bzw. mCherry berprift und im weiteren Verlauf von 31 Tagen
an den unsortierten transfizierten Zelllinien kontrolliert. Des Weiteren diente diese Methode zur
Verlaufsbeobachtung und Darstellung der stabil transfizierten Zellen pro T1 Zelllinie nach den
einzelnen Sortierungsschritten. Pro transfizierte Zelllinie wurden ca. 10000 Zellen mit dem BD
FACSCanto Il gemessen, Uber die Gerate-Software FACSDiva in Punkte-Diagrammen

dargestellt und anschliefend mit der Software FlowJo am Computer genauer ausgewertet. Um
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lebende von toten Zellen zu unterscheiden, wurde vor den Messungen DAPI bzw. 7-AAD zu den
Proben hinzugegeben. Zur Ermittlung der positiv transfizierten Zellen wurden nur diejenigen
Zellen durch das Setzen von so genannten ,,Gates” eingeschlossen, die im Durchflusszytometer

DAPI bzw. 7-AAD negativ waren und griin (eGFP) bzw. rot (mCherry) fluoreszierten.

4.2.17.2 Sortieren der T1 Zelllinien mittels Durchflusszytometrie

Um die stabil transfizierten Zellen von den untransfizierten bzw. instabil transfizierten Zellen zu
trennen, wurden pro transfizierte T1 Zelllinie bis zu 1x10° der am starksten griin (€GFP) bzw. rot
(mCherry) fluoreszierenden lebendigen (DAPI- bzw. 7-AAD-negativen) Zellen mit dem BD
FACSAria Il Cell Sorter uber das BCRT Flow Cytometry Lab bzw. die Flow Cytometry Core

Facility des Deutschen Rheuma Forschungszentrums Berlin durchflusszytometrisch sortiert.

4.2.17.3 Analyse der PBMC und der durch magnetische Zellsortierung erhaltenen T-Zellen

Nach der Isolation der PBMC von den Psoriasis-Patienten wurde jeweils ein Aliquot mit dem
HLA-A2 FITC-Antikorper gefarbt und im BD FACSCalibur durchflusszytometrisch auf HLA-
A2 Uberprift. Im Anschluss an die durch magnetische Zellsortierung (MACS) erhaltenen HLA-
A2+ Spender-T-Zellen wurden Aliquots der Original-PBMC, der Positiv-Fraktion (Isolierte T-
Zellen) und Negativ-Fraktion mit CD3-, CD4- und CD8-Antikorper-Fluorchromkonjugaten
(Siehe Tabelle 6) geféarbt und durchflusszytometrisch auf deren Reinheit Gberpruft.

4.2.17.4 Analyse der Aktivierung von CD8+ T-Zellen

Nach den Stimulationsexperimenten und der Farbung der Zellen erfolgte die Messung der
hervorgerufenen T-Zell-Aktivierung an den Gerdaten BD FACSLSR Il bzw. BD FACSCanto 1.
Pro Probe wurden etwa 200.000 Ereignisse im gesetzten ,,Lymphozyten-Gate“ gemessen. Zur
genaueren Auswertung der erhaltenen Punkte-Diagramme wurde anschlieBend die Software

FlowJo benutzt und nach einem festen Gating-Schema (Siehe Ergebnisse) vorgegangen.

4.2.18 Statistische Auswertung
Zur statistischen Auswertung der Stimulationsexperimente und Erstellung der Graphen wurde
die Software GraphPad Prism verwendet. Als statistisch signifikant wurde ein ermittelter p-Wert

von p<0,05 im parameterfreien Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (Wilcoxon-Test) gewertet.
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5 Ergebnisse

5.1 Klonierung der Expressionsvektoren

Ursprungsvektoren:

Ao

-

pPB-eGFP-Puro pPB-MCS-Puro Transposase

\_

Aatll

1. Klonierungsschritt:

-

Aatll
:;&
!S
Aatll
‘:A
%~§

-
&
®

pPB-eGFP-mCherry pPB-MCS-eGFP

2. Klonierungsschritt:

%, v,
B
g,

Acch3l

”0){,}

<

0
o
®

g

pPB-pp65-eGFP pPB-KRT17-eGFP pPB-KRT13-eGFP

Abbildung 4: Schematische Ubersichtsdarstellung der angewendeten Klonierungsstrategie mit  den
entsprechenden Restriktionsenzymschnittstellen fiir die einzelnen piggyBac'™-Expressionsvektoren. PuroR:
Puromycin-Resistenz-Gen (Pac-Gen).

40



5.1.1 Klonierung der Reporter eGFP und mCherry

Zu Beginn der Experimente wurden meiner Arbeitsgruppe freundlicherweise von Prof. M.
Gossen (BCRT) die piggyBac'™-Transposon Expressionsvektoren pPB-MCS-Puro (MCS, engl.
Multiple Cloning Site), pPB-eGFP-Puro (Expressionskontrolle) und das Enzym Transposase
(mPB) mit den entsprechenden Vektorkarten zur Verfligung gestellt (Siehe Abbildung 4,
Ursprungsvektoren). Offensichtlich enthalten beide Expressionsvektoren als Reportergen eine
Resistenz gegen das Nukleosid-Antibiotikum Puromycin (PuroR), so dass sich theoretisch stabil-
transfizierte Zellen in der Zellkultur durch die Zugabe einer entsprechenden Konzentration von
Puromycin selektieren lieBen. Im Unterschied zu pPB-MCS-Puro ist bei pPB-eGFP-Puro zur
Expressionskontrolle bereits die Nukleotidsequenz von eGFP als zweites Reportergen in die
MCS einkloniert. In Vorexperimenten stellte sich jedoch eine Uberdurchschnittlich hohe
natlrliche Sensibilitat der zu transfizierenden Zelllinie 174xCEM.T1 (T1) gegeniiber Puromycin
heraus. So storten bereits sehr niedrige Konzentrationen von Puromycin unerwartet frih die
Vermehrung der T1 Zellen und flhrten h&ufig zu einem besonders schnellen Absterben
(Ergebnisse nicht dargestellt). Zwar konnte letztendlich eine grin-fluoreszierende und gegen
Puromycin (0,4pg/ml) resistente T1 Zelllinie T1-eGFP-Puro etabliert werden (Daten nicht
gezeigt), jedoch gestaltete sich die Selektion der mit dem piggyBac'™-Expressionsvektor pPB-
eGFP-puro stabil-transfizierten T1 Zellen durch die zuvor stattgefundene Elektroporation
komplizierter als erwartet. Folglich wurde sich bewusst gegen Puromycin als Reportergen
entschieden und als Alternative eGFP bzw. mCherry verwendet. In einem ersten
Klonierungsschritt sollte zundchst das Puromycin-Resistenz-Gen (Pac-Gen) in pPB-MCS-Puro
durch eGFP und in pPB-eGFP-Puro durch mCherry ersetzt werden (Siehe Abbildung 4).

5.1.1.1 Amplifikation der Nukleotidsequenzen von eGFP und mCherry

Die Amplifikation von eGFP erfolgte aus dem Expressionsvektor pPB-eGFP-Puro. Der Reporter
mCherry wurde aus dem bereits in unserem Labor etablierten Vektor PGK-H2B-mCherry (von
Dimas Abdirama) amplifiziert. Da die Nukleotidsequenzen von eGFP (720 bp) und mCherry
(711 bp) in den ersten 21 und den letzten 25 Basenpaaren identisch sind, konnte fur deren
Amplifikation dasselbe Primerpaar verwendet werden. Im Hinblick auf die Umklonierung des
Puromycin-Resistenzgens wurden die Primer (Tabelle 3) mit entsprechenden Schnittstellen fur
die Restriktionsenzyme erweitert. Dabei mussten die Restriktionsenzyme so ausgewéhlt werden,
dass sie die Vektoren pPB-MCS-Puro bzw. pPB-eGFP-Puro nur in der Region des Puromycin-

Resistenzgens hinter dem SV40 Promotor schneiden, zugleich aber keine Schnittstellen in den zu
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klonierenden Genen eGFP bzw. mCherry haben. Nach Analyse der Plasmidkarte und der
Nukleotidsequenzen der Reportergene wurde der Forward-Primer mit der Schnittstelle fur das
Restriktionsenzym Avrll und der Reverse-Primer mit der Schnittstelle fir Aatll erweitert. Zur
Optimierung der Translation wurde zusitzlich eine Kozak-Sequenz ® (GCCACC) vor das
Startkodon im Forward- Primer gesetzt. Mittels dieser Primer und der Pfu-DNA Polymerase
(proof-reading-Eigenschaft) wurden eGFP aus pPB-eGFP-puro und mCherry aus PGK-H2B-
mCherry bei einer ermittelten Annealingtemperatur von 59°C amplifiziert. Im Anschluss an die
PCR wurden die Ansatze in ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und die amplifizierten
Fragmente nach abgelaufener Gelelektrophorese zunéchst unter UV-Licht dargestellt (Abbildung
5). Die amplifizierten DNA-Fragmente von eGFP und mCherry wurden aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und mit dem NucleoSpin® Extract 11 Set gereinigt. Zur Erzeugung klebriger
Enden flr die Klonierung der Reporter in die Expressionsvektoren wurden die Fragmente von
eGFP und mCherry jeweils mit den Enzymen Avrll und Aatll verdaut, anschlielend im
Agarosegel aufgetragen und nach der Gelelektrophorese erneut aus dem Gel ausgeschnitten und

gereinigt. Als Resultat lagen nun die Inserts von eGFP und mCherry zur Klonierung bereit.

M #1 #2 W M #1 #2 W
Basenpaare

bp
10000 —
3000 —

1000 —

— 720 bp — 711bp

500 —

100 —

eGFP mCherry

Legende: M: DNA-Marker, #1: Probe 1, #2: Probe 2, W: Wasser (Negativkontrolle)

Abbildung 5: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte von eGFP (720 bp) und mCherry (711
bp) in 1% igen Agarosegel unter UV-Licht

5.1.1.2 Restriktionsverdau der Expressionsvektoren zur Klonierung von eGFP und

mCherry

Um das Puromycin-Resistenz-Gen (Pac-Gen) der piggyBac'™-Expressionsvektoren pPB-MCS-

Puro und pPB-eGFP-Puro durch die Reporter eGFP bzw. mCherry zu ersetzen, wurden beide
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Vektoren zundchst mit den Restriktionsenzymen Avrll und Aatll verdaut. Nach der
Gelelektrophorese der Restriktionsverdaue waren im Agarosegel unter UV-Licht neben der
Bande fur die aufgeschnittenen und somit linearisierten Vektoren pPB-MCS- bzw. pPB-eGFP-
zwei weitere Banden mit den herausgeschnittenen DNA-Fragmenten zu erkennen: eine Bande
bei 115 bp und eine weitere Bande bei 498 bp (Abbildung 6). AnschlieRend wurden die beiden
aufgeschnittenen Expressionsvektoren aus dem Agarosegel geltst und gereinigt.

M V1 V2 uv M V1 V2 uv
Basenpaare

bp
10000 —

3000 —

1000 —

500 — — 498 bp

— 498 bp

— 115bp — 115bp

100 —
pPB-MCS- pPB-eGFP-
Legende: M: DNA-Marker, VV1: Probe 1, V2: Probe 2, UV: unverdauter Vektor (Negativkontrolle)

Abbildung 6: Gelelektrophoretische Auftrennung (in 1%igen Agarosegel unter UV-Licht) der
Restriktionsverdaue von pPB-MCS-Puro (links) und pPB-eGFP-Puro (rechts) mit Avrll und Aatll zur
Klonierung von eGFP bzw. mCherry. Die verdauten Expressionsvektoren liegen linearisiert zur Klonierung vor.
Bei beiden Vektoren wurden jeweils Fragmente von 498 bp und 115 bp Lénge herausgeschnitten.

5.1.1.3 Ligation und Identifikation der Klone pPB-MCS-eGFP und pPB-eGFP-mCherry

Im letzten Arbeitsschritt dieser Klonierung wurden die geschnittenen Vektoren pPB-MCS- bzw.
pPB-eGFP- jeweils mit ihren entsprechenden Inserts eGFP bzw. mCherry in einem
Ligationsansatz durch das Enzym T4 Ligase ligiert (24h, 17°C). AnschlieRend erfolgte jeweils
die Transformation des gesamten Ligationsansatzes in kompetente E. coli. Von einigen
gewachsenen Bakterienkolonien auf der Agarplatte wurde die Plasmid-DNA Uber Minipreps
isoliert und diese durch die gelelektrophoretische Auftrennung einzelner Kontroll-
Restriktionsverdaue auf potentielle Klone uberprift. Abbildung 7 zeigt die gelelektrophoretische
Auftrennung der durch Kontroll-Restriktionsverdaue ermittelten positiven Klone von pPB-MCS-
eGFP und pPB-eGFP-mCherry in 1%igen Agarosegel unter UV-Licht: Da BsrGl ausschlieRlich
im eGFP-Insert und BamHI den Vektor sogar zweimal schneidet, waren bei einer erfolgreichen

Klonierung von pPB-MCS-eGFP neben dem linearisierten Vektor zusatzlich zwei Banden im
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Agarosegel erkennbar: eine Bande bei 423 bp und eine weitere Bande bei 1848 bp (Abbildung 7
links). Zur Uberprifung auf mogliche pPB-eGFP-mCherry-Klone wurden die erhaltenen
Plasmide ebenfalls mit dem Restriktionsenzym BsrGl verdaut. Da sowohl eGFP als auch
mCherry eine Schnittstelle fir BsrGl haben, schneidet dieses Restriktionsenzym den Vektor bei
einer erfolgreichen Klonierung von pPB-eGFP-mCherry zweimal. Demnach war nach der
gelelektrophoretischen Auftrennung im Agarosegel unter UV-Licht neben dem linearisierten
Vektor eine Bande bei 1801 bp erkennbar (Siehe Abbildung 7 rechts). Zum Ausschluss von
Mutationen wurden die klonierten Inserts der mittels Kontroll-Restriktionsverdaue erfassten
positiven Klone der piggyBac™™-Expressionsvektoren durch die Firma Eurofins MWG Operon
sequenziert.

Als Resultat stand nun mit pPB-MCS-eGFP ein piggyBac'™-Expressionsvektor mit einer
Multiple Cloning Site (MCS) hinter dem humanen Promotor hEF1 und eGFP als
fluoreszierenden Reporter hinter dem SV40-Promotor zur Verfiigung (Abbildung 8). Der
piggyBac™™-Expressionsvektor pPB-MCS-eGFP sollte die Grundlage fir die Klonierung der
Antigene pp65, KRT17 und KRT13 darstellen (Siehe Abbildung 4, 2. Klonierungsschritt).
AuRerdem wurde mit pPB-eGFP-mCherry ein Vektor mit zwei fluoreszierenden Reportern zur
Expressionskontrolle etabliert. Dabei befindet sich eGFP hinter dem hEF1-Promotor, mCherry
hinter dem SV40-Promotor (Abbildung 9).

M K+ UV
Basenpaare Basenpaare
bp bp
1 —_—
10000 — 0000
e 3000 — — 1801 bp
3000 N — 1848 bp
1000 —
1000 —
500 —
500 — S — 423 bp
100 — 100 — ;
pPB-MCS-eGFP pPB-eGFP-mCherry

Legende: M: DNA-Marker, K+: positiver Klon, UV: unverdauter Vektor (Negativkontrolle)

Abbildung 7: Gelelektrophoretische Auftrennung der Kontroll-Restriktionsverdaue von pPB-MCS-eGFP und
pPB-eGFP-mCherry in 1%igen Agarosegel zur Kontrolle der Klonierung. Links: Der Verdau des Klons pPB-
MCS-eGFP mit BsrGl und BamH1 zeigt erwartungsgeméal Banden bei 423 bp und 1848 bp im Agarosegel und
bestatigt die Klonierung. Rechts: Da durch den Verdau mit BsrGl nur bei erfolgreicher Klonierung von pPB-eGFP-
mCherry neben dem linearisierten Vektor eine Bande bei 1801 bp entstehen kann, ist die Klonierung bestétigt.
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Abbildung 8: Vektorkarte des klonierten piggyBac'™-Expressionsvektors pPB-MCS-eGFP. Dargestellt sind
u.a. die fiir die Klonierung der Antigene verwendeten Schnittstellen der Restriktionsenzyme Hindlll, Acc65i, Xhol
in der Multiple Cloning Site (MCS) und die zum Kontroll-Restriktionsverdau verwendete Restriktionsenzyme
BsrGl und BamHI.
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Abbildung 9: Vektorkarte des klonierten piggyBac'™-Expressionsvektors pPB-eGFP-mCherry. Dargestellt

sind u.a. die fiir die Klonierung des mCherry-Inserts verwendeten Schnittstellen der Restriktionsenzyme Aatll und
Avrll und das zum Kontroll-Restriktionsverdau verwendete Enzym BsrGl.
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5.1.2 Klonierung von pp65, KRT17 und KRT13 in pPB-MCS-eGFP
5.1.2.1 Amplifikation der Nukleotidsequenzen von pp65, KRT17 und KRT13

Bei der Amplifikation der Antigene pp65 (1686 bp), KRT17 (1299 bp) und KRT13 (1377 bp)
wurde nach dem gleichen Prinzip wie bei der Amplifikation von eGFP bzw. mCherry
vorgegangen. Auch hier musste im Hinblick auf die Klonierung der Antigene in den
piggyBac'™-Expressionsvektor pPB-MCS-eGFP bei den in die Primer einzufiigenden
Schnittstellen der Restriktionsenzyme darauf geachtet werden, dass diese nur in der MCS des
Vektors und nicht in den zu klonierenden Antigenen vorhanden sind. Daraufhin wurden die
Forward-Primer bzw. Reverse-Primer fur die Amplifikation von pp65 um die Schnittstellen fir
Acc65i bzw. XHOI, von KRT17 um Hindlll bzw. XHOI und von KRT13 um Hindlll bzw.
Acc65i erweitert. Zur optimalen Translation wurden die Forward-Primer zusétzlich um eine
Kozak-Sequenz ® (GCCACC) erweitert (Siehe Tabelle 3). Alle Antigene wurden bei einer
ermittelten Annealing-Temperatur von 59°C durch die Pfu-DNA Polymerase aus den Plasmiden
amplifiziert. Im Anschluss an die PCR wurden die Ansétze in ein 1%iges Agarosegel
aufgetragen und die amplifizierten Fragmente nach gelelektrophoretischer Auftrennung zunachst
unter UV-Licht dargestellt (Abbildung 10). Die amplifizierten DNA-Fragmente von pp65,
KRT17 und KRT13 wurden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem NucleoSpin®
Extract 1l Set gereinigt. Zur Erzeugung klebriger Enden fir die Klonierung wurden die
uberhédngenden Enden der gereinigten PCR-Produkte von pp65, KRT17 und KRT13 mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut: pp65 mit Acc65i und XHOI, KRT17 mit HindllI
und XHOI und KRT13 mit Hindlll und Acc65i. Danach wurden die geschnittenen Antigen-
Inserts im Agarosegel aufgetragen und nach abgelaufener Gelelektrophorese aus dem Gel
ausgeschnitten und gereinigt. Als Resultat lagen nun die Inserts der Antigene pp65, KRT17 und
KRT13 zur jeweiligen Klonierung in den piggyBac'™-Expressionsvektor pPB-MCS-eGFP

bereit.
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M #1 #2 W M #1 #2W M #1 #2 W
Basenpaare i
bp

10000 —

3000 — — 1299 bp

LA B 1686 bp
1000 — —1377bp

500 —

| | L

100 —

pp65 KRT17 KRT13

Legende: M: DNA-Marker #1: Probe 1 #2: Probe 2 W: Wasser (Negativkontrolle)

Abbildung 10: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte von pp65 (1686 bp), KRT17 (1299
bp) und KRT13 (1377 bp) in 1%igen Agarosegel unter UV-Licht.

5.1.2.2 Restriktionsverdau von pPB-MCS-eGFP zur Klonierung von pp65, KRT17 und
KRT13

Um die Inserts der Antigene pp65, KRT17 und KRT13 jeweils in die MCS des piggyBac™™-
Expressionsvektors pPB-MCS-eGFP zu klonieren, wurde der Vektor mit denselben
Restriktionsenzymen verdaut, wie die Gberhangenden Enden der Antigen-Inserts. Folglich wurde
pPB-MCS-eGFP in der MCS (a) zur Klonierung des pp65-Inserts mit Acc65i und XHOI (68 bp),
(b) zur Klonierung des KRT17-Inserts mit Hindlll und XHOI (74 bp) und (c) zur Klonierung
von KRT13 mit Hindlll und Acc65i (14 bp) verdaut (Siehe Abbildung 11). Die DNA-Fragmente
wurden anschlieBend mittels Gelelektrophorese in 1%igen Agarosegel aufgetrennt und unter
UV-Licht dargestellt (Abbildung 11): Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der
Restriktionsverdaue, waren im Agarosegel neben den Banden der linearisierten Vektoren vor
allem die erwarteten Banden flr (a) bei 68 bp und (b) 74 bp erkennbar (Siehe Abbildung 11).
Die bei (c) herausgeschnittenen 14 bp kamen im Agarosegel aufgrund ihrer zu geringen GroRe

nicht zur Darstellung.
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M #1 #2 uv

Basenpaare
bp

10000 —
3000 —

1000 —
500 —

100 —

— 68 bp — 74 bp
(@) (b) (©)

Legende: M: DNA-Marker, V1: Vektor Probe 1, V2: Vektor Probe 2, UV: unverdauter Vektor (Negativkontrolle)

Abbildung 11: Gelelektrophoretische Auftrennung der entsprechenden Restriktionsverdaue von pPB-
MCS-eGFP zur Klonierung der Inserts (a) pp65, (b) KRT17 und (¢) KRT13 in 1%igen Agarosegel unter
UV-Licht. Zur Klonierung des pp65-Inserts wurde pPB-MCS-eGFP in der Multiple Cloning Site (MCS) mit
Acc65i und XHOI verdaut, wodurch erwartungsgemé Fragmente von 68 bp L&nge aus dem Vektor
herausgeschnitten wurden. Zur Klonierung des KRT17-Inserts wurde pPB-MCS-eGFP in der MCS mit HindllI
und XHOI verdaut, wodurch erwartungsgemaf Fragmente von 74 bp Lénge entstanden. Fur die Klonierung des
KRT13-Inserts wurde pPB-MCS-eGFP mit Hindlll und Acc65i verdaut, so dass 14 bp aus der MCS
herausgeschnitten wurden. Aufgrund ihrer geringen GroRe ist diese Bande nicht imAgarosegel zu sehen. Der
linearisiert vorliegende Vektor im Vergleich zum unverdauten Vektor liefert allerdings den Beweis daflr, dass
zweimal geschnitten wurde.

5.1.2.3 Ligation und ldentifikation der Klone pPB-pp65-eGFP, pPB-KRT17-eGFP und
pPB-KRT13-eGFP

Im letzten Arbeitsschritt dieser Klonierung wurden die entsprechend geschnittenen Vektoren
pPB-MCS-eGFP jeweils mit ihren Antigen-Inserts pp65, KRT17 bzw. KRT13 durch das Enzym
T4 Ligase ligiert (24h, 17°C). Danach erfolgte die Transformation der Ligationsansétze in
kompetente E. coli. Von einigen angewachsenen Bakterienkolonien auf der Agarplatte wurde die
Plasmid-DANN durch Minipreps isoliert und anschlieBend (iber die gelelektrophoretische
Auftrennung der Kontroll-Restriktionsverdaue auf potentielle Klone tberprift. Dazu wurden die
potentiellen Klone jeweils mit zwei Kombinationen von Restriktionsenzymen verdaut
(Abbildung 12): Wahrend zur Kontrolle der pPB-pp65-eGFP-Klone durch das
Restriktionsenzym Bglll (Variante 1) neben dem linearisierten Vektor vor allem Banden bei 117
bp und 2174 bp zu erwarten waren, wurde mittels Acc65i und XHOI (Variante 2) das klonierte
pp65-Insert (1686 bp) wieder herausgeschnitten (Abbildung 12, links). Durch die Enzyme
Hindlll und XHOI (Variante 1) wurde bei einem pPB-KRT17-eGFP-Klon das KRT17-Insert
(1312 bp) wieder herausgeschnitten (Abbildung 12, mitte). Eine Bande bei 423 bp durch den
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Verdau von pPB-KRT17-eGFP mit BamHI und BsrGl (Variante 2) konnte zudem beweisen,
dass durch die Klonierung von KRT17 die Schnittstelle fir BamHI in der MCS wegféllt. Im
Kontroll-Restriktionsverdau fur pPB-KRT13-eGFP-Klone wurde das KRT13-Insert (1390 bp)
mit HindIll und Acc65i (Variante 1) herausgeschnitten und somit die erfolgreiche Klonierung
bewiesen (Abbildung 12, rechts). Zudem lieferte der Verdau mit XHOI (Variante 2) durch eine
Bande bei 221 bp einen weiteren Beweis fur die erfolgreiche Klonierung von KRT13. Zum
Ausschluss von Mutationen wurden die klonierten Antigen-Inserts beider Expressionsvektoren
bei der Firma Eurofins MWG Operon sequenziert.

Als Resultat standen nun neben dem Antigen-leeren piggyBac'™-Expressionsvektor pPB-MCS-
eGFP und pPB-eGFP-mCherry zur Expressionskontrolle (Siehe oben) auch die Antigen- bzw.
potentielle Psoriasis-Autoantigene tragenden piggyBac'™-Expressionsvektoren pPB-pp65-eGFP
(Abbildung 13), pPB-KRT17-eGFP (Abbildung 14) und pPB-KRT13-eGFP (Abbildung 15) zur
Transfektion in  174xCEM.T1 (T1) zur Verfugung (Siehe auch schematische
Ubersichtsdarstellung Abbildung 4).

Klon 1 Klon 2
M #1 #2 UV K+ K+ UV M #1 #2 #1 #2 UV

negativer Klon  pPB-pp65-eGFP pPB-KRT17-eGFP pPB-KRT13-eGFP

Basenpaare
bp

10000 —
3000 —

1000 —
500 —

100 —

Legende: M: DNA-Marker, #1: Kontroll-Restriktionsverdau Variante 1, #2: Kontroll-Restriktionsverdau Variante 2
UV: unverdauter Vektor (Negativkontrolle)

Abbildung 12: Gelelektrophoretische Auftrennung der Kontroll-Restriktionsverdaue von pPB-pp65-eGFP,
pPB-KRT17-eGFP und pPB-KRT13-eGFP in 1%igen Agarosegel unter UV-Licht. Im Unterschied zu Klon 1
zeigt Klon 2 nach Verdau mit Bglll (#1) bzw. Hindlll und Acc65i (#2) erwartungsgeméal Banden bei 2174 bp und
117 bp bzw. 1686 bp (links). Klon 2 stellt somit pPB-pp65-eGFP dar, bei Klon 1 ist die Klonierung fehlgeschlagen.
Beim pPB-KRT17-eGFP-Klon (mitte) wird KRT17 (1312 bp) durch Hindlll und XHOI herausgeschnitten (#1).
Zudem fallt durch die erfolgreiche Klonierung von KRT17 die zweite Schnittstelle von BamHI weg, wie durch die
Bande bei 412 bp nach dem Verdau mit BamHI und BsrGl (#2) zu erkennen ist. Bei dem pPB-KRT13-Klon
(rechts) schneiden die Enzyme Hindlll und Acc65l das KRT13-Insert heraus (#1). In #2 liefert der Verdau mit
XHOI erwartungsgemal’ eine Bande bei 221 bp durch die erfolgreiche Klonierung.
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Abbildung 13: Vektorkarte des klonierten piggyBac'™-Expressionsvektors pPB-pp65-eGFP. Dargestellt

sind u.a. die fiir die Klonierung von pp65 verwendeten Schnittstellen der Restriktionsenzyme Acc65i und Xhol
sowie das zum Kontroll-Restriktionsverdau verwendete Restriktionsenzym Bglll.
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Abbildung 14: Vektorkarte des klonierten piggyBac™™-Expressionsvektors pPB-KRT17-eGFP. Dargestellt

sind u.a. die fur die Klonierung von Keratin 17 (KRT17) verwendeten Schnittstellen der Restriktionsenzyme
Hindl11/Xhol und die zum Kontroll-Restriktionsverdau verwendeten Restriktionsenzyme BsrGl und BamHI.
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Abbildung 15: Vektorkarte des klonierten piggyBac'™-Expressionsvektors pPB-KRT13-eGFP. Dargestellt
sind u.a. die fir die Klonierung von Keratin 13 (KRT13) verwendeten Schnittstellen der Restriktionsenzyme
Hindll1/Acc65i und das zum Kontroll-Restriktionsverdau verwendete Restriktionsenzym XHOI.

5.2 Etablierung der Zelllinien

5.2.1 Die Zelllinie 174xCEM.T1 (T1) im Lichtmikroskop und Durchflusszytometer

Abbildung 16 zeigt die Suspensionszelllinie 174xCEM.T1 (T1) im Lichtmikroskop in 20- (links)
und 40-facher (rechts) Vergroflerung. Bei der Transfektion von T1 mit den Klonierten
piggyBac'™-Transposon-Expressionsvektorsystem wurde neben mCherry vor allem eGFP als
Reporter-Gen zur Ermittlung der Transfektionseffizienz und Sortierung der stabil-transfizierten
T1 Zellen verwendet. Folglich musste in Vorversuchen durchflusszytometrisch zunachst
sichergestellt werden, dass T1 nicht griin bzw. rot autofluoresziert. Im Durchflusszytometer (BD
FACSCanto 1) zeigt sich die Zelllinie T1 negativ fur GFP, d.h. die lebenden Zellen fluoreszieren
in blauem Licht nicht grin (Abbildung 17). Die Messung von T1 im BD FACSAria Il konnte
zudem bestatigen, dass T1 keine rote Autofluoreszenz aufweist und demzufolge pPB-eGFP-
mCherry zur Expressionskontrolle des piggyBac'™-Transposon-Expressionsvektorsystems in T1
verwendet werden kann (Punktediagramm nicht gezeigt).
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Abbildung 17: Die Zelllinie 174xCEM.T1 (T1) im Durchflusszytometer BD FACSCanto Il
T1 ist eGFP-negativ und fluoresziert demzufolge nicht grin.

5.2.2 Transfektion der T1 Zelllinien und Transfektionseffizienz

Nach den einzelnen Transfektionen von 174xCEM.T1 (T1) mit den klonierten piggyBac™™-
Expressionsvektoren und dem Enzym Transposase wurden die funf elektroporierten Zelllinien
folgendermalien bezeichnet: T1-eGFP-mCherry, T1-MCS-eGFP, T1-pp65-eGFP, T1-KRT17-
eGFP und T1-KRT13-eGFP. Das Enzym Transposase sollte dabei durch spezifisches Schneiden
an den Transposons der piggyBac'™-Expressionsvektoren fiir die stabile Transfektion der
Klonierten Antigene bzw. Reporter sorgen. Zur Ermittlung des prozentualen Anteils transfizierter
T1 Zellen (Transfektionseffizienz) wurden die elektroporierten T1 Zelllinien T1-MCS-eGFP,
T1-pp65-eGFP, T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP nach drei Tagen Zellkultur erstmals mit
dem BD FACSCantoll auf ihren Anteil von eGFP-positiven Zellen (grin-fluoreszierenden
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Zellen) unter den lebenden Zellen untersucht. Abbildung 18 zeigt das zur Auswertung benutzte
Gating-Schema. Zur Ermittlung des Anteils der stabil-transfizierten Zellen unter den lebenden
Zellen wurde dieselbe Untersuchung an den nicht sortierten T1 Zelllinien ber einen Zeitraum
von insgesamt 31 Tagen durchgefiihrt (Abbildung 19). Am dritten Tag nach der Elektroporation
lebte ungeféhr noch ein Viertel der T1 Zellen (T1-MCS-eGFP: 27,3%, T1-pp65-eGFP: 21,6%,
T1-KRT17-eGFP: 23,9% und T1-KRT13-eGFP: 17,7%). Dabei variierte der Anteil der grin-
fluoreszierenden Zellen unter den lebenden Zellen zwischen 5% (T1-pp65-eGFP) und 27% (T1-
KRT17-eGFP). Im Verlauf der folgenden sieben Tage in der Zellkultur stieg bei fast allen
Zelllinien der Anteil der lebenden Zellen auf bis zu 74% an und blieb bis zum Ende der
Untersuchung nahezu unverandert. Allerdings lag jeweils der Anteil der eGFP-positiven unter
den lebenden Zellen bereits am 10. Tag nach der Elektroporation nur noch zwischen 0.114%
(T1-pp65-eGFP) und 1,15% (T1-KRT13-eGFP) und blieb bis zum 31. Tag nahezu unverandert.

250 s

200K

150K

SSC-A

107 4 22,6

100K

<V450-A>: DAPI
V450-A>: DAPI

50K A -

!

~27.3

0 — —-— S
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K o 10? 107 104 108

FSC-A FSC-A <B530-A>: GFP

Abbildung 18: Gating-Schema zur Untersuchung der Transfektionseffizienz bzw. des Anteils grin
fluoreszierender Zellen unter den lebenden Zellen fur die transfizierten Zelllinien T1-MCS-eGFP, T1-pp65-
eGFP, T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP. Dargestellt ist die Zelllinie T1-MCS-eGFP im BD FACSCanto Il
am 3. Tag nach der Elektroporation.
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Abbildung 19: Untersuchung der Transfektionseffizienz (stabile Transfektion) anhand der Expression von
eGFP. Dazu wurden die mit dem piggyBac'™-Transposon-Expressionsvektorsystem durch Amaxa-
Nucleofector-Elektroporation transfizierten T1 Zelllinien 0Uber einen Zeitraum von 31 Tagen
durchflusszytometrisch gemessen (BD FACSCanto I11).
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5.2.3 Sortierung der transfizierten T1 Zelllinien

Um den Anteil der stabil-transfizierten Zellen in den etablierten T1 Zelllinien zu erhéhen,
wurden jeweils die am starksten griin fluoreszierenden lebenden Zellen (GFP+) von T1-MCS-
eGFP, T1-pp65-eGFP, T1-KRT17-eGFP und T1-eGFP-KRT13 bzw. die am starksten
gleichzeitig griin und rot fluoreszierenden lebenden Zellen (GFP+/mCherry+) von T1-eGFP-
mCherry (Expressionskontrolle) mit dem FACS Ariall Cell Sorter sortiert und danach neu
kultiviert. Insgesamt wurden die transfizierten T1 Zelllinien nach der Elektroporation jeweils
viermal sortiert: An Tag 11 nach der Elektroporation erfolgte die erste Zellsortierung. Nach
sechs Tagen Kultivierung der sortierten Zellen erfolgten der zweite und wiederum 13 Tage
spater der dritte Sortierungsschritt. Am siebten Tag nach dem dritten Sortierungsschritt lag der
Anteil der eGFP+ lebenden Zellen bei den entsprechenden T1 Zelllinien bereits zwischen 83%
und 96%. Durch einen vierten und letzten Zellsortierungsschritt konnte der Anteil der eGFP+
bzw. eGFP und mCherry doppelpositiven Zellen bei allen T1 Zelllinien auf bis zu 99% gesteigert
werden. Im Unterschied zum BD FACSCantoll und BD FACSLSRII konnten durch den BD
FACSAriall Cell Sorter auch die fur eGFP und mCherry doppelpositiven Zellen der Zelllinie T1-
eGFP-mCherry dargestellt und entsprechend sortiert werden (Abbildung 20). Abbildung 21 zeigt
die eGFP+ T1 Zellen unter den lebenden T1 Zellen (7AAD-negativ) der stabil-transfizierten T1
Zelllinien T1-MCS-eGFP, T1-pp65-eGFP, T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP im BD
FACSLSRII, sieben Tage nach dem letzten Sortierungsschritt.

o sort-GFP mcherry_check sorGFP meherry_check s0t-GFP mcherry_check-P3
g_ ﬁ_: lo.‘:'__; -ne
E g__ 3 i GFP+mCherry+
3 P1 o =
= 2 3 -
Sk Em g
m . = a |
ha] T | Em T1-eGFP-mCherry
i o, : g:f{ G
%__ : E_E "-".'-" ! EH
_:IIII|IIIIIIIII|IIII||||||| T'—_ IIIIIIIII| IIIIIIIII IIIIIII‘ IIIIIIII| T
50 100 150 200 250 TR T L S I/ w o' ot ot
FSC-a G 1.0000 GFP B525-A GFP BA25-A

Abbildung 20: Darstellung der fur eGFP und mCherry doppelpositiven Zellen der Zelllinie T1-eGFP-
mCherry im BD FACSAriall Cell Sorter (3. Sortierungsschritt). Die am starksten fir eGFP und mCherry
positiven Zellen (rechts: Gate GFP+mCherry+) wurden anschlielend ein viertes Mal sortiert und kultiviert.
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Abbildung 21: Darstellung der stabil-transfizierten Zelllinien T1-MCS-eGFP, T1-pp65-eGFP, T1-KRT17-
eGFP und T1-KRT13-eGFP im Durchflusszytometer BD FACSLSRIlI 7 Tage nach der 4.
durchflusszytometrischen Zellsortierung tber GFP. Der Anteil der GFP-positiven Zellen unter den lebenden
Zellen (7-AAD negativ) der einzelnen T1 Zelllinien liegt bei nahezu 100%.

5.2.4 Nachweis der Antigene und Reporter im Genom der etablierten T1 Zelllinien
5.2.4.1 Nachweis von eGFP im Genom der T1 Zelllinien

Zum Nachweis des klonierten Reporters eGFP im Genom der etablierten T1 Zelllinien wurde
zundchst deren DNA isoliert. Im Anschluss erfolgte eine PCR mit den bereits fir die
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Amplifikation aus den Plasmiden bekannten Primern. Abbildung 22 zeigt das Gelelektrophorese-
Bild nach der Amplifikation von eGFP aus den Genomen der etablierten Zelllinien T1-MCS-
eGFP, T1-pp65-eGFP, T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP mit entsprechenden Positiv-bzw.
Negativkontrollen. Offenbar konnte aus den Genomen aller genannten T1 Zelllinien eGFP
amplifiziert werden. Im Genom der untransfizierten Zelllinie T1 konnte kein eGFP
nachgewiesen werden. Die Amplifikation von eGFP aus den entsprechenden piggyBac™™-

Expressionsvektoren diente als Positivkontrolle, Wasser als Negativkontrolle.

M uT Tl K1 T2 K2 T3 K83 T4 K4 W

Basenpaare
bp

1000 —

3000 —

1000 —

500 —

100 —

Legende: M: DNA-Marker, UT: untransfizierte Zelllinie T1, T1: T1-MCS-eGFP, K1:pPB-MCS-eGFP
(Positivkontrolle), T2: T1-pp65-eGFP, K2: pPB-pp65-eGFP (Positivkontrolle), T3: T1-KRT17-eGFP, K3: pPB-
KRT17-eGFP (Positivkontrolle), T4: T1-KRT13-eGFP, K4: pPB-KRT13-eGFP (Positivkontrolle) , W: Wasser
(Negativkontrolle)

Abbildung 22: Gelelektrophorese der PCR-Produkte von eGFP (720 bp) aus dem Genom der etablierten
T1 Zelllinien T1-MCS-eGFP, T1-pp65-eGFP, T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP in 1%igen
Agarosegel unter UV-Licht.

5.2.4.2 Nachweis von pp65, KRT17 bzw. KRT13 im Genom der T1 Zelllinien

Zur Amplifikation der klonierten Antigene pp65, KRT17 und KRT13 aus dem Genom der
etablierten T1 Zelllinien wurden die fur die Amplifikation der Antigene aus den Plasmiden
bekannten Primer (Tabelle 3) verwendet. Abbildung 23 zeigt die Gelelektrophorese-Bilder nach
der Amplifikation von pp65 (1686 bp) aus T1-pp65-eGFP, von KRT17 (1299 bp) aus T1-
KRT17-eGFP und von KRT13 (1377 bp) aus T1-KRT13-eGFP. Als Positivkontrolle diente
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jeweils die Amplifikation der Antigene aus den entsprechenden piggyBac'™-
Expressionsvektoren, Wasser stellte die Negativkontrolle dar. Offenbar lielen sich aus den
Genomen der etablierten T1 Zelllinien jeweils die klonierten Antigene amplifizieren. Aus dem
Genom der untransfizierten Zelllinie T1 konnte weder pp65 noch KRT17 oder KRT13 mit den
entsprechenden Primerpaaren amplifiziert werden. Auch in der Zelllinie T1-MCS-eGFP war
mittels PCR erwartungsgemal keines der genannten Antigene im Genom nachweisbar.

M UT Z1 Z2 Kl K2 W

Basenpaare " Legende:
bp M: DNA-Marker
10000 — UT: untransfizierte Zelllinie T1
3000 — ‘T1- -
S 2T
1000 — | '
K1:pPB-pp65-eGFP
500 — (Positivkontrolle)
K2:pPB-MCS-eGFP
100 — (Negativkontrolle)
W:Wasser (Negativkontrolle)
Basenpaare Legende:
bp M: DNA-Marker
10000 — UT: untransfizierte Zelllinie T1
3000 — ) Z1: T1-KRT17-eGFP
— 1299 bp Z2: T1-MCS-eGFP
1000 — K1:pPB-KRT17-eGFP
500 — (Positivkontrolle)
K2:pPB-MCS-eGFP
100 — (Negativkontrolle)
W:Wasser (Negativkontrolle)
M utT 271 Z2 Kl K2 W
Baseg;)aare : : Legende:
M: DNA-Marker
10000 — " UT: untransfizierte Zelllinie T1
< Z1: T1-KRT13-eGFP
3000 — Z2: T1-MCS-eGFP
i K1:pPB-KRT13-eGFP
1000 — ! 3 (Positivkontrolle)
500 — K. K2:pPB-MCS-eGFP
- (Negativkontrolle)
100 — W:Wasser (Negativkontrolle)

Abbildung 23: Gelelektrophorese der PCR-Produkte von pp65 (Bild oben, 1686 bp), KRT17 (Bild mitte,
1299 bp) und KRT13 (Bild unten, 1377 bp) aus dem Genom der etablierten Zelllinien T1-pp65-eGFP, T1-
KRT17-eGFP bzw. T1-KRT13-eGFP in 1%igen Agarosegel unter UV-Licht.
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5.2.5 Oberflachenmolekiile der etablierten T1 Zelllinien

Laut ATTC® exprimiert die Zelllinie 174xCEM.T1 (T1) neben HLA-Aw30, -B5, -Bw4, -Bw6
und CD7 vor allem HLA-A2, aber auch HLA-DR7 auf ihrer Oberflache. Da insbesondere die
Expression von HLA-A2 zur Untersuchung der Reaktion von CD8+ T-Zellen in den folgenden
Experimenten von entscheidender Bedeutung war, wurden die Zelllinien T1, T1-MCS-eGFP und
T1-pp65-eGFP mit einem an das Fluorochrom FITC gekoppelten HLA-A2 Antikorper gefarbt
und durchflusszytometrisch (BD FACSCanto 1) gemessen. Bei dieser Gelegenheit wurden die
Zelllinien auch auf die Expression der Oberflaichenmolekile bzw. co-stimulatorischen
Rezeptoren CD3, CD19, CD40, CD80, CD83, CD86 und HLA-DR durchflusszytometrisch
untersucht. Die Untersuchung ergab, dass die untransfizierte Zelllinie T1 und die mit den
piggyBac'™-Expressionsvektoren transfizierten Zelllinien T1-MCS-eGFP und T1-pp65-eGFP
erwartungsgemal groe Mengen von HLA-A2 und HLA-DR auf ihrer Oberflache aufzeigen.
Dabei ist die Expression von HLA-A2 und HLA-DR bei allen drei Zelllinien identisch.
Zusétzlich sind alle drei Zelllinien positiv fur CD19, CD40, CD69, CD80, CD83 und CD86,
allerdings negativ fur CD3 (Tabelle 10).

Tabelle 10: Untersuchung ausgewahlter Oberflachenmolekiile der Zelllinien T1, T1-MCS-eGFP
und T1-pp65-eGFP

Zelllinie CD3 | CD19 | CD40 | CD80 | CD83 | CD86 | HLA-A2 | HLA-DR
T1 - + + + + + + +
T1-MCS-eGFP - + + + + + + +
T1-pp65-eGFP - + + + + + + +

5.3 Stimulation von Spender-T-Zellen durch die etablierten T1 Zelllinien

5.3.1 Isolation von PBMC aus dem Vollblut und Ergebnisse der magnetischen

Zellsortierung von T-Zellen

Fur die Stimulationsexperimente mit den T1 Zelllinien wurden bei den Probanden aus 40ml
Vollblut mittels einer Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation jeweils zwischen 5x10° bzw.
1,2x10® PBMC isoliert. Durch die anschlieBende zweimalige magnetische Zellsortierung (iiber
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CD3 Micro Beats) konnten aus den PBMC jeweils zwischen 1x10” und 4x10” T-Zellen isoliert
werden. Dabei betrug die Reinheit der isolierten CD3+ T-Zellen tiber 99% (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Beispiel zur durchflusszytometrischen Uberpriifung der Reinheit von den mittels zweimaliger
magnetischer Zellsortierung (liber CD3 Micro Beats) isolierten T-Zellen (Positiv Fraktion) aus PBMC (Original).
In der Positiv Fraktion sind Doubletten dargestellt, die zu 99,8% CD3+ sind.

5.3.2 Ergebnisse der Stimulation von CD8+ T-Zellen HLA-A2+ CMV+ Spender durch die
Zelllinie T1-pp65-eGFP

Zunéchst sollte durch Etablierungsversuche untersucht werden, inwiefern die Uber das
piggyBac'™-Expressionsvektorsystem mit dem CMV-Antigen pp65 stabil-transfizierte Zelllinie
T1-pp65-eGFP CD8+ T-Zellen von CMV-Spendern stimulieren kann. Dazu wurde die CD8+ T-
Zell-Reaktion von sechs HLA-A2+/ CMV-sero-positiven Spendern auf T1-pp65-eGFP mit der
CD8+ T-Zell-Reaktion auf T1-MCS-eGFP bzw. T1 verglichen. Diese Experimente dienten
gleichzeitig zur Etablierung der experimentellen Bedingungen: Als Anzeigeparameter flr die
Stimulation von CD8+ T-Zellen wurden die Aktivierungsmarker CD25 und CD137 (4-1BB)
etabliert. Die Punktediagramme wurden anhand einer festen Gating-Strategie (Abbildung 25)
ausgewertet. Durch die vorherige Markierung der Spender-T-Zellen mit CFSE sollte zusatzlich
das Proliferationsverhalten der CD8+ T-Zellen auf die jeweiligen T1 Zelllinien untersucht

werden. Letztendlich konnte das aussagekraftigste Ergebnis erzielt werden, wenn jeweils 5x10°
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Spender-T-Zellen mit 1x10° Zellen der entsprechenden T1 Zelllinien fir 72h in einer Rund-Well
Platte in 200pl RPMI Medium (+10 FCS, +1% Penicillin/Streptomycin) stimuliert werden. Als
Positiv-Kontrolle wurden 5x10° Spender-T-Zellen mit Phytohdmagglutinin  PHA (1pg)
stimuliert, als Negativ-Kontrolle dienten die unstimulierten Spender-T-Zellen.

Auffallig ist, dass nicht nur T1-pp65-eGFP, sondern auch T1 und T1-MCS-eGFP die CD8+ T-
Zellen von allen sechs getesteten HLA-A2+/CMV+ Spendern aktivieren. Diese Tatsache ist
durch eine erhdhte Expression von CD25, bei einigen Spendern aber auch von CD137 (4-1BB)
und einer verstarkten Proliferation (CFSE- CD25+) zu erkennen (Abbildung 26, 27 und 29).
Trotz dieser generalisierten Aktivierung lassen sich bei allen CMV-Spendern Unterschiede
zwischen der CD8+ T-Zell-Reaktion auf T1-pp65-eGFP und T1-MCS-eGFP bzw. T1 feststellen:
So ist zum einen die Expression von CD25 auf den CD8+ T-Zellen der CMV-Spender nach
Stimulation mit T1-pp65-eGFP signifikant (p<0,05, Wilcoxon- Test) hoher als nach Stimulation
mit T1-MCS-eGFP (Abbildung 26). Zum anderen exprimieren die CD8+ T-Zellen nach
Stimulation mit T1-pp65-eGFP signifikant (p<0,05, Wilcoxon-Test) mehr CD137 (4-1BB) auf
ihrer Oberflache als nach der Stimulation mit den anderen beiden T1 Zelllinien (Abbildung 27).
Am deutlichsten werden diese Unterschiede allerdings durch die Auswertung des prozentualen
Anteils der Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen erkennbar. Mit CD8+
CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen sind CD8+ T-Zellen gemeint, die sowohl positiv fir
CD25 als auch hoch positiv fir CD137 sind. T1-pp65-eGFP fihrt bei den sechs HLA-A2+
CMV+ Probanden zu einer signifikant (p<0,05, Wilcoxon-Test) héheren Expression von CD8+
CD25+ CD137+ T-Zellen als die Zelllinien T1 und T1-MCS-eGFP (Abbildung 28). Diese
Beobachtung wird bei der CD8+ T-Zell-Reaktion einiger Probanden durch die Formierung einer
entsprechenden Subpopulation (CD8+ CD25+ CD137+ T-Zellen, oberer rechter Quadrant) in
den Punktediagrammen unterstrichen (Abbildung 25). Jedoch war zur Auswertung des
Proliferationsverhaltens dieser CD8+ CD25+ CD137+ T-Zellen in den meisten Féllen die
durchflusszytometrisch gemessene Zellzahl zu gering (<50 Zellen). Die Mittelwerte der durch
T1 und T1-MCS-eGFP ausgelosten Expressionen von CD8+ CD137+ T-Zellen bzw. CD8+
CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen liegen jeweils hoher als nach Stimulation mit PHA.
Dennoch sind zwischen diesen beiden T1 Zelllinien insgesamt keine signifikanten Unterschiede
bei der Aktivierung von CD8+ T-Zellen der CMV-Spender zu verzeichnen.

Die beschriebenen Unterschiede in der CD8+ T-Zell-Reaktion der sechs HLA-A2+/CMV-sero-
positiven Spender auf die drei T1 Zelllinien spiegeln sich jedoch nicht im Proliferationsverhalten
wider. Hier fihrte die Auswertung der CD8+ CFSE- CD25+ Zellen zu keinem statistisch
signifikanten (p>0,05, Wilcoxcon Test) Ergebnis (Abbildung 29).
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Abbildung 25: Gating-Schema zur Auswertung der CD8+ T-Zell-Reaktion auf die transfizierten T1
Zelllinien am Beispiel von CMV-Spender 3 (BD FACS LSRII). Die ebenfalls gefarbten unstimulierten T-
Zellen dienten als Negativkontrolle. Anhand des Gates ,,CD137, SSC-A-subset®, insbesondere aber durch das
Gate CD25+ CD137+ hoch positiv (oberer rechter Quadrant) sind die Unterschiede im Aktivierungsverhalten der
CD8+ T-Zellen des CMV-Spenders auf T1, T1-MCS-eGFP bzw. T1-pp65-eGFP am deutlichsten erkennbar.
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Abbildung 26: Graphische Darstellung der Expression von CD25 auf CD8+ T-Zellen von sechs HLA-
A2+/CMV-sero-positiven Probanden nach Stimulation (72h) mit den Zelllinien T1, T1-MCS-eGFP und T1-
pp65-eGFP (BD FACSLSR II). Negativkontrolle: unstimulierte T-Zellen, Positivkontrolle: PHA stimulierte T-
Zellen; * entspricht einer statistischen Signifikanz von p<0,05 (Wilcoxon-Test), ns: nicht signifikant. Die
Mittelwerte und Standardabweichungen der Mittelwerte (linkes Diagramm) sind dargestellt.
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Abbildung 27: Graphische Darstellung der Expression von CD137 (4-1BB) auf CD8+ T-Zellen von sechs
HLA-A2+ CMV-sero-positiven Probanden nach Stimulation (72h) mit den Zelllinien T1, T1-MCS-eGFP
und T1-pp65-eGFP (BD FACSLSR II). Negativkontrolle: unstimulierte T-Zellen, Positivkontrolle: PHA
stimulierte T-Zellen; * entspricht einer statistischen Signifikanz von p<0,05 (Wilcoxon-Test), ns: nicht
signifikant. Die Mittelwerte und Standardabweichungen der Mittelwerte (linkes Diagramm) sind dargestellt.
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Abbildung 28: Graphische Darstellung der Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen
bei sechs HLA-A2+ CMV-sero-positiven Probanden nach Stimulation (72h) mit den Zelllinien T1, T1-
MCS-eGFP und T1-pp65-eGFP (BD FACSLSR I1). Negativkontrolle: unstimulierte T-Zellen, Positivkontrolle:
PHA stimulierte T-Zellen; * entspricht einer statistischen Signifikanz p<0,05 (Wilcoxon-Test), ns: nicht
signifikant. Die Mittelwerte und Standardabweichungen der Mittelwerte (linkes Diagramm) sind dargestellt.
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Abbildung 29: Graphische Darstellung der Expression von CD25 auf CFSE- CD8+ T-Zellen bei sechs
HLA-A2+ CMV-sero-positiven Probanden nach Stimulation (72h) mit den Zelllinien T1, T1-MCS-eGFP
und T1-pp65-eGFP (BD FACSLSR I1). Negativkontrolle: unstimulierte T-Zellen, Positivkontrolle: PHA
stimulierte T-Zellen; * entspricht einer statistischen Signifikanz p<0,05 (Wilcoxon-Test), ns: nicht signifikant.
Die Mittelwerte und Standardabweichungen der Mittelwerte (linkes Diagramm) sind dargestellt.
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5.3.3. Eingeschlossene Psoriasis-Patienten und ermittelte PASI-Scores

Nach der Isolation der PBMC und Oberflachenfarbung mit dem HLA-A2-FITC-Antikorper
konnten von insgesamt 15 Psoriasis-Patienten acht Patienten durchflusszytometrisch als HLA-
A2+ identifiziert und somit fur die Stimulationsexperimente eingeschlossen werden. Die HLA-
A2 Bestimmung der Patienten erfolgte am BD FACS Calibur nach dem in Abbildung 30
gezeigten Gating-Schema. Der fir die acht HLA-A2+ Psoriasis-Patienten am Tag der
Blutabnahme ermittelte PASI-Score (Schweregrad der Erkrankung) lag zwischen 7 und 13,8. In
Tabelle 11 sind Angaben zu Alter, Geschlecht, Therapie und der am Untersuchungstag ermittelte

PASI-Score der acht eingeschlossenen Psoriasis-Patienten zusammengefasst.
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Abbildung 30: HLA-A2-Bestimmung auf PBMC der Psoriasis-Patienten. Die HLA-A2-Bestimmung der
Psoriasis-Patienten erfolgte durchflusszytometrisch im BD FACS Calibur nach der Oberflachenfarbung der PBMC
mit dem Antikdrper HLA-A2-FITC.

Tabelle 11: Eingeschlossene HLA-A2+ typisierte Psoriasis-Patienten mit PASI-Score

Patient | Alter/Geschlecht Therapie PASI-Score
Patient 1 53, weiblich systemisch, Fumarsaure (Fumaderm®) 2x1/Tag 7,4
Patient 2 65, mannlich lokal 12,6
Patient 3 61, weiblich systemisch, Methotrexat 15mg/Woche 10,8
Patient 4 53, weiblich lokal 8,8
Patient 5 48, weiblich lokal 11,6
Patient 6 65, weiblich systemisch, Methotrexat 20mg/Woche 13,8
Patient 7 53, ménnlich lokal 9,6
Patient 8 51, weiblich lokal 7
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5.3.4 Ergebnisse der Stimulation von CD8+ T-Zellen HLA-A2+ Psoriasis-Patienten und
HLA-A2+ gesunder Kontroll-Probanden durch die Zelllinien T1-MCS-eGFP, T1-KRT17-
eGFP und T1-KRT13-eGFP

Nachdem in den Etablierungsexperimenten demonstriert werden konnte, dass T1-pp65-eGFP im
Vergleich zu T1-MCS-eGFP und T1 bei sechs HLA-A2+/CMV-sero-positiven Probanden eine
signifikant hohere Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen auslost, wurde
unter diesem Aspekt die CD8+ T-Zell-Reaktion der acht eingeschlossenen HLA-A2+ Psoriasis-
Patienten auf T1, T1-MCS-eGFP, T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP untersucht
(Abbildung 32). Zur Kontrolle wurde auch die CD8+ T-Zell-Reaktion von sechs gesunden HLA-
A2+ Kontroll-Probanden auf die genannten T1 Zelllinien getestet und nach demselben Gating-
Schema ausgewertet (Abbildung 31). Ahnlich wie bei den sechs HLA-A2+/CMV-sero-positiven
Spendern waren bei beiden Probandengruppen keine signifikanten Unterschiede in der
Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen nach Stimulation mit T1 und T1-
MCS-eGFP zu registrieren. Aus diesem Grund wurde sich zur weiteren Auswertung dazu
entschlossen, die Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen der Patienten
und gesunden Probanden auf T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP jeweils allein mit der
Reaktion auf die Referenz-Zelllinie T1-MCS-eGFP zu vergleichen.

Vergleicht man die CD8+ T-Zell-Antworten der sechs gesunden Kontroll-Probanden auf T1-
MCS-eGFP, T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP mit denen der acht Psoriasis-Patienten, so
fallt insbesondere anhand der Mittelwerte der Expression von CD8+ CD25+ CD137+ T-Zellen
die hoher ausfallende generalisierte Aktivierung auf (Abbildung 33 und 34). Interessanterweise
zeigen bereits die unstimulierten CD8+ T-Zellen der Psoriasis-Patienten eine signifikant héhere
(p<0,05, Wilcoxcon Test) Expression von CD8+ CD25+, CD8+ CD137+ bzw. CD8+ CD25+
CD137+ (hoch positiv) T-Zellen (Mittelwerte) als die der gesunden Kontrollprobanden
(Abbildung 35), wobei jeweils keine Korrelation zum PASI-Score besteht (Abbildung 36). Bis
auf einen gesunden Probanden, dessen CD8+ T-Zellen mit einer deutlich htheren Expression
von CD8+ CD25+ CD137+ T-Zellen auf T1-KRT13-eGFP antworteten (gesunder Kontroll-
Proband 6 in Abbildung 31 und 38), sind bei den gesunden Kontroll-Probanden jeweils geringe
bis kaum messbare Unterschiede in der Expression von CD8+ CD25+ CD137+ T-Zellen auf die
drei T1 Zelllinien feststellbar (Abbildung 33 und 38). Bei der CD8+ T-Zell-Reaktion der acht
Psoriasis-Patienten auf die drei T1 Zelllinien zeichnete sich hingegen ein deutlich heterogeneres
Bild ab (Abbildungen 34 und 39): So reagierten die T-Zellen von zwei Psoriasis-Patienten auf
T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP mit hoheren Expressionen von CD8+ CD25+ CD137+
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T-Zellen als auf T1-MCS-eGFP. Bei vier Psoriasis-Patienten fiel die Expression von CD8+
CD25+ CD137+ T-Zellen in Reaktion auf jeweils eine der Zelllinien T1-KRT17-eGFP bzw. T1-
KRT13-eGFP hoher aus als nach der Stimulation mit T1-MCS-eGFP. Hierbei ist hervorzuheben,
dass die CD8+ T-Zellen eines Patienten im Vergleich zu T1-MCS-eGFP mit einer besonders
hohen Expression von CD8+ CD25+ CD137+ T-Zellen auf T1-KRT13-eGFP reagierten (Patient
2 in Abbildung 32 und 39). Bei zwei Psoriasis-Patienten reagierten die T-Zellen auf alle drei
Zelllinien mit einer etwa gleichhohen Expression von CD8+ CD25+ CD137+ T-Zellen
(Abbildung 34 und 39). Eine Korrelation des prozentualen Anteils der CD8+ CD25+ CD137+
(hoch positiv) T-Zellen nach Stimulation mit T1-KRT17-eGFP bzw. T1-KRT13-eGFP zum
PASI-Score der Psoriasis-Patienten konnte jedoch nicht gefunden werden (Abbildung 37).
Insgesamt waren sowohl bei den sechs gesunden HLA-A2+ Kontroll-Probanden als auch bei den
acht HLA-A2+ Psoriasis-Patienten keine signifikanten (p<0,05, Wilcoxcon-Test) Unterschiede
in der Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen nach Stimulation mit T1-
MCS-eGFP, T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP zu verzeichnen (Abbildung 33 und 34).

T1-MCS-eGFP T1-KRT17-eGFP T1-KRT13-eGFP unstimuliert
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Abbildung 31: Die Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen (jeweils oberer rechter
Quadrant in den Punktediagrammen) nach Stimulation (72h) mit den drei T1 Zelllinien T1-MCS-eGFP,
T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP bei drei exemplarisch ausgewéhlten HLA-A2+ gesunden Kontroll-
Probanden (BD FACS LSRII). Ebenfalls dargestellt ist die Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch
positiv) T-Zellen bei den unstimulierten T-Zellen (Negativkontrolle) der entsprechenden Probanden.
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Abbildung 32: Die Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen (jeweils rechter oberer
Quadrant in den Punktediagrammen) nach Stimulation (72h) mit den drei T1 Zelllinien T1-MCS-eGFP,
T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP bei sechs exemplarisch ausgewahlten HLA-A2+ Psoriasis-Patienten
(BD FACS LSRII). Ebenfalls dargestellt ist die Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen
bei den unstimulierten T-Zellen (Negativkontrolle) der entsprechenden Patienten.
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Abbildung 33: Graphische Darstellung (Boxplot) der Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv)
T-Zellen bei sechs HLA-A2+ gesunden Kontroll-Probanden nach Stimulation (72h) mit T1-MCS-eGFP, T1-
KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP. Negativkontrolle: unstimulierte T-Zellen. Bei der Reaktion auf die drei
Zelllinien konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden (Wilcoxon-Test, p>0,05)
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Abbildung 34: Graphische Darstellung (Boxplot) der Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv)
T-Zellen bei acht HLA-A2+ Psoriasis-Patienten nach Stimulation (72h) mit T1-MCS-eGFP, T1-KRT17-
eGFP und T1-KRT13-eGFP. Negativkontrolle: unstimulierte T-Zellen. Bei der Reaktion auf die drei Zelllinien
konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden (Wilcoxon-Test, p>0,05)
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Abbildung 35: Graphische Darstellung der Expression von CD8+ CD25+ T-Zellen (oben), CD8+ CD137+
T-Zellen (mitte) und CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen (unten) bei acht HLA-A2+ Psoriasis-
Patienten und sechs gesunden Probanden nach 72h im unstimulierten Zustand. * entspricht einer

statistischen Signifikanz von p<0,05

Mittelwerte (jeweils linkes Diagramm) sind dargestelit.
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Abbildung 36: Graphische Darstellung des Schweregrades der Erkrankung (PASI-Score) bei acht HLA-
A2+ Psoriasis-Patienten in Beziehung zum prozentualen Anteil von unstimulierten (nach 72h) CD8+
CD25+ (links oben), CD8+ CD137+ (rechts oben) bzw. CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen.
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Abbildung 37: Graphische Darstellung des Schweregrades der Erkrankung (PASI-Score) bei acht HLA-
A2+ Psoriasis-Patienten in Beziehung zur Differenz (A) zwischen dem prozentualen Anteil der CD8+
CD25+ CD137 + (hoch positiv) T-Zellen nach Stimulation (72h) mit T1-MCS-eGFP und T1-KRT17-eGFP
bzw. T1-KRT13-eGFP.
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Abbildung 38: Graphische Einzeldarstellung der Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-
Zellen bei sechs gesunden HLA-A2+ Kontroll-Probanden nach Stimulation (72h) mit den T1 Zelllinien T1-
KRT17-eGFP bzw. T1-KRT13-eGFP in Relation zur Stimulation mit der Referenz-Zelllinie T1-MCS-

eGFP.
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Abbildung 39: Graphische Einzeldarstellung der Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-
Zellen bei 8 HLA-A2+ Psoriasis-Patienten nach Stimulation (72h) mit den T1 Zelllinien T1-KRT17-eGFP
bzw. T1-KRT13-eGFP in Relation zur Stimulation mit der Referenz-Zelllinie T1-MCS-eGFP.
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6  Diskussion

Die Psoriasis ist eine chronische entzlindliche Erkrankung der Haut, Nagel und Gelenke, deren
Pathogenese noch nicht ganz aufgedeckt ist. Aufgrund der Beteiligung verschiedener
Subpopulationen von u.a. autoreaktiven T-Zellen wird die Psoriasis heute als eine
Autoimmunerkrankung verstanden und entsprechend mit immunsupprimierenden bzw.
immunmodulierenden Medikamenten behandelt. Bisher konnten durch verschiedenste Methoden
einige potentielle Autoantigene in der Psoriasis vulgaris identifiziert werden, wobei sich
allerdings manche Arbeiten in ihren Ergebnissen widersprechen. Nicht zuletzt durch ihre
Anhnlichkeit zum M-Protein der Streptokokken und der daraus hervorgehenden Hypothese iiber
die Krankheitsentstehung (Molekulares Mimikry) kommen bestimmte Zytokeratine der Haut,
insbesondere KRT17, am ehesten als Autoantigene fiir autoreaktive T-Zellen in Betracht .
Neben weiteren Zytokeratinen (z.B. KRT13)"*"® wird jedoch noch eine Vielzahl von anderen
potentiellen Autoantigenen vermutet "*. So kénnte man annehmen, dass die T-Zellen eines jeden
Patienten gegen bestimmte individuelle Muster von kdrpereigenen Antigen-Strukturen reagieren.
Heutzutage wird neben den dermalen CD4+ T-Zellen immer mehr den autoreaktiven CD8+ T-
Zellen eine kritische Rolle bei der Erkennung von Autoantigenen in der Psoriasis vulgaris
zugeschrieben. Grund zu dieser Annahme geben zum einen die gefundenen Assoziationen mit
bestimmten MHC-Klasse-1 Molekiilen, wie u.a. HLA-Cw6 und HLA-A2 3% zum anderen
aber auch jlingste Untersuchungsergebnisse zum Aktivierungsgrad von CD8+ T-Zellen in der

Epidermis von Psoriasis-Lésionen °*™

. Da CD8+ T-Zellen Antigene bekanntermallen tber
MHC-Klasse-1 Komplexe erkennen, konnen potentielle Autoantigene theoretisch nicht nur z.B.
durch die Zellen der Epidermis, sondern von allen kernhaltigen Zellen des Korpers présentiert
werden. Hierbei stot die Forschung an autoreaktiven CD8+ T-Zellen bei der Erkennung von
potentiellen Autoantigenen in Autoimmunerkrankungen, wie z.B. in der Psoriasis vulgaris, an
seine Grenzen. Zudem ist die Untersuchung von Autoantigenen noch immer mit gewissen
Einschrankungen verbunden: Zwar kénnte man auch hier - wie in unserer Arbeitsgruppe bereits
flr andere Antigene etabliert - mit so genannten Peptidpools arbeiten, jedoch stellt diese
Methode langfristig eine duRerst kostenaufwendige Angelegenheit dar.

An diesem Punkt liefert die vorliegende Arbeit ein neues und sehr interessantes Konzept: Auf

der Grundlage der HLA-A2+ antigenprasentierenden Zelllinie 174xCEM.T1 (T1) sollte in vitro
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die Reaktion von CD8+ T-Zellen auf stabil-transfizierte potentielle Autoantigene bei der
Psoriasis modellhaft nachgebildet und getestet werden. Dazu wurde T1 jeweils mit dem CMV-
Antigen pp65 (Kontroll-Antigen) bzw. den potentiellen Psoriasis-Autoantigenen KRT17 und
KRT13 (ber das piggyBac'™-Transposon Expressionsvektorsystem erfolgreich stabil-
transfiziert. AnschlieRend wurden durch mehrere durchflusszytometrische Zellsortierungsschritte
reine T1 Zelllinien etabliert.

Letztendlich setzt sich die Arbeit in diesem Kapitel mit der zentralen Fragestellung auseinander,
inwiefern die geschaffenen T1 Zelllinien CD8+ T-Zellen antigenspezifisch stimulieren kénnen
und somit fir die Etablierung eines Testsystems zur Aufdeckung potentieller Autoantigene bei
der Psoriasis vulgaris geeignet sind. Um die Frage zu beantworten, sollen an dieser Stelle
zundachst die Eigenschaften der Zelllinie T1, vor allem aber auch exemplarisch die Ergebnisse
der Stimulationsexperimente mit der etablierten Zelllinie T1-pp65-eGFP und den isolierten T-
Zellen von sechs HLA-A2+/CMV-sero-positiven Spendern diskutiert werden. AbschlieRend
werden die Ergebnisse der Experimente mit den Zelllinien T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-
eGFP und den isolierten T-Zellen der acht HLA-A2+ Psoriasis-Patienten und sechs HLA-A2+
gesunden Kontroll-Probanden in den aktuellen Wissenstand Uber die Immunpathogenese der

Psoriasis eingeordnet.

6.1 Begrindung zur Auswahl der verwendeten APC-Zelllinie T1

Zur Realisierung des in dieser Arbeit angedachten Konzepts, musste als erstes eine APC-
Zelllinie gefunden werden, die Uber ganz bestimmte Eigenschaften verfligt. Die Wahl fiel
schlieBlich auf die HLA-A2+ humane APC-Zelllinie 174xCEM.T1 (T1). Urspriinglich wurden
T1 und ihre mutierten Varianten zur ldentifikation und Charakterisierung von HLA-Allelen
verwendet 8. Heute dient T1 hauptsachlich zum Beladen von HLA-A2 restringierten Peptiden,
um HLA-A2+ Splenozyten bzw. zytotoxische CD8+ T-Zellen mit peptidspezifischen TCR flr
weitere Versuche zu aktivieren %#. Auch vor diesem Hintergrund leistet die vorliegende Arbeit
einen innovativen methodischen Beitrag: Es wurde untersucht, ob HLA-A2+ CD8+ T-Zellen
auch dann antigenspezifisch durch T1 aktiviert werden, wenn die Zelllinie mit der vollstandigen
Nukleotidsequenz eines Antigens bzw. potentieller Autoantigene stabil-transfiziert wurde. Im
Hinblick auf die Etablierung eines experimentellen Testsystems flir Autoantigene bei
Autoimmunerkrankungen kommt die hohe Pravalenz (ca. 50%) des HLA-A2-Allels unter
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Kaukasiern sehr gelegen ®, die sich auch in den HLA-A2-Bestimmungen der 15 getesteten
Psoriasis-Patienten (8 von 15 Patienten waren HLA-A2+) widerspiegelte.

Als Grundvoraussetzung fur diese Arbeit musste unbedingt gewéhrleistet sein, dass die stabil-
transfizierten APC-Zelllinien die transfizierten Antigene auch prozessieren und als endogen-
synthetisierte Peptide Uber ein MHC-Klasse-1 Molekil (hier: HLA-A2) den CD8+ T-Zellen
prasentieren konnen. Folglich wurde sich bewusst flir T1 entschieden, und nicht fur ihre mutierte
Tochter-Zelllinie 174XxCEM.T2 (T2). Bekanntermafen exprimiert T2 auf der einen Seite deutlich
weniger HLA-A2 als T1 8. Andererseits exprimiert T2 durch Mutationen zwar keine MHC-
Klasse-11-Molekile mehr, sie ist mit dem damit einhergehenden Verlust der TAP-Gene (engl.
Transporter associated with Antigen Processing) jedoch nicht mehr dazu in der Lage, endogen
prozessierte Peptide auf MHC-1-Komplexen zu prasentieren 8. Nichtsdestotrotz eignet sich T2
besonders gut, um von exogen mit Peptiden beladen zu werden und diese zytotoxischen CD8+

T-Zellen zu prasentieren 28791,

6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Die untersuchten Oberflachenmarker von T1 erfullen die Anforderungen an eine

professionell antigenpréasentierende Zelllinie

Prinzipiell verfligen nahezu alle kernhaltigen Zellen des Korpers neben ihrer eigentlichen
Funktion zusétzlich Gber die Fahigkeit, Antigene auf ihrer Oberflache Uber MHC-Klasse-I

Komplexe zu présentieren °

. Hierdurch koénnen infizierte oder mutierte Koérperzellen vom
Immunsystem, v.a. von CD8+ T-Zellen erkannt werden. Hingegen besteht die Hauptaufgabe von
so genannten ,,professionell” antigenprisentierenden Zellen, aufgenommene Antigene zu
prozessieren, diese in Form von Peptiden auf vorrangig MHC-Klasse-1I-Komplexen den T-
Zellen zu présentieren und sie gegebenenfalls zu aktivieren. Zu den professionell
antigenprasentierenden Zellen des Korpers zahlen dendritische Zellen, Monozyten,
Makrophagen und B-Lymphozyten >,

Die in dieser Arbeit verwendete humane APC-Zelllinie T1 stellt eine sehr interessante Zelllinie
dar, weil sie offenbar Eigenschaften von professionell antigenprésentierenden Zellen und von
Korperzellen miteinander vereint: Zum einen wurde durch die Oberflachenfarbungen der
Zelllinie deutlich, dass T1 mit den Oberflaichenmarkern CD19 und CD83 wichtige

Charakteristika von B-Lymphozyten bzw. dendritischen Zellen aufweist 4. Zudem verfiigt die
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Zelllinie mit CD40, CD80 und CD86 auch Uber bekannte essentielle Co-Rezeptoren zur
Aktivierung von T-Zellen %, Der relativ hohe Anteil eines MHC-Klasse-11-Molekiils auf der
Oberflache (hier: HLA-DR7) ist ebenfalls charakteristisch fiir professionell antigen-
prasentierende Zellen. Auf der anderen Seite weist T1 durch seinen besonders hohen Anteil des
MHC-Klasse-1 Molekiils HLA-A2 auf der Oberflache ein typisches Merkmal von Kdorperzellen,
wie z.B. Keratinozyten auf. Anhand der vorgenommenen Oberflachenfarbung der Zelllinien T1,
T1-MCS-eGFP und T1-pp65-eGFP konnte zudem demonstriert werden, dass die Expression der
genannten Oberflachenmarker auch nach der Transfektion der Antigene lber Elektroporation mit
anschlieBender viermaliger durchflusszytometrischer Zellsortierung unverandert bleibt. Folglich
erfullt T1 durch die konstante Expression von wichtigen Oberflachenmarkern zur
Antigenprasentation den in dieser Arbeit gesetzten Anspruch an ein, auf stabil-transfizierten

APC-Zelllinien, basierendes Testsystem von Autoantigenen.

6.2.2 Beide Promotoren des verwendeten Expressionsvektorsystems sind in den

transfizierten T1 Zellinien aktiv

Um die stabil-transfzierten T1 Zellen zu sortieren und spéter die Reinheit der T1 Zelllinien zu
erhdhen, wurden die Zelllinien mehrmals durchflusszytometrisch (ber den Reporter eGFP
sortiert. Das grun fluoreszierende Signal des Reporters eGFP lieferte gleichzeitig den Beweis
dafir, dass der SV40 CMV Promotor in T1-MCS-eGFP, T1-pp65-eGFP, T1-KRT17-eGFP und
T1-KRT13-eGFP aktiv ist und somit das eGFP Gen in den Zellen exprimiert wird.

Weiterhin musste fur die folgenden Stimulationsexperimente mit zytotoxischen CD8+ T-Zellen
unbedingt sichergestellt werden, dass auch die stabil-transfizierten Antigene bzw. potentiellen
Autoantigene in den T1 Zelllinien unter dem humanen hEFla Promotor exprimiert werden
kénnen. Allein fir diesen Zweck, namlich zur Expressionskontrolle des humanen Promotors
hEFla in T1, wurde die Zelllinie T1-eGFP-mCherry etabliert. Offensichtlich fluoresziert T1-
eGFP-mCherry im BD FACS Ariall gleichzeitig grin (eGFP) und rot (mCherry). Dieses
Ergebnis liefert den Beweis dafiir, dass beide Promotoren im Genom der T1 Zelllinie
gleichzeitig aktiv sein kdnnen. Obwohl sich vor beiden Reporter-Genen die identische Kozak-
Sequenz # (GCCACC) befindet, fallt bei T1-eGFP-mCherry im Durchflusszytometer auf, dass
das Fluoreszenz-Signal von eGFP unter dem humanen hEFla Promotor deutlich starker ist als
das Signal von mCherry unter dem SV40 CMV Promotor. Auch in den anderen T1 Zelllinien
fluoresziert das eGFP unter dem SV40 CMV Promotor nicht so hell wie unter dem hEFla
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Promotor in T1-eGFP-mCherry. Aus diesen Beobachtungen kénnte man schlussfolgern, dass der
humane hEFla-Promotor in T1 aktiver ist als der SV40 CMV Promotor und dadurch auch die
(Auto)Antigene pp65, KRT17 bzw. KRT13 in den anderen etablierten T1 Zelllinien unter hEFla

effektiver exprimiert werden.

6.2.3 T1 und die etablierten T1 Zelllinien I6sen eine Alloreaktivitat bei T-Zellen aus

Betrachtet man die Ergebnisse der Stimulationsexperimente der T-Zellen von den sechs HLA-
A2+ CMV+ Spendern, acht HLA-A2+ Psoriasis-Patienten und den sechs HLA-A2+ gesunden
Kontroll-Probanden mit den Zelllinien T1, T1-MCS-eGFP und T1-pp65-eGFP bzw. T1-KRT17-
eGFP und T1-KRT13-eGFP in ihrer Gesamtheit, so lasst sich nicht verleugnen, dass alle funf
Zelllinien zu einer generalisierten Aktivierung von T-Zellen bzw. CD8+ T-Zellen fuihren. Diese
Tatsache ist zunéchst durch eine erhohte Expression von CD25 und eine verstarkte Proliferation
(CFSE- CD25+) im Durchflusszytometer deutlich erkennbar. Jedoch scheint es sich dabei nicht
gerade um ein unbekanntes Phdnomen zu handeln: Die beschriebene CD8+ T-Zell-Aktivierung
ist am ehesten mit einer Alloreaktivitat zu erklaren. Unter dem Begriff Alloreaktivitat wird eine
Form der Kreuz-Reaktivitat von bestimmten T-Zellen eines Individuums verstanden, bei denen
der TCR auf Nicht-Selbst- bzw. allogene MHC-Komplexe oder auf von Selbst-MHC-
Komplexen prasentierte Nicht-Selbst-Peptide reagiert ®. Bei der ersten Form der
Alloreaktiviat kdnnen alloreaktive T-Zellen, unabhangig vom gebundenen Peptid, stark mit den
Nicht-Selbst-MHC-Molekiilen reagieren *’. Offenbar ist diese haufige Form der Alloreaktiviat
bei den durchgefuhrten Stimulationsexperimenten sehr wahrscheinlich. Zwar konnte durch die
HLA-A2-Typisierung der Spender-T-Zellen flr die Stimulationsexperimente mit T1 eine
grundlegende HLA-Kompatibilitat gewahrleistet werden, aber trotzdem blieb es unvermeidlich,
dass andere fremde MHC-Komplexe auf T1 die Stimulationsexperimente beeinflussen kénnten.
In der Tat exprimiert T1 neben insbesondere einem hohen Anteil von HLA-A2 mit HLA-Aw30,
-B5, -Bw4, -Bw6 noch weitere MHC-Klasse-1-Komplexe und mit HLA-DR7 zusétzlich einen
MHC-Klasse-11-Komplex auf der Oberflache . Eine nahere Bestimmung des HLA-Profils der
Spender-T-Zellen flr die Stimulationsexperimente mit den transfizierten T1 Zelllinien wére
jedoch zu aufwéndig und wiirde den Rahmen der Untersuchung sprengen. AuRerdem ist nicht
geklart, wie stark sich die an die (Nicht)-Selbst-MHC-Komplexe gebundenen Peptide auf T1 von
den korpereigenen Peptiden der Spender unterscheiden, denn zu grofRe Diskrepanzen wirden

somit eine zweite mogliche Form der Alloreaktiviat begiinstigen .
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In einer anderen Uberlegung konnte die generalisierte Aktivierung der T-Zellen durch T1
zusatzlich auch von seitens der Zelllinie sezernierter Zytokine bzw. Signale getriggert werden.
So lésten in den Etablierungsexperimenten mehrere Anstrengungen, eine mogliche Alloreaktion
bzw. Hintergrundaktivierung durch vorherige Bestrahlung mit ca. 35Gy %" bzw. Fixierung mit
0,18% Paraformaldehyd * der T1 Zelllinien zu reduzieren, eine noch heftigere Aktivierung und
gesteigerte Proliferation der T-Zellen aus (Daten nicht gezeigt). In diesem Fall wére die

gesteigerte T-Zell-Antwort am ehesten durch von T1 sezernierte Apoptose- Signale erklarbar.

6.2.4 Die antigenspezifische CD8+ T-Zell-Aktivierung von HLA-A2+ CMV-sero-positiven
Spendern auf T1-pp65-eGFP hebt sich von der Alloreaktiviat auf die T1 Zelllinien ab

Zytotoxischen CD8+ T-Zellen wird eine entscheidende Rolle bei der Bekampfung von viralen
Infektionen zugesprochen *°. Das humane Cytomegalievirus (HCMV) zahlt zu den gréRten
humanen Viren und wird durch etwa 160 Gene verschliisselt '®°. Heute weiR man, dass sich die
CD8+ Gedachtnis-T-Zell-Antwort nicht gleichermal3en gegen alle diese Proteine richtet, sondern
in erster Linie gegen das Tegument-Protein pp65 ’’. Folglich diente die Zelllinie T1-pp65-eGFP
in dieser Arbeit als eine Positiv-Kontrolle des angedachten Testsystems und wurde zur
Etablierung der experimentellen Rahmenbedingungen verwendet. Durch die stabile Transfektion
der Nukleotidsequenz von pp65 in das Genom von T1 sollte simuliert werden, die APC-Zelllinie
sei mit dem Zytomegalievirus (CMV) infiziert und exprimiere dessen Haupt-Antigen pp65 in
Peptiden auf ihrer Oberflache. In anderen Worten, durch die Stimulationsexperimente mit T1-
pp65-GFP wurde exemplarisch der Frage nachgegangen, ob diese etablierte T1 Zelllinie
tatsachlich die CD8+ T-Zellen von HLA-A2+/CMV-sero-positiven Probanden durch die
Préasentation des stabil-transfizierten Antigenes pp65 antigenspezifisch aktivieren kann und somit
stabil-transfizierte T1 Zelllinien zur weiteren Testung potentieller Autoantigene bei Psoriasis-
Patienten geeignet sind. Hierbei wurde zum Vergleich jeweils auch die Reaktion der T-Zellen
auf die Zelllinien T1-MCS-eGFP und T1 getestet. Da sich diese Arbeit die Etablierung eines
Testsystems fiir Antigene/Autoantigene zum Ziel gesetzt hat, waren mehrere Etablierungsschritte
notwendig, um die optimalen experimentellen Rahmenbedingungen und passenden
Anzeigeparameter in Form von Aktivierungsmarkern zu definieren. So unterstreichen das
ermittelte Zellverhéltnis (APC: T-Zelle: 1:5), die Markierung der Spender-T-Zellen mit CFSE

zur durchflusszytometrischen Bestimmung der Proliferation, die gewahlte Stimulationszeit (72h)
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sowie die eingefiihrten  Aktivierungsmarker CD25 und CD137 (4-1BB) zur
durchflusszytometrischen Messung der Expression den hohen Anspruch der vorliegenden Arbeit.
Wie bereits im vorherigen Kapitel beschrieben, scheint die CD8+ T-Zell-Reaktion aller
Probanden auf die T1 Zelllinien von einer Alloreaktivitat gepragt zu sein. Bei genauerer
Betrachtung der Ergebnisse dieses Experiments gibt es jedoch mehrere Anhaltspunkte darauf,
dass T1-pp65-eGFP die CD8+ T-Zellen der sechs CMV-Spender ber die Alloreaktivitdt hinaus
antigenspezifisch aktiviert. Zunachst kann die Expression von CD25 auf den CD8+ T-Zellen
nach Stimulation mit T1-pp65-eGFP genannt werden, die signifikant (p<0,05, Wilcoxon Test)
hoher ist als nach Stimulation mit T1-MCS-eGFP. Im Vergleich zur Stimulation mit T1 ist knapp
kein signifikanter Unterschied zu verzeichnen. Trotzdem gilt als eigentliche (Negativ-) Kontrolle
dieses Systems die Stimulation der CD8+ T-Zellen mit T1-MCS-eGFP, denn diese T1 Zelllinie
ist genauso wie T1-pp65-eGFP nach stabiler Transfektion eines piggyBac'™-Transposon
Expressionsvektors durch Elektroporation und viermaliger durchflusszytometrischer Sortierung
entstanden. Im Unterschied zum Expressionsvektor pPB-pp65-eGFP enthalt der in diese Zelllinie
transfizierte Vektor pPB-MCS-eGFP neben dem Reporter-Gen eGFP allerdings kein weiteres
Antigen. Andererseits sollte die alleinige Auswertung der Expression von CD25 nicht
uberbewertet werden, denn anhand der Verteilung und HOhe der Werte verglichen zur
Stimulation mit PHA (Positivkontrolle) erweist sich dieser Aktivierungsmarker hierbei als zu
wenig spezifisch und driickt anscheinend eher eine magliche Alloreaktivitat aus ***.

Einen starkeren Beweis fir eine stattgefundene antigenspezifische Stimulation kann hingegen
die Auswertung der Expression des co-stimulatorischen Aktivierungsmarkers CD137 (4-1BB)
aufzeigen: T1-pp65-eGFP ruft bei den CD8+ T-Zellen der CMV-Spender eine signifikant
(p<0,05, Wilcoxon- Test) héhere Expression von CD137 (4-1BB) hervor als T1-MCS-eGFP
bzw. T1. Folglich bestatigt dieses Ergebnis die in der Arbeit von Wolfl et al. (2007) gezogene
Erkenntnis, dass die Messung der Expression von CD137 im Vergleich zu CD25 und CD69 am
geeignetsten ist, um antigenspezifisch aktivierte CD8+ T-Zellen zu charakterisieren %°. Wolfl et
al. (2007) gingen methodisch jedoch ganz anders vor, indem sie HLA-A2 restringierte/Melan-A-
spezifische T-Zell-Klone mit der TAP-defizienten Tochter-Zelllinie T2 stimulierten, die zuvor
mit ausgewdhlten Peptiden von bestimmten Antigenen beladen wurde. Nach 24h Stimulation
stellten sie auf den aktivierten CD8+ T-Zellen die hochste Expression von CD137 fest und
identifizierten diesen Marker als Surrogatmarker fiir antigenspezifisch aktivierte CD8+ T-Zellen
2% In der vorliegenden Arbeit wurde die Nukleotidsequenz des Antigens pp65 nicht nur in eine
andere Zelllinie (T1) stabil-transfiziert, sondern auch die Gesamtheit der CD3+ T-Zellen von

HLA-A2+/CMV-sero-positiven Spendern fiir 72h mit den transfizierten Zelllinien stimuliert.
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Dennoch konnte ein signifikantes Ergebnis bei der Expression von CD137 auf CD8+ T-Zellen
nach Stimulation mit T1-pp65-eGFP im Vergleich zur Referenz-Zelllinie T1-MCS-eGFP bzw.
T1 erzielt werden. Hieraus kann man schlussfolgern, dass T1 das stabil-transfizierte Antigen
pp65 den CD8+ T-Zellen HLA-A2+ CMV-sero-positiver Spender in Peptiden tber HLA-A2
prasentieren muss. Des Weiteren ist die durchflusszytometrisch gemessene Expression von
CD137 auf den CD8+ T-Zellen nach Stimulation mit T1-pp65-eGFP sogar signifikant hoher als
nach Stimulation mit PHA und lasst die Behauptung zu, dass PHA die CD8+ T-Zellen einiger
Probanden vergleichsweise wenig antigenspezifisch aktiviert.

Noch glaubhafter kann die antigenspezifische Stimulation von CD8+ T-Zellen durch T1-pp65-
eGFP aufgezeigt werden, wenn man insbesondere die Expression CD8+ CD25+ CD137"%"+
(hoch positiv) T-Zellen auswertet: Diese ist nach Stimulation mit T1-pp65-eGFP verglichen zu
T1 und T1-MCS-eGFP nicht nur signifikant (p<0,05, Wilcoxon Test) am hdchsten, sondern wird
bei einigen CMV-Spendern sogar zusétzlich noch durch die Formierung einer entsprechenden
Subpopulation im Durchflusszytometer untermauert. Wahrscheinlich stellen die hoch positiven
Zellen der CD8+ CD25+ CD137+ Subpopulation das Korrelat zu spezifisch-aktivierten
zytotoxischen CD8+ T-Zellen dar, die nach erfolgter Antigenerkennung von pp65-Peptiden auf
T1-pp65-eGFP proliferieren, Zytokine produzieren und sich weiter differenzieren *%*%_ Aus
den Ergebnissen von anderen Stimulationsexperimenten, in denen PBMC von HLA-A2+ CMV-
sero-positiven Spendern mit HLA-A2 restringierten pp65-Peptid-Tetrameren stimuliert wurden,
ist bekannt, dass CMV-spezifische CD8+ T-Zellen spenderabhangig ca. 0,5-6% des CD8+
Repertoires stellen 1% 1% Interessanterweise liegen die in dieser Arbeit gemessenen Anteile der
CD8+ CD25+ CD137+ Subpopulation (1-3,5%) nach Stimulation mit T1-pp65-eGFP etwa in
dem gleichen Bereich und bekraftigen abermals die Vermutung, dass es sich bei diesen hoch
positiven Zellen um CMV-spezifische zytotoxische CD8+ T-Zellen handeln kénnte. Da die
Anzahl der antigenspezifisch aktivierten CD8+ CD25+ CD137+ T-Zellen in den durchgefihrten
Experimenten fur weitere Aussagen zum Proliferationsverhalten haufig zu gering (<50 Zellen)
war, konnte deren Proliferation nicht in die Auswertung der Experimente mit einbezogen
werden. Ein zu geringer Anteil von antigenspezifischen Zellen kénnte auch der Grund dafir sein,
dass kaum Unterschiede im allgemeinen Proliferationsverhalten der CD8+ T-Zellen (CD8+
CFSE- CD25+) auf alle drei Zelllinien festgestellt werden konnte.

Zusammenfassend lasst sich also schlussfolgern, dass die Zelllinie T1, trotz einer induzierten
Alloreaktivitat bei den T-Zellen durchaus als APC-Zelllinie fiir das in dieser Arbeit angedachte
Testsystem fiir potentielle Autoantigene von CD8+ T-Zellen z.B. bei Psoriasis-Patienten

verwendet werden kann. Die Ergebnisse der durchgefiihnrten CMV-Experimente zeigen auf, dass
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man eine antigenspezifische Reaktion von zytotoxischen CD8+ T-Zellen auf die mit Antigenen
transfizierten T1 Zelllinien am besten durch die Messung des prozentualen Anteils von CD8+
CD137 (4-1BB)+ T-Zellen bzw. CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen erkennt und die
Alloreaktion damit am deutlichsten in den Hintergrund stellt. Allerdings muss die Hohe der
Aktivierung der CD8+ T-Zellen auf eine mit einem bestimmten (potentiellen-) Antigen stabil-
transfizierte T1 Zelllinie immer zumindest in Bezug auf die hervorgerufene Aktivierung durch
die Referenz-Zelllinie T1-MCS-eGFP (mit antigen-leerem piggyBac'™-Expressionsvektor

transfiziert) ausgewertet werden.

6.2.5 Die Ergebnisse der Stimulationsexperimente mit T1-MCS-eGFP, T1-KRT17-eGFP
und T1-KRT13-eGFP geben einen Anhalt darauf, dass es sich bei KRT17 und KRT13 um

potentielle Autoantigene von CD8+ T-Zellen in der Psoriasis handelt

Im Grunde genommen baut die vorliegende Arbeit auf der eingangs erwahnten Hypothese der
Molekularen Mimikry zur Krankheitsentstehung der Psoriasis auf. So fiel bei der Auswahl der
zwei zu klonierenden potentiellen Auto-Antigene die Wahl ganz bewusst auf KRT17, denn es
sind insbesondere die Forschungsergebnisse zu KRT17 ", die die Hypothese der Molekularen
Mimikry am eindricklichsten stiitzen: Wahrend einer durch beta-hd&molysierende Typ-A-
Streptokokken ausgeldsten Tonsillitis werden T-Zellen von Patienten innerhalb der Tonsillen auf
das M-Protein sensibilisiert und bilden dabei durch eine erhohte Expression von CLA
Charakteristiken aus, die ihnen den Eintritt in die Haut erleichtern kénnten ®. Daraufhin wiirden
zytotoxische HLA-Cw6+ CD8+ T-Zellen von den Tonsillen in die Epidermis migrieren und
insbesondere die mit dem M-Protein identische ALEEAN-Sequenz des Zytokeratins KRT17
erkennen, die von aktivierten Keratinozyten bzw. APC-Zellen prasentiert werden ®. Anhand
anderer zahlreicher Studien Uber potentielle Autoantigene in der Psoriasis vulgaris erscheint der
beschriebene VVorgang theoretisch auch fir weitere Strukturen denkbar, wobei die CD8+ T-Zell-
Reaktion auf viele dieser bereits identifizierten Peptide bzw. Zytokeratine (z.B. KRT13) bisher
noch nicht detaillierter untersucht wurde "3 Die vorliegende Arbeit filhrt eindriicklich den
Gedanken fort und setzt sich zum Ziel, basierend auf klonierten humanen HLA-A2+ APC-
Zelllinien ein in vitro Testsystem fiir potentielle Autoantigene von autoreaktiven CD8+ T-Zellen
bei der Psoriasis bzw. Autoimmunerkrankungen zu etablieren. Einerseits sollte durch die
Stimulationsexperimente mit der klonierten APC-Zelllinie T1-KRT17-eGFP eine stérkere

Aktivierung der CD8+ T-Zellen von Psoriasis-Patienten durch KRT17-Peptide verglichen zur
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Zelllinie T1-MCS-eGFP nachgestellt bzw. bestétigt werden. Andererseits wurde durch T1-
KRT13-eGFP mit KRT13 gleichzeitig ein weiteres potentielles Autoantigen untersucht und die
Ergebnisse dieser Stimulationsexperimente den Ergebnissen der Stimulationsexperimente mit
T1-KRT17-eGFP gegeniibergestellt. Jedoch mussten fur diese Arbeit aufgrund der
Eigenschaften der verwendeten HLA-A2+ APC-Zelllinie T1 die experimentellen
Rahmenbedingungen in verschiedenen Aspekten anders definiert werden: Erstens wurde zur
Untersuchung der Aktvierung von CD8+ T-Zellen bewusst nicht die Sekretion des mit der
Psoriasis vulgaris assoziierten Zytokins IFN-y herangezogen . So wire es denkbar, dass die
durch T1 ausgelGste generalisierte Aktivierung sich entscheidend in einer erhohten IFN-y-
Sekretion der CD8+ T-Zellen darstellt und somit die Ergebnisse sehr unspezifisch erscheinen
lasst. Stattdessen wurde - wie bereits zuvor bei den Etablierungsexperimenten mit T1-pp65-
eGFP demonstriert - die Haufigkeit von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen
ausgewertet. Und zweitens vernachléssigt diese Arbeit die bei der Psoriasis am h&ufigsten
gefundene Assoziation zu HLA-Cw6 3739,

Obwohl in diesem Punkt nicht der Fokus der vorliegenden Arbeit lag, wiesen im Unterschied zu
den sechs gesunden Kontroll-Probanden bereits die unstimulierten CD8+ T-Zellen der acht
Psoriasis-Patienten (PASI-Score: 7-13,8) eine signifikant hohere Expression von CD25, CD137
bzw. gleichzeitige Expression von CD25 und CD137 (hoch positiv) auf. Dieser Tatbestand
unterstreicht das Ergebnis einer Studie von Sigmundsdottir et al. (2001) ", in der u.a. eine
erhdhte Expression von CD25 auf CD8+ T-Zellen im Blut von Psoriasis-Patienten festgestellt
wurde. Sigmundsdottir et al. (2001) konnte zudem eine Korrelation zwischen der Expression von
CD25 auf CD8+ T-Zellen und dem Schweregrad bei moderater bis schwerer Erkrankung
(PASI>10) zeigen ", die sich in Ergebnissen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht zeigte. Dabei
ist allerdings zu beachten, dass die vorliegende Arbeit aufgrund der geringeren Patientenzahl und
anderen PASI-Score-Werte (7-13,8) weniger reprasentativ ist. Dennoch lasst die bei den
Psoriasis-Patienten deutlich starker ausfallende generalisierte Aktivierung der CD8+ T-Zellen
durch die T1 Zelllinien ebenfalls darauf schlieRen, dass sich gewisse Populationen von T-Zellen
bei der Psoriasis vulgaris in einem dysregulierten Zustand befinden >*.

Bei den gesunden Kontroll-Probanden zeigten die CD8+ T-Zellen von fiinf Probanden geringe
bis kaum messbare Unterschiede in der Reaktion auf T1-MCS-eGFP, T1-KRT17-eGFP und T1-
KRT13-eGFP. Dennoch reagierte ein gesunder Kontroll-Proband mit einer deutlich héheren
Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen auf T1-KRT13-eGFP als auf T1-
MCS-eGFP. Obwohl bei Jones et al. (2004) bzw. Hagforsen et al. (2007) mit anderen

methodischen Ansétzen gearbeitet wurde, reagierten interessanterweise auch in diesen Studien
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die Serum-Proben von einigen gesunden Probanden stérker auf die identifizierten Autoantigene,
u.a. ebenfalls auf KRT13 "2’ Ferner unterstiitzen auch die erzielten Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit die fur Autoimmunerkrankungen allgemein anerkannte Theorie, dass eine
dysregulierte inflammatorische Immunantwort entscheidend fur den Ausbruch der Erkrankung
sein kann '®. Bei der SEREX-Methode und anschlieRenden Ellispot-Analyse durch Jones et al.
(2004) antworteten die gesunden Probanden und Psoriasis-Patienten sogar zu nahezu gleichen
prozentualen Anteilen mit einer starkeren Reaktion auf u.a. KRT13 "% Dies kann durch die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit jedoch nicht bestétigt werden, denn im Unterschied zu dem
einen gesunden Probanden reagierten die CD8+ T-Zellen bei gleich sechs von acht Psoriasis-
Patienten auf mindestens eine der T1 Zelllinien T1-KRT17-eGFP bzw. T1-KRT13-eGFP starker
als auf T1-MCS-eGFP. Genauer betrachtet reagierten die CD8+ T-Zellen von jeweils zwei
Patienten entweder auf T1-KRT17-eGFP oder auf T1-KRT13-eGFP mit einer hoheren
Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen. Die CD8+ T-Zellen von zwei
anderen Patienten zeigten sogar sowohl nach Stimulation mit T1-KRT17-eGFP als auch mit T1-
KRT13-eGFP eine hohere Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen als
nach Stimulation mit T1-MCS-eGFP. Das Reaktionsverhalten der CD8+ T-Zellen von diesen
beiden Patienten ware folglich mit einer Sensibilisierung gegentber KRT17 und KRT13 zu
erklaren, die moglicherweise auf der signifikanten Homologie dieser beiden Zytokeratine
beruhen kénnte ",

Offensichtlich kann die CD8+ T-Zell-Reaktion der Psoriasis-Patienten auf T1-KRT17-eGFP
bzw. T1-KRT13-eGFP im Vergleich zu T1-MCS-eGFP sehr heterogen ausfallen. Weiterhin
zeichnet sich im Vergleich zu den Ergebnissen der CMV-Etablierungsexperimente ab, dass die
gemessenen Unterschiede im Aktivierungsverhalten der CD8+ T-Zellen starker variieren
kdnnen. So Ubertrifft bei einigen Patienten die durch T1-KRT17-eGFP bzw. T1-KRT13-eGFP
ausgeloste Aktivierung der CD8+ T-Zellen die Aktivierung durch T1-MCS-eGFP besonders
deutlich, bei anderen Patienten sind die Unterschiede schlechter oder sogar gar nicht zu
erkennen. Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass einige Patienten zum
Untersuchungszeitpunkt unter systemischer Therapie standen (Tabelle 11). Letztendlich konnte
bei den acht Psoriasis-Patienten zwar kein signifikantes Ergebnis erzielt werden, aber im
Gegensatz zu den sechs gesunden Probanden ist eindeutig ein Trend festzustellen: In Relation zu
der durch T1-MCS-eGFP ausgelosten Aktivierung wurden die CD8+ T-Zellen der getesteten
Psoriasis-Patienten tber die Messung der Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv)
T-Zellen tendenziell starker durch die beiden mit den Zytokeratinen KRT17 und KRT13 stabil-

transfizierten T1 Zelllinien aktiviert als die CD8+ T-Zellen der gesunden Probanden.
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Demzufolge erhérten die Ergebnisse der durchgefiihrten Stimulationsexperimente mit T1-MCS-
eGFP, T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP die in der Literatur beschriebene Annahme, dass
es sich bei KRT17 um ein Autoantigen von CD8+ T-Zellen in der Psoriasis vulgaris handelt **".
AuRerdem geben die Ergebnisse einen Anhalt darauf, dass KRT13 ebenfalls ein potentielles
Autoantigen von CD8+ T-Zellen in der Psoriasis darstellt, da bei einigen Patienten sogar eine
starkere Aktivierung durch T1-KRT13-eGFP (ber die Messung der Expression von CD8+
CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen demonstriert werden konnte "*".

Interessanterweise zeigte der Aktivierungsgrad der CD8+ T-Zellen nach Stimulation mit T1-
KRT17-eGFP bzw. T1-KRT13-eGFP im Vergleich zu T1-MCS-eGFP bei den acht Psoriasis-
Patienten keine Korrelationen zum ermittelten Schweregrad der Erkrankung (PASI-Score). Es
bleibt jedoch fraglich, ob bei nur acht getesteten Psoriasis-Patienten bereits von einer
unzureichenden Spezifitdt der Experimente im Bezug zum Schweregrad der Erkrankung
gesprochen werden kann. Zur weiteren Erdrterung dieser Fragestellung hatte moéglicherweise
eine Untersuchung zur Korrelation der Messergebnisse mit dem aktuellen Anteil von CLA+
CD8+ T-Zellen im Blut der Patienten einen wichtigen Beitrag leisten kdnnen .
Nichtsdestotrotz kann man die Ergebnisse dieser Stimulationsexperimente nicht mit den
statistisch signifikanten Ergebnissen der CMV-Etablierungsexperimente vergleichen. Mit seinem
Protein pp65 stellt CMV eines der starksten immundominanten Antigene des humanen
Immunsystems dar und 16st dabei eine beispiellose CD8+ T-Zell-Antwort aus '®. Einer Studie
zufolge reagieren die CD8+ T-Zellen von bis zu 92% der CMV-sero-positiven Spender
besonders stark auf pp65 *®. Folglich wurde das pp65-Gen in dieser Arbeit auch als Positiv-
Kontrolle des etablierten Testsystems ausgewahlt und tatsdchlich antworteten alle sechs CMV-
Probanden mit einer signifikant hoheren Expression von CD8+ CD25+ CD137+ T-Zellen nach
der Stimulation mit T1-pp65-eGFP als nach Stimulation mit T1-MCS-eGFP bzw. T1. Bei der
Psoriasis vulgaris kommen jedoch individuell deutlich mehr Autoantigene in Frage, so dass es
sich in Bezug auf die Erkennung von Antigenen/Autoantigenen durch T-Zellen um eine stéarker
heterogene Gruppe von Individuen handelt. Da die CD8+ T-Zellen der jeweiligen Psoriasis-
Patienten so unterschiedlich stark auf T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP im Vergleich zu
T1-MCS-eGFP reagierten, konnte ebenfalls die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die T-
Zellen von Psoriasis-Patienten nicht nur ein einziges sondern jeweils ein ganz bestimmtes Set
von Autoantigenen erkennen ">*’. Weiterhin lassen die Ergebnisse die Uberlegung zu, dass man
zwischen drei Patientengruppen unterscheiden kann, deren T-Zellen entweder eine niedrige,
mittlere oder starke Reaktivitdt gegenuber den untersuchten Autoantigenen zeigen. Um diese

Behauptung né&her zu untersuchen, mdisste allerdings eine groflere Anzahl von Patienten
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eingeschlossen werden. Andererseits konnten bei den Patienten moglicherweise sogar einzelne
Subsets von T-Zellen existieren, die spezifisch entweder auf KRT17, KRT13 oder weitere noch
unbekannte Autoantigene reagieren. Letztendlich bleibt jedoch noch ungeklart, ob sich mogliche
KRT-spezifische T-Zellen in der Psoriasis tatsdchlich vorrangig im Blut oder sogar eher in der
Haut bzw. anderen Organen der Patienten aufhalten und somit durch eine Blutentnahme fir die
durchgefuhrten Stimulationsexperimente nur eingeschrénkt zuganglich waren.

Im Unterschied zu anderen Methoden bietet das in dieser Arbeit angedachte und letztendlich
etablierte Testsystem zur Identifikation von potentiellen Autoantigenen bei der Psoriasis vulgaris
einige Vorteile: Erstens untersucht es in vitro die CD8+ T-Zellreaktion auf potentielle
Autoantigene modelhaft auf der Basis von mit Antigenen stabil-transfizierten APC-Zelllinien.
Dazu bedarf es lediglich einer Blutentnahme, Hautbiopsien der Patienten (vgl. Jones et al. (2004)
und Hagforsen et al. (2007)) werden nicht benétigt >’ Zweitens stehen mit dem entwickelten
piggyBac'™-Expressionsvektor T1-MCS-eGFP und dem Enzym Transposase bereits wichtige
Instrumente zur Verfugung, um andere potentielle Psoriasis-Autoantigene zu klonieren und
somit neue Autoantigen-exprimierende T1 Zelllinien zu schaffen. Dies konnte auch fir
potentielle Autoantigene von anderen Autoimmunerkrankungen umgesetzt werden. SchlieBlich
er0ffnet das etablierte Testsystem durch die Oberflachenféarbung von aktivierten lebenden T-
Zellen gleichzeitig vielseitige Moglichkeiten zur weiteren Analyse der aktivierten Zellen.

6.3 Limitationen und methodische Einschrankungen dieser Arbeit

Mit dieser Arbeit wird ein innovativer experimenteller Ansatz vorgestellt, um potentielle
Autoantigene in der Psoriasis vulgaris zu identifizieren. Die Grundlage des angedachten
Testsystems stellt die Auswertung der in vitro Aktivierung von CD8+ T-Zellen auf mit
Antigenen stabil-transfizierte humane HLA-A2+ APC-Zelllinien dar. Hierfir wurde die HLA-
A2+ APC-Zelllinie 174xCEM.T1 (T1) ausgewahlt. Zur Realisierung des angedachten
Testsystems wurden das Antigen pp65 bzw. die potentiellen Autoantigene KRT17 und KRT13
jeweils in piggyBac™™-Expressionsvektoren kloniert, in T1 tiber Elektroporation transfiziert und
schlieBlich Gber mehrere durchflusszytometrische Zellsortierungsschritte reine stabil-transfizierte
T1 Zelllinien etabliert.

Offensichtlich fanden in diesem Projekt viele verschiedene Methoden ihre Anwendung. Bereits

aus den Zielstellungen der vorliegenden Arbeit ist zu erkennen, dass der Erfolg des Projekts
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entscheidend von den Eigenschaften und Qualitdten der ausgewéhlten humanen APC-Zelllinie
T1, aber auch wvon den Rahmenbedingungen (z.B. gewéhlte Aktivierungsmarker,

Stimulationszeit und Zellverhéltnis) der durchgefiihrten Stimulationsexperimente abhéngig war.

6.3.1 Grenzen der ausgewahlten APC-Zelllinie

Zur Realisierung der Idee, ein auf einer APC-Zelllinie basierendes Testsystem fur potentielle
Autoantigene von CD8+ T-Zellen bei der Psoriasis zu etablieren, musste zu allererst eine APC-
Zelllinie ausgewahlt werden, die mehrere VVoraussetzungen erflllt: Einerseits sollte die Zelllinie
uber einen hohen Anteil von ausschliellich identischen MHC-Klasse-1-Molekilen (im Idealfall
das mit Psoriasis assoziierte HLA-Cw6) auf der Oberflache verfligen. Andererseits musste die
Zelllinie die Fahigkeit besitzen, die stabil-transfizierten potentiellen Autoantigene in Peptiden
uber MHC-KIlasse-1-Komplexe zu prasentieren. Diese hohen Anspriiche an eine passende APC-
Zelllinie stellte die Suche nicht gerade vor eine leichte Aufgabe und man musste bei der
Auswahl Kompromisse eingehen.

Letztendlich wurde sich fur die APC-Zelllinie 174xCEM.T1 (T1) entschieden. T1 exprimiert
neben dem MHC-Klasse-11-Molekiil HLA-DR7 und anderen HLA-A bzw. HLA-B Molekilen
vor allem groBe Mengen von HLA-A2 auf ihrer Oberflache, aber dafiir kein HLA-Cw6 **%°, Das
Fehlen von HLA-Cw6-Molekulen auf T1 sollte fir die Etablierungsexperimente mit den CD8+
T-Zellen von HLA-A2+/ CMV-sero-positiven Probanden keine Rolle spielen. Allerdings war flr
die zusatzlich durchgefuhrten Stimulationsexperimente mit T-Zellen von HLA-A2+ Psoriasis-
Patienten die h&ufig beschriebene Assoziation zu HLA-Cw6 nicht gegeben. Folglich dréngt sich
die Frage auf, inwieweit HLA-A2 die Rolle von HLA-Cw6 z.B. bei der Antigenprasentation in
der Psoriasis tUbernehmen bzw. vertreten kann. Demgegeniiber konnte bereits in mehreren
Studien bei Psoriasis-Patienten neben HLA-Cw6 auch eine Assoziation zu HLA-A2 oder
anderen HLA-Komplexen festgestellt werden **'. Dennoch wére eine stabile Transfektion von
HLA-Cw6 in die entsprechenden T1 Zelllinien ein moglicher Ansatz zur Optimierung der
Stimulationsexperimente mit T-Zellen von Psoriasis-Patienten. Abgesehen davon muss das auf
der Zelllinie T1 basierende Testsystem nicht zwangslaufig nur zur Analyse von Autoantigenen
bei der Psoriasis vulgaris verwendet werden, sondern kann durchaus auch bei anderen
Autoimmunerkrankungen zur Untersuchung potentieller Autoantigene von CD8+ T-Zellen zum

Einsatz kommen.
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6.3.2 Grenzen der Transfektionsmethode und des verwendeten Expressionsvektorsystems

Nachdem mehrere Versuche fehlschlugen, die Zelllinie T1 uber Lipofektion und CaPo4-
Transfektion mit den Antigen-tragenden piggyBac'™-Transposon Expressionsvektorsystem und
der Transposase (mPB) stabil zu transfizieren (Daten nicht gezeigt), blieb als letzte Moglichkeit
die Elektroporation tbrig. Auch in dieser Arbeit wurde der wesentliche Nachteil dieser
Transfektionsmethode deutlich: Wéhrend der Grolteil der T1 Zellen durch die hohen
Spannungen in der Kivette starb, fingen die wenigen tberlebenden Zellen erst nach ca. 3 Tagen
wieder an zu wachsen. SchlieRlich konnten mittels Elektroporation die Antigene erfolgreich in
T1 transfiziert und die Transfektionseffizienz anhand des Reporters eGFP kontrolliert werden.
Dabei tauschte der anfanglich relativ hohe Anteil (25%) an transient-transfizierten T1 Zellen
Uber die Tatsache hinweg, dass am Ende doch nur maximal 1% der Zellen stabil- transfiziert
werden konnten. So waren jeweils vier durchflusszytometrische Zellsortierungsschritte
notwendig, um nach etwa finf Wochen, reine, stabil-transfizierte T1 Zelllinien zu etablieren.
Dieses Procedere bedeutete nicht nur zusatzlichen Stress fir die Zellen, sondern erforderte auch
viel Geduld und einen hohen Zeitaufwand seitens des Untersuchers. Eventuell konnte durch die
Methode des hyperaktiven piggyBac Gen Transfers eine hthere Anzahl von stabil-transfizierten
Zellen erzielt und folglich die Zahl der Sortierungsschritte reduziert werden '°. Auch die
Anwendung eines lentiviralen Vektorsystems mit lentiviraler Transduktion der Antigene in das
Genom der Zelllinie T1 wiirde moglicherweise zu einer héheren Transfektionseffizienz fiihren

199 Bei dieser Transfektionsmethode miissten

und einen geringeren Zeitaufwand bedeuten
jedoch strengere Sicherheitsvorkehrungen, z.B. in Form eines S2-Labors eingerichtet werden.
Auf der anderen Seite muss eine niedrige Transfektionseffizienz nicht prinzipiell nur von
Nachteil sein. So ist es vorstellbar, dass sich mit steigender Transfektionseffizienz die
Wahrscheinlichkeit multipler Integrationen und folglich die Anzahl instabiler Zellen erhéhen
wirde.

Das Enzym Transposase integriert die zwischen den Transposons liegenden klonierten Antigene
und Reporter des piggyBac™™- Expressionsvektorsystems in einer beliebigen TTAA Region im
Genom von T1. Dabei bleibt allerdings offen, inwieweit diese ungerichtete Integration andere
wichtige Gene der Zelle an- oder abschaltet bzw. Prozesse innerhalb der Zelle beeinflusst . Zu
einer besseren Kontrolle tiber die Integration der Antigene in das Genom der Zelllinie kénnte
beispielsweise  die aufkommende  CrispR/Cas9-Technologie beitragen, die einen
sequenzspezifischen Einbau von Nukleotidsequenzen in die Zelle ermdglicht und bereits in der

Gentherapie Anwendung findet *°.
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6.3.3 Grenzen der durchgefuihrten Stimulationsexperimente

Bei den ersten Etablierungsexperimenten mit den T-Zellen von CMV-Spendern wurde schnell
klar, dass bereits T1 eine starke Hintergrundaktivierung von T-Zellen verursacht und somit die
Aussagekraft des auf dieser Zelllinie basierenden Testsystems fur Autoantigene von CD8+ T-
Zellen beeintrachtigen wird. Zwar bleiben in der vorliegenden Arbeit die genauen Hintergriinde
dieser Aktivierung ungeklart, aber es konnen verschiedene Ursachen diskutiert werden: Auf der
einen Seite konnte die Hintergrundaktivierung moglicherweise durch von T1 sezernierte
Zytokine getriggert werden, wobei keine weiteren Untersuchungen hinsichtlich dieser
Fragestellung unternommen worden sind. Auf der anderen Seite spricht aufgrund der
Charakteristiken der Zelllinie T1 vieles fir eine Alloreaktividt der TCR der Spender-T-Zellen
auf Nicht-Selbst- bzw. allogene MHC-Komplexe oder auf prasentierte Nicht-Selbst-Peptide bzw.
allogene Peptide von T1.

Die Details einer moglichen Alloreaktividt sind in dieser Arbeit schwer nachvollziehbar, da
ausschlief3lich mit unsortierten CD3+ T-Zellen gearbeitet wurde und die Spender T-Zellen bzw.
PBMC vor den Versuchen nur auf das MHC-Klasse-1 Molekil HLA-A2 Uberprift worden sind.
Eine genauere Typisierung der Spender PBMC bzw. T-Zellen auf zu T1 passende HLA-KIlasse-1
und II-Molekdle vor zukiunftigen Stimulationsexperimenten konnte folglich einen wichtigen
Beitrag zur Reduktion der Alloreaktivitat leisten. Auf der anderen Seite wirden umfangreichere
Untersuchungen zu den HLA-Molekulen der Spender die Suche nach HLA kompatiblen
Spendern zusatzlich erschweren und schlieflich auch die Anwendungsmdglichkeiten des
angedachten Testsystems deutlich einschranken. Trotzdem konnte zumindest die Kompatibilitat
des MHC-Klasse-Il1 Molekills HLA-DR7 auf den PBMC bzw. T-Zellen der Spender tberprift
werden um zugleich die Aktivierung der mitgefarbten CD4+ T-Zellen auswerten zu kénnen. Da
in dieser Arbeit ausdriicklich die Reaktion von CD8+ T-Zellen auf die T1 Zelllinien untersucht
werden sollte, wurde eine Testung der CD3+ Spender-T-Zellen auf HLA-DR7 nicht in
Erwégung gezogen. In diesem Zusammenhang wére es zudem duferst interessant zu erfahren,
wie stark die Hintergrundaktivierung bzw. Alloreaktivitdt und das Aktivierungsverhalten von
ausschlief3lich reinen sortierten CD8+ T-Zellen durch die T1 Zelllinien ausféllt. Hierbei musste
jedoch diskutiert werden, inwiefern dieser experimentelle Aufbau tatsachlich die Realitéat
widerspiegelt, da fir eine addquate CD8+ T-Zellantwort auf APC hdufig die Unterstiitzung von
CD4+ Effektor-T-Zellen notwendig ist ***.

Mehrere Versuche, eine mogliche Alloreaktivitat der T-Zellen auf T1 durch z.B. Bestrahlung

oder Fixierung von T1 zu reduzieren, l6sten sogar eine noch starkere Aktivierung und
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Proliferation der Spender-T-Zellen aus. Diese Feststellung wiirde wiederum den zusétzlichen
Einfluss seitens von T1 sezernierter Zytokine bestarken. Ein weiterer Ansatz zur Einschrankung
einer Alloreaktivitat konnte darin gesehen werden, die Nicht-Selbst-MHC-Komplexe auf T1 vor
den Stimulationsexperimenten mit entsprechenden Antikérpern zu blockieren.

Letztendlich wurde sich in dieser Arbeit dazu entschlossen, die von T1 ausgeldste
Hintergrundaktivierung der T-Zellen bei der Auswertung der Stimulationsexperimente
hinzunehmen. Stattdessen zielten die Etablierungsversuche vielmehr darauf ab, mit der Testung
der experimentellen Rahmenbedingungen und entsprechenden Aktivierungsmarker sowie der
passenden Gating-Strategie trotzdem eine antigenspezifische Aktivierung von CD8+ T-Zellen
aufzuzeigen. So besteht eines der herausragenden Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darin, dass
durch die Messung von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen héchstwahrscheinlich die
Héufigkeit derjenigen CD8+ T-Zellen neben den alloreaktiven CD8+ T-Zellen identifiziert
werden konnte, die tatséchlich antigenspezifisch auf die mit einem bestimmten Antigen
transfizierte T1 Zelllinie reagierten. Da CD25 und CD137 in Abhangigkeit vom Stimulus bis zu

101820 wurde zur zusatzlichen

ca. 5 Tage auf CD8+ T-Zellen nachweisbar sein konnen
Untersuchung des Proliferationsverhaltens bewusst deren Expression nach 72h Stimulationszeit
gemessen. Bei der Interpretation der Ergebnisse sollte jedoch unbedingt beriicksichtigt werden,
dass die Expression von CD137 (4-1BB) auf CD8+ T-Zellen nach 16-24 Stunden sein Maximum
erreicht %°. Demzufolge bleibt es ungewiss, inwiefern mittels der in dieser Arbeit gewahlten
Stimulationszeit von 72h noch eine reprasentative Anzahl von CD8+ CD137+ bzw. CD8+
CD25+ CD137+ T-Zellen durchflusszytometrisch dargestellt werden kann. Reaktionskinetische
Untersuchungen nach festen Stimulationszeiten (z.B. 6h, 16h, 24h und 48h) in den Experimenten
mit T1-pp65-eGFP konnten in diesem Gesichtspunkt mehr Klarheit verschaffen und die
Ergebnisse weiter aufwerten.

Weiterhin kann in dieser Arbeit durch die Messung der Expression von CD25 und CD137 (4-
1BB) keine Aussage darlber getroffen werden, um welche Art von CD8+ T-Zellen (z.B. naive,
Effektor- oder Supressor-Zellen) es sich dabei genau handelt. Ein Vorteil ist, dass CD25 und
CD137 (4-1BB) nach Aktivierung auf der Zelloberflache exprimiert werden und deshalb die
Zellen zur durchflusszytometrischen Messung nicht fixiert werden missen. Demnach er6ffnet
das etablierte Testsystem gute Mdglichkeiten fiir weiterfihrende validierende Untersuchungen
zur ldentitat und Herkunft der CD8+ CD25+ CD137+ T-Zell-Population. Hierzu kénnten diese
stimulierten CD8+ T-Zellen in groReren Reaktionsansdtzen mit u.a. mehr T-Zellen (z.B. 2 Mio.)
z.B. zundchst durchflusszytometrisch sortiert und nach Zugabe von IL-2 entsprechend vermehrt

und kultiviert werden. AnschlieBend konnte beispielsweise eine Analyse der Expression von
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bestimmten Genen, Transkriptionsfaktoren oder TCR erfolgen. Insbesondere fur die
Stimulationsexperimente mit T1-MCS-eGFP, T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP waére es
interessant, die aktivierten hoch positiven CD8+ CD25+ CD137+ T-Zellen auf die Expression

A 69,70

von beispielsweise CL néher zu untersuchen.

6.3.4 Offene Fragen und weitere Anregungen

Durch einen PCR-Nachweis konnte in dieser Arbeit bestatigt werden, dass die Antigene bzw.
potentiellen Antigene und Reporter stabil im Genom der jeweiligen T1 Zelllinien integriert sind.
Mit der etablierten T1 Zelllinie T1-eGFP-mCherry wurde zudem durchflusszytometrisch
nachgewiesen, dass beide Promotoren des verwendeten piggyBac'™-Expressionsvektorsystems
gleichzeitig in T1 aktiv sein kdnnen und die stabil-transfizierten Gene exprimiert werden. Aus
Zeitgrunden wurden jedoch zwei bedeutende Untersuchungen ausgelassen: Zum einen fehlt ein
validierender Nachweis dafir, dass die stabil-transfizierten Antigene auch auf Proteinebene in
T1 prozessiert werden. Dies hétte z.B. mit Hilfe eines Western-Blots sichergestellt werden
kdnnen. Viel entscheidender jedoch wére es im Hinblick auf die Stimulationsexperimente mit
den T-Zellen der Probanden gewesen, sicherzustellen, dass die transfizierten Antigene auch
effektiv von T1 in Form von Peptiden auf der Zelloberflache prasentiert werden. Hierfir konnte
man die Oberflache der T1 Zelllinien mit entsprechenden Antikdrpern der Antigene pp65,
KRT17 bzw. KRT13 farben und durchflusszytomtrisch tberprifen.

Bei der Auswertung der Stimulationsexperimente wurde sich neben der Beurteilung des
Proliferationsverhaltens der T-Zellen (ber die Messung von CFSE ausschlieBlich auf die
Expression der Oberflachenmarker CD25 und CD137 (4-1BB) auf den CD8+ T-Zellen
konzentriert. Bisher wurde jedoch noch nicht erwéhnt, dass unmittelbar nach den
Stimulationsexperimenten und vor der Oberflachenfarbung die Uberstande der jeweiligen
Reaktionen abgetragen und separat in ReaktionsgefaRe gefiillt wurden. Diese Uberstande werden
seitdem im Kuhlschrank bei -80°C aufbewahrt. Fortfilhrend konnte man die Uberstande der
einzelnen Reaktionen durch z.B. ELISA oder Multiplex-Analyse auf bestimmte Zytokine néher
untersuchen. Fir diese Untersuchung kénnten u.a. die den jlngsten Studien zufolge mit Psoriasis

assoziierten Zytokine IL-17A und IL-22 in Erwagung gezogen werden >,
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6.4 Ausblick und Anregungen flr die Forschung

6.4.1 Validierung der Ergebnisse an einer groReren Patienten-Kohorte

Aus Zeitgrinden konnte in dieser Arbeit nur bei acht HLA-A2+ Psoriasis-Patienten und sechs
HLA-A2+ gesunden Kontroll-Probanden die CD8+ T-Zellreaktion auf die APC-Zelllinien T1-
KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP untersucht werden. Letztendlich Iosten T1-KRT17-eGFP
bzw. T1-KRT13-eGFP im Vergleich zu T1-MCS-eGFP bei sechs von acht Patienten
unterschiedlich hohe Expressionen CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen aus, wéhrend
die CD8+ T-Zellen nur eines gesunden Kontroll-Probanden deutlich starker auf T1-KRT13-
eGFP reagierten. Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass KRT17 und
KRT13 tatsachlich Autoantigene von CD8+ T-Zellen in der Psoriasis sein kénnten. Dennoch
sind die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen an den CD8+ T-Zellen von nur acht
HLA-A2+ Psoriasis-Patienten und sechs gesunden Kontroll-Probanden vergleichsweise wenig
reprasentativ, wenn man bedenkt, dass es sich bei Psoriasis-Patienten um ein sehr heterogenes
Patientenkollektiv mit unterschiedlichen klinischen Manifestationen der Erkrankung handelt. Zur
Validierung der etablierten Methode und gefundenen Ergebnisse sollten die Experimente an
einer deutlich groRReren Patienten-Kohorte bzw. Kohorte von gesunden Probanden durchgefiihrt
werden. Bei dieser Gelegenheit kénnte man zugleich anderen Fragestellungen detaillierter
nachgehen: Gibt es mdglicherweise Unterschiede in der CD8+ T-Zellreaktion auf die T1
Zelllinien in Abhéangigkeit vom Alter oder Geschlecht der Patienten? Inwiefern korreliert der
PASI-Score oder der Anteil von CLA+ CD8+ T-Zellen mit dem Ausmal der CD8+ T-
Zellreaktion auf die einzelnen mit Autoantigenen transfizierten T1 Zelllinien? Oder, wie verhalt
sich z.B. die CD8+ T-Zellreaktion auf die Zelllinien T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP von
Patienten mit Psoriasis vulgaris im Vergleich zu Patienten mit Psoriasis inversa oder einer
zusatzlichen Gelenkmanifestation? Zudem kodnnte untersucht werden, wie eine systemische

Therapie das Reaktionsverhalten der CD8+ T-Zellen auf die T1 Zelllinien beeinflusst.

6.4.2 Untersuchung weiterer potentieller Autoantigene in der Psoriasis durch stabil-

transfizierte T1 Zelllinien

Anhand des in dieser Arbeit etablierten Testsystems, basierend auf den Zelllinien T1-MCS-
eGFP, T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP, wurde die Aktivierung von CD8+ T-Zellen uber
die Expression von CD8+ CD25+ CD137+ (hoch positiv) T-Zellen von acht Psoriasis-Patienten
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und sechs gesunden Kontroll-Probanden exemplarisch auf die beiden potentiellen Autoantigene
KRT17 und KRT13 néher untersucht. Dabei konnte bei einigen Psoriasis-Patienten nicht nur
eine verstarkte Aktivierung durch das bekannte Autoantigen KRT17 bestatigt, sondern auch flr
das durch andere Methoden bereits identifizierte potentielle Autoantigen KRT13 aufgezeigt
werden. Da die Aktivierung der CD8+ T-Zellen der acht Patienten nach Stimulation mit den
Zelllinien T1-KRT17-eGFP und T1-KRT13-eGFP in Relation zur Referenzzelllinie T1-MCS-
eGFP sehr heterogen ausfiel, erscheint es mdglich, dass die CD8+ T-Zellen eines jeden
Psoriasis-Patienten ein individuell unterschiedliches Repertoire von potentiellen Autoantigenen
erkennen. Bisher durchgefuhrte Studien konnten zwar bereits eine Vielzahl von Autoantigenen
in der Psoriasis identifizieren, eine unmittelbare Aktivierung von epidermalen CD8+ T-Zellen
wurde jedoch nur fir KRT17 beschrieben. Mit dem in dieser Arbeit etablierten Testsystem
konnte am Beispiel von KRT13 ein Ansatz vorgestellt werden, um die Aktivierung von CD8+ T-
Zellen auf bereits gefundene potentielle Autoantigene zu untersuchen bzw. zu bestatigen und
folglich auch neue Autoantigen-Kandidaten in der Psoriasis vulgaris zu identifizieren. Als
weitere potentielle Kandidaten-Autoantigene konnten z.B. Keratin 14, Keratin 16, FLJ00294,
hnRNP-A1, Ezrin, Maspin, Peroxiredoxin 2 und das Hitzeschock-Protein 27 (HsP27) aber auch
Peptidogykan getestet werden ®-%872 \/or diesem Hintergrund kénnte man gleichzeitig auch
das Reaktionsverhalten der CD8+ T-Zellen auf eine mit dem Streptokokken-M-Protein stabil-
transfizierte T1 Zelllinie testen und vergleichen. Mdoglicherweise wirde sich auch in diesem
experimentellen  Testsystem die beschriebene Kreuzreaktivitdt zwischen bestimmten
Zytokeratinen (z.B. KRT17) und dem M-Protein bestatigen *7,

6.4.3 Klinische Anwendungsmaoglichkeiten

Das in dieser Arbeit umgesetzte experimentelle Konzept zur Identifikation potentieller
Autoantigene von CD8+ T-Zellen verfugt tber das Potential, um in der zukinftigen Psoriasis-
Diagnostik seine Anwendung zu finden und zur Optimierung der medikamentésen Therapie
dieser Erkrankung beizutragen.

Hierzu musste zunéchst eine Bibliothek von reinen HLA-A2+ antigenprésentierenden T1
Zelllinien angelegt werden, die jeweils mit unterschiedlichen potentiellen Psoriasis-
Autoantigenen stabil-transfiziert wurden. Als diagnostische Untersuchung koénnte dann die
CD8+ T-Zell-Antwort von HLA-A2+ Psoriasis-Patienten auf jede dieser transfizierten T1

Zelllinien untersucht werden. Durch die genaue Kenntnis der individuellen Autoantigene ware

93



folglich eine starkere Anpassung des therapeutischen Vorgehens bei dieser Erkrankung
vorstellbar.

Des Weiteren bildet dieses modelhaft entwickelte Testsystem eine Grundlage, um die
antigenspezifisch aktivierten CD8+ T-Zellen der Patienten n&her zu untersuchen. Nach der
Sortierung und erneuten Stimulation der antigenspezifisch aktivierten CD8+ T-Zellen konnte
beispielsweise  eine  Analyse von weiteren  Oberflachenmolekillen  oder  sogar
Transkriptionsfaktoren erfolgen. Aus diesen weiterfihrenden Untersuchungen kdénnte spater
theoretisch eine gezieltere Therapie auf Einzelzellniveau abgeleitet werden. Eine Mdoglichkeit
stellt z.B. die Anwendung einer speziellen T-Zell-Depletion-Therapie dar, die bereits
experimentell bei CD8+ T-Zellen in anderen Autoimmunerkrankungen getestet wurde 2, In
ferner Zukunft koénnte aus den gesammelten Erkenntnissen eventuell auch eine Impfung

abgeleitet werden.

6.4.4 Anwendung bei anderen Autoimmunerkrankungen

Die Pathogenese vieler Autoimmunerkrankungen ist dufRerst komplex und bleibt aufgrund der
Beteiligung einer groflen Vielfalt von unterschiedlichen Immunzellen und Mechanismen bis
heute teilweise unverstanden. Wahrend CD4+ Helfer-T-Zellen bekanntermaRen einen
entscheidenden Beitrag bei der Aktivierung von B-Zellen in Antikorper-vermittelten
Autoimmunerkrankungen leisten, war die Bedeutung von CD8+ T-Zellen bei diesen
Erkrankungen lange Zeit unklar. Hingegen wird heute - nicht nur in der Psoriasis vulgaris - den
CD8+ T-Zellen immer mehr eine kritische Rolle in der Pathogenese einiger
Autoimmunerkrankungen zugesprochen, in denen sie als Suppressor- oder zytotoxische
Effektor-Zellen wirken kénnen . Vor kurzem erst ergaben Analysen von Hirnbiopsien bei
Patienten, die sich in einem frihen Stadium der Multiplen Sklerose befanden, dass die Kortex-
Lasionen von CD8+ T-Zellen infiltriert werden ***. Hingegen ist bereits gut untersucht, dass
CD8+ T-Zellen in frihen Stadien des Diabetes mellitus einen Grofiteil der in das Pankreas
infiltrierenden Zellen ausmachen und eine Zerstérung der Betazellen einleiten *.

Es ist nicht auszuschlieRen, dass auch bei diesen Autoimmunerkrankungen CD8+ T-Zellen
maoglicherweise spezielle Autoantigene erkennen und somit die Pathogenese der Erkrankung
beeinflussen. Schlussendlich konnte der in dieser Arbeit entwickelte Ansatz eines Testsystems
fur potentielle Autoantigene von CD8+ T-Zellen auch bei anderen Autoimmunerkrankungen

einen Beitrag leisten, um weitere Autoantigene zu identifizieren.
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