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Zusammenfassung

Die Fragestellung dieser Studie fokussiert sich auf die Auswirkung von mit Xprl
interagierenden Liganden oder Antikorpern auf die T-Zell-Effektorfunktionen. Dafir wurde
zuerst die Herstellung der PVDL- und XVDL-Proteine durch die Transformation und die
Uberexpression von rekombinanten Liganden XVDL und PVDL in E.coli durchgefiihrt. Die
PVDL- und XVDL-Proteine wurden mittels HPLC aufgereinigt. Danach wurden die Proteine mit
verschiedenen Methoden wie Amicon, PD10 sowie Dialyse umgepuffert, dazu wurden die
Proteine mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Um die Konzentration der
hergestellten PVDL- und XVDL-Proteine zu bestimmen, wurde der Bradford Assay verwendet.
Darlber hinaus wurden aus Milzen von Mausen CD4+ T-Zellen mit magnetic activated cell
sorting (MACS) isoliert. Zur Beantwortung der Forschungsfrage wurden die isolierten CD4+ T-
Zellen mit den hergestellten PVDL- und XVDL-Liganden sowie mit dem a-XPR1-Antikdrper
2G8 und der Isotypkontrolle IgG1k behandelt. Die T-Zellen wurden mit a-CD3 und a-CD28
stimuliert und fur 72 h bei 37 ° C inkubiert. Schliel3lich wurden die Proliferationsassays mittels
Ki67-Farbung im FACS analysiert.

Die Untersuchung ergab, dass die rekombinanten Liganden XVDL und PVDL fur die
Behandlung erfolgreich hergestellt wurden. Dazu wurde festgestellt, dass XVDL und PVDL
sowie der a-XPR1-Antikorper 2G8 und die Isotypkontrolle IgG1k keinen Einfluss auf die
Proliferation von CD4+ T-Zellen aufweisen. Diese Ergebnisse weichen von den bisherigen
Erkenntnissen von Mailer et al. 2021 fir die Verwendung von XVDL und PVDL fiur die
Modulation von XPR1 in Thrombozyten ab und erdffnen eine neue Perspektive auf die
Behandlung von mit Xprl interagierenden Liganden oder Antikorper in T-Zellen. Die Studie
fuhrt zur Schlussfolgerung, dass die Intervention von XPR1-Liganden und -Antikérpern auf die
T-Zelleffektorfunktionen keinen signifikanten Einfluss hatte. Diese Daten kénnten mit anderen
Methoden validiert werden, jedoch liegt die Schlussfolgerung nahe, dass XPR1-Modulation mit

viralen Liganden und Antikorpern, anders als in Thrombozyten, in T-Zellen nicht trivial ist.
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1. Einleitung
1.1. T-Zellen

T-Lymphozyten, auch T-Zellen genannt, sind von grof3er Bedeutung fur das adaptive
Immunsystem. Sie sind essenziell dafiir, dass unser Immunsystem gezielt z.B. mit Bakterien
oder Viren infizierte Zellen, korperfremde Pathogene oder maligne korpereigene Zellen
erkennen und bekampfen kann. T-Zellen tragen also dazu bei, dass der Wirt gesund bleibt
und verschiedene Krankheiten verhindert werden. Dies wird durch vielfaltige verschiedene
Effektorfunktionen bewerkstelligt. Allen zugrunde liegt dabei die Identifizierung von
Peptidantigenen mit inrem T-Zell-Rezeptor (TZR) an der Zelloberflache. Die Peptidantigene
entstehen in antigenprasentierenden Zellen (APZs) durch intrazellularen Abbau von Proteinen
und werden durch Interaktion mit MHC-Molekilen an der Zelloberflache fir den TZR
zuganglich prasentiert, was als Antigenprasentation bezeichnet wird (Waldman, Fritz, et
Lenardo 2020).

Bei der Antigenprasentation sind drei Signale relevant (siehe Abbildung 1). Das erste Signal
entsteht durch Interaktion zwischen dem TZR-Komplex, der unter anderem CD3 sowie CD4
oder CD8 enthalt, und dem MHC-Peptidkomplex auf der APZ. Das zweite Signal erfolgt durch
die Kostimulation, die durch Interaktion von CD28 auf der T-Zelle und CD80/86 auf die APZ-
Signale weitergibt. Auf3erdem wird der Aktivierungsprozess durch die Zytokinumgebung
moduliert, wobei insbesondere IL2 entscheidend fiir eine erfolgreiche Stimulation ist (Murphy
et Weaver 2018).

Im adaptiven Immunsystem wird zwischen CD4+ und CD8+ T-Zellen unterschieden. CD4+ T-
Zellen, als T-Helferzellen bezeichnet, sind fir die Koordination der Immunantwort sowie die
Aktivierung anderer Immunzellen verantwortlich, wahrend CD8+ T-Zellen, zytotoxische T-
Zellen genannt, infizierte oder maligne Zellen direkt zerstdren. Die Differenzierung der CD4+
T-Zellen sowie der Mechanismus der T-Zell-Effektorfunktionen wird im Folgenden néher
erlautert (O’Shea et Paul 2010).
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Abbildung 1: Mechanismen der T-Zell-Aktivierung (erstellt mit BioRender, modifiziert nach
Janeway Immunologie, 2018).

Darstellung der molekularen Interaktion zwischen der antigenpréasentierenden Zelle und einer T-Zelle.
MHC Il bindet an den T-Zell-Rezeptor, was das erste Signal liefert. Zusatzlich bindet das
kostimulatorische Molekul CD80 an CD28, was das zweite Signal darstellt. Zytokine, die von anderen
Immunzellen sezerniert wurden und in der extrazellularen Umgebung vorliegen, liefern das dritte Signal
zur vollstandigen Aktivierung der T-Zelle, dadurch fangt eine effektive Immunantwort an. a-CD3 und
a-CD28 sind Antikorper, die CD3 und CD28 binden. a-CD3 stimuliert Antigen-unabhéangig den TZR,
wahrend a-CD28 das Kostimulationssignal liefert.

1.2. CD4+ T Helferzellen

Die CD4+ T Helferzellen sind eine heterogene Gruppe von Immunzellen, die die Immunantwort
mafgeblich beeinflussen, da sie in der Lage sind, eine Vielzahl anderer Zelltypen zu aktivieren
oder zu inhibieren. Durch die Wechselwirkung vom T-Zell-Rezeptor mit dem Antigen-MHC II-
Komplex auf APZs wird eine Signalkaskade ausgeldst, die schlieRlich zu IL-2-Auschittung,
Proliferation und Differenzierung der naiven CD4+-Zellen in spezifische Effektorzellen fuhrt.
Hierbei kbnnen verschiedene Subpopulationen (siehe Abbildung 2) entstehen, die sich durch
ihre Oberflachenmolekiile, ausgeschittete Zytokine und spezifische Transkriptionsfaktoren
unterscheiden (Sun et al. 2023). Neben den klassischen T-Helfer 1 und T-Helfer 2 Zellen
kommen darunter die T-Helfer 17 sowie induzierte regulatorische T-Zellen vor (Luckheeram et
al. 2012).



1.2.1. T-Helfer 1 Zellen (Th1 Zellen)

Die Zytokine Interleukin 12 (IL12) und Interferon y (IFNy) spielen eine essenzielle Rolle bei der
Differenzierung von T-Helfer 1-Zellen (Th1-Zellen) (Trinchieri, Pflanz, et Kastelein 2003). Das
von aktivierten APZs produzierte IL12 induziert die Produktion von IFNy durch natirliche
Killerzellen (NK-Zellen). Darlber hinaus ermdglicht es die vollstandige Differenzierung der
Th1-Zellen durch das Zusammenspiel mehrerer Transkriptionsfaktoren. Der wichtigste Faktor
ist hierbei der T-box-Transkriptionsfaktor (T-bet), da T-bet spezifische Gene aktiviert, die nur
die Differenzierung in Th1 Zellen erméglichen, wahrend die Differenzierung in T-Helfer 2 (Th2)-
und T-Helfer 17(Th17) -Zellen unterdruckt wird (Luckheeram et al. 2012).

Die wichtigsten von Th1 ausgeschuttete Effektor-Zytokine sind TNFa, IFNy, Lymphotoxin a
(Lfa), und IL2. Thl-Zellen haben wichtige Effektorfunktionen, einerseits bekampfen sie
intrazellulare Krankheitserreger, anderseits sind sie mit organspezifischer Autoimmunitéat
verbunden (Prete 1992). AuRRerdem sind Thl-Zellen fiir die Aktivierung von Phagozyten wie
Makrophagen verantwortlich, um Krankheitserreger zu beseitigen (Boehm et al. 1997). Zudem
sind Thl-Zellen mit Autoimmunerkrankungen assoziiert, sodass diese Krankheiten durch
Hemmung von Th1l-Zellen behandelt werden kénnten (Suen et al. 1997). Ebenso unterstiitzt
von TH1-Zellen exprimiertes IL2 die Proliferation von CD8+ T-Zellen, was dazu fuhrt, dass
diese CD8+ T-Zellen infizierte Zellen erkennen und zerstéren und CD8+ Gedachtniszellen
gebildet werden, wodurch die sekundare Immunantwort verstarkt wird (Williams, Tyznik, et
Bevan 2006).

1.2.2. T-Helfer 2 Zellen (Th2 Zellen)

Die Zytokine IL4 und IL2 beeinflussen mafgeblich die Differenzierung von T-Helfer 2 (Th2) -
Zellen. Das Signalmolekil STAT6 wird durch IL4 induziert und hat eine Schlisselrolle, indem
es den Transkriptionsfaktor GATAS reguliert, welcher ausschlaggebend fur die Determination
zum Th2-Subtyp ist. Th2-Zellen werden durch GATA3 induziert, wahrend die Thl-
Differenzierung gehemmt wird. GATA3 ist fur die verstarkte Produktion von Th2-Zytokinen wie
IL4 und IL5 verantwortlich (Luckheeram et al. 2012).

Die wichtigsten Effektor-Zytokine, die von Th2-Zellen hergestellt werden, sind IL4, IL5, IL9,
IL13, IL10, IL25 und Amphiregulin. Th2-Zellen haben eine Schlisselrolle in der Immunabwehr
gegen extrazellulare Parasiten (Stark, Tibbitt, et Coquet 2019). Sie sind aul3erdem beteiligt an
der Regulation und Entwicklung von Autoimmunerkrankungen oder allergischen,

entziindlichen Erkrankungen wie Asthma (Nakayama et al. 2017).



AuRBerdem haben Th2-Zellen eine entscheidende Rolle bei der Antikdrper-Produktion durch

B-Zellen und kénnen die Proliferation von Epithelzellen beeinflussen (Luckheeram et al. 2012).

1.2.3. T-Helfer 17 Zellen (Th17-Zellen)

Unter den Einfluss verschiedener Zytokine wie IL6; I1L21, IL23 und TGF-B sowie des
Transkriptionsfaktors RORyt wird die Differenzierung der T-Helfer 17 (Th17) -Zellen
durchgefuhrt. Dafir ist nicht nur TGF-$ wesentlich, sondern auch IL6 (Luckheeram etal. 2012).

Thl7-Zellen haben eine wichtige Funktion bei der Immunabwehr gegen extrazellullare
Bakterien und Pilze (Annunziato et al. 2007). AuRerdem sind sie von entscheidender
Bedeutung fur die Entstehung von verschiedenen Autoimmunerkrankungen (z.B. Muiltple
Sklerose, Rheumatoide Arthritis sowie Systemische Lupus Erythematodes) und (z.B.
Atherosklerose und chronische-entzindliche-Darmerkrankung (CED) wie Morbus Crohn und

Colitis ulcerosa) (Zambrano-Zaragoza et al. 2014).

1.2.4. Induzierte regulatorische T-Zellen (iTreg)

Naturliche regulatorische T-Zellen (Treg) und induzierte regulatorische T-Zellen (iTregs) sind
von entscheidender Bedeutung bei der Aufrechthaltung der Immuntoleranz und der Regulation
der Immunantwort. Durch den Transkriptionsfaktor Foxp3 wird die Differenzierung von iTregs
kontrolliert. TGF-B und IL2 sind fir die Differenzierung von iTreg entscheidend. iTregs
synthetisieren inhibitorische Zytokine wie TGF-B, IL10 und IL35, welche dazu beitragen, die
Immunantwort zu unterdricken (Sun et al. 2023). So kann verhindert werden, dass chronisch-
entziindliche Erkrankungen entstehen oder Immunzellen kérpereigene und nicht-pathogene

Strukturen (z.B. die Darmflora) angreifen.



Abbildung 2: Darstellung der Aktivierung und Differenzierung von CD4+ T-Zellen (erstellt mit
BioRender, modifiziert nach Janeway Immunologie, 2018).

Die antigenprasentierenden Zellen (APZs) prasentieren mittels MHC || Komplexen Antigenpeptide an
den CD4 T-Zellrezeptor (TZR). Dies wird mit einer Kostimulation durch Interaktion von CD80 und CD28
begleitet. Verschiedene Kombinationen von extrazellular vorhandenen Zytokinen induzieren die
Differenzierung naiver T-Zellen in verschiedene Subpopulationen (Thl, Th2, Th17 und iTreg). Zentrale
Transkriptionsfaktoren (T-bet, GATA3, RORyt und Foxp3) kontrollieren die Expression von fir die
jeweilige Subpopulation typischen Effektorzytokinen.



1.3. Xenotroper und polytroper Retrovirus-Rezeptor 1 (XPR1)

Der Xenotrope und polytrope Retrovirus-Rezeptor 1 (XPR1) (siehe Abbildung 3) ist ein 10-
Pass-Transmembranprotein, das aus 696 Aminosduren besteht. Initial wurde XPR1 als
Zelloberflachenrezeptor flr xenotrope und polytrope murine Leukamie-Retroviren
(X- und P-MLV) beschrieben. In einer aktuellen Studie wurde XPR1 als wichtiger Regulator
von Polyphosphat (PolyP) in Thrombozyten und als Phosphat-Exporter beschrieben und spielt
vermutlich auch eine Rolle bei der Phosphat-Homdostase in anderen Zellentitdten (Mailer et
al. 2021).

In vorlaufigen Daten der AG Mailer wurde herausgefunden, dass ein konditioneller Knockout
von Xprl in T-Zellen unter anderem zur Veranderung der Signalwege des TZR fihrt. Hierbei
wird die mTOR-Signalweiterleitung verstarkt, die Calcium- und NFAT-Signalweiterleitung
jedoch vermindert, was die Effektorfunktionen beeinflusst und eine schnellere Proliferation zur
Folge hat. AuRerdem wurde mehr IL2 exprimiert und eine starkere Differenzierung in Th1- und
Th22-Zellen mit einer erhdhten Expression von TNFa, IFNy und IL-22 beobachtet (noch nicht
publiziert).

Abbildung 3: Darstellung der Struktur des menschlichen XPR1-Proteins (modifiziert nach Yan et
al. 2024).

Die Topologie von XPR1 wird in der (1) présentiert, wobei die drei funktionellen Doménen mit
verschiedenen Farben markiert sind. Der zentrale Teil der Transmembrandomanen (TMD),
Zentraldoméne (rot) genannt, besteht aus vier Transmembransequenzen (TM 1-4). Die Kanaldoméne
(blau) besteht aus sechs weiteren Transmembransequenzen (TM 5-10). Die auf der zytoplasmatische
Seite des Proteins gelegene SPX-Domane ist aus sechs Alpha-Helices (a1-a6) zusammengesetzt. Im
unteren Teil der Abbildung wird die Kryo-Elektronenmikroskopie-Struktur von XPR1 in drei
unterschiedlichen Ansichten dargestellt. Die klar voneinander abgegrenzten drei Doméanen sind in der
frontalen Ansicht in (2) zu beobachten. Das Protein ist in (3) seitlich zu sehen, wobei die vertikale
Anordnung der Transmembrandoméne innerhalb der grau dargestellten Membran in den Milzen gezeigt
wird. AnschlieBend wird die funktionelle Interaktion der Zentraldoméne, der Kanaldoméne, sowie der
SPX-Domaéne in (4) veranschaulicht.



1.4. Xenotroper Virus-abgeleiteter Ligand (XVDL) & Polytroper Virus-
abgeleiteter Ligand (PVDL)

Die Auswirkung von virus-abgeleiteten Liganden von XPR1 kann mit Nutzung der
rekombinanten Liganden XVDL und PVLD untersucht werden. Diese sind von den
Rezeptorbindungsdoménen (RBD) der Hullenproteine xenotroper (X-MLV) und polytroper
Maus-Leukamie-Viren (P-MLV) abgeleitet. Wie in Abbildung 4 zu sehen ist, sind die Liganden
aus einer Rezeptorbindungsdoméne (RBD), einer transmembranen Untereinheit (TM) und
einem zytoplasmatischen Schwanz (TC) aufgebaut. Dariiber hinaus sind sie mit einem
N-terminalen 6xHis-Tag fusioniert, was dazu fuhrt, dass diese einfach aufzureinigen und
nachzuweisen sind. Die durch Verwendung der ersten N-terminalen 259 Aminosauren
(fir X-MLV) und 262 Aminosauren (fur P-MLV) der RBDs erzeugten Liganden wurden in
E. coli exprimiert, um sie fur diese Arbeit zu nutzen (Mailer et al. 2021).

In der Arbeit von Mailer et al. 2021 wurde die Funktion von XPR1 mithilfe von XVDL und PVDL
in Thrombozyten erforscht. Es ist erkannt worden, dass XPR1 durch XVDL, aber nicht durch
PVDL gehemmt wird, was durch Verdnderungen im Phosphatexport und Polyphosphat-Leveln
gezeigt wurde. Aus der Studie geht hervor, dass XPR1 ein wichtiger Regulator des
Polyphosphatstoffwechsels in Thrombozyten ist. Im Vergleich zu der Studie von Mailer et al.
2021 wird in dieser Arbeit die Auswirkung von XVDL und PVDL auf die Funktion der

T-Zellen getestet.

Abbildung 4:Klonierung und rekombinante Expression eines XPR1-blockierenden Liganden
(erstellt mit BioRender, modifiziert nach Mailer et al. 2021).

Die rekombinanten Liganden XVDL und PVDL stammen aus den Rezeptorbindungsdoménen (RBD)
der Hullenproteine xenotroper (X-MLV) und polytroper Maus-Leukamie-Viren (P-MLV).

Die Liganden bestehen aus einer Rezeptor-Bindungsdoméne, einer Transmembrandoméne und einem
zytoplasmatischen Schwanz. Um die rekombinanten Liganden besser herzustellen und nachzuweisen,
wurde ein N-terminaler 6xHis-Tag mit den ersten 259 Aminosauren (fir X-MLV) bzw. 262 Aminosauren
(fur P-MLV) der RBDs fusioniert.



1.5. Zielsetzung

Der Studie von Mailer et al. (2021) zufolge zielt die vorliegende Arbeit auf die Erforschung der
Auswirkung der viralen Liganden XVDL und PVDL sowie der Antikdrper a-XPR1 (2G8) und
IgG1k auf die T-Zell-Effektorfunktionen ab. Dazu erfolgte die Uberexpression der
rekombinanten Liganden XVDL und PVDL in E.coli. Hochleistungsflliissigchromatographie
wurde fir die Aufreinigung von XVDL und PVDL eingesetzt. Um die erfolgreiche Aufreinigung
von XVDL und PVDL vor der Behandlung der T-Zellen zu uberprifen, wurden die Proteine
XVDL und PVDL nach der Umpufferung mittels SDS-PAGE sowie Western Blot analysiert.

Fur die funktionellen Analysen wurden priméare, murine T-Zellen aus Mause-Milzen mittels
magnetic activated cell sorting (MACS) isoliert, woraufhin die erhaltenen CD4+ T-Zellen mit
den hergestellten viralen Liganden XVDL und PVDL sowie mit dem vorliegenden a-XPR1-
Antikorper 2G8 und der Isotypkontrolle 1gG1k behandelt wurden. Nach Stimulation der
T-Zellen fur drei Tage wurden Proliferationsassays durchgefiihrt, um T-Zell-Effektorfunktionen

zu adressieren.

Die Ergebnisse dieser Studie sollen die Umsetzbarkeit einer pharmakologischen Intervention
von XPR1 in CD4+ T-Zellen charakterisieren und geben Aufschluss dartber, ob eine

Modulation der Immunantwort durch Targeting von XPR1 in Zukunft realistisch sein kann.



2. Materialien

Tabelle 1:Verwendete Gerate.

Gerate Bezeichnung Hersteller
Analysenwaage ALS-120-4 Kern & Sohn, Balingen-
Frommern
Bakterienschuttelinkubator HAT Ecotron INFORS, Bottmingen
BioRad Imaging System Image Lab ,ChemiDoc MP“ | Bio-Rad Laboratories

GmbH, Minchen

Blotting Transfer System

Creterion Blotter

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen

Bunsenbrenner Labogaz 470 Camping Gaz, Hungen-
Iheiden
Eismaschine Hoshizaki, Willich

Elektrophoreseapparatur

Mini-PROTEAN System

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen

Fluorescence-Activated Cell | BD FACSCanto™|| BD-Bio Sciences,

Sorting Heidelberg

Heizbad - GLF, Burgwedel

Heizblock-Schittel-inkubator | ThermoMixer Compact Eppendorf AG, Hamburg

HPLC-Anlage Akta Start Cytiva,Baden-Wurttemberg |

Inverse Mikroskop Primovert ZEISS, Oberkochen

Magnetrihrer IKA RH basic 2 Janke und Kunkel, Staufen

MilliQ-Anlage PURELAB® flex ELGA, Celle

Mini-Zentifuge Color Sprout® Plus Biozym Scientific GmbH

pH-Meter WTWTM inoLab 7110 Fisher Scientific GmbH,
Schwerte

Plattenreader TECAN Spark® Cyto Tecan Group AG,
Méannedorf

Spektrophotometer NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific,
Waltham

Sterilbank Heraeus Intruments Thermo Fisher Scientific,
Waltham

Trockenschrank Heraeus Fuction Line Thermo Fisher Scientific,

Waltham

Ultraschlldesintegrator

SONOPULS MS 73

BANDELIN electronic

GmbH, Berlin
Vortexter Certomat MV B. Braun Biotech,
Melsungen
Zellinkubator HeraCell Thermo Fisher Scientific,
Waltham
Zentrifuge Heraueus MEGAFUGE 8| Thermo Fisher Scientific,
Centifuge Waltham
MIKRO 220 Hettich, Tuttlingen
Sigma 4-16K Sigma Laborzentrifugen

GmbH, Osterode am Harz




Tabelle 2: Verwendete Software.

Bezeichnung

Hersteller

BD FACSCanto™ Clinical Software

BD-Bio Sciences, Heidelberg

GraphPad Prism 10

GraphPad Software, La Jolla

Image Lab Software

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

Tecan Spark Contro/™

Tecan Group AG, Mannedorf

Tabelle 3: Verwendete Zellen und Plasmiden.

Bezeichnung

Hersteller

BL21(DE3) E.Coli

Biolabs new England

PVDL-pTrcHisB

Thermo Fisher Scientific, Waltham

XVDL- pTrcHisB

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Tabelle 4:Verwendete Chemikalien und Lésungen.

Bezeichnung

Hersteller

4xLammi Puffer

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

A/B 30% 29:1 [ml]

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

AcOH Merck Millipore, Darmstadt
Ampicillin Merck Millipore, Darmstadt
APS [ul] Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

BCA-Reagenz

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Comassie Blau

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

EtOH Th. Geyer, Renningen

FCS Thermo Fisher Scientific, Waltham
Glycin Carl Roth, Karlsruhe

HEPES Sigma-Aldrich, St. Louis
Imidazole Merck Millipore, Darmstadt

IPTG Carl Roth, Karlsruhe

KCI Merck Millipore, Darmstadt
KH>PO4 Merck Millipore, Darmstadt
LB-Agar Carl Roth, Karlsruhe

LB-Medium Carl Roth, Karlsruhe

L-Glutamin Carl Roth, Karlsruhe
MACS-Puffer Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Methanol Sigma-Aldrich, St. Louis

Minimal Essential Medium Non-Essential
Amino Acids (MEM NEAA)

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Na,HPO,4 Carl Roth, Karlsruhe

NacCl Fisher Scientific GmbH, Schwerte
NaH,PO4 Merck Millipore, Darmstadt

PBS Thermo Fisher Scientific, Waltham

Penicillin/Streptomycin

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Peroxid/Luminol-Substrat (Membran SDS-
PAGE)

Sigma-Aldrich, St. Louis

Pyruvat Thermo Fisher Scientific, Waltham
RBC Thermo Fisher Scientific, Waltham
RPMI Thermo Fisher Scientific, Waltham

RPMI 1640 + GlutaMAX

Thermo Fisher Scientific, Waltham

SDS 20% [ul]

Applichem, Darmstadt

SOC

Thermo Fisher Scientific, Waltham

TEMED [ul]

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
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Tris 1.0M pH 6.8

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

[ml]

Tris 1.5M pH 8.8 Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
[mli]

Trypan Blau Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Tween20 Sigma-Aldrich, St. Louis

Zombie Violet

BiaLegend, Inc, London

a-PE-Microbeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

B-Mercaptoethanol

Sigma-AIdrich, St. Louis

Tabelle 5: Verwendete Puffer und Medien.

Bezeichnung

Zusammensetzung

Bindungspuffer

20 mM NaH2PO4
500 mM NaCl

20 mM Imidazol
pH7.4

Elutionspuffer

20 mM NaH2PO4
500 mM NacCl
500 mM Imidazol
pH7.4

Entfarbunglésung

ddH.0
10 % (v/v) EtOH
7.5 % (v/v) AcOH

Jurkat Medium

RPMI
10 % (v/v) FCS
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

Laufpuffer

ddH.0

25 mM Tris

193 mM Glycin
0.1 % (v/v) SDS

TBS

ddH.0O

20 mM Tris
150 mM NacCl
pH 7.6

TBS-T

ddH>0O

20 mM Tris

150 mM NaCl

0.1 % (v/v) Tween20
pH 7.6

T-cell-Medium

RPMI 1640 + GlutaMAX
10 % (v/v) Fetal Calf Serum (FCS)
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

1 % (v/v) Minimal Essential Medium Non-

Essential Amino Acids (MEM NEAA)
1 % (v/v) L-Glutamin

10 mM HEPES

1 mM Pyruvat

50 uM B-Mercaptoethanol

Transfer Puffer

ddH.0

25 mM Tris

192 mM Glycin
10 % (v/v) MeOH
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Tabelle 6:Verwendete Verbrauchsgegenstande.

Bezeichnung

Hersteller

24-well-Platte Corning Incorporated
96-well-Platte Sarstedt, Niumbrecht
Amicon Ultra 15 10K Zentrifugation | Merck Millipore, Darmstadt

Filtereinheiten

Becherglaser

Schott, Mainz

Dialyse Kassette

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Durchflusszytometrie Réhren

Sarstedt, Nimbrecht

Erlenmeyerkolben

Schott, Mainz

Falcons 15 ml, 50 ml

Sarstedt, Nimbrecht

LS-Saulen Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Magneten Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Parafilm Bemis, United Kingdom

PD10 Saule Cytiva,Baden-Wurttemberg
Pipettenspitzen Sarstedt, Niumbrecht

Reaktionsgefalke, 1.5 ml

Sarstedt, Nimbrecht

Serologische Glaspipetten 5 ml, 10 ml, 25
ml, 50 ml

Sarstedt, Nimbrecht

Zellsieb

Sarstedt, Nimbrecht

Tabelle 7: Verwendete Antikorper.

Bezeichnung | Spezifitat Klon Spezies Anwendung | Hersteller
a-CD28 Murines CD28 37.51 Hamster 1:500 BiolLegend, Inc,
London
a-CD3 Murines CD3-| 145- Hamster 1:200 BiolLegend, Inc,
epsilon 2C11 London
a-CD4-PE Murines CD4 GK1.5 Ratte 1:200 BiolLegend, Inc,
London
a-His-Tag 6x His-Tag - Kaninchen | 1:1,000 Cell Signaling,
Cambridge
a-Ki67-PE- Humanes/Murines REA183 | Mensch 1:50 Miltenyi Biotec,
Vio770 KI67 Bergisch
Gladbach
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3. Methoden und Durchfluhrung
3.1. Expression von XVDL und PVDL

3.1.1. Hitzeschocktransformation

Um die viralen Liganden XVDL und PVDL fir eine Behandlung von T-Zellen nutzen zu kénnen,
missen die Proteine erst hergestellt werden. Die Sequenzen liegen in pTrcHisB-Plasmiden
(XVDL-pTrcHisB und PVDL-pTrcHisB) gespeichert vor, wie in Abbildung 5 dargestellt ist.

Abbildung 5: Schematische Darstellung der XVDL-pTrcHisB und PVDL-pTrcHisB-Plasmide
(erstellt mit BioRender).

Die zur Transformation und Expression von den rekombinanten Proteinen verwendeten Plasmide
setzen sich aus mehreren funktionellen Elementen zusammen, darunter das Lac-Operon, der 6xHis-
Tag, die Sequenz des Zielproteins sowie Ampicillin. Das Lac-Operon dient zur transkriptionellen
Kontrolle der Proteinexpression, wodurch die Lac-Repressor durch IPTG deaktiviert wird, um die
Expression des Zielproteins zu beginnen. Die kurze Sequenz 6xHis-Tagtag wird an den XVDL oder
PVDL-Sequenzen eingefiigt, um die effiziente Reinigung des Zielproteins zu erreichen. XVDL und PVDL
entsprechen den Sequenzen des Proteins, welches durch das Plasmid exprimiert wird. Durch das
Ampicillin-Resistenzgen des Plasmides wird eine Selektion beim Wachsen der Bakterien, die das
Plasmid aufgenommenen haben, erméglicht.

Zuerst wurde eine Hitzeschocktransformation der Plasmide in chemisch kompetente E. coli
BL21 Bakterien vorgenommen. Durch einen Hitzeschock bei 42 °C bilden sich kurzzeitig Poren

in der bakteriellen Zellmembran, durch die die Plasmid-DNA in das Zellinnere gelangen kann.

Zu Beginn des Experiments wurden in den E. coli-Stamm BL21 die Plasmide XVDL-pTrcHisB
und PVDL-pTrcHisB transformiert. Daftir wurden zwei GefalRe mit je 50 ul der E. coli BL21
Zellen fur 10 min auf Eis aufgetaut.
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Danach wurde jeweils 1 pl von den Plasmiden XVDL-pTrcHisB und PVDL-pTrcHisB in eine
der Zellmischungen gegeben. Es wurde vorsichtig gemischt. Danach wurden die
Bakteriensuspensionen flir 30 min auf Eis inkubiert und dann einem Hitzeschock fiir 10 s bei
42 °C ausgesetzt. Die Mischungen wurden fir 5 min auf Eis inkubiert, bevor sie auf Antibiotika-

haltigen Agarplatten ausplattiert wurden.

3.1.2. Uberexpression von XVDL und PVDL

Zusatzlich zu den XVDL- und PVDL-Sequenzen ist eine Resistenz gegen das Antibiotikum
Ampicillin auf dem Plasmid kodiert. Durch Zugabe von Ampicillin zum Nahrboden wachsen
nach dem Ausplattieren nur Bakterien, die das Plasmid erfolgreich aufgenommen haben. Ein
solcher Einzelzellklon kann dann genutzt werden, um eine Flussigkultur zu starten. Da die
Sequenzen fur XVDL bzw. PVDL unter Kontrolle des Lac-Operons exprimiert werden, kann
durch Zugabe von Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) eine Uberexpression von XVDL

bzw. PVDL in der Bakterienzellkultur erreicht werden.

Zu den Bakteriensuspensionen nach der Hitzeschocktransformation wurden 950 pl SOC-
Medium hinzugefigt. Die Mischungen wurden bei 37 °C fur 60 min bei 250 U/min geschdttelt.
Die Zellen wurden grundlich gemischt und mit SOC-Medium in einer 1:10-Verdiinnungsreihe
bis 1:107 verdinnt. AnschlieRend wurden jeweils 50 pl von den Verdiinnungen von XVDL- und
PVDL-Bakteriensuspensionen auf die Agar-Platten (LB-Agar +100 pg/ml Ampicillin) mit einem

Dreitsenausstrich ausplattiert und Giber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Nach der Ubernacht-Inkubation wurde ein Einzelzellklon von jeder Platte ausgewahlt. Fur die
Uberexpression der Proteine wurden zwei Kolben fir jeweils XVDL- oder PVDL-Expression
mit 100 ml LB-Medium und 100 ul Ampicillin (100 pl/ml) gefillt. Daraufhin wurde der jeweils
ausgewahlte Klon mit einer Pipettenspitze gepickt und in einen Kolben hinzugeflgt und tber
Nacht bei 37 °C und 180 U/min inkubiert.

Die Vorkultur wurde am nachsten Morgen mit LB-Medium verdiinnt, bis eine optische Dichte
bei 600 nm (ODego) von 0,6 erreicht wurde. Daraufhin wurde IPTG zu einer Endkonzentration
von 1 mM hinzugefligt und 4 h bei 37 °C inkubiert.

Die Kultur wurde in 50 ml ReaktionsgefafRe verteilt und bei 4000 g und 4 °C fur 20 min

zentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen und die Pellets bei -20 °C gelagert.
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3.1.3. Zelllyse

Die Pellets von XVDL- und PVDL-transformierten Bakterienkulturen wurden mit
30-50 ml Bindungspuffer (+ 1 Tablette EDTA-freie-Protease-Inhibitoren pro
50 ml Bindungspuffer) resuspendiert. Beide Suspensionen wurden 5-mal fur 15 s mit 20 %
Starke sonifiziert, um die Zellen aufzuschlieRen. Im Anschluss wurden die Suspensionen bei
12.000 g fiir 20 min und bei 4 °C zentrifugiert. Die Uberstande, welche die Proteine enthalten,
wurden in neue Reaktionsgefalie transferiert und steril filtriert. Da die auRere Zellmembran
durch die Sonifizierung zerstort wurde, bleiben die restliche Zellbestandteile in den Pellets.

Daher wurden die Pellets verworfen.

3.2. High performance liquid chromatography (HPLC)

Um die XVDL- und PVDL-Proteine aufzureinigen, wurde eine
Hochleistungsflissigchromatographie (,high performance liquid chromatography“ —HPLC) mit
dem AKTA-System durchgefiihrt.

Die Hochleistungsflissigchromatographie ist eine Methode, die zur Trennung, Erkennung und
Quantifizierung von Proteinldsungen verwendet wird. Daftir wurde die Proteinsuspension
genutzt, die das Zielprotein enthalt, welches mit einem His-Tag versehen ist. Um das
Zielprotein in der Séule zu fangen, wurde eine HisTrap- S&ule verwendet, das mit Nickel-
Sepharose geflllt ist, sodass das Zielprotein durch die hochspezifische His-Tag-Ni-Interaktion
in der Saule gehalten wird. Imidazol ist in niedrigen Konzentrationen im Bindungspuffer sowie
in hoher Konzentration im Elutionspuffer enthalten. Mit Hilfe von Imidazol wird zum einen die
spezifische Bindung gefordert und zum anderen die His-Ni-Interaktion zerstort, was dazu fuhrt,
dass das gebundene Protein von der Saule geldst wird. Das HPLC- System wird mit einem
geeigneten Puffer gewaschen, sodass Verunreinigung entfernt werden kdnnen. Danach wird
die Saule angeschlossen und mit Bindungspuffer &aquilibriert. Als nachstes wird die
Proteinlésung durch das System laufen gelassen. Mit Bindungspuffer werden zuerst Proteine
ohne His-Tag aus dem System eluiert. Dann wird das Zielprotein mit dem Elutionspuffer eluiert
(Cytiva 2023).

Ein Detektor misst die Absorption (mAU), also die Menge an Licht, die von der Probe absorbiert
wird, bei einer spezifischen Wellenlange (280 nm bei Protein), sodass die relative

Konzentration des eluierten Proteins bestimmt werden kann.
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Die Absorption Uber die Zeit wird von einem Chromatogramm gezeigt, wobei die Maxima des
Chromatogramms einerseits verschiedenen Substanzen in der Probe entsprechen, anderseits

geben die Absorptionswerte (in mAU) Aufschluss Uber ihre relative Konzentration.

Zuerst wurde die Reinigung des Systems durch die vier Programmschritte ,Pump wash A*
LPump wash B ,Washout fractionation tubing“ und ,Column preparation® mit Wasser
durchgefiihrt. Als nachstes wurde der Probenschlauch mit Wasser gespilt. Danach wurde der
Probenzufuhrschlauch sowie Schlauch A in den Bindungspuffer und Schlauch B in den
Elutionspuffer gewechselt. AnschlieRend wurden die vier Reinigungsschritte ,Pump wash A®
LPump wash B* ,Washout fractionation tubing” und ,,Column preparation® mit Elutions- und

Bindungspuffer wiederholt.

Eine HisTrap-Ni-Sepharose-Saule mit 1 ml Saulenvolumen wurde mit dem System verbunden
und mit 5 ml Bindungspuffer &quilibriert. Die S&ule wurde beladen, indem die gefilterte
Proteinlésung durch das Probenréhrchen durchgelassen wurde, sodass der austretende
Durchfluss in einem neuen Réhrchen gesammelt wurde. Um eine bessere Adhasion zu

erreichen, wurde der Durchfluss dreimal durch das System laufen gelassen.

Nach dem dritten Durchlauf wurden die letzten ml der Probe mit ca. 5 ml Bindungspuffer
aufgefullt und durchlaufen gelassen, um sicherzugehen, dass keine Luft in das System gerat,
wenn das Rohrchen leer gesogen wird. Die Saule wurde mit 10 ml Bindungspuffer gespiilt und
die entstehende Waschfraktion wurde in einem neuen R6hrchen gesammelt. Im Folgenden
wurde das Protein mit Elutionspuffer eluiert, indem die Probe aus dem
Fraktionierungsschlauch ablief. Die erste Fraktion (Eluat 1) wurde gesammelt, bis die
Absorption 10 mAU Uberschritt. Danach wurde die zweite Fraktion (Eluat 2) mit dem Zielprotein
im ndchsten Réhrchen gesammelt, bis die Absorption wieder abfiel. Ab einer Absorption von
unter 30-50 mAU wurde die dritte Fraktion (Eluat 3) in einem neuen Rdéhrchen gesammelt bis
zu einem Volumen von 10 ml. Nach Abschluss der Fraktionierung wurden die Saule und das

System mit 20 % Ethanol gespdlt.

3.3. Umpufferung und Aufkonzentrierung von XVDL und PVDL

Umpufferung und Aufkonzentrierung gehdren zu den wichtigsten Schritten flr die
Proteinreinigung und -aufarbeitung, um das Protein nach der Elution fur die Behandlung von

T-Zellen in einen geeigneten Zustand zu bringen.

Nach der Elution liegt das Protein noch in Elutionspuffer vor, was fur die nachfolgende
Verwendung in der Zellkultur nicht optimal ist, da die Salzkonzentrationen und der pH-Wert

nicht der physiologischen Zellumgebung entsprechen.
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Daher wird das Protein in einen geeigneten Puffer Gberflhrt. Dariber hinaus kann das Protein
dadurch aufkonzentriert werden. Der hier verwendete Elutionspuffer enthéalt hohe
Konzentrationen an Imidazol und NaCl. Diese beiden Komponenten kdnnen T-Zellen

zerstoren.

Aus diesem Grund wurde das Umpufferung mittels verschiedener Methoden wie der Amicon

Ultra-15 10K Zentrifugen-Filtereinheit, der PD10-Saule sowie Dialyse getestet.

3.3.1. Amicon Ultra-15 10K Zentrifugen-Filtereinheit

Die Amicon Ultra-15 10K Zentrifugen-Filtereinheit (hier als ,Amicon“ bezeichnet) besteht aus
einer Verschlussklappe, einer Filtereinheit und einem Zentrifugenréhrchen. Diese Methode
beruht auf einer Ultrafiltrationstechnik, bei der einer semipermeable Membran dafir genutzt
wird, dass Molekile mit einer Masse groRer als 10.000 Dalton in der Filtereinheit
zuruickgehalten werden. Die kleineren Molekiile kénnen die Membran hingegen passieren. Die
Amicon funktioniert so, dass die Proteinldsung zuerst in die obere Filtereinheit eingefullt wird.
Danach wird die Klappe verschlossen und das Ro6hrchen zentrifugiert, wobei das
Lésungsmittel durch die Membran in die untere Kammer gedriickt wird. Das Zielprotein
verbleibt in der Filtereinheit, wahrend kleinere Molekiile sowie das Losungsmittel passieren.
Nach der Zentrifugation wird die Filtereinheit mehrmals gewaschen und die Flissigkeit in der
unteren Kammer verworfen. Durch mehrere Waschschritte bzw. Zentrifugationsschritte kann
das Volumen der oberen Kammer verringert werden, sodass das Zielprotein aufkonzentriert
wird. Der umgepufferte, aufkonzentrierte Uberstand, der das Zielprotein enthalt, wird mithilfe

von einer Pipette von der oberen Kammer entfernt (Sigma-Aldrich 2023).

Zuerst wurde die Séule vorbereitet, indem der Puffer, in dem die Amicon-Filtereinheit gelagert
wurde, verworfen wurde. Als nachstes wurden 5 ml PBS auf den Filter gegeben und die
Filtereinheit wurde in einem 50 ml-Reaktionsgefald bei 2500 g fir 15 min und bei 4 °C

zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen.

Danach wurde jeweils das Eluat 2 von der XVDL- und PVDL-Aufreinigung auf den Filter
gegeben und zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Dann wurden 5 ml PBS auf den
Filter gegeben und bei 2500 g fur 20 min und bei 4 °C zentrifugiert. Der Durchfluss wurde

verworfen. Dies wurde dreimal wiederholt.

Der Uberstand in der Filtereinheit, der unsere Zielproteine enthélt, wurde mithilfe einer Pipette

in Reaktionsgefal3e Gberfiihrt und fur die Behandlung der Zellen eingefroren.
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3.3.2. PD10 Entsalzungs-Saule

Die PD10 Saule ist eine Methode fur Entsalzung, Umpufferung sowie Aufreinigung von
Proteinen und anderer Biomolekiile. Die S&ule besteht aus einem Gel-Filtrationsmedium. Zu
Beginn wird die Saule mit einem geeigneten Puffer &quilibriert. Danach wird die Probe oben
auf die Saule aufgetragen. Die Probe dringtin das Gel ein, wobei die groRen Molekiile das Gel
schneller passieren als die kleinen Molekiile wie Salze oder andere Pufferkomponenten. Im
Anschluss wird die Saule mit einem Elutionspuffer gespiilt, sodass die grof3en Molekule zuerst
hindurchdiffundieren, gefolgt von den kleinen Molekilen. Dieses Trennungsprinzip beruht auf
dem GroRRenunterschied der Molekile, bei dem gréRere Molekile das Gel weniger gut
durchdringen und schneller durch die Saule wandern und kleinere Molekle in die Poren des

Gels eindringen und dadurch langsamer eluieren (Cytiva 2021).

Zwei Saulen wurden in zwei ReaktionsgefaRe fur jeweils XVDL und PVDL vorbereitet.
Zunachst wurden die oberen Kappen geotffnet und das versiegelte Ende der Saule an der
Unterseite aufgeschnitten. Dann wurden die Saulen mit jeweils 25 ml Elutionspuffer
aquilibriert. Die Durchflisse wurden verworfen. Darauffolgend wurden jeweils 2,5 ml der
Eluate 2 der XVDL- und PVDL-Aufreinigung auf die beiden Saulen pipettiert. Erneut wurden
die Durchflisse verworfen. Die Séulen wurden in neue Reaktionsgefalie tberfiihrt und die
Proteine wurden mit 3,5 ml PBS eluiert. Die Eluate von XVDL und PVDL wurden in neue
Reaktionsgefalie tberfihrt. Die Halfte des umgepufferten XVDL und PVDL wurde jeweils mit

10 % Glycerol als Gefrierschutzmittel eingefroren.

3.3.3. Dialyse-Kassette

Die Dialyse ist eine besonders nitzliche Methode zum Entfernen kleiner Molekile wie Salze,

Pufferkomponenten sowie anderer Verunreinigungen.

Die Dialyse-Kassette besteht aus einer Zellulosemembran und einer hermetisch
abgedichteten Probenkammer. Zuerst wird die Dialysekasette mit der Proteinlésung beflllt und
verschlossen. Der geflillte Dialysekassette wird in einem deutlich gréf3eren Volumen eines
gewilnschten neuen Puffers eingetaucht. Durch die semipermeable Membran diffundieren die
kleinen Molekile aus dem Dialysebeutel in den umliegenden Puffer, wahrend die gré3eren
Molektle wie das Zielprotein in der Membran zurtickgehalten werden (Thermo Fisher Scientific
2023).
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Zuerstwurden zwei 2 |-Becherglaser mit PBS aufgefullt. Danach wurden die Kassetten im PBS
inkubiert, um die Membranen zu hydrieren. Die Kassette wurde gedffnet und 3 ml XVDL oder
PVDL wurden hinein pipettiert. Die Kassette wurde geschlossen, und die Luft wurde entfernt.
Im Anschluss wurde die Kassette im PBS mittels Ruhrfisch und Magnetrihrer gedreht und
Uber Nacht bei 4 °C inkubiert, um die Dialyse durchzufihren. Am néchsten Tag wurden die
Kassette gedffnet und die Proben in ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Die Halfte des umgepufferten

XVDL und PVDL wurde jeweils mit 10 % Gefrierschutzmittel Glycerol eingefroren.

3.4. Sodiumdodecylsulfat—Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)

Um die Expression und die Aufreinigung der rekombinanten Proteine XVDL und PVDL zu
analysieren, wurde Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)
durchgefuhrt. Bei dieser Methode werden Proteine in einem Polyacrylamidgel einem
elektrischen Feld ausgesetzt, was als Gelelektrophorese bezeichnet wird. Da Proteine
unterschiedliche Eigenladungen besitzen, wird Natriumdodecylsulfat (SDS) hinzugefugt, um
ein gleichmaRige, negative Oberflachenladung zu erzeugen. Mithilfe der Spannung wandern
die zu trennende Proteine unabhangig von ihrer Ladung zur Anode. Um die Sekundar-, Tertiar-
und Quartarstruktur des Proteins zu denaturieren, werden die Proteine vor der Elektrophorese
auf 95 °C erhitzt und B-Mercaptoethanol zugegeben, was die Disulfidbricken reduziert.
Zusatzlich wurde ein Proteinstandard auf das Gel aufgetragen, der Proteine von bekannter
Grolle enthélt, um die Abschéatzung der Grof3e unbekannter Proteine zu ermoglichen

(Matsumoto, Haniu, et Komori 2019).

Um dies zu erreichen, wurden 100 pl von jeweils XVDL- oder PVDL-enthaltenden Proben in
neue ReaktionsgefalRe Uberfihrt und mit 33 uyl 4xLammli Puffer versetzt. Danach wurden die
Proben bei 95 °C fur 10 min aufgekocht.

Fur die Gelelektrophorese wurde eine Kammer vorbereitet, in die Gele mit 10 %
Polyacrylamidanteil eingespannt wurden. Die Kammer wurde mit 1x Laufpuffer gefiillt. Danach
wurden 4 pl Proteinstandard und 20 pl von jeder Probe in die Taschen pipettiert. Die Deckel
wurde auf die Kammer eingesetzt und die Spannungseinheit angeschlossen. Zu Beginn wurde
eine Spannung von 50 V fir 15 min angelegt und danach auf 100 V hochgestellt. Der Lauf
wurde nach 1-2 h gestoppt, wenn die Lauffront am unteren Bereich des Gels kurz vor dem

Herauslaufen war.
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3.4.1. GelegieRen

Ein Polyacrylamidgel besteht aus einem Trenn- und einem Sammelgel. Das Trenngel ist
hochprozentig und dient der effizienten Trennung der Proteine. Das niedrigprozentige
Sammelgel wird fur den oberen Bereich mit den Taschen verwendet, so dass die Proteine als

fokussierte Lauffront auf das Trenngel treffen.

Das Trenngel und das Sammelgel wurden wie in Tabelle 8 angegeben in 50 ml vorbereitet.
Zunéachst wurden Acrylamid/Bisacrylamid (A/B), Tris Puffer, HoO und SDS gemischt. Dann
wurden die Glasplatten vorbereitet, die zum GieRen verwendet wurden. Zuletzt wurden APS
und TEMED zugegeben, und zwar so schnell wie mdglich, da diese beiden Substanzen die
radikalische Polymerisation starten, durch die das Gel fest wird.

Tabelle 8: Zusammensetzung von Trenngel und Sammelgel.

Trenngel Sammelgel

A/B 30% 29:1 [ul] 2,475 A/B 30% 29:1 [ml] 650
Tris 1.0M pH 6.8 [ml] 1,875 Tris 1.5M pH 8.8 [ml] 1,875
H20 [ml] 3,15 H20 [ml] 3,76
SDS 20% [ul] 37,5 SDS 20% [ul] 25
TEMED [ul] 10 TEMED [ul] 7,5
APS [ul] 37,5 APS [ul] 38

3.5. Coomassie-Farbung

Um die nach Molekiilmasse aufgetrennten Proteinen sichtbar zu machen, wurde Coomassie-
Brilliant-Blau verwendet. Das Gel von XVDL und PVDL wurde fir 30 min mit Coomassie-
Brilliant Blau R-250 Farbeldésung (Bio-Rad Laboratories) gefarbt und Uber Nacht mit

Coomassie Entfarbelésung entfarbt.

Nach den ersten 30 min Entfarbung wurde die Entfarbungslésung gewechselt. Am nachsten
Tag wurden Bilder der Gele mit dem ChemiDoc MP Imaging System aufgenommen.

3.6. Western-Blot

Um herauszufinden, ob Proteinbanden in einem SDS-Gel tatsédchlich einem bestimmten
Protein entsprechen, kann ein Western-Blot durchgefiihrt werden. Der Western-Blot beinhaltet
einen Transfer-Sandwich in einer mit Puffer gefillten Kammer, das sich aus verschiedenen

gestapelten Schichten wie Schwammen, Filterpapier, Gel und Membran zusammensetzt.
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Nach der Ubertragung der Proteine von Gel auf die Membran wird diese mit BSA blockiert und
Uber Nacht mit dem Priméarantikdrper inkubiert, der an das auf der Membran fixierte Zielprotein
spezifisch bindet. Nach der Ubernacht-Inkubation und verschiedenen Waschschritten wird der
Sekundarantikdrper zugesetzt, der den Primarantikdrper erkennt und bindet. AuRerdem ist der
Sekundarantikorper mit einem Enzym gekoppelt, das die Detektion der Zielproteine mittels
Chemilumineszenz ermdglicht. Die Banden werden sichtbar gemacht, indem das Enzym aus
dem Sekundarantikorper die Oxidation eines Luminol-basierten Substrats katalysiert, wobei

Licht emittiert wird.

Dafiir wurde eine Kammer mit einem Rihrfisch in eine Eisbox gestellt, um 4 °C wéahrend des
Laufes zu temperieren. Unter dem Abzug wurde eine Schale mit 1x Transferpuffer befullt, um
das Rickgrat der Sandwiche vorzubereiten. Die PVDF-Membran wurde in einer Schale mit
Methanol 1 min inkubiert, um sie fir eine optimale Proteinaufnahme zu aktivieren. Fir jeden
Blot wurde ein Sandwich gestapelt, der von unten nach oben wie folgt aufgebaut ist: Ein
Schwamm, zwei in Puffer getrankte Filterpapiere, die aktivierte Membran, das Gel, nochmal
zwei in Puffer getrankte Filterpapiere, und ein Schwamm. Alles wurde zusammengestellt und

in die Kammer eingespannt.

Hierbei wurde die Unterseite des Sandwich zur Anode ausgerichtet und die Oberseite zur
Kathode, damit die negativ geladenen Proteine aus dem Gel auf die Oberseite der Membran
transferiert werden. Die Kammer wurde mit 1 x Transferpuffer gefiillt und mit der Eisbox auf
einen Magnetrihrer gestellt, um den Puffer mit dem Ruhrfisch zu durchmischen, was eine
gleichméRige Temperatur in der gesamten Kammer gewahrleistet. Die Spannungseinheit

wurde auf 100 V fur 75 min eingestellt.

Nach den 75 min wurde die Kammer und die Blot-Sandwiches aufgemacht. Die Membran
wurde in vorbereitete 50 ml ReaktionsgeféaRe mit 5 ml Blockierldsung (3 % BSA/TBS-T)
geschoben und 1 h bei Raumtemperatur (RT) gerollt. Anschlieend wurden die Membranen
in R6hrchen mit 5 ml Primarantikérper spezifisch fur den His-Tag (1:1000 in 3 % BSA/TBS-T)
Uberfihrt und Gber Nacht bei 4 °C rollen gelassen. Am nachsten Tag wurden die Membranen
in Schalen mit TBS-T Uberfihrt und 10 min geschwenkt. Danach wurde der Puffer

abgeschuttet und frischer Puffer erneut appliziert. Dies wurde dreimal wiederholt.

Danach wurde das TBS-T abgeschiittet und 10 ml Sekundarantikérper spezifisch flr
Kaninchen-IgG, HRP-gekoppelt (1:10,000 in TBS-T) dazugegeben. Daraufhin wurde 1 h
geschwenkt. Nach 1 h wurde der Sekundarantikérper abgeschiittet und die Schale mit 10 ml
TBS-T aufgefllt. Dies wurde 10 min rollen gelassen. AnschlieRend wurde das TBS-T
abgeschuttet und 10 ml TBS dazugegeben. Es wurde 10 min geschwenkt. Dies wurde zwei

Mal wiederholt.
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Im Anschluss daran wurde das ChemiDoc MP Imaging System eingeschaltet. Fur das
Entwickeln wurde das Substrat (ECL Select Western Blotting Detection Reagent) nach
Herstellerangaben vorbereitet, indem Luminol- und Peroxidldsung im Verhaltnis 1:1 gemischt
wurden. 400 pl Substrat wurde auf jede Membran getropft und zwischen zwei Lagen

Plastikfolie griindlich auf der gesamten Membran verteilt.

Danach wurde das Gel auf eine Folie gelegt und am Imaging System belichtet, bis ein starkes
Signal beobachtet wurde, und die Chemilumineszenz aufgenommen. Dies waren flr den His-
Tag-Antikdrper 60 s. Ebenso wurde ein normales Foto fir den Proteinstandard-Marker
aufgenommen. Die aufgenommenen Bilder wurden mit Imagelab und PowerPoint am PC

ausgewertet.

3.7. Protein-Konzentrationsbestimmung

Um die Konzentration von XVDL und PVDL zu bestimmen, wurden folgende Assays

durchgefinhrt.

3.7.1. Bichinoninsaure (BCA) Assay

Das Bichinoninsaure (BCA)-Reagenz interagiert mit Peptidbindungen, wobei sich ein farbiger
Komplex bildet. Je hoher die Absorption bei 562 nm ist, desto hoher ist die

Proteinkonzentration in einer Lésung.

Um eine unbekannte Konzentration zu bestimmen, kann eine Standardreihe mit bekannten
Proteinkonzentrationen von Rinderserumalbumin (BSA) genutzt werden. Mittels linearer
Regression kann dann die Steigung der Standardkurve bestimmt und dadurch auf die

unbekannte Proteinkonzentration geschlossen werden.

Fur den BCA-Assay wurde das Kit Pierce™ BCA Protein Assay von Thermo Scientific™
verwendet. Zuerst wurden die Standards A-l nach Herstellerangaben im Bereich von 0,025 bis
2,000 pg/ul in PBS erstellt.

Des Weiteren wurden 10 ul von jedem Standard und jeder Probe in Duplikaten in die
Vertiefungen einer 96-well-Platte mit flachem Boden pipettiert. Danach wurde BCA-Reagenz
aus den Reagenzien A und B des Kits im Verhéltnis 50:1 A: B hergestellt und 200 pl von dem
BCA-Reagenz in jede Vertiefung pipettiert. Im Anschluss wurde die Platte ftir 30 min bei 37 °C
inkubiert und durch einen Mikroplatten-Reader, den Spark® Multimode-Mikroplatten-

Reader, wurde die Absorption bei 562 nm gemessen.
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Die gemessene Absorption wurde gegen die Proteinkonzentrationen der Standards
aufgetragen. Mittels linearer Regression wurden die Parameter der Standardgerade
y =m * X + b bestimmt. Durch Umstellen der Geradengleichung nach x konnte die unbekannte

Proteinkonzentration der Proben errechnet werden.

3.7.2. Bradford Assay

Das Bradford-Reagenz beruht auf der Bindung von Coomassie-Brilliant-Blau an Proteine,
sodass die Farbe von braun/rot nach blau verandert wird, wenn die Proteinkonzentration
zunimmt. Bei der Anwendung des Bradford Assays wird typischerweise die Absorption des

Proteins bei den zwei verschiedenen Wellenlangen 595 nm und 465 nm gemessen.

Durch das Verhaltnis der Absorption (595/465) wird erreicht, dass die unspezifische
Absorption herausgerechnet wird, sodass die Messgenauigkeit weniger durch Stoérfaktoren
beeintrachtigt wird. Auf diese Weise beruht die gemessene Absorption hauptséchlich auf der

Bindung des Farbstoffs an die Proteine.

Zuerst wurden Standards A-l im Bereich von 0,025 bis 2,000 pg/ul aquivalent zu den
Standards im BCA Assay erstellt. Daraufhin wurden 10 pl von jedem Standard und jeder Probe
XVDL und PVDL in Duplikaten in die Vertiefungen einer 96-well-Platte mit flachem Boden

pipettiert. Als nachstes wurde 300 pl Bradford Reagenz zu jeder Vertiefung hinzugegeben.

Daraufhin wurde die Platte fiir 30 s geschuttelt und 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend
wurde die Absorption bei 595 nm und 465 nm gemessen. Das Verhaltnis der Absorptionen
595 nm/465 nm wurde gegen die Proteinkonzentrationen der Standards aufgetragen. Mittels
linearer Regression wurden die Parameter der Standardgerade y =m * x + b bestimmt. Durch
Umstellen der Geradengleichung nach x konnte die unbekannte Proteinkonzentration der

Proben errechnet werden.

3.8. CD4+ T-Zell-Isolation aus Milzen

Um T-Zell-Effektorfunktionen untersuchen zu kénnen, wurden primére, murine T-Zellen aus
Mause-Milzen isoliert und in der Zellkultur kultiviert und stimuliert. Daftir wurden Milzen von
Wildtyp-Mausen mit einem C57BL/6J Hintergrund im Alter von 12-20 Wochen verwendet.

Frische Milzen wurden von der Arbeitsgruppe bereitgestellt.
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Das Prinzip der Isolation (siehe Abbildung 6) beruht auf den Verfahren des magnetic activated
cell sortings (MACS). Der spezifische CD4-PE Antikorper bindet CD4+ T-Zellen. Als nachstes
heften sich PE-Microbeads an die Antikdrper. Eine LS-Saule (Miltenyi Biotec) wird in einen
Magneten gespannt. Wenn die Zelllésung durch die Saule lauft, werden die mit Microbeads
markierten Zellen durch den Magneten festgehalten. Die restlichen, nicht markierten Zellen
laufen ungehindert durch die Séule durch. Die verbleibenden CD4+ Zellen kdnnen auf3erhalb

des Magnetfelds aus der Saule gespult werden.

Zuerst wurde die Milz aus einer Maus prapariert. Danach wurde ein Zellsieb mit
100 uym PorengrdfRe auf ein 50 ml Reaktionsgefal’ aufgesetzt und mit PBS befeuchtet, um es
vorzubereiten. Die Milz wurde durch das Zellsieb mit der Riickseite einer 1 ml Spritze gedriickt
und dabei mehrmals mit PBS gespiilt. Die Zellsuspension wurde bei 450 g fiir 10 min bei RT
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Um die Erythrozyten zu lysieren, wurde das
Pellet in 3 ml Red blood cell (RBC) Lyse Puffer resuspendiert und 3,5 min bei RT inkubiert.
Anschlieend wurden 20 ml PBS-Puffer hinzugefugt und es wurde mit 500 g fir 6 min bei RT
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Unter einer sterilen Werkbank wurde das Pellet
in 2 ml MACS (MACS)-Puffer resuspendiert. Danach wurden 10 pl a-CD4-PE-Antikdrper
dazugegeben, um CD4+ T-Zellen zu markieren. Nach einer Inkubation bei 4 °C fir

15 min wurde die Zellsuspension mit 500 g fur 6 min bei RT zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 900 ul MACS-Puffer resuspendiert und
es wurden 100 ul a-PE-Microbeads hinzugegeben. Dann wurde die Zellsuspension bei 4 °C
fur 15 min inkubiert und anschlieRend bei 500 g 6 min RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Das Pellet wurde in 20 ml MACS-Puffer resuspendiert und bei 500 g fiir 6 min bei

RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.

Als nachstes wurde eine LS-Saule (Miltenyi Biotec) eluiert. Die Séule wurde in einen Magneten
eingespannt und ein 15 ml Reaktionsgefald unter die Séule gestellt. Danach wurde die Saule
mit 3 ml MACS-Puffer eluiert. Nachdem die 3 ml MACS-Puffer eingelaufen waren, wurde die
in 1 ml MACS-Puffer resuspendierte Probe auf die Saule gegeben. Nachdem die 1 ml Probe

eingelaufen war, wurden 3 ml MACS-Puffer zugegeben, um die Saule zu spiilen.

AnschlieBend wurde die Saule aus dem Magnet entnommen und in ein neues Reaktionsgefar
Uberfuhrt. Auf die Saule wurden 5 ml MACS-Puffer gegeben und die Fliissigkeit wurde mit
einer Spritzenrickseite durchgedrtckt. Die resultierende Fraktion im Reaktionsgefald enthielt
CD4+ T-Zellen, welche mit 500 g fiir 6 min bei RT zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde
verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml PBS oder T-Zell-Medium aufgenommen. AnschlieRend

wurden die Zellen gezahilt.
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3.9. Zellen zahlen

Zunachst wurde eine Vorverdiinnung 1:10 mit 0,4 % Trypan Blau, d.h. 90 pl Trypan Blau und
10 ul Zellsuspension, vorbereitet. Danach wurde die Vorverdinnung 1:5, d.h. 40 pl Trypan
Blau mit 10 pl Zellsuspension verdinnt. Eine Neubauer-Z&hlkammer wurde mit 10 pl von der

Verdinnung beladen. Unter einem Mikroskop wurden die Zellen von vier Quadranten gezahlt.

Diese Anzahl wurde durch vier geteilt und die verwendete Verdiinnung mitberechnet, um auf
die Konzentration der isolierten Zellen zu schliel3en. Die Anzahl N an Zellen pro Quadranten

entspricht hierbei einer Konzentration von N * 10* Zellen/ml.

3.10. Stimulation von T-Zellen fir Proliferationanalyse

Damit T-Zellen zur Proliferation angeregt werden und in einem Proliferationsassay analysiert
werden konnen, kdnnen sie mit Antikdrpern spezifisch fur CD3 und CD28 stimuliert werden.
Diese interagieren mit dem T-Zell-Rezeptor-Komplex und sorgen fir eine Signalweiterleitung

innerhalb der Zelle, die u.a. zu Proliferation fuhrt.

Fur die Stimulation werden Zellkulturplatten mit diesen Antikérpern beschichtet, bevor Zellen

darauf ausgesat werden.

Ein Mastermix wurde flir das Beschichten der Platte je nach Anzahl der Proben unter einer

Sterilwerkbank vorbereitet. In PBS wurden 5 pg/ml a-CD3 und 1 ug/ml a-CD28 angesetzt.

AnschlieBend wurden 300 pl pro well in eine 24-well-Platte pipettiert und bei 37 °C flr 1 h
inkubiert. Vor der Aussaat von Zellen wurden die beschichteten wells 2x mit PBS gespiilt. Nach
Aussaat von Zellen auf beschichtete Platten und Behandlung dieser wurden die Zellen ftr 72

h bei 37 °C und 5 % CO:; kultiviert, bevor die Proliferation analysiert werden konnte.
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Abbildung 6: CD4+ T-Zell-Isolation (erstellt mit BioRender).

Die Isolation von CD4+ T-Zellen startet mit der Praparation der Milz aus einer Maus (1). Danach wurde
die Milz durch ein Zellsieb gedrickt (2), um eine Einzelzell-Suspension zu erhalten. Durch Zugabe von
RBC-Lyse-Puffer (3) wurden die Erythrozyten lysiert. Nach mehrere Zentrifugationschritten wurde die
magnetische Markierung von Splenozyten durch Zugabe von a-CD4-PE und a-PE-Microbeads
durchgefiihrt (4). Mithilfe eines Magneten, in den eine Saule eingespannt wurde, fand die positive
Selektion von CD4+ Zellen statt (5). Anschliel3end wurden die CD4+ T-Zellen (6) ausplattiert, behandelt
sowie fur 72 h bei 37 °C inkubiert (7).
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3.11. Proliferationsanalysen

3.11.1. Carboxyfluorescein-Succinimidylester Farbung (CFSE-Farbung)

Carboxyfluorescein-Succinimidylester (CFSE) ist ein membranpermeabler,
fluoreszenzbasierter Farbstoff zur Verfolgung der Lymphozytenteilung, indem CFSE kovalent
langlebige intrazellulare Molekiile mit dem Fluoreszenzfarbstoff Carboxyfluorescein markiert
(Parish 1999). CFSE besteht aus lipophilen Molekulen, was dazu fuhrt, dass diese leicht in die
Zellen eindringen, da sie Membranen passieren konnen. Nach dem Eindringen in die Zelle
binden CFSE-Molekiile kovalent an die primdren Amine von Proteinen und bleiben dort
dauerhatft fixiert. Dies ermoglicht, dass die markierten Zellen Uber mehrere Zellteilungen
hinweg verfolgt werden kdénnen. Bei jeder Zellteilung wird der Farbstoff zur Hélfte verdinnt.
Da die Anzahl der Zellteilungen durch die Fluoreszenzintensitat von CFSE bestimmt werden
kann, wird CFSE fiir die Proliferationsanalyse in der Durchflusszytometrie verwendet (Quah et
Parish 2010).

Fur eine Proliferationsanalyse mit CFSE miussen die T-Zellen vor der Aussaat gefarbt werden.
Nach der Zahlung der Zellen wurde ein Mastermix hergestellt. 1 Mio. Zellen pro Ansatz wurden
in 1 ml PBS resuspendiert. Zusatzlich wurden 1:4,000 5 mM CFSE hinzugeflgt. Die Anséatze
wurden fir 20 min bei 37 °C lichtgeschitzt inkubiert. Danach wurde zur Suspension 1 ml
fotales Kalberserum (FCS) pro 1 ml PBS zugegeben und erneut fir 5 min bei 37 °C

lichtgeschitzt inkubiert, gefolgt von einer Zentrifugation bei 450 g fir 6 min und RT.

Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 1 ml T-Zell-Medium
pro 1 Mio. Zellen resuspendiert. AnschlieBend wurde 1 ml der Zellsuspension pro well auf der
mit a-CD3 und a-CD28 beschichteten 24-well-Platte ausgesat.

3.11.2. Ki67 Farbung

Um eine hohere Uberlebensrate der Zellen zu gewéhrleisten, wurde statt CFSE der Marker
Ki67 genutzt, um Proliferation von Zellen zu analysieren. Hierbei handelt es sich um ein
intrazellulares Protein, welches nach 72 h Stimulation mit einem fluoreszenz-gekoppelten
Antikorper durchflusszytometrisch nachgewiesen werden kann. Daher muss hier vor der

Aussaat keine Farbung vorgenommen werden.

Nach der Zahlung der Zellen wurde ein Mastermix aus der gezahlten Zellsuspension und T-
Zell-Medium erstellt. Anschlieend wurden 1 Mio. Zellen in 1 ml T-Zell-Medium pro well auf

eine beschichtete 24-well-Platte pipettiert.
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3.11.3. Behandlung der Zellen

Die Zellen wurden nach der Aussaat auf die Platten in Duplikaten mit zwei verschiedenen
Konzentrationen von XVDL und PVDL behandelt (2 pg/ml und 20 pg/ml). Au3erdem wurden
die Proben mit zwei verschiedenen Konzentrationen des monoklonalen, Xprl-spezifischen

Antikérpers 2G8 und einem a-1gG1k-Antikdrper behandelt (1 ug/ml, 10 pg/ml).

Dazu gab es zwei unbehandelte und ungefarbte Proben fir Kontrollen bei der
durchflusszytometrischen Farbung nach 72 h Inkubation.

3.12. Durchflusszytometrie (FACS)

Durchflusszytometrie, auch als FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) bezeichnet, ist
eine Methode, die nicht nur die Analyse von Zellen ermdglicht, sondern auch eine

Zellsortierung nach ihren Eigenschaften.

Ein Durchflusszytometer besteht aus drei Systemen: Fluidik, Optik und Elektronik. Das
Fluidiksystem leitet die Zellen in einem Flussigkeitsstrom durch eine feine Dlise. Das
Optiksystem ist aus Lasern zusammengesetzt. Die Zellen werden nach hydrodynamischer
Fokussierung durch den Laserstrahl einzeln durchgefihrt und das Laserlicht interagiert mit
den Zellen. Hierbei wird Lichtstreuung in verschiedene Richtungen gemessen, was
morphologische Information Uber die Grof3e und innere Komplexitat bzw. Granularitat der
Zellen enthalt. AuBerdem kann Fluoreszenzintensitat in verschiedenen Kanalen gemessen
werden, wenn Zellen mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert wurden. Hierbei werden
Fluorophore vom Laserlicht angeregt, woraufhin Licht in einer anderen Wellenlange emittiert
wird. Forward Scatter (FSC) und Side Scatter (SSC) sind zwei Parameter, die physikalische
Eigenschaften von Zellen beschreiben. Der FSC-Detektor ist fir die Messung des gestreuten
Lichts im 180°-Winkel zustandig und gibt Aufschluss Uber die ZellgréRe, da grol3ere Zellen

mehr Licht nach vorne streuen und ein hoheres FSC-Signal aufweisen (Givan 2001).

Im SSC-Detektor wird Licht im 90°-Winkel gemessen, was Informationen Uber die innere
Komplexitat bzw. Granularitat enthélt, da komplexere Zellen z.B. mit vielen Granula mehr Licht
streuen. Die Durchflusszytometrie ist eine aul3erst effiziente Technik, mit der eine sehr grof3e

Anzahl von Zellen in kurzer Zeit analysiert werden kann (Givan 2001).

Nach 72 h in Kultur wurden die Zellen aus der Platte abgespililt, in Reaktionsgefal3e Uberfihrt
und bei 500 g und 4 °C fiir 5 min zentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen, die Zellpellets
wurden in 200 pl PBS resuspendiert und in die Vertiefungen einer 96-well-Platte mit konischem
Boden Uberfuhrt.
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Danach wurden die Proben zweimal mit 200 yl PBS gewaschen und dabei fur jeweils 5 min
bei 500 g und 4 °C zentrifugiert, wonach der Uberstand verworfen und das Pellet resuspendiert
wurde. Der extrazellulare Antikérper wurde als Mastermix vorbereitet. Fiir eine Probe bestand
er aus 0,05 ul ZombieViolet-Pacific Blue, 0,1 ul CD4-PE, 0,1 ul FcR-Block und 19,75 pl PBS.
Anschlie@Rend wurden 20 pl dieses Mixes pro well pipettiert und for
20 min bei 4 °C inkubiert. Danach wurde erneut jede Probe mit 200 pyl PBS zweimal

gewaschen, analog zum oben beschriebenen Waschprozess.

Nach der letzten Zentrifugation wurde jede Probe in 50 pl Fixierungslésung resuspendiert und
fur 10 min bei 4 °C inkubiert. Danach wurde jede Probe zweimal mit 200 pl

Permeabiliserungspuffer gewaschen.

Der intrazellulare Ki67—Antikorper wurde als Mastermix vorbereitet. Fur eine Probe bestand
dieser aus 0,4 ul Ki67-PE-Vio770 und 19,6 yl Permeabilisierungspuffer.

AnschlieBend wurde jede Probe in 20 pl dieses Mastermixes resuspendiert und fir
20 min bei 4 °C inkubiert. Danach wurde jede Probe zweimal mit 200 pl
Permeabilisierungspuffer gewaschen. Die Proben wurden in 150 pl PBS resuspendiert und in
FACS-Rd6hrchen fiir die Messung tberfihrt. Bei der FACS-Analyse wurden Einzelfarbungen
zuerst durchgefiihrt, um Detektorspannungen optimal fiir jeden verwendeten Kanal einstellen
zu konnen. Jede Einzelfarbung wurde mit einem spezifischen Fluorophor-konjugierten
Antikorper gefarbt und bindet an ein bestimmtes Antigen auf der Zelloberflache oder
Zellinneren. Fir die Messung wurde das Gerat Cantoll von BD-Bio Sciences eingesetzt, das
drei Laser mit den Wellenlangen 407 nm, 488 nm und 633 nm, und eine Kombination aus

Longpass-Spiegeln und Breitbandfiltern besitzt.

Das Gerat wurde mit einer Flow Rate von 1000-3000 Events/s genutzt und die Fluoreszenz-
Kanale PE-A, PE-Cy7-A sowie Pacific Blue-A wurden aufgenommen. Es wurde eine CFSE-
Farbung durchgefiihrt, wurde auferdem das Signal fur FITC-A aufgenommen. Pro Probe
wurden 30000 Zielevents aufgenommen, wenn genug Zellen vorhanden waren. Kompensation

und Auswertung wurden mit FlowJo 10.10.0 durchgefihrt.

29



3.13. Gating Strategie

Die aufgenommenen Events wurden durch eine Gatingstrategie (siehe Abbildung 7) analysiert,
bei der zunachst der Bereich in einem SSC-A/FSC-A-Diagramm ausgewahlt wurden, in dem
T-Lymphozyten zu erwarten sind. Anschlielend wurden Dupletten in einem FSC-H/FSC-A-
Diagramm diskriminiert. Der Farbstoff ZombieViolet im Kanal Pacific Blue-A wurde genutzt,
um tote Zellen zu markieren. CD4 im PE-A-Kanal wurde fur die Markierung von CD4+ T-Zellen
genutzt. Im Pacific Blue-A/PE-A-Diagramm wurde das Gate fur lebende CD4+ T-Zellen
ausgewahlt. Anschlieend wurden Ki67+ Zellen im PE/Cy7-A-Histogramm ausgewahlt.

Abbildung 7: Gating Strategie fur Proliferationsanalyse.

Zunachst wurden die Lymphozyten im Bereich SCC-A/FSC-A ausgewahlt. Daraufhin wurden die
Einzelzellen im FSC-H/FSC-A-Plot selektiert. Als ndchstes erfolgte die Unterscheidung zwischen CD4-
positiven und -negativen Zellen sowie zwischen lebenden und toten Zellen durch CD4-PE und den
Viabilitats-Marker ZombieViolet-Pacific Blue. Es wurden die lebenden CD4+ Zellen ausgewahlt. Zum
Schluss wurden die Ki67+ Zellen mithilfe des Histogramms bestimmt.

30



4. Ergebnisse

4.1. Aufreinigung der Proteine mittels HPLC

Um in dieser Arbeit die Auswirkungen auf die Proliferation von T-Zellen durch eine Modulation
von XPR1 zu untersuchen, wurden zuerst XVDL- und PVDL-Proteine hergestellt. In Abbildung
8 ist ein exemplarischer Verlauf der Proteinaufreinigung von XVDL dargestellt. Nachdem die
Saule angeschlossen und mit Bindungspuffer aquilibriert wurde, wurde als nachstes das
Bakterienlysat, in welchem das Protein (XVDL) exprimiert wurde, auf die Probens&ule bei 0 ml
gegeben. Dies filhrt zu einer Steigung der Absorption auf etwa 720 mAU. Der Durchfluss
wurde aufgefangen. Um die Adhésion zu verbessern, wurde das Bakterienlysat mehrmals Uber
die Saule laufen gelassen, was eine konstante Absorption von 660 mAU zur Folge hatte.
Danach wurde die Saule mit 10 ml Bindungspuffer ab 104 ml gewaschen, was dazu flhrte,
dass die Absorption auf 0 mAu abfiel. Im Anschluss wurde der Elutionspuffer auf die S&aule
gegeben, dann fiel die Absorption ab. Danach steigt die Absorption wieder auf bis zu 550 mAU,
was einem grofRen XVDL-Proteinpeak ab 117 ml entspricht. Schlie3lich fallt die Absorption

wieder, da nun alle Proteine eluiert wurden.
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Abbildung 8: Exemplarischer Verlauf der Proteinaufreinigung von XVDL.

Nach der Transformation und Expression wurden die Proteine XVDL und PVDL mit HPLC aufgereinigt.
Dargestellt ist die Absorption bei 280 nm, die gegen das Volumen an Flussigkeit, das Uber die Séule
gespult wurde, aufgetragen ist. Die Probe wurde auf die Saule gegeben und es wurde gewaschen. Zum
Schluss wurde der Elutionspuffer, der die gebundenen Proteine eluiert, dazugegeben. Die Fraktionen
1, 2 und 3 wurden aufgefangen, wobei Fraktion 2 dem Grol3teil des Peaks entspricht.
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Nach der Aufreinigung wurden die Proteine mit verschiedenen Methoden umgepuffert und
aufkonzentriert. Um die Transformation und Expression von XVDL und PVDL nach der
Aufreinigung zu bestatigen, wurden die dreimal mittels HPLC aufgereinigten Proteine

analysiert.

4.2. Umpufferung
4.2.1. Amicon

Um die Proteine zu analysieren, wurden verschiedene Proben mit einer SDS-Page aufgetrennt
und mit Comassie Brilliant Blau angeféarbt, wie in den Abbildungen 9 und 11 dargestellt. Zuerst
wurden die Proteine mit einer Amicon-Saule umgepuffert. In Abbildung 9 sind verschiedene
Banden im Bakterienlysat vor IPTG-Induktion zu sehen. Dies entspricht den verschiedenen
Proteinen in der Proteinlésung. IPTG wird als Induktor fur die Proteinexpression verwendet
und induziert die Expression des lac-Operons, wodurch die Produktion der Zielproteine
ermdoglicht wird. Nach Zugabe von IPTG ist eine intensivere Bande zwischen 35 und 25 kDa
im Bakterienlysat zu sehen, was auf die Produktion des Zielproteins PVDL hindeutet. Im
Durchfluss ist genau diese Bande nicht mehr sichtbar. Stattdessen sind viele Banden von
Proteinen zu sehen, die nicht an der Saule gebunden waren. In der Waschfraktion und Fraktion
1 sind fast keine Banden zu sehen, was zeigt, dass das Protein noch gut in der Saule
gebunden war. In Fraktion 2, wie aufgrund des Peaks bei circa 115 ml von Abbildung 10 zu
erwarten, ist eine intensive Bande zwischen 25 und 35 kDa zu sehen, was PVDL entspricht.
In Fraktion 3 ist eine schwache Bande zu erkennen, was vermuten lasst, dass etwas PVDL
auch in dieser Fraktion vorhanden ist. Schlie3lich ist eine intensive Bande nach der

Umpufferung mit Amicon detektierbar.
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Abbildung 9: Coomassie Brilliant Blau- gefarbtes SDS-Gel (PVDL).

Nach der Aufreinigung des PVDL-Proteins wurde mit Amicon umgepuffert und eine SDS-PAGE
durchgefiihrt sowie mit Coomassie Brilliant Blau gefarbt. Die Masse der Markerbanden sind links in kDa
angegeben. Vor IPTG stellt das Bakterienlysat vor Zugabe von IPTG dar. Nach IPTG reprasentiert das
Bakterienlysat nach 4h IPTG-Induktion. Der Durchfluss entspricht dem Rest des Bakterienlysats, was
nicht an der S&ule gebunden hat. Die Waschfraktion entspricht dem Waschen der Saule mit
Bindungspuffer. Franktion 1 zeigt das erste Eluat, das nach Zugabe des Elutionspuffers gesammelt
wird. Fraktion 2 ist das Zielprotein PVDL. Fraktion 3 ist das dritte Eluat. ,Nach Amicon“ zeigt die
Proteinldsung nach der Umpufferungmittels Amicon-Saule.

Abbildung 10: Verlauf der Aufreinigung von PVDL.

Nach der Transformation und Expression wurde das Protein PVDL mit HPLC aufgereinigt. Dargestellt
ist die Absorption bei 280 nm, die gegen das Volumen an Flissigkeit, das Uber die Sdule gespult wurde,
aufgetragen ist. Die Probe wurde auf die Saule gegeben und es wurde gewaschen. Zum Schluss wurde
der Elutionspuffer, der die gebundenen Proteine eluiert, dazugegeben. Die Fraktionen 1, 2 und 3 wurden
aufgefangen, wobei Fraktion 2 dem Grof3teil des Peaks entspricht.
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In Abbildung 11 ist die Analyse der Proteinisolation von XVDL zu sehen. Vor der Zugabe von
IPTG sind mehrere Proteinbanden sichtbar. Nachdem IPTG zugegeben wurde, ist zusatzlich
eine intensive Bande zwischen 25 kDa und 35 kDa erkennbar, was XVDL entspricht. Im
Durchfluss sind ebenfalls viele Banden zu sehen, welche nicht an der Saule gebundenen
Proteinen entsprechen. In der Waschfraktion ist eine schwache Bande zwischen 25 kDa und
35 kDa zu erkennen, sodass vermutlich nicht alles XVDL an der Saule gebunden wurde und
in der Waschfraktion verloren gegangen ist. Dies wird auch in Abbildung 12 bestétigt, da ein
grol3er Peak zwischen bei etwa 83 ml bei dem Waschschritt von XVDL zu erkennen ist. Wie

zu erwarten ist in Fraktion 1 keine Bande zu erkennen.

In Fraktion 2 ist eine intensive Bande sichtbar, was XVDL entspricht. In Fraktion 3 ist ebenfalls
eine schwache Bande erkennbar, was darauf hindeutet, dass das Protein minimal bei Fraktion
3 verloren gegangen ist. Zum Schluss ist nur eine diinne Bande nach Amicon-Umpufferung
erkennbar. Es wird daher vermutet, dass das ein Grof3teil des Proteins nach der Umpufferung

ausgefallen ist.
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Abbildung 11: Coomassie Brilliant Blau- geféarbtes SDS-Gel (XVDL).

Nach der Aufreinigung des XVDL-Proteins wurde mit Amicon umgepuffert und eine SDS-PAGE
durchgefiihrt sowie mit Coomassie Brilliant Blau gefarbt. Die Masse der Markerbanden sind links in kDa
angegeben. Vor IPTG stellt das Bakterienlysat vor Zugabe von IPTG dar. Nach IPTG reprasentiert das
Bakterienlysat nach 4h IPTG-Induktion. Der Durchfluss entspricht dem Rest des Bakterienlysats, was
nicht an der Saule gebunden hat. Die Waschfraktion entspricht dem Waschen der Saule mit
Bindungspuffer. Fraktion 1 zeigt das erste Eluat, das nach Zugabe des Elutionspuffers gesammelt wird.
Fraktion 2 ist das Zielprotein XVDL. Fraktion 3 ist das dritte Eluat. ,Nach Amicon“ zeigt die Proteinlédsung
nach der Umpufferungmittels Amicon-Séaule.
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Abbildung 12:Verlauf der Aufreinigung von XVDL.

Nach der Transformation und Expression wurde das Protein XVDL mit HPLC aufgereinigt. Dargestellt
ist die Absorption bei 280 nm, die gegen das Volumen an Flissigkeit, das Uber die Saule gespult wurde,
aufgetragen ist. Die Probe wurde auf die Saule gegeben und es wurde gewaschen. Zum Schluss wurde
der Elutionspuffer, der die gebundenen Proteine eluiert, dazugegeben. Die Fraktionen 1, 2 und 3 wurden
aufgefangen, wobei Fraktion 2 dem kleinen Peak entspricht.

Nach der Umpufferung mit der Amicon-Filtereinheit wurde fur beide Proteine weil3es Prazipitat
in der Proteinlésung aufgefunden, was darauf hindeutet, dass PVDL und XVDL ausgefallen
sind. Um dies zu uberprifen, wurde das Prazipitat abzentrifugiert und anschliel3end der
Uberstand und die Pellets nach der Zentrifugation mit Coomassie-Gelen analysiert. Abbildung
13 zeigt, dass insbesondere PVDL ausgefallen ist, da hier eine intensive Bande im Pellet
zwischen 35 und 25 kDa zu sehen ist. Im Gegensatz dazu wurde eine dinnere, nicht so
intensive Bande im Pellet von XVDL detektiert, sodass vermutlich viel Protein bereits in der
Waschfraktion verloren gegangen ist. Dartiber hinaus ist in den Uberstanden zu beobachten,
dass bei PVDL eine intensive dinne Bande und bei XVDL eine sehr schwache Bande sichtbar
ist. Ebenso wurde die Proteinkonzentration im Uberstand mit der Bradford-Methode bestimmt.
Die Konzentrationsbestimmung ergab, dass PVDL eine Konzentration von 0,113 ug/ml
aufweist, wahrend die Konzentration von XVDL 0,001 pg/ml betragt. Die gemessenen

Konzentrationen sind zu niedrig und daher nicht fur die Behandlung der T-Zellen geeignet.
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Abbildung 13: Coomassie Brilliant Blau- gefarbtes SDS-Gel von Uberstand und Pellet nach

Umpufferung mit Amicon.
Nachdem die XVDL- und PVDL- Proteine mittels Amicon umgepuffert wurde, wurde Prazipitat detektiert

und durch Zentrifugation abgetrennt. Der Uberstand und das Pellet wurden auf dem Gel aufgetragen.
Die Masse der Markerbanden sind links in kDa angegeben.

4.2.2. Western-Blot

Die Western-Blots mit einem His-Tag-Antikorper ermdglichen die spezifische Detektion von
His-Tag-markierten Proteinen. Dadurch soll ermittelt werden, ob die in den Coomassie-Gelen
gezeigte intensive Bande zwischen 25 und 35 kDa tatséchlich den Zielproteinen XVDL und
PVDL entspricht.

In Abbildung 14 sind Western-Blots gezeigt, die den Coomassie-Gelen von Abbildungen 9 und
11 entsprechen. Vor Zugabe von IPTG ist keine Bande zu beobachten, was darauf hindeutet,
dass die mit einem His-Tag versehenden Proteine noch nicht exprimiert sind. Nach der IPTG-
Zugabe ist jeweils eine intensive dinne Bande bei PVDL sowie bei XVDL detektierbar, was
darauf hinweist, dass die Zielproteine PVDL sowie XVDL nach der Induktion stark exprimiert
wurden. Im Durchfluss sowie in Fraktion 1 bei beiden Proteinen sind keine Banden ersichtlich,
was auf eine effektive Bindung der Zielproteine an der Saule hindeutet. In der Waschfraktion
ist bei PVDL keine Bande zu sehen, wahrend bei XVDL eine diinne Bande gezeigt wurde.

Damit wird bestatigt, dass XVDL in der Waschfraktion zurtickgeblieben ist.
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Die Western-Blots der Proteine verdeutlichen eine erfolgreiche Transformation und
Expression von XVDL und PVDL durch Fraktion 2, in der jeweils die spezifische Bande
erkennbar ist. Die Banden treten zwischen 35 und 25 kDa auf, was dem erwarteten
Molekulargewicht von XVDL und PVDL entspricht. In der Fraktion 3 ist eine schwéchere Bande
sichtbar und wird vermutet, dass eine kleine Menge an PVDL sowie XVDL enthalten ist.
Nachdem die Proteine mit der Amicon-Saule umgepuffert wurden, ist bei PVDL eine intensive
Bande bei etwa 30 kDa erkennbar, was zeigt, dass das PVDL nach dem Pufferwechseln und
nach der Konzentrierung vorhanden ist. Bei XVDL ist eine deutlich schwachere Bande

sichtbar, was darauf hinweist, dass XVDL auch vorhanden ist, nur in geringerer Menge.

Zusammenfassend zeigen die Western-Blots, dass es sich bei der intensiven Bande zwischen
25 und 35 kDa, die in Coomassie-Gelen detektiert wurde, um die mit His-Tag markierten
Zielproteine handelt. Die Intensitdten der Banden decken sich allgemein mit den in den
Coomassie-Gelen beobachteten Intensitaten. Diese Schlussfolgerung kann auch auf die in

den folgenden durchgefiinrten Coomassie-Gelen tUbertragen werden.

Vor Vor Nach Durchfl | Waschf | Frak- Frak- Frak- Nach
IPTG IPTG IPTG uss raktion | tion 1 tion 2 tion 3 Amicon
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Abbildung 14: Western Blot von PVDL und XVDL.

Western-Blots mit der Nutzung eines a-His-Tag-Antikdrpers wurden durchgefiihrt. Die Masse der
Markerbanden sind links in kDa angegeben vor IPTG stellt das Bakterienlysat vor Zugabe von IPTG
dar. Nach IPTG reprasentiert das Bakterienlysat nach 4h IPTG-Induktion. Der Durchfluss entspricht dem
Rest des Bakterienlysats, was nicht an der S&ule gebunden hat. Die Waschfraktion entspricht dem
Waschen der Saule mit Bindungspuffer. Fraktion 1 zeigt das erste Eluat, dass nach Zugabe des
Elutionspuffers gesammelt wird. Fraktion 2 ist das Zielprotein. Fraktion 3 ist das dritte Eluat. ,Nach
Amicon” zeigt die Proteinlésung nach der Umpufferung mittels Amicon-Saule.

Aufgrund des Ausfallens der Proteine nach der Amicon-Umpufferung wurden andere
Methoden wie PD10 und Dialyse fur die Umpufferung getestet.
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4.2.3. PD10

Um die Verlaufe der Aufreinigung (siehe Anhang Abbildung 23 und 24) von PVDL und XVDL
fur die Umpufferung mittels PD10-Saule zu uUberprifen, wurde erneut die SDS-Page mit
Coomassie-Farbung durchgefihrt. In Abbildung 15 und 16 sind die Ergebnisse fir PVDL und
XVDL aufgezeigt.

Fur PVDL (Abbildung 15) ist in Fraktion 1 erwartungsgeman keine Bande zu sehen. PVDL tritt
als eine intensive dicke Bande zwischen 35 und 25 kDa in Fraktion 2 und nach der

Umpufferung mit der PD10 S&ule auf.
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Abbildung 15: Coomassie Brilliant Blau- gefarbtes SDS-Gel (PVDL, PD10-Saule).

Im Anschluss an die Aufreinigung des PVDL-Proteins sowie nach dem Pufferwechseln mittels PD10-
Sdule wurden die Fraktionen 1, 2 und 3 sowie der Uberstand nach PD10-Umpufferung auf das
Coomassie Gel aufgetragen. Die Masse der Markerbanden sind links in kDa angegeben.

In Abbildung 16 ist in Fraktion 1 ebenso keine Bande zu erkennen. Im Vergleich dazu wurde
eine gleichméRig intensive Banden zwischen 35 und 25 kDa in Fraktion 2 und nach der
Umpufferung mit der PD10 Saule beobachtet, was XVDL entspricht. In Fraktion 3 ist jeweils

eine schwéachere Bande zwischen 35 und 25 kDa fiir beide Proteine erkennbar.
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Abbildung 16: Coomassie Brilliant Blau- gefarbtes SDS-Gel (XVDL,PD10-Saule).

Im Anschluss an die Aufreinigung des XVDL-Proteins sowie nach dem Pufferwechseln mittels PD10-
Saule wurden die Fraktionen 1, 2 und 3 sowie der Uberstand nach PD10-Umpufferung auf das
Coomassie Gel aufgetragen. Die Masse der Markerbanden sind links in kDa angegeben.

Die Coomassie-Gele nach Aufreinigung sowie nach der Umpufferung der Proteine mittels
PD10-Saule bestatigen eine erfolgreiche Transformation und Expression von PVDL und
XVDL. Die Konzentration der Proteine wurden anschlieRend mittels Bradford-Assays
bestimmt. Die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung zeigen, dass die Konzentration von
PVDL mit Gefrierschutz 0,547 ug/ml sowie ohne Gefrierschutz 0,550 ug/ml betragt. Wahrend
die Proben von XVDL eine Konzentration mit Gefrierschutz 0,640 pg/ml sowie ohne
Gefrierschutz 0,680 pg/ml ergab. Dies sind ausreichend hohe Konzentrationen fiir eine

Behandlung von T-Zellen in Proliferationsassays.

Nach der Umpufferung mit der PD10-Saule wurde festgestellt, dass die Proteine, aufgrund von
Restpuffer, der sowohl Imidazol als auch NaCl enthielt, noch nicht fir die Behandlung von T-
Zellen geeignet sind (siehe auch Abschnitt 4.3.1). AnschlieRend wurde daher eine Dialyse von

frisch exprimierten und eluierten Proteine durchgefuhrt.
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4.2.4. Dialyse

Um eine geeignete Proteinkonzentration ohne Kontamination mit Imidazol oder NaCl fir die
Behandlung der T-Zellen zu erreichen, wurde die Umpufferung mit Dialyse durchgefuhrt. Die
Abbildungen 17 und 18 stellen die Ergebnisse nach Dialyse dar.

In Fraktion 1 ist keine Bande zu sehen. Die charakteristische Bande zwischen 35 und 25 kDa
in Fraktion 2 sowie nach der Dialyse bestatigt die erfolgreiche Isolation von XVDL und PVDL.
Analog zu Fraktion 3 im Coomassie-Gel nach der PD10-Umpufferung ist auch hier eine

schwéchere Bande zwischen 35 und 25 kDa fir beide Proteine erkennbar.

Nach dem Pufferwechsel des Proteins mittels Dialyse wurde festgestellt, dass sich in der
Losung von XVDL-Préazipitat gebildet hatte, wahrend die PVDL-Losung keins enthielt.
Daraufhin wurde fur XVDL das Prazipitat abzentrifugiert. Der Uberstand sowie das Pellet
dieses Zentrifugationsschrittes wurden daraufhin auf das Coomassie-Gel aufgetragen. Fir die
prazipitatfreie PVDL-Ldsung ist eine intensive Bande nach Dialyse zu sehen, was darauf
hinweist, dass PVDL nach dem Pufferwechsel vorhanden ist. Im Gegensatz dazu wurde fir
XVDL im Uberstand sowie im Pellet eine intensive Bande beobachtet. Diese ist fur das Pellet
intensiver, was allerdings darauf zuriickzufiihren ist, dass das Pellet in einem kleineren
Volumen aufgenommen wurde und daher die Proteinkonzentration deutlich héher ist. Es
wurde festgestellt, dass XVDL ausfiel, trotzdem ist nach dem Pufferwechseln noch genug
XVDL vorhanden. Die ermittelten Werte nach der Konzentrationsbestimmung sind wie folgt:
PVDL mit Gefrierschutz 0,540 ug/ml sowie ohne Gefrierschutz 0,568 ug/ml, und XVDL mit
Gefrierschutz 0,440 pg/ml sowie ohne Gefrierschutz 0,451 pg/ml.
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Abbildung 17: Coomassie Brilliant Blau- gefarbtes SDS-Gel (PVDL,Dialyse).

Im Anschluss an die Aufreinigung des PVDL-Proteins sowie nach dem Pufferwechseln mittels Dialyse
wurden die Fraktionen 1, 2 und 3 sowie der Uberstand nach Dialyse-Umpufferung auf das Coomassie
Gel aufgetragen. Die Masse der Markerbanden sind links in kDa angegeben.
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Abbildung 18: Coomassie Brilliant Blau- geférbtes SDS-Gel (XVDL,Dialyse).

Im Anschluss an die Aufreinigung des XVDL-Proteins sowie nach dem Pufferwechseln mittels Dialyse
wurden die Fraktionen 1, 2 und 3 sowie der Uberstand nach Dialyse-Umpufferung auf das Coomassie
Gel aufgetragen. Die Masse der Markerbanden sind links in kDa angegeben. Nach der Dialyse wurde
Préazipitat abzentrifugiert und das entstandene Pellet sowie der Uberstand wurden auf das Comassie-
Gel aufgetragen.
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4.3. Proliferationsassays
4.3.1. PD10 vs Dialyse

XVDL und PVDL sollten fiir die Behandlung von T-Zellen in Proliferationsassays eingesetzt
werden. In Abbildung 19 wird das Ergebnis des Vergleiches von Umpufferung mit PD10-Saule
und Dialyse gezeigt. Es wurde mit 2 bzw. 20 ug/ml XVDL behandelt. Bei der PD10-Saule wie
auch Dialyse liegt der Anteil von lebenden CD4+ T-Zellen bei Behandlung mit 2 pg/ml des
hergestellten XVDL-Proteins bei ca. 40 %. Im Vergleich dazu iberleben bei der PD10-S&ulen-
Umpufferung fast nur 2% der Zellen in 20 pg/ml des hergestellten Protein, wahrend bei der

Dialyse im Mittel circa 43 % der CD4+ Zellen in 20 pg/ml des hergestellten Proteins tUberleben.

Das deutet darauf hin, dass die dialysierten Proteine gut vertragen wurden, wahrend die mit
der PD10-Séaule umgepufferten Proteine einen toxischen Effekt auf die T-Zellen hatten. Daher

wurden die dialysierten Proteine flir die Proliferationsassays verwendet.
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Abbildung 19:Vergleich zwischen PD10- und Dialysemethode.

CD4+ Zellen wurden vor der Behandlung entweder mit CFSE gefarbt oder ungeféarbt ausgesat. Nach
72 h Stimulation und Kultivierung wurde der Anteil CD4+ lebender Zellen mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. Das verwendete XVDL wurde entweder durch eine PD10-Sdule oder durch Dialyse
umgepuffert. Es wurde entweder mit 2 pg/ml (blau) oder 20 ug/ml (rot) XVDL behandelt.
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4.3.2. Vergleich von Proliferationsassays mit CFSE und Ki67

Nach Optimierung der Proteinisolation wurde die Behandlung der CD4+ Zellen mit dialysierten

Proteinen durchgefiihrt.

Zuerst wurden die beiden verschiedenen Farbungen fiir die Auswertungen der
Proliferationsassays miteinander verglichen (CFSE und Ki67). Nach Isolation der CD4+ T-
Zellen (siehe Abschnitt 3.8) wurden die Zellen gezahlt und stimuliert. Fir die Analyse mit CFSE
mussten die Zellen vor der Aussaat mit CFSE gefarbt werden, wahrend die Ki67-Farbung erst
nach den 72 h in Kultur erfolgte. Aus Abbildung 20 geht hervor, dass die mit CFSE gefarbten
CD4+T-Zellen eine mittlere Uberlebensrate von etwa 5 % aufwiesen, wahrend die nicht mit
CFSE gefarbten CD4+T-Zellen eine mittlere Uberlebensrate von circa 45% zeigten. Es lasst
sich daraus schlussfolgern, dass die Farbung mit CFSE unter den gegebenen Bedingungen

nicht fir die Proliferationsassays geeignet war.
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Abbildung 20:Vergleich von der Uberlebensrate der mit CFSE gefarbten oder ungefarbten CD4+
T-Zellen.

CD4+ Zellen wurden vor der Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von dialysiertem
XVDL/PVDL oder 2G8/IgG1k entweder mit CFSE gefarbt oder ungefarbt ausgesat. Nach 72 h
Stimulation und Kultivierung wurde der Anteil CD4+ lebender Zellen mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. Es sind Ergebnisse aus 8 Proliferationsassays gezeigt. Die Mittelwerte wurden mit einem
Mann-Whitney-Test verglichen. Statistische Signifikanz wurde mit Asterisk veranschaulicht: p <0.05 (*),
p <0.01 (**), p<0.001 (**) und p < 0.0001 (***). Keine Veranschaulichung der Signifikanz entspricht
p > 0.05 (nicht signifikant).
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4.3.3. Proliferationsassays mit KI67

Da die CFSE-Farbung in mehr als drei Experimenten schadlich fur die Zellen war, wurde eine
andere Methode zur Proliferationsanalyse gewahlt. Durch Farbung des intrazellularen Proteins

Ki67 nach 72 h Stimulation kann der Anteil teilungsaktiver Zellen bestimmt werden.

Im folgenden wurden die Proliferationsassays mit Ki67 durchgefuhrt und die Zellen wurden mit
XVDL wund PVDL in zwei verschiedenen Konzentrationen (2 pg/ml  und
20 pg/ml) und mit dem fir XPR1 spezifischen Antikdrper 2G8 und dem unspezifischen
Kontrollantikérper I1gG1k in zwei verschiedenen Konzentrationen (1 pg/ml und
10 pg/ml) behandelt. Die Ergebnisse der Behandlung mit XVDL und PVDL sowie eine
unbehandelte Kontrollgruppe fur drei unabhangige Experimente sind in Abbildung 21 gezeigt.
Die Ergebnisse veranschaulichen, dass sowohl bei Behandlung mit XVDL als auch PVDL eine
ahnliche Proliferation mit einem Mittelwert von 40-60% Ki67+ T-Zellen stattfindet. Die hochste

Anteil an Ki67+ Zellen ist bei der Behandlung von 20 ug/ml PVDL zu beobachten.

Eine signifikant unterschiedliche Proliferation durch Behandlung mit den Liganden konnte

aufgrund der Streuung der Werte nicht erreicht werden.

Um auszuschlieBen, dass die Streuung durch tagesabhéangige Differenzen zwischen den
Wiederholungen des Experiments kommt, und daher ein Trend nicht sichtbar sein kdnnte,
wurde eine Normalisierung auf die unbehandelte Probe durchgefiihrt. Die relativen Ki67+
Anteile nach Normalisierung in Bezug auf unbehandelte Proben unterscheiden sich nicht
signifikant von 1. AuRBerdem zeigt sich kein Trend, der sich von den unnormalisierten
Messwerten unterscheidet. Dies deutet darauf hin, dass sich die Zellproliferation durch

XVDL/PVDL-Behandlung nur geringfligig bis gar nicht &ndert.
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Abbildung 21:Anteil und relativer Anteil der Ki67+ T-Zellen bei der XVDL-und PVDL-Behandlung.
CD4+ Zellen wurden ungeféarbt ausgesat. Nach 72 h Stimulation und Kultivierung wurde der Anteil Ki67+
Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Es wurde entweder mit 2 uyg/ml oder 20 pyg/ml dialysiertem
XVDL oder PVDL behandelt. Es wurden drei voneinander unabhangige Experimente durchgefihrt. In
jedem Experiment wurden technische Duplikate fir jede Behandlung verwendet und im Abschluss
gemittelt. Die Saulendiagramme entsprechen dem Mittelwert + Standardfehler. Die Mittelwerte ohne
Normalisierung wurden mit einem One-way ANOVA und folgendem Tukey-Test verglichen. Die
Mittelwerte nach Normalisierung wurden mit einem One sample t Test vergleichen. Statistische
Signifikanz wurde mit Asterisk veranschaulicht: p < 0.05 (*), p £0.01 (**), p £0.001 (***) und p < 0.0001
(****). Keine Veranschaulichung der Signifikanz entspricht p > 0.05 (nicht signifikant).

Die Ergebnisse der Behandlung mit 2G8 und IgG1k sind zusammen mit einer unbehandelten

Kontrollgruppe in Abbildung 22 dargestellt.

Unspezifische 1gG1k Antikorper entsprechen dem Isotyp des a-XPR1 Antikdrperklons 2G8
und wurden daher hier als Negativkontrolle verwendet. Die Ergebnisse zeigen, dass die
mittleren Anteile an Ki67+ T-Zellen mit 50-60% nach Behandlung mit 2G8 oder IgG1k ahnlich
sind und sich nicht signifikant unterscheiden.Der hichste mittlere Anteil an Ki67+ T-Zellen ist
bei der Behandlung mit 20 ug/ml 2G8 zu beobachten. Die relativen Ki67+ Anteile nach
Normalisierung unterscheiden sich nicht signifikant von 1, was darauf hindeutet, dass die

Zellproliferation nicht durch die Behandlung mit dem a-XPR21 Antikorper beeinflusst wird.
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Abbildung 22:Anteil und relativer Anteil der Ki67+ T-Zellen bei der XVDL- und PVDL-Behandlung.
CD4+ Zellen wurden ungefarbt ausgesat. Nach 72 h Stimulation und Kultivierung wurde der Anteil Ki67+
Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Es wurde entweder mit 1 ug/ml oder 10 ug/ml 2G8 oder
IgG1k behandelt. Es wurden drei voneinander unabhangige Experimente durchgefiihrt. In jedem
Experiment wurden technische Duplikate fir jede Behandlung verwendet und im Abschluss gemittelt.
Die Saulendiagramme entsprechen dem Mittelwert + Standardfehler. Die Mittelwerte ohne
Normalisierung wurden mit einem One-way ANOVA und folgendem Tukey-Test verglichen. Die
Mittelwerte nach Normalisierung wurden mit einem One sample t Test vergleichen. Statistische
Signifikanz wurde mit Asterisk veranschaulicht: p < 0.05 (*), p <0.01 (**), p £0.001 (***) und p < 0.0001
(****). Keine Veranschaulichung der Signifikanz entspricht p > 0.05 (nicht signifikant).
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5. Diskussion
5.1. PVDL- und XVDL-Herstellung

XVDL und PVDL sind rekombinante Liganden, die durch Transformation und Expression in
E.coli hergestellt wurden. Die Aufreinigung und Umpufferung der Proteine XVDL und PVDL,
die Etablierung von geeigneten Bedingungen fir Proliferationsassays und die Auswirkung von
XVDL/PVDL sowie des a-XPR1-Antikorpers 2G8 und der Isotypontrolle IgG1k auf die
Proliferationsassays von CD4+ T-Zellen werden in der vorliegenden Diskussion analysiert.

Zunachst wurde die Herstellung von XVDL und PVDL durchgefihrt. In dem ersten Versuch
wurde der Akta-Verlauf von PVDL aufgrund von Luftblasen unterbrochen, was aber keinen
Einfluss fur die weitere Aufreinigung hatte. Danach wurde der Akta Verlauf von XVDL
beobachtet, bei dem XVDL unerwarteterweise auch in der Waschfraktion vorhanden war.
Nach der Aufreinigung wurden die XVDL- und PVDL-Proteine mittels Amicon in PBS
umgepuffert, wobei aufgrund von Prazipitat festgestellt wurde, dass die Proteine bei der
Umpufferung ausgefallen sind. Dies wurde mit der niedrigen Konzentration der Proteine XVDL
und PVDL nach der Konzentrationsbestimmung mittels Bradford Assay bestatigt. Dartiber
hinaus ist der Verlust von XVDL in der Waschfraktion ein entscheidender Faktor, der auf die
Proteinausbeute von XVDL einwirkt. Die unzureichende Konzentration der Proteine flhren

dazu, dass diese nicht fiir die Behandlung der T-Zellen verwendbar sind.

Im Vergleich dazu wurde eine deutliche Verbesserung der Effizienz der Proteinreinigung sowie
der Proteinausbeute im zweiten Versuch erreicht. Nach der Aufreinigung wurden die Proteine
mittels PD10-Saule umgepuffert. AuRerdem wurde eine Konzentrationsbestimmung mittels
BCA-Assay (Daten nicht gezeigt) durchgefiihrt. Hier wurde festgestellt, dass Riickstédnde des
Elutionspuffers einen Einfluss auf den BCA-Assay haben kdnnten, da eine unerwartete,
hellblaue Farbung entstand, die in Analysen von Proteinen in PBS nicht auftritt. Daher war der
BCA-Assay nicht mehr verlasslich. Aus diesem Grund wurde die Konzentrationsbestimmung
mittels Bradford-Assay wiederholt, wo kein Einfluss des Elutionspuffers beobachtbar war.
Insbesondere konnte festgestellt werden, dass die Konzentrationen von PVDL und XVDL
deutlich héher waren als nach der Umpufferung mit Amicon, was die Wirksamkeit der
Pufferwechsel unterstitzt.

Im Gegensatz dazu deuten die Ergebnisse von den Proliferationsassays, bei denen mit XVDL
und PVDL behandelt wurde, welche mit PD10-Saulen umgepuffert wurden, darauf hin, dass
der Pufferwechsel mittels PD10-Saule einen negativen Einfluss auf den Anteil CD4+ lebender
T-Zellen hatte.
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Die Daten unterstiitzen die durch die Farbanderung beim BCA-Test aufgekommene
Vermutung, dass die Pufferwechsel mittels PD10 nicht erfolgreich waren und noch grol3e
Anteile des mit hohen Konzentrationen an Imidazol und NaCl hergestellten Elutionspuffers
vorhanden waren, der die CD4+ T-Zellen zerstort.

Die Ergebnisse des dritten Versuches zeigen, dass die Aufreinigung trotz des erneuten
Storfaktors (Luftblasen) erfolgreich war und eine sehr gute Effizienz des Pufferwechsels sowie
eine hohe Proteinausbeute gegeben sind. Diese Faktoren sind entscheidend, damit die
Proliferationsassays mit den funktionsfahigen PVDL und XVDL behandelt werden konnten.
Hierbei zeigte sich die Dialyse als effektive Methode, mit der der Elutionspuffer sowie stérende
Substanzen entfernt werden konnten, was dazu fihrt, dass die Proteinkonzentration steigt und
die Proteine in PBS fur die Behandlung anwendbar ist. Ebenso wurde gezeigt, dass die
Pufferwechsel effizient waren, da die Uberlebensrate der CD4+ T-Zellen nach der Behandlung
deutlich gréRer ist als im Vergleich mit PD10. Bei XVDL wurde nach Dialyse die Proteinldsung
zentrifugiert, da noch Prazipitat nachgewiesen wurde. Nach Zentrifugation wurden der
Uberstand und das Pellet analysiert. Dabei wurde mit Coomassie-Gelen gezeigt, dass zwar
das Zielprotein im Pellet nachgewiesen wird, aber fur die Behandlung noch genug Protein im

Uberstand vorhanden ist. Damit stimmt die Konzentrationsmessung tiberein.

Die Ergebnisse der drei Versuche legen nahe, dass die hergestellte Proteine XVDL und PVDL
fur die Behandlung noch optimiert werden kénnten. Es ist mdglich, dass nicht nur bei Amicon
und Dialyse Prazipitate entstanden sind, sondern auch bei der PD10-Saule. Es ist denkbar,
dass sich Prazipitate in der PD10-Saule festgesetzt haben und durch das Saulenmedium nicht
sichtbar waren. Diese Uberlegung fiihrt zu Frage, ob PBS der geeignete Puffer ist, wenn das
Protein nicht in hoher Konzentration darin gelost werden kann. Um Proteinverluste sowie
Ausfall des Proteins zu verhindern, kommt die Analyse alternativer Puffer in den Fokus, um

eine bessere Loslichkeit und Stabilitdt der Proteine zu erreichen.

5.2. Proliferationsassays

Nachdem die PVDL- und XVDL-Proteine fir die Behandlung erfolgreich hergestellt wurden,
begann die Isolation von CD4+ T-Zellen. Ein unerwartetes Ergebnis war der niedrige
Uberlebensrate der CD4+ T-Zellen in den ersten Proliferationsassays, was auf die Wirkung
von CFSE hinweist. Die Proliferationsassays wurden mit CFSE und ohne CFSE durchgefihrt,
was die Hypothese der negativen Wirkung von CFSE auf die T-Zellen bestatigt. Die
unerwartete negative Wirkung koénnte durch die Verwendung einer zu hohen

Farbstoffkonzentration erklart werden.
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Dabei ist es von groRer Bedeutung, die Toxizitat von CFSE fir die Zellen zu berticksichtigen,
da CFSE sich kovalent an Aminogruppen in Proteinen koppelt. Diese Bindung kann dazu
fiihren, dass die Zellstruktur sowie Signalwege geschadigt werden, die fiir das Uberleben der
Zellen und die Proliferation dieser wichtig sind. Im Gegensatz dazu zeigen die

Proliferationsassays ohne CFSE-Farbung eine hohere Uberlebensrate der CD4+ T-Zellen.

Die Fragestellung dieser Arbeit zielt darauf ab, ob eine Behandlung mit XPR1- Liganden oder
Antikorpern, die mit XPR1 interagieren, T-Zell-Effektorfunktionen modulieren kénnen. Die

Proliferationsassays mit anschlie3ender Ki67+ Farbung adressieren dies.

Es wurde erwartet, dass durch die Modulation von Xprl bei der Behandlung mit XVDL-Protein,
das mit Xprl interagiert und des Antikérpers 2G8 (a-XPR1) eine Veranderung der CD4+ T-
Zell-Proliferation nachgewiesen wird. Diese Erwartung basiert darauf, dass in vorlaufigen
Daten der AG Mailer eine schnellere T-Zell-Proliferation bei Xprl-Knockout gezeigt werden

konnte (Daten nicht gezeigt). Als Kontrolle wurden PVDL und a-lgG1k verwendet.

Die Behandlung der CD4+ T-Zellen mit den hergestellten PVDL- und XVDL-Proteinen sowie
mit den Antikérpern 2G8 (a-XPR1) und IgG1k zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die

Proliferation.

Dies weicht von den vorliegenden Ergebnissen von den Erkenntnissen von Mailer et al. 2021
ab. In der Studie von Mailer et al. 2021 wurden Thrombozyten mit XVDL und PVDL behandelt,
wobei eine Erhdhung der intrazellularen Polyphosphat-Spiegel fir XVDL, nicht aber fur die
Kontrolle PVDL gezeigt wurde. Es wurde festgestellt, dass XVDL die Aktivitat von Xprl

spezifisch beeinflusst.

In dieser Arbeit wurden T-Zellen und nicht Thrombozyten mit XVDL und PVDL behandelt, was
zum Unterschied fuhren konnte. Es ist bekannt, dass Xprl membrangebunden ist und im
Thrombozyten findet es sich hochstwahrscheinlich an der Zelloberflache, wo es als
Phosphatexporter wirkt. Im Gegensatz dazu ist die Lokalisation von Xprl in T-Zellen
unbekannt. AuR3erdem gibt es in T-Zellen keine groRe Veranderung von Polyphosphat durch
XVDL-Knock out (Daten nicht gezeigt). Es konnte sein, dass die Funktion von Xprl flr
Thrombozyten wahrscheinlich eher mit dem Phosphattransport von Xprl zusammenhangt,
wahrend in T-Zellen Xprl mit anderen Proteinen interagiert, um die T-Zell-Sighalwege zu
beeinflussen. Im Weiteren wurde in den Studien von Huttlin et al. 2017 und (Huttlin et al. 2021)
gezeigt, dass Xprl mit anderen Membranproteinen wie z.B. den immunregulierenden
Molekilen PD1 oder CTLA4 interagiert und daher eine Funktion haben kénnte. Dies kdnnte
darauf hindeuten, dass Xprl mit dem Liganden sowie dem Antikdrper nicht an der richtigen
Bindungsstelle gekoppelt wird. Dadurch zeigte sich dann demzufolge kein spezifischer

Einfluss bzw. Effekt auf die Proliferation.
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Die vorherige Vermutung wird auf die Lokalisation von Xprl gestitzt. Die Studie von Li et al.
2024 zeigt, dass XPR1l im Kontext von humanen Osteosarkom-Zelllinien als
Interaktionspartner wichtig ist, um die Lokalisation anderer Proteine zu modulieren, so kann
dies theoretisch in T-Zellen geschehen. Im Weiteren ist XPR1 wichtig fur die Endozytose und
reguliert die Expression und Funktion von Proteinen. Dies geschieht in spezialisierten
vesikularen Kompartimenten (Li et al. 2024). Basierend auf den Ergebnissen von Li et al. 2024
kann vermutet werden, dass sich Xprl nicht auf der Oberflache von T-Zellen befinden, sondern
in Vesikeln im Inneren der Zellen, wodurch die Behandlung nicht funktionieren kénnte, weil
XVDL- und PVDL-Liganden sowie den Xprl-Antikdrpern gar nicht ins Zytosol gelangen,

sondern an nur an der Zelloberflache wirken wiirden.

Trotz der Ergebnisse, die keine signifikanten Effekte zeigten, bietet sich die Mdglichkeit,
zusatzliche Methoden wie ELISA einzusetzen, um die Ergebnisse zu validieren. Dazu kénnten
die Uberstande nach dem Proliferationsassay gesammelt werden und der IL2-Gehalt
gemessen zu werden, was ein alternativer Readout fur T-Zell-Effektorfunktionen ware. Fir
zuklnftige Forschungsarbeit ware es wichtig, zusatzliche Techniken zu integrieren, die eine
spezifischere Messung ermdglichen. In diesem Zusammenhang sollte besonders darauf

geachtet werde, die Reinheit und die Proteinausbeute zu optimieren.
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6. Anhang
6.1. Verlauf der Aufreinigung von PVDL und XVDL

Abbildung 23: Verlauf der Aufreinigung von PVDL (PD10).

Nach der Transformation und Expression wurde das Protein XVDL mit HPLC aufgereinigt. Dargestellt
ist die Absorption bei 280 nm, die gegen das Volumen an Flussigkeit, das Uber die Saule gespult wurde,
aufgetragen ist. Die Probe wurde auf die Saule gegeben und es wurde gewaschen. Zum Schluss wurde
der Elutionspuffer, der die gebundenen Proteine eluiert, dazugegeben. Die Fraktionen 1, 2 und 3 wurden
aufgefangen, wobei Fraktion 2 dem kleinen Peak entspricht.
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Abbildung 24: Verlauf der Aufreinigung von XVDL (PD10).

Nach der Transformation und Expression wurde das Protein PVDL mit HPLC aufgereinigt. Dargestellt
ist die Absorption bei 280 nm, die gegen das Volumen an Flissigkeit, das Uber die Saule gespult wurde,
aufgetragen ist. Die Probe wurde auf die Saule gegeben und es wurde gewaschen. Zum Schluss wurde
der Elutionspuffer, der die gebundenen Proteine eluiert, dazugegeben. Die Fraktionen 1, 2 und 3 wurden
aufgefangen, wobei Fraktion 2 dem kleinen Peak entspricht.
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Abbildung 25: Verlauf der Aufreinigung von PVDL (Dialyse).

Nach der Transformation und Expression wurde das Protein XVDL mit HPLC aufgereinigt. Dargestellt
ist die Absorption bei 280 nm, die gegen das Volumen an Flissigkeit, das Uber die Saule gespult wurde,
aufgetragen ist. Die Probe wurde auf die Saule gegeben und es wurde gewaschen. Zum Schluss wurde
der Elutionspuffer, der die gebundenen Proteine eluiert, dazugegeben. Die Fraktionen 1, 2 und 3 wurden
aufgefangen, wobei Fraktion 2 dem kleinen Peak entspricht.
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Abbildung 26: Verlauf der Aufreinigung von XVLD (Dialyse).

Nach der Transformation und Expression wurde das Protein PVDL mit HPLC aufgereinigt. Dargestellt
ist die Absorption bei 280 nm, die gegen das Volumen an Flissigkeit, das Uber die Saule gespult wurde,
aufgetragen ist. Die Probe wurde auf die Saule gegeben und es wurde gewaschen. Zum Schluss wurde
der Elutionspuffer, der die gebundenen Proteine eluiert, dazugegeben. Die Fraktionen 1, 2 und 3 wurden
aufgefangen, wobei Fraktion 2 dem kleinen Peak entspricht.
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6.2. Plasmidmap
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Abbildung 27:Plasmidmap (Hersteller Thermo Fisher Scientific, erstellt von Thermo Fisher
Scientific).
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