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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Das | mmunsystem

Das Immunsystem ist ein hochdifferenziertes und anpassungsféhiges biologisches
Abwehrsystem, das dem Schutz eines Organismus vor Krankheitserregern wie
Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten, aber auch vor Fremd- und Schadstoffen, denen
er in seiner Umwelt ausgesetzt ist, und vor korpereigenen maligne entarteten Zellen
dient. Eine wesentliche Aufgabe des Immunsystems ist es, dabei zwischen ,, fremd” und
,» Korpereigen” beziehungsweise ,gefahrlich® und ,ungefahrlich® zu unterscheiden
(Janeway Jr., 1992; Matzinger, 1994; Ubersicht bei Janeway et al., 2002).

Das komplexe Immunsystem hoherer Vertebraten setzt sich aus Abwehrzellen der
weil3en Blutkorperchen (Leukozyten), 16slichen Faktoren und aus den lymphatischen
Organen und Geweben zusammen und unterliegt strengen Regulationsmechanismen.
Aufgrund ihrer Funktion werden zwei Typen von lymphatischen Organen
unterschieden. Die priméren lymphatischen Organe, zu denen das Knochenmark und
der Thymus gehoren, dienen der Entstehung und Reifung von Immunzellen. In den
sekundaren lymphatischen Organen, zu denen die Lymphknoten, die Mandeln, die Milz
und lymphatische Gewebe der Schleimhéute, wie zum Beispiel die Peyerschen-Plaques
im Darm zahlen, werden die zirkulierenden Immunzellen aktiviert (Ubersicht bei
Janeway et al., 2002).

Funktionell 18% sich das Immunsystem in die entwicklungsgeschichtlich &lteren
angeborenen Abwehrmechanismen und die spezifische adaptive Immunantwort

unterteilen.

1.2  Dieangeborene lmmunantwort

Das Eindringen von Erregern, Schad- und Fremdstoffen in den Organismus verhindern
zunéchst physikalische Barrieren und unspezifische Schutzmechanismen. Dazu zéhlen
der Sauremantel der Haut und die Schleimhaute, die durch die enzymatische Aktivitét
von Proteasen und Lysozym sowie chemische Abwehrmechanismen wie die bakterizide
Funktion von Schleimen und anderen Sekreten eine weitere Barriere darstellen.

Erreger und Schadstoffe, die diese Barrieren durchdringen, initiieren zunéchst weitere
unspezifische Abwehrreaktionen, die sowohl durch 16sliche Faktoren wie die

1



EINLEITUNG

Komplementfaktoren, Akute-Phase-Proteine, Zytokine und aggressive
Sauerstoffverbindungen als auch zelluldre Komponenten vermittelt werden. Zu den
Zellen der nicht-adaptiven Immunantwort gehdren Monozyten/Makrophagen,
dendritische Zellen (dendritic cells, DC), neutrophile, eosinophile und basophile
Granulozyten, Mastzellen und natirliche Killerzellen (NK-Zellen). Letztere sind
zytotoxische Zellen, die insbesondere gegen Virus-infizierte Zellen und Tumorzellen
aktiv werden (Ubersicht bei Janeway et a., 2002). Phagozytierende Zellen wie
Monozyten/Makrophagen, DC und neutrophile Granulozyten nehmen korperfremdes
partikulédres Material wie Bakterien, aternde korpereigene Zellen und abgestorbene
Gewebebestandteile durch Phagozytose (Reis e Sousa et al., 1993; Albert et al., 1998)
oder Makropinozytose (Sallusto et a., 1995) auf und eliminieren sie auf diese Weise.
DC und Makrophagen gelten als die zentralen Sensoren des Immunsystems (Ubersicht
bei Banchereau und Steinman, 1998). Sie verfligen Uber ein Repertoire an konservierten
Rezeptoren, mit deren Hilfe sie universelle Pathogen-assoziierte Strukturen erkennen
und auf diese Weise verschiedenste pathogene Mikroorganismen detektieren kénnen
(Murray und Young, 1992; Ubersicht bei Janeway Jr. und Medzhitov, 2002).
Rezeptoren, die charakteristische Pathogen-assoziierte Fremdstrukturen, die
sogenannten pathogen-associated molecular pattern (PAMP), erkennen, werden als
pattern recognition receptors (PRR) bezeichnet. PRR konnen sowohl auf der
Zelloberflache als auch in intrazelluldren Kompartimenten exprimiert oder in 16slicher
Form in die Gewebefliissigkeit und den Blutstrom freigesetzt werden (Ubersicht bei
Medzhitov und Janeway Jr., 1997; Ubersicht bei Janeway Jr. und Medzhitov, 2002). Zu
den Funktionen dieser Rezeptoren gehoren die Opsonierung, die Aktivierung von
Komplement, die Phagozytose, die Induktion proinflammatorischer
Signaltransduktionswege sowie der Apoptose. Sekretierte losliche PRR sind zum
Beispiel das C-reaktive Protein (CRP), das Mannan-bindende Lektin (MBL) und das
Serum-Amyloidprotein (SAP). Sie werden im frihen Stadium einer Infektion in der
Leber gebildet und markieren als Opsonine Bakterien fur die Phagozytose (Gewurz et
al., 1982; Schwalbe et al., 1992; Fraser et a., 1998). Zudem konnen sie den klassischen
Weg des Komplementsystems aktivieren. Zu den intrazellularen PRR gehdren die
Proteinkinase PKR und die Proteine NOD1 und NOD2 (nucleotide-binding
oligomerization domain, NOD). Die PKR wird im Zytosol durch die Bindung an
doppelstrangige virale RNA aktiviert, wahrend die NOD-Proteine bakterielle
Lipopolysaccharide (LPS) erkennen (Oguraet al., 2001; Inohara et a., 2001).
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Die vielleicht wichtigsten PRR der Makrophagen sind jedoch Zelloberflachenproteine.
Dazu gehort der Makrophagen-Mannose-Rezeptor (MMR), der mit dem auf DC
exprimierten Rezeptor DEC205 verwandt ist und mit einer Vielzahl Gram-positiver wie
-negativer Bakterien sowie pathogenen Pilzen interagiert (Fraser et al., 1998). Er
vermittelt wahrscheinlich die Phagozytose dieser Pathogene. Weitere phagozytische
PRR auf der Oberflache von Makrophagen sind der macrophage scavenger receptor
(MSR) und der Rezeptor MARCO (macrophage receptor with collagenous structure).
Beide gehdren der Scavenger-Rezeptor Typ A-Familie an (Ubersicht bei Kraal et al.,
2000; Ubersicht bei Arredouani und Kobzik, 2004). Der MSR erkennt eine Vielzahl
polyanionischer Verbindungen, darunter doppelstrangige RNA, bakterielles LPS und
Lipoteicholsaure (LTA) (Suzuki et al., 1997; Thomas et al., 2000). MARCO bindet an
bakterielle Zellwandbestandteile wie LPS und vermittelt ebenfals die Phagozytose
bakterieller Pathogene (Elomaa et al., 1995; Ubersicht bei Kraal et al., 2000; Ubersicht
bei Arredouani und Kobzik, 2004).

Darlber hinaus ist in den vergangenen Jahren eine Familie von PRR identifiziert und
beschrieben worden, die eine strukturelle und funktionelle Verwandtschaft mit dem
Toll-Protein von Drosophila melanogaster aufweist und deshalb as Toll-like-
Rezeptoren (TLR) bezeichnet werden. Bisang sind zehn Mitglieder dieser
Rezeptorfamilie identifiziert (TLR1-10) (Ubersicht bei Tsan und Gao, 2004). Die
meisten TLR sind Zelloberflachenproteine, TLR3 und TLR9 werden jedoch
wahrscheinlich in intrazelluldren Vesikeln wie Endosomen und Lysosomen exprimiert
(Hacker et al., 1998; Kariko et al., 2004). Die Mitglieder der TLR-Familie erkennen
unterschiedliche bakterielle und virale Strukturen und initiieren, wie auch die
intrazelluldren PRR PKR und NOD, in Makrophagen und DC Signaltrans
duktionsmechanismen, die unter anderem zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB und damit zur Freisetzung von Zytokinen und chemoattraktiven Mediatoren
fUhren, die eine Konzentrierung der Abwehrkréfte am Infektionsherd ausl 6sen.

Zu den Zytokinen, die sehr friih infolge einer Infektion insbesondere von Makrophagen,
aber auch DC, sezerniert werden, zdhlen die Interleukine IL-1, IL-6, IL-8 und IL-12
sowie der Tumornekrosefaktor-a (TNFa). Weitere Effektormolekile sind
Prostaglandine, Sauerstoffradikale und Peroxide, Stickstoffmonoxid (NO), Leukotriene
und der plattchenaktivierende Faktor (PAF) (Ubersicht bei Janeway et al., 2002). Diese
Botenstoffe induzieren eine lokale Entziindungsreaktion, in deren Verlauf es zu einer
Erweiterung der Blutgefal3e und einer erhdhten Permeabilitét der Kapillarwénde kommt,
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EINLEITUNG

die die Einwanderung weiterer phagozytierender Zellen erleichtert. Zu den ersten Zellen
vor Ort gehéren dabel die neutrophilen Granulozyten. Sie werden im weiteren Verlauf
durch kontinuierlich in das Gewebe einwandernde Monozyten abgel6st, die dort zu
Makrophagen differenzieren (Ubersicht bei Janeway et al., 2002).

Makrophagen und DC besitzen dartiber hinaus als professionelle antigenprésentierende
Zellen (APZ) eine zwischen dem angeborenen und adaptiven Immunsystem
vermittelnde Funktion. Sie initiieren und steuern die Ausrichtung der adaptiven

Immunantwort, die im folgenden Abschnitt ndher erlautert wird.

1.3  Dieadaptive Immunantwort

Das erworbene (adaptive) Immunsystem basiert auf den B- und T-Lymphozyten. Sie
exprimieren spezifische Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache, die ihnen die Erkennung
definierter Strukturen, der sogenannten Antigene, erlauben. Die Erkennung von Antigen
fahrt zu einer klonalen Expansion hochspezifischer B- und T-Lymphozyten (Burnet,
1959), die eine effektive Immunantwort erméglicht, und auch, bel erneuter Infektion mit
demselben Erreger, fur die spatere Gedachtnisreaktion verantwortlich ist. Innerhalb
dieses Systems vermitteln die B-Zellen durch die Produktion von spezifischen
Immunglobulinen (Antikdrpern), die der Markierung (Opsonierung) von Pathogenen
und Fremdpartikeln fir phagozytische Zellen sowie dem Komplementsystem dienen,
die humorale Immunitét (Ubersicht bei Cambier et al., 1994). T-Lymphozyten nehmen
dagegen regulatorische und zellvermittelte Effektorfunktionen wahr (Gowans und
Knight, 1964). Der Giberwiegende Teil der naiven Lymphozyten konzentriert sich in den
lymphatischen Organen, wo durch komplexe Wechselwirkungen mit verschiedenen
Zellen ihre Aktivierung zu Effektorzellen erfolgt (Ubersicht bei Janeway et al., 2002).

1.3.1 Grundlagen der B- und T-Zellaktivierung

Der Antigenrezeptor der B-Lymphozyten (B cell receptor, BCR) besteht aus
membranstandigen Immunglobulinen (IgM und IgD), die ein breites Spektrum
unterschiedlicher Strukturen in ihrer nativen Form erkennen. Dazu gehGren
Peptidsequenzen sowie Kohlenhydratstrukturen und Epitope von Oberflachenproteinen
pathogener Mikroorganismen (Ubersicht bei Poljak, 1991). Reife immunkompetente
B-Lymphozyten zirkulieren zwischen Knochenmark und sekundéren lymphatischen
Organen, bis sie auf ein passendes Antigen treffen und, mit Unterstitzung
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antigenspezifischer T-Helferzellen, aktiviert werden (Ubersicht bei DeFranco, 1987;
Ubersicht bei Janeway et al., 2002).

Im Gegensatz zum BCR erkennt der Antigenrezeptor der T-Lymphozyten (T cell
receptor, TCR) ausschlieffdlich Peptidantigene, die der intrazelluléren Prozessierung von
Proteinen entstammen und den T-Zellen im Komplex mit Molekilen des
Haupthistokompatibilitétskomplexes (major histocompatibility complex, MHC) auf der
Zelloberflache prasentiert werden (Doherty und Zinkernagel, 1974; Babbit et al., 1985).
Der TCR bestent aus einem kovalent verknipften Heterodimer, das fiur die
Antigenspezifitét verantwortlich ist. Bel der Mehrheit der T-Zellen besteht dieses aus
einer a- und einer b-Kette, bei einer Subpopulation von T-Zellen aus einer g- und einer
d-Untereinheit. Daneben gehoren akzessorische Membranmolekile wie der CD3-
Komplex, der fur die intrazellulare Signaltransduktion verantwortlich ist, und die
Korezeptoren CD4 und CD8 zum TCR-Komplex (Ubersicht bei Weiss und Littman,
1994). Anhand der Expression der CD4- und CD8-Korezeptoren werden die
T-Lymphozyten in CD4-positive (CD4") T-Helferzellen und CD8-positive (CD8")
zytotoxische T-Zellen (cytotoxic T lymphocytes, CTL) unterteilt. CD4 und CD8 binden
an autologe MHC-Molekile auf der Oberflache der kontaktierten Zelle. Dabel
interagiert der CD4-Korezeptor mit Molekilen der MHC-Klasse |1 (Cammarota et al.,
1992), der CD8-Korezeptor mit Molekulen der MHC-Klasse | (Gao et al., 1997).
Aktivierte zytotoxische CD8'-T-Lymphozyten (CTL) sind die wesentlichen
Effektorzellen der zellvermittelten Immunitét. Sie dienen der Eliminierung infizierter
sowie maligne entarteter Zellen. Aktivierte CTL exprimieren den Fas-Liganden, der in
Fas-positiven Zielzellen Apoptose induzieren kann, und setzen vesikuldre Granula frei,
die lytische Enzyme wie Perforin und Proteasen enthalten (Ubersicht bei Squier und
Cohen, 1994). Dartber hinaus sezernieren CTL Zytokine wie Interferon-g (IFNg), das
unter anderem zur Aktivierung von Makrophagen beitrdgt und die Replikation von
Viren inhibieren kann (Ubersicht bei Harty et al., 2000). Die Aktivierung von CTL
erfolgt durch Zellen, auf deren Oberflache ihr TCR sein spezifisches Antigen im
Komplex mit MHC I-Molekilen erkennt. Diese werden auf nahezu allen kernhaltigen
Zellen exprimiert. Peptidantigene, die von CD8"-T-Zellen im Komplex mit MHC |
detektiert werden, besitzen eine Lénge von 8 bis 10 Aminosduren und entstammen in
der Regel der proteolytischen Degradation zytosolischer Proteine durch den LMP-
Proteasekomplex (large multifunctional proteasome, LMP) (Ubersicht bei Harding und
Unanue, 1990; Ubersicht bei Rammensee, 1995).
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CD4"-T-Lymphozyten nehmen dagegen hauptsachlich regulatorische Funktionen wahr
und werden deshalb auch as T-Helferzellen (Ty) bezeichnet. Thr TCR erkennt
Peptidantigene von 12 bis 24 Aminosduren im Komplex mit Molekilen der MHC-
Klasse IlI. Diese werden nahezu ausschliefdlich von professionellen antigen-
prasentierenden Zellen (APZ) exprimiert, zu denen insbesondere dendritische Zellen
(DC) und Monozyten/Makrophagen, aber auch B-Zellen gehodren (Ubersicht bei
Chesnut und Grey, 1985). Die von CD4'-T-Zellen erkannten Peptidantigene
entstammen hauptsachlich  extrazelluldarem Material, das durch Phagozytose
aufgenommen und in den APZ prozessiert wurde (Ubersicht bei Rammensee, 1995).
Bel einer Entziindung oder einer Infektion verlassen die APZ die betroffenen Gewebe
und wandern in die T-Zell-reichen Zonen der sekundéren lymphatischen Organe, wo die
Aktivierung der T-Zellen erfolgt. Antigene aus dem Blut werden dagegen von APZ der
Milz aufgenommen und dort den T-Lymphozyten prasentiert (Ubersicht bei Janeway et
al., 2002).

Aktivierte CD4'-T-Effektorzellen Uben ihre Funktion hauptsachlich durch die
Freisetzung |6slicher Mediatoren aus (Ubersicht bei Paul und Seder, 1994). Anhand des
von ihnen sezernierten Zytokinspektrums und ihrer damit verbundenen Funktion
wurden sie zundchst in zwel Hauptgruppen unterteilt (Mosmann und Sad, 1996). Typ I-
Helferzellen (Twl-Zellen) sind durch die Produktion von Interleukin-2 (IL-2),
Lymphotoxin und inflammatorischen Zytokinen wie IFNg gekennzeichnet (Seder et al.,
1993) und tragen zur Aktivierung von Makrophagen und der zellvermittelten Immunitét
bei, wahrend Typ II-Helferzellen (Ty2-Zellen) hauptséchlich die Zytokine IL-4, IL-5,
IL-10 und IL-13 freisetzen und die Ausbildung einer humoralen Immunantwort, d. h.
die Aktivierung der Antikorperproduktion in B-Zellen, férdern (Abbas et al., 1996;
Ubersicht bei Moser und Murphy, 2000). Inzwischen wurden weitere Untergruppen von
CD4"-T-Zellen beschrieben, die immunsuppressive Funktionen ausiben und as
regulatorische T-Zellen (Treg) bezeichnet werden (Sakaguchi et al., 1995; Takahashi et
al., 2000; McGuirk und Mills, 2002; Sakaguchi , 2003). Typ I-Treg-Zellen (Trl)
produzieren hauptséchlich 1L-10 (Groux et al., 1997; Doetze et al., 2000; McGuirk et
a., 2002; MacDonald et al., 2002), wahrend Typ 3-Helferzellen (Ty3) vorwiegend
TGFb freisetzen (Chen et al., 1994; Fukaura et a., 1996), und CD4"'CD25"-Z€llen
Immunantworten durch direkten Zell-Zell-Kontakt inhibieren kénnen (Ubersicht bei
Shevach, 2000).
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1.4  DieT-Zdlaktivierung erfordert kostimulatorische Signale

Die durch Antigenkontakt induzierten Signale alleine reichen fur eine Aktivierung
naiver T-Lymphozyten und auch B-Lymphozyten nicht aus. Die Bindung des TCR und
seiner Korezeptoren CD4 oder CD8 an den MHC/Peptidkomplex auf normalen
Korperzellen induziert lediglich eine partielle Aktivierung, die durch eine verstérkte
Expression von CD69, CD44 und der IL-2-Rezeptoruntereinheit a (CD25)
gekennzeichnet ist (Sagerstrom et a., 1993; Ho et a., 1994). Sie fuhrt schliefdich zur
lokalen Deletion der Lymphozyten durch Apoptose oder aber zu Anergie, einem
Zustand, in dem sich die T-Zelle auch bei optimaler Stimulation durch ihr spezifisches
Antigen nicht mehr aktivieren 18% (Schwartz, 1990). Auf diese Weise wird die
periphere Toleranz induziert.

Das zweite Signal, das fur die vollstandige Aktivierung naiver T-Zellen erforderlich ist
(Ubersicht bei Croft und Dubey, 1997), wird von der APZ vermittelt, die gleichzeitig
auch den passenden MHC/Peptid-Komplex présentiert. Professionelle APZ wie
Makrophagen und DC exprimieren auf ihrer Zelloberflche kostimulatorische
Molekile. Die am grundlichsten untersuchten Kostimulatoren, B7.1 (CD80) und B7.2
(CD86), gehoren der B7-Proteinfamilie an. Sie werden von aktivierten APZ verstarkt
exprimiert (Hathcock et al., 1994) und interagieren mit dem CD28-Molekill, das auf der
Oberflache der Mehrzahl naiver T-Zellen und auch Gedéachtniszellen exprimiert wird
(Ubersicht bei Linsley und Ledbetter., 1993; Ubersicht bei Lenschow et al., 1996). Die
Antigenerkennung (Signal 1) und die Interaktion von CD28 auf der Oberflache der
T-Zelle mit den B7-Molekilen auf APZ (Signal 2) fuhrt in der T-Zelle zur Produktion
des T-Zelwachstumsfaktors IL-2 sowie der Expression des funktionellen IL-2-
Rezeptors, und die T-Zelle beginnt in der Folge zu proliferieren (Ubersicht bei Smith,
1980 und 1984; Schorle et al., 1991). IL-2 wirkt dabel autokrin auf die IL-2-
produzierende T-Zelle selbst wie auch parakrin auf andere T-Zellen und scheint fir
die klonale Expansion der reaktiven T-Zellen wichtig zu sein. Nach erfolgreicher
Aktivierung differenzieren die T-Zellen nicht nur zu Effektorzellen aus. Ein Teil von
ihnen entwickelt sich zu Gedachtniszellen, die im Organismus verweilen und bei einer
erneuten Infektion mit demselben Antigen schnell aktiviert werden kdnnen. Fur die
Aktivierung von CD4'- und CD8'-Gedachtniszellen sind dann kostimulatorische
Signale nicht mehr erforderlich (Ubersicht bei Janeway et al., 2002).

Daneben wird die T-Zellaktivierung auch durch Negativregulatoren beeinflusst. So

exprimieren aktivierte T-Zellen neben CD28 das CTLA-4-Molekil (cytotoxic
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T-lymphocyte antigen-4, Syn.: CD152), das mit hoher Affinitét ebenfalls die genannten
B7-Molekile bindet, im Gegensatz zu CD28 jedoch ein inhibitorisches Signal
vermittelt. Auf diese Weise tragt CTLA-4 zur Beendigung einer T-Zellreaktion bei
(Waterhouse et al., 1996). Die Balance kostimulatorischer und inhibitorischer Signale
verhindert auflerdem die Ausbildung einer unangemessenen oder fehlgeleiteten
T-Zdlantwort.

141 DieGefahrensignal-Theorie

Eine géngige Theorie von der immunologischen Toleranz ging lange davon aus, dass
alein die Erkennung und Unterscheidung von , fremd* und ,,selbst” fir die Ausbildung
einer Immunantwort verantwortlich ist. Jedoch ruft nicht jedes Fremdmaterial, das in
den Organismus eindringt, z. B. Bakterien in der Nahrung und im Darm, eine
Immunreaktion hervor. Auch die Impfung von Antigenen in Abwesenheit eines
Adjuvanz fiahrt nicht zur Induktion einer Immunantwort. Deshalb schlug Charles
Janeway 1992 eine Erweiterung dieses Modells vor, nach der das Immunsystem
zusédtzlich zwischen ,fremd, aber nicht infektios® und ,fremd und infektits*
unterscheidet. Nach Janeways Theorie beféhigt allein infektiéses Fremdmaterial die
APZ zur Vermittlung des kostimulatorischen zweiten Signals, das fur die Ausbildung
einer spezifischen und effektiven Immunantwort notwendig ist.

Generell ist die alleinige Unterscheidung von ,fremd* und ,selbst durch das
Immunsystem mit einem sich entwickelnden Organismus und einem sich dabei stetig
verandernden Repertoire von ,, selbst - Antigenen jedoch nicht vereinbar. Aul3erdem sind
einige Immunreaktionen, die sich gegen ,selbst® wenden, zum Beispiel gegen
korpereigene Molekile, die von gestressten Zellen oder Tumorzellen exprimiert
werden, durchaus niitzlich.

1994 postulierte Polly Matzinger die Gefahrensignal-Theorie (Matzinger, 1994,
Matzinger, 2001). Sie besagt, dass das Immunsystem nicht auf ,fremd”, sondern
vielmehr auf ,Gefahr* reagiert. Nach ihrer Theorie wird eine Gefahrensituation, wie
z. B. die Infektion mit einem pathogenen Erreger, die mechanische Zerstorung von
Gewebe oder auch die Gegenwart von maligne entarteten Zellen, anhand des
angerichteten Schadens durch das Immunsystem erkannt. Erkennungsmerkmal sind
dabel korpereigene Molekile, die normalerweise in intrazellularen Kompartimenten
verborgen vorliegen, von infizierten und nekrotischen oder auch Tumorzellen jedoch in
die Umgebung freigesetzt und als ,, Gefahrensignal® durch das Immunsystem detektiert
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werden kénnen. Wie die Erkennung von PAMP steigert auch die Detektion dieser
endogenen Gefahrensignale das kostimulatorische Potential von APZ und befahigt sie
zur Vermittlung des fir die T-Zellaktivierung notwendigen zweiten Signals. Aul3erdem
erleichtert die Konditionierung von APZ durch PAMP oder endogene Gefahrensignale
auch die Stimulation von T-Zellen, dieihr Antigen auf anderen APZ oder Gewebezellen
erkennen. Dieser multiplikative Effekt fuhrt zu einer effektiven und der Situation
optimal angepaldten Immunantwort, da das von APZ erzeugte Zytokinmilieu
mal3geblich die Polarisierung einer Immunantwort in Richtung einer Tyl-, Ty2- oder
auch Ty3- oder Tr1-Antwort bestimmt. Eine zentrale Rolle spielt dabel das Zytokin IL-
12. Es stimuliert die Produktion von IFNg in NK-Zellen wie auch T-Zellen und dirigiert
die Immunantwort in Richtung einer Tyl- und CTL-Antwort (Macatonia et al., 1995),
die insbesondere fur die Bekampfung intrazellulérer Pathogene (Frosch et a., 1996;
Marovich et al., 2000) wie auch Tumorzellen wichtig ist (Brunda et al., 1993; Ubersicht
bei Colombo und Trinchieri, 2002). Die meisten Bakterien und Viren sowie
Leishmanien, Mycobakterien, Trypanosomen etc. stimulieren die IL-12-Produktion in
APZ (Frosch et al., 1996; Reis e Sousa et al., 1997; Henderson et a., 1997; Cellaet d.,
2000; Marovich et al., 2000) und regen die Ausbildung einer Ty1- und CTL-Antwort
an, wahrend einige Nematoden die Expression von IL-12 inhibieren. In Abwesenheit
von IL-12 wird hier die Entstehung von Ty2-Antworten begunstigt (Velupillai und
Harn, 1994).

Zu den bekanntesten PAMP gehdren bakterielle Zellwandbestandteile wie
Lipopolysaccharide (LPS) und Lipoproteine sowie bakterielle CpG-DNA. Sie werden
von Rezeptoren der TLR-Familie erkannt, deren Engagement zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB fuhrt (Medzhitov et al., 1997; Ubersicht bei Kopp und
Medzhitov, 1999) und in DC und Makrophagen unter anderem die Expression von
kostimulatorischen B7- sowie MHC-Klasse II-Molekilen und die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine induziert (Cella et al., 1997; Pierre et a., 1997; Hertz et
al., 2001; Vieira et a., 2000; Re und Strominger, 2001; Ubersicht bei Janeway und
Medzhitov, 2002; Ubersicht bei Barton und Medzhitov, 2002; Ubersicht bei Akira,
2003).

Als endogene Gefahrensignale kommen Molekile in Betracht, die normaerweise
konstitutiv und in verhdtnismaldig grofien Mengen verborgen im Zellinnern vorliegen
oder in Stresssituationen verstarkt exprimiert werden. Sie konnen durch mechanische
Zellschadigung und nekrotisches Absterben von Zellen oder aber auch im Rahmen einer
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Infektion in den Extrazellularraum freigesetzt werden. Gute Kandidaten hierfir sind
Moleklle, die Teil des Zellmetabolismus sind, wie zum Beispiel intrazelluldre
Nucleotide wie ATP und UTP (Marriott et a., 1999; Mutini et al., 1999; Schnurr et al.,
2000). Daneben werden auch die Mitglieder der konservierten Hitzeschock-
proteinfamilie, die insbesondere in Stresssituationen oder infolge einer Infektion in sehr
grofen Mengen synthetisiert werden, seit einiger Zeit als endogene Gefahrensignale
diskutiert. Sie verfigen Uber immunologische Funktionen, die im folgenden Abschnitt

naher erlautert werden.

1.5 Immunmodulatorische Funktionen von Hitzeschockproteinen

Hitzeschockproteine (HSP) sind evolutionar hochkonservierte und ubiquitér in allen
lebenden Organismen exprimierte Proteine, die eine wichtige Rolle bei der
Proteinbiogenese spielen und fir das zellulare Uberleben essentiell sind (Ang et al.,
1991). Eine Einteilung der HSP in Untergruppen und die Bezeichnung individueller
HSP erfolgt anhand ihres Molekulargewichtes. Dabei werden die 90 kDa- (u. a. Hsp90
und gp96), 70 kDa (u. a Hsp70 und grp78) und 60 kDa-HSP (u. a. Hsp60)
unterschieden. HSP werden konstitutiv in verschiedenen zelluldren Kompartimenten
exprimiert, in denen viele von ihnen als molekulare Chaperone an der Faltung von
Proteinen mitwirken und den interkompartimentéren Proteintransport begleiten. Hsp70
und Hsp90 sind im Zytosol fur die Stabilisierung und Neufaltung assoziierter Proteine
verantwortlich, Hsp60 und mtHsp70 (mitochondriales Hsp70) sind in  den
Mitochondrien an Import und Faltung von Proteinen beteiligt, und grp78 (glucose-
regulated protein of 78 kDa) und gp96 (glucose-regulated protein of 96 kDa) sind im
Endoplasmatischen Reticulum bei der Faltung und Assoziation von Proteinen aktiv
(Ubersicht bei Becker und Craig, 1994; Ubersicht bei Hartl, 1996; Ubersicht bei Bukau
und Horwich, 1998). Die meisten HSP werden in Situationen von zellul&rem Stress wie
Hitze, Hypoxie, N&hrstoffmangel oder auch bei Infektionen voribergehend verstéarkt
exprimiert (Young und Elliot, 1989; Ubersicht bei Morimoto et al., 1990; Ubersicht bei
Young, 1990). Sie werden deshalb auch als ,, Stressproteine” bezeichnet, die aufgrund
ihrer Funktionen unter diesen Bedingungen fir das Uberleben der Zelle besonders
wichtig sind. Neben ihrer zentralen Rolle bei Proteinfaltung und —transport innerhalb
der Zelle besitzen HSP auch wichtige immunol ogische Funktionen.
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Einige mikrobielle HSP wie bakterielles Hsp60 und Hsp70, die bei Infektionen aus
Bakterien freigesetzt oder durch Phagozytose mit den Bakterien aufgenommen werden
konnen, sind selbst immunogen und kdnnen eine spezifische Immunantwort induzieren.
Beispielsweise reagieren bei einer Infektion mit Mycobakterien bis zu 20% der CD4"-
T-Zellen spezifisch auf das mycobakterielle Hsp60-Protein (Emmrich et al., 1986;
Kaufmann et a., 1987; Munk et a., 1990). Auch im mycobakteriellen Hsp70 wurden
B- und T-Zéellepitope identifiziert (Adams et al., 1994; Offtung et al., 1994).

In der jungeren Vergangenheit wurden auch Hinweise darauf gefunden, dass HSP die
Immunogenitdt von Tumorzellen beeinflussen koénnen und moglicherweise als
therapeutisches Mittel bei der Induktion von tumorspezifischen Immunantworten
einsetzbar sind. HSP wie Hsp70, Hsp90 und gp96, die mit zelluldren Peptiden
assoziieren, besitzen die Fahigkeit, eine spezifische zytotoxische Immunantwort gegen
das von ihnen transportierte Peptid und damit gegen die Donorzellen, aus denen sie
isoliert wurden, zu induzieren (Ubersicht bei Srivastava et al., 1998; Ubersicht bei
Schild et a., 1999). Die HSP/Peptid-Komplexe konnen offenbar von APZ
aufgenommen und die transportierten Peptide fir die Prasentation in Molekllen der
MHC-Klasse | prozessiert werden (Castellino et al., 2000). So konnten DC, die mit aus
Tumoren isoliertem Hsp70 préinkubiert worden waren, eine tumorspezifische CTL-
Antwort und Immunitét gegentiber dem Tumor in vivo induzieren (Ueda et al., 2004).
Dartiber hinaus konnte die Expression von loslichem sekretiertem Hsp70 oder die
Uberexpression von zytosolischem Hsp70 die Immunogenitdt von Tumorzellen steigern
und das Tumorwachstum in vivo inhibieren (Massa et a., 2004; Wang et al., 2004).
Ahnliche Funktionen wurden auch fiir gp96 beschrieben, dessen Expression auf der
Zelloberflache von Tumorzellen die Reifung dendritischer Zellen und ebenfalls eine
tumorspezifische Gedéchtnisreaktion in vivo induzieren konnte (Zheng et a., 2001; Dai
et a., 2003).

Seit einiger Zeit werden HSP auch als endogene Gefahrensignale und Bindeglieder
zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort diskutiert (Matzinger, 1994;
Pennisi, 1996; Gallucci und Matzinger, 2001). Sowohl von bakteriellen wie auch
eukaryontischen HSP wurde eine immunmodul atorische Aktivitéat nachgewiesen. Unter
anderem wurde gezeigt, dass Hsp60, Hsp70 und gp96 sowohl die Zytokin- und
Chemokinproduktion as auch die Expression kostimulatorischer B7-Molekile in DC
und Makrophagen aktivieren (Ubersicht bei Tsan und Gao, 2004). Hsp60 wie auch
Hsp70 binden wahrscheinlich an das CD14-Molekill, das auf der Oberflache von DC
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und Makrohagen exprimiert wird. Dieses Molekil scheint sowohl fir die Aktivierung
humaner Monozyten durch Hsp70 (Asea et al., 2000) als auch die Aktivierung humaner
Makrophagen durch Hsp60 (Kol et al., 2000) essentiell, besitzt jedoch selbst keine
signaltransduzierende zytoplasmatische Domaéne. Allerdings assoziiert CD14 mit
signaltransduzierenden Rezeptoren der TLR-Familie. Es wurde sowohl die Interaktion
von CD14 mit TLR2 (Yang et a., 1998; Kirschning et al., 1998) als auch TLR4
(Ulevitch et a., 1995) beschrieben. Diese Rezeptoren, insbesondere TLR4, sind
wahrscheinlich fir die durch Hsp60 (Ohashi et al., 2000; Vabulas et al., 2001) und auch
Hsp70 induzierte Signaltransduktion verantwortlich. Interessanterweise fungiert der
CD14/TLR4-Komplex ebenfalls als Hauptrezeptor fur bakterielles LPS, das seinerseits
in Assoziation mit dem LPS-bindenden Protein LBP an diesen Rezeptorkomplex bindet
(Ulevitch et a., 1995; Hoshino et al., 1999). Tatsachlich wurde gezeigt, dass Hsp60,
Hsp70 und LPS in DC und Makrophagen sehr &hnliche Effekte induzieren, die
wahrscheinlich auf das Engagement desselben Rezeptorsystems zuriickzufiihren sind.
Dazu gehoren die Expression kostimulatorischer B7-Molekile und die Freisetzung
proinflammatorischer ZytokinewieIL-6, IL-12 und TNFa (Chen et al., 1999; Kol et &,
2000; Moré et a., 2001; Moré, 2001). Beide HSP besitzen auRerdem wie LPS einen
Einfluss auf die Aktivierung von T-Zellen. Die Stimulation von APZ durch Hsp60,
Hsp70 oder LPS fuhrt in vitro bei der antigenabhangigen Aktivierung von CD4"- wie
auch CD8"-T-Zellen zu einer gesteigerten Freisetzung von IFNg (Breloer et a., 2001;
Moré et a., 2001; Breloer et al., 2002), die eine Polarisierung in Richtung einer Ty1-
und CTL-Antwort beglinstigt.

Eine Ubersicht (iber die beschriebenen immunologischen Funktionen der HSP ist in
Abbildung 1.1 schematisch dargestellt.

12



EINLEITUNG

A 8]

Hsp70 Hsp60 Hsp70 gp96 Hsp70 Hsp60 gp96

00;3:3(}

Bakterien

Zytokine

Abb. 1.1 Immunmodulatorische Funktionen der Hitzeschockproteine

A) Bakterielles Hsp60 und Hsp70 sind immunogene Proteine, die von APZ durch Phagozytose
von Bakterien oder als freie Proteine Uber spezifische Rezeptoren, u. a. wahrscheinlich CD14,
aufgenommen und im Zellinnern fir die MHC |1-Prasentation prozessiert werden. B) Peptid-
assoziierte HSP wie Hsp70 und gp96 werden nach ihrer Bindung an die putativen Rezeptoren
CD14 bzw. CD91 von APZ aufgenommen, die transportierten Peptide fir die Prasentation in
MHC-Molekilen der Klasse | prozessiert und eine zytotoxische T-Zellantwort induziert. C)
Hsp60, Hep70 und gp96 aktivieren in APZ die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie
IL-1, IL-6, IL-12 und TNFa sowie die Expression kostimulatorischer B7-Proteine auf der
Zelloberflache. Der mutmaldliche gp96-Rezeptor CD91 verfigt selbst Uber eine
signaltransduzierende zytoplasmatische Domane, wahrend das Signal, das durch Hsp60 und
Hsp70 vermittelt wird, wahrscheinlich Uber TLR, die mit dem CD14-Rezeptor assoziieren,
transduziert wird. Hieran scheint TLR4 beteiligt. Die Modulation der APZ-Funktionen durch
diese HSP erleichtert in der Folge ebenfalls die Aktivierung von T-Zellen.

1.6  Fragestelung und Ziel der Arbeit

Das eukaryontische mitochondriale Hsp60 wurde erstmals von Chen und Mitarbeitern
(1999) als endogenes Gefahrensignal diskutiert. Es wird unter Stressbedingungen, wie
Hitzeeinwirkung oder bei einer Infektion, verstarkt exprimiert. Auf3erdem wurde auch
eine Translokation dieses HSP aus den Mitochondrien in andere zellulére
Kompartimente wie dem Zytosol und die Expression des Hsp60-Proteins auf der
Zelloberflache beschrieben (Belles et al., 1999). Auf diese Weise wird das Hsp60-
Protein, wie auch durch die Freisetzung aus nekrotischen Zellen, in Gefahrensituationen
fur Zellen des Immunsystems zuganglich.
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Die Arbeiten verschiedener Autoren haben gezeigt, dass sowohl mikrobielles als auch
eukaryontisches Hsp60 in Makrophagen die Produktion der proinflammatorischen
Zytokine IL-6, IL-12 und TNFa sowie von Stickstoffmonoxid (NO) stimuliert (Chen et
al., 1999; Moré et a., 2001; Breloer et a., 2002; Ueki et al., 2002) und die Reifung und
Aktivierung von DC induziert (Moré, 2001; Bethke et al., 2002). Die Modulation der
APZ-Funktionen durch Hsp60 fihrt in der Folge bei der Aktivierung naiver CD4*- und
CD8"-T-Zéellen in vitro zu einer gesteigerten Produktion des Ty1-Zytokins IFNg (Moré
et al., 2001; Breloer et al., 2001; Breloer et al., 2002).

In alen bisher durchgefiihrten Studien wurde rekombinantes in Bakterien exprimiertes
Hsp60-Protein verwendet. Diese Proteinpréparationen waren jedoch mit bakteriellen
Komponenten, insbesondere LPS, kontaminiert. Da Hsp60 und bakterielles LPS
mutmal3ich denselben Rezeptorkomplex aus CD14 und TLR4 auf der Oberflache von
APZ zu nutzen scheinen und deshalb sehr dhnliche Effekte vermitteln, konnte eine
Beteiligung von LPS und auch anderen bakteriellen Strukturen an der Hsp60-
vermittelten Aktivierung nicht ausgeschlossen werden. Neuere Arbeiten stellen generell
die immunstimulatorische Aktivitdt dieses Hitzeschockproteins in Frage. So wurde
gezeigt, dass von LPS gereinigtes Hsp60 die TNFa-Produktion in Makrophagen nicht
mehr induzieren konnte (Gao und Tsan, 2003).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte deshalb geklart werden, ob Hsp60 eine intrinsische
Aktivitéat zur Stimulation von Immunreaktionen besitzt. Hierflr sollte ein Endotoxin-
freies in vitro-Testsystem etabliert und fur diesen Zweck das Hsp60-Protein in
eukaryontischen Zellen exprimiert werden. Dabel sollte das Hsp60-Protein sowohl als
|6sliches sezerniertes al's auch as membranverankertes Protein auf der Zelloberflache
eukaryontischer Zelllinien, insbesondere muriner Tumorzellen, zur Expression gebracht
werden. Mit Hilfe dieser Zelllinien sollte zundchst in in vitro-Testsystemen die
immunmodulatorische Funktion des Hsp60-Proteins auf die Aktivierung naiver
T-Zellen Uberprift und die der aktivatorischen Funktion von Hsp60 zugrundeliegenden
Mechanismen analysiert werden. Dabei sollte die Modulation von APZ- und
T-Zellfunktionen durch Hsp60 und LPS vergleichend untersucht werden, und auch die
Frage nach einer Beteiligung des TLR4 bel der Hsp60-vermittelten Immunstimulation
geklart werden.

Schliefdlich sollte die Relevanz der in vitro beobachteten immunstimulatorischen
Kapazitéat des Hsp60-Proteins in vivo Uberprift und dabel die Immunogenitét Hsp60-
exprimierender versus Hsp60-negativer Tumorzellen betrachtet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 M aterial

211 Herkunft hdufig verwendeter Laborgerate und Chemikalien

2111 Laborgerateund Hilfsmittel

Bezeichnung Herkunft
Analysenwaage Sartorius AG, Gottingen
Autoklav Schlumbohm Medizintechnik, Hamburg

Bakterienbrutschrank
Bakterienschittlelinkubator
Cédluphanfolien

CO,-Inkubator fur die Zellkultur
Deckglaschen

Digitalwaage
Elektroporationsgerét ,, Gene Pulser”
Elektroporationskivetten (4 mm)
ELISA 96-Loch-Platten
ELISA-Reader ,Lambda E*
ELISPOT 96-Loch-Kulturplatten
ELISPOT-Reader
Eppendorfzentrifuge 5415C
Erlenmeyer-Kolben
FACS-Rohrchen

FACS Sorter ,, FACSCdibur*

Falcon-Zentrifugenrdhrchen (15 ml, 50 ml)
Filmkassetten

Fluoreszenzmikroskop ,, Axioskop MC-80" mit
Kameraanlage

Gamma-Bestrahlungsanlage

Gelkammern (DNA-Gelelektrophorese)
Gelkammern (SDS-PAGE)
Geltrocknungsrahmen (SDS-PAGE)
Gewebekulturflaschen (10 ml, 30 ml, 50 ml)
Gewebekulturplatten (6-, 24-, 96-Loch)
Heizblock ,, Thermomixer 5436*

HiTrap Endotoxin-free Protein A-Séulen

Heraeus, Hanau

Braun, Melsungen

Novex, San Diego, CA, USA

Heraeus Instruments, Hanau

Kern & Sohne, Alberstadt

Kern & Sohne, Alberstadt

BioRad, Miinchen

Peglab, Erlangen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
MWG Biotech, Ebersberg

Millipore GmbH, Eschborn

Biosys GmbH, Karben-Frankfurt
Eppendorf, Hamburg

Schiitt Labortechnik, Géttingen

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson Immunocytometry Systems,
San Jose, CA, USA

Becton Dickinson, Heidelberg

Siemens, Miinchen

Zeiss, Oberkochen

STS Steuerungstechnik & Strahlenschutz,
Braunschweig

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Novex, San Diego, CA, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
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Hyperfilm ECL (Rontgenfilm)

Kanilen

Kuhlanlage ,,Modell K20*

Kryordhrchen

MACS Pre-Separation-Filter
MACS-Saulen (Separation Columns LS)
Magnetriher

M ehrkanal pi petten ,, Research Pro*
Mischgerét (Vortexer) ,MS 1 Minishaker”
Mikroskop , Wilovert*

Netzgerdte

Neubauer-Zshlkammer (0.1 0.0025 mm?)
Nitrocellulose-Membran

Objekttrager

Pasteurpipetten

PCR-Cycler ,,Hybaid OmniGene"
PD10-Saulen

Petrischalen (unbeschichtet)

pH-Meter ,WTW pH 537¢

Photometer ,, Hitachi U-2000"

Pipetten
Pipettenspitzen

Pipettierhilfe ,, pipetus-akku*

PlastikkUvetten fir Photometer
Quarzkuvetten fir Photometer
Reagenzglaschen

Reinluft-Werkbank ,Lamin Air HB2448"
Schottflaschen

Spritzen (Iml, 6 ml)

Sterilfilter (Porengréf3e 0.22 mm und 0.45 nm)
Sterilfiltriergefélie , SteriCup* (250 u. 500 ml)
SW55-Rotor und Einsétze

SW55 Ti-Réhrchen

Vivaspin PES-Konzentrierungssaulen (10 kDa)
Woasserbad

Wasserdeionisierungsanalge ,, Milli-Q-Plus*
Whatman-Filterpapier

Zellsiebe , Cell strainer 70 mm*

Amersham Biosciences, Freiburg

Braun, Melsungen

Haake, Karlsruhe

Nunc, Roskilde, Dénemark

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Janke & Kunkel, IKA, Labortechnik, Staufen
Eppendorf, Hamburg

Janke & Kunkel, IKA, Labortechnik, Staufen
Hund, Wetzlar

Biotec-Fischer, Reiskirchen

Brandt, Wertheim

Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
Engelbrecht, Edermiinde

Brandt, Wertheim

Hybaid Ltd., Middlesex, UK

Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
Nerbe plus, Winsen/Luhe

Labotec, Wiesbaden

Schéfer & Partner Scientific Instruments,
Schwabisch-Gmiind

Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Sarstedt,
Nurnberg

Hirschmann, Eberstadt

Brandt, Wertheim

Roth, Karlsruhe

Schiitt Labortechnik, Géttingen

Heraeus Instruments, Hanau

Schiitt Labortechnik, Géttingen

Braun, Melsungen

Millipore, Bedford, MA, USA

Millipore, Bedford, MA, USA

Beckmann, Palo Alto, USA

Beckmann, Palo Alto, USA

Vivascience, Hannover

GFL, Burgwedel

Millipore, Molsheim, Frankreich
Schleicher & Schuell, Dassel
Falcon/Becton Dickinson, Heidelberg
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Zentrifugen:
Eppendorfzentrifuge 5415C
Megafuge 1.0R, Megafuge 2.0R
Zytospin-Zentrifuge ,, Cytospin 3*

2.1.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, von den Firmen Sigma (Deisenhofen),

Eppendorf, Hamburg

Heraeus-Sepatech, Hanau

Shandon Life Sciences Internationl, Frankfurt

Fluka (Neu-UIm), Merck (Darmstadt) oder Roth (Karlsruhe) bezogen.

2.1.1.2.1 Biochemische Ar beiten

Bezeichnung Herkunft
Acrylamid (30%)/Bisacrylamid (0.8%) Roth, Karlsruhe
Ammoniumpersulfat (APS) Roth, Karlsruhe

Aquaad iniectabilia

BenchMark Prestained MW-Marker
Bovines Serumalbumin (BSA)
Complete Proteasei nhibitor-Cocktail
Coomassie Plus Proteinassay Reagenz
Coomassie Brillant Blau
Diaminobenzidin (DAB)
Dithiothreitol (DTT)

ECL-L0Asungen

Fluorescein-Ex Protein Labeling Kit (F-10240)
Glycin

Milchpulver

Protein 10 kDa-Leiter
Streptavidin-HRP

Sucrose

TEMED

Tetramethylbenzidin (TMB)

Tween-20

Zytokinstandards:
murines IL-6
murines |L-12

murines TNFa

ELISA-Kits:
DuoSet IFNg ELISA Kit

Braun, Melsungen
Gibco BRL, Eggenstein

Serva Feinbiochemika, Heidelberg

Bohringer Mannheim, Mannheim

Pierce, Rockford, IL, USA
Roth, Karlsruhe

BioRad, Miinchen

Gibco BRL, Eggenstein

Amersham Pharmacia, Freiburg

Molecular Probes, Leiden, Niederlande

Sigma, Deisenhofen
Nestlé, Frankfurt
Gibco BRL, Eggenstein
Dianova, Hamburg
Biochrom AG, Berlin
BioRad, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

PharMingen BD, Hamburg
PharMingen BD, Hamburg
PharMingen BD, Hamburg

R & D Systems, Wiesbaden
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DuoSet IL-2 ELISA Kit
Hsp60 ELISA Kit

2.1.1.2.2 Molekularbiologische Arbeiten

R & D Systems, Wiesbaden
Stressgen, Victoria, BC, Canada

Bezeichnung Herkunft

Agarose Biomol, Hamburg

Ampicillin Boehringer Mannheim, Mannheim
Bacto Agar Merck, Darmstadt

Bacto Trypton Difco, Detroit, MI, USA

BigDye-Sequenziermix
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-b-D-galactosid (X-Gal)
Bromphenolblau
Deoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs)
DNA-Marker (100 bp-Leiter, 1 kb-Leiter)
EndoFree Plasmidmaxipréparationskit
Ethidiumbromid

Glycerol

Hefeextrakt

Mineradl

RPM Rapid Pur Minipréparationskit
TA-Cloning Kit

TriReagent

QIAGEN Gél Extraction Kit
Xylencyanol FF

Plasmidvektoren:
pcDNAL1.1/Amp
pCR2.1
pCR2.1/Hsp60-®
pDisplay
pEF-BOS

pFM 92

Enzyme:
Alkalische Phosphatase (1 U/m)
Alkalische Phosphatase-Reaktionspuffer
Restriktionsendonukl easen:

BamH | (10 U/n)

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Deisenhofen

Boehringer Mannheim, Mannheim
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
QIAGEN, Hilden

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Difco, Detroit, MI, USA

Sigma, Deisenhofen

Bio 101, Carlsbad, CA, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Biotech Trade & Serv, St. Leon Rot
QIAGEN, Hilden

Serva Feinbiochemika, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

BNI, Hamburg

Invitrogen, Karlsruhe

zur Verfligung gestellt von S. Mizushimaund S.
Nagat; Mizushima und Nagata, 1990

zur Verfligung gestellt von P. Gunning und L.
Kedes; Gunning et a., 1987

Boehringer Mannheim, Mannheim

Boehringer Mannheim, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
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Bgl 11 (10 U/m) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Eag | (10 U/m) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
EcoR | (10 U/m) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Hind I11 (10 U/m) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Not | (10 U/m) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sal | (10 U/m) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sca | (10 U/m) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Xbal (10 U/m) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Xho | (10 U/m) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Reverse Transkriptase ,, Superscript RT* (200 U/m)  Gibco BRL, Eggenstein
Reverse Transkriptase-Reaktionspuffer Gibco BRL, Eggenstein
T4-DNA-Ligase (5 U/m) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
T4-DNA-Ligase-Resktionspuffer MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Tag-DNA-Polymerase (5 U/m) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Tag-DNA-Polymerase-Reaktionspuffer MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Oligonukleotid-Primer:

Bgl 11-sense, 33mer MWG Biotech AG, Ebersberg
5" - CGCAGATCTGCCAAAGATGTAAAATTTGGTCCG 37

hlgG1-Revers, 21mer MWG Biotech AG, Ebersberg
5" - TGAAGCTTAGTACTCACCCTC- 37

Hsp60-mas, 21mer MWG Biotech AG, Ebersberg
5" - TGCTACAACCTGAAGACCAAC- 37

Hsp60-mas#2, 22mer MWG Biotech AG, Ebersberg
5" - CCCATTGTAACAGCTACAGCAT- 37

Hsp60-Sequenzierprimer |, 21mer MWG Biotech AG, Ebersberg
5" - TCCAGIGITCAGICCATTGIC- 3°

Hsp60-Sequenzierprimer |l, 21mer MWG Biotech AG, Ebersberg
5" - CATCGTCACCAAAGATGATGC- 37

Hsp60-Sequenzierprimer 111, 21mer MWG Biotech AG, Ebersberg
5" - GAATGCAGGTGTTGAAGGATC- 37

Hsp60-Sequenzierprimer 1V, 23mer MWG Biotech AG, Ebersberg
5" - CGAAGCTGTAGTGACAGAAATTC- 37

Hsp60-Sequenzierprimer V, 27mer MWG Biotech AG, Ebersberg
5" - TGTAGTGACAGAAATTCCTAAAGAAGA- 37

Hsp60-Sequenzierprimer VI, 25mer MWG Biotech AG, Ebersberg
5" - AAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTG 37

Hsp60-Sequenzierprimer VI, 22mer MWG Biotech AG, Ebersberg
5" - AAAGGGATCATTGATCCAACAA- 37

M13-Forward (-20)-Primer, 16mer MWG Biotech AG, Ebersberg

5" - CTGGCCGTCGTTTTAC- 37
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M13-Reverse-Primer, 17mer

5" - CAGGAAACAGCTATGAC 37
Oligo (dT)s-Primer

p19-sense, 21mer

5" - ACAGCCAGITCTGCTTGCAAA- 37
pl9-antisense, 21mer

5" - AGGCTTCGAAGGATCTTGGAA- 37
p35-sense, 21mer

5" - AGACCACAGATGACATGGTGA- 37
p35-antisense, 21mer

5" - CTAGAATGATCTGCTGATGGT - 37
p40-sense, 21mer

5" - ATCAAGAGCAGTAGCAGITCC 37
p40-antisense, 21mer

5" - AGGCTTCATCTGCAAGITCTT- 3°
pcDNA1.1-Forward, 21mer

5" - CTCTCTGGCTAACTAGAGAAC- 37
pcDNA1.1-Reverse, 21mer

5" - AATCTCTGTAGGTAGITTGIC- 3°
pDisplay-Forward, 22mer

5" - CTTACTGGCTTATCGAAATTAA- 37
pDisp-BamH |-antisense, 30mer

5" - GTTCGGATCCAAGAACAT GCCGCCT CCCAT- 3°

pDisp-Hind 111-sense, 25mer

5" - TGGAAGCTTCGGCTTGGGGATATCC- 37
pDisp-Xba I-antisense, 22mer

5" - CTGECATCTAGAAGGCACAGTIC- 37
pDisp-Xba I-sense, 27mer

5" - CTAATCTAGAGAACCCACTCCTTACTG 37
pPEF-BOS-Forward, 22mer

5" - GAGACTGAAGTITAGCCACGCTTG 37
pFM92-Forward, 21mer

5" - ATTGACGTCAATGGGAGITTG 37

Sal I-antisense, 30mer

5" - AAGGTCGACATAGAACAT GCCGCCT CCCAT- 3°

2.1.1.2.3 Zellkulturar beiten

Bezeichnung

MWG Biotech AG, Ebersberg

MWG Biotech AG, Ebersberg
MWG Biotech AG, Ebersberg

MWG Biotech AG, Ebersberg

MWG Biotech AG, Ebersberg

MWG Biotech AG, Ebersberg

MWG Biotech AG, Ebersberg

MWG Biotech AG, Ebersberg

MWG Biotech AG, Ebersberg

MWG Biotech AG, Ebersberg

MWG Biotech AG, Ebersberg

MWG Biotech AG, Ebersberg

MWG Biotech AG, Ebersberg

MWG Biotech AG, Ebersberg

MWG Biotech AG, Ebersberg

MWG Biotech AG, Ebersberg

MWG Biotech AG, Ebersberg

MWG Biotech AG, Ebersberg

Herkunft

Anti-Fade-L 6sung

Cohn Il (humane 1gG-Fraktion)
Cytofix/Cytoperm-L 6sung
DAPI

BiomedDia, Zweibriicken
Sigma, Deisenhofen

PharMingen BD, Hamburg

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
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Dimethylsulfoxid (DM SO)
Fotales Kalberserum (FCS)
Fugene6-Transfektionsreagenz
G418

Gentamycin

HEPES

Laufmittel fir FACS

L-Glutamin

Lipopolysaccharid (LPS; E. coli 055:B5)
Mausserum

MHC |1 depletion Kit

Pan T cell Kit

Perm/Wash-L6sung

RPMI 1640-Kulturmedium ohne L-Glutamin
Streptavidin-FITC

Thioglycolat

Triton X100

Trypanblau

Wachsstift

21.2  Antikorper

Bezeichnung

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roche, Mannheim

Calbiochem, Frankfurt

PAA, Linz, Osterreich

PAA, Linz, Osterreich

Becton Dickinson Immunocytometry Systems,
San José, CA, USA

PAA, Linz, Osterreich

Sigma, Deisenhofen

CALTAG, Burlingame, CA, USA
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
PharMingen BD, Hamburg

PAA, Linz, Osterreich

Dianova, Hamburg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Serva Feinbiochemika, Heidelberg
DAKO, Glostrup, Dénemark

Herkunft

ELISA:

Biotin Ratte anti-Maus IL-6 (MP5-32C11)
Biotin Ratte anti-Maus IL-12p40/p70 (C17.8)
Biotin Ratte anti-Maus TNFa (MP6-XT3)
Kaninchen anti-Ratte/Maus-HRP

Ratte anti-Maus IL-6 (MP5-20F3)

Ratte anti-Maus IL-12p40/p70 (C15.6)

Ziege anti-Maug/Ratte TNFa (MP6-XT22)
Kaninchen anti-human 1gG (C2)

Kaninchen anti-human IgG-HRP

ELISPOT:
Maus IFNg-Antikorperset
Maus IL-2-Antikorperset

FACS:
anti-Maus pan NK-Zellen (DX5)-FITC

PharMingen BD, Hamburg
PharMingen BD, Hamburg
PharMingen BD, Hamburg
DAKO, Hamburg
PharMingen BD, Hamburg
PharMingen BD, Hamburg
PharMingen BD, Hamburg
DAKO, Hamburg
DAKO, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

PharMingen, Hamburg
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Esel anti-human 1gG (H+L) F(ab)'-PE
Maus anti-Maus Hsp60 (SPA806)
Maus-anti-myc (9E10)

Maus-anti-HA (12CA5)

Ratte anti-Maus CD4-FITC (CT-CD4)
Ratte anti-Maus CD8a-PE (CT-CD8a)
Ratte anti-Maus CD11b-PE (MAC-1)
Ratte anti-Maus CD11c-PE (HL3)
Ratte anti-Maus CD80-PE (RMMP1)
Ratte anti-Maus CD86-FITC (RMMP2)
Ziege anti-Maus IgG/M-FITC

Western-Blot:

anti-Maus 1gG-HRP

Maus anti-Maus Hsp60 (SPA806)
Maus-anti-myc (9E10)
Maus-anti-HA (12CA5)
Kaninchen anti-human IgG-HRP

T-Zé€lstimulation:
anti-CD3 (1452C11)

Neutralisation:

Kaninchen anti-Maus IFNb (polyklonal)
Kaninchen 1gG (Isotypkontrolle)

Ratte anti-Maus IL-6 (MP5-20F3)

Ratte anti-Maus 1L-12p40/p70 (C17.8)

Ratte anti-Maus TNFa (MP6-XT3)

Ratte anti-Maus IFNa (RMMA-1)

Ratte IgG2A (Isotypkontrolle) (KLH/G2a-1-1)

213 Peptideund Proteine

Bezeichnung

Dianova, Hamburg

Stressgen, Victoria, BC, Canada
Upstate Biotechnology, Cambridge, UK
Roche, Mannheim

CALTAG, Burlingame, CA, USA
CALTAG, Burlingame, CA, USA
CALTAG, Burlingame, CA, USA
CALTAG, Burlingame, CA, USA
CALTAG, Burlingame, CA, USA
CALTAG, Burlingame, CA, USA
Dianova, Hamburg

DAKO, Hamburg

Stressgen, Victoria, BC, Canada
Upstate Biotechnology, Cambridge, UK
Roche, Mannheim

DAKO, Hamburg

Hybridomiiberstand, BNI

R & D Systems, Wiesbaden
R & D Systems, Wiesbaden
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
R & D Systems, Wiesbaden

Dianova, Hamburg

Herkunft

OVA-Peptld OVA 323-339, HPLC-gereI nlgt
(ISQAVHAAHAENEAGR)

OVA-Peptid OV A 57264, HPLC-gereinigt
(SIINFEKL)
humanes Hsp60 (hHsp60) (rekombinant)

Sigma, Deisenhofen

MWG Biotech, Ebersberg

Loke Diagnostics ApS, Aarhus, Dénemark
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humanes CD83-1g (hCD83-1g) BNI, Hamburg;
(Fusionsmolekl aus der extrazelluldren Doméne Cramer, 2001
des humanen CD83-Molekils und dem
Fc-Fragment des humanen 1gG1)
214 Bakterien
Bezeichnung Herkunft
E. coli DH5aF New England Biolabs, Bad Schwalbach
215 Zédllinien
Bezeichnung Ursprung Beschreibung
58a'b C56BL/6-Maus H-2 ab-TCR defiziente T-Zellen
B16 C56BL/6-Maus H-2°; Melanomzellen
EL-4 C56BL/6-Maus H-2°% T-Zellen
Cos1 Rhesusaffe Nierenzellen
RAW264.7 Balb/c-Maus H-2% Makrophagen
RMA C56BL/6-Maus H-2% T-Zellen
RT23HD6 C57BL/6-Maus H-2" Fibroblasten
X63 Balb/c-Maus H-2% B-Lymphoblasten, die keine

(ATCC: P3X63Ag8.653)

216 Tiee

Immunglobuline exprimieren

Fur alle Experimente wurden weibliche Mause verwendet, die im hauseigenen Tierstall gehalten

oder von der Bundesanstalt fur Risikobewertung (Berlin) beziehungsweise der Firma Charles

River (Sulzfeld) bezogen wurden. Die Tiere wurden im Alter von sechs bis acht Wochen

eingesetzt. Sofern nicht anders erwahnt, wurde der Mausstamm urspriinglich von Charles River
Laboratories, Wilmington, MA, USA, bezogen.

Bezeichnung Beschreibung Herkunft, Referenz

Balb/c H-2¢ BNI, Hamburg;
Bundesanstalt fur Risikobewertung,
Berlin

Balb/c-1L-12p40™ H-2% BNI, Hamburg;

C57BL/6

C3HHeJ

Maéuse, die defizient fir die
Produktion der p40-Untereinheit
von IL-12 und IL-23 sind

H-2

C3HHeN-Maéuse, die aufgrund
eines Aminosaureaustausches
(P712H) einen disfunktionellen
TLR4 exprimieren

Magram et al. 1996

BNI, Hamburg

Charles River, Sulzfeld;
Poltorak et al., 1998
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C3HHeN

C3HHeN-MyD88™

DO11.10

oT-1

217

Wildtyp-Kontrollméuse

Maéuse, die fur das TLR-
Adaptermol ekl MyD88-defizient
sind.

H-2% T-Zellrezeptor-transgene
Maéuse. Der TCR erkennt einen
Komplex aus I-A® und dem aus
dem Hihnerovalbumin stammen-
den 17er-Pept|d OV Az3.339.

H-2° T-Zellrezeptor-transgene
Méuse. Der TCR erkennt einen
Komplex aus H2-K" und dem aus
dem Huhnerovalbumin stammen-
den 8€r'Pept|d OV As7.064.

Puffer und Stammlésungen

Charles River, Sulzfeld;
Poltorak et al., 1998

Charles River, Sulzfeld;
Kawai et a., 1999

BNI, Hamburg;

Bundesanstalt fur Risikobewertung,
Berlin;

Hosken et al. 1995

BNI, Hamburg;
Hogquist et al. 1994

Alle Puffer und Losungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt. Fir die Verwendung in

der Zellkultur wurden hitzeunempfindliche Lésungen autoklaviert (135°C, 2 bar, 20 min) und

hitzeempfindliche Losungen sterilfiltriert (Porengrof3e 0.22 mm). Fotales Kadberserum (FCS)

wurde zur Inaktivierung von Komplementfaktoren dreifig Minuten bei 56°C erhitzt und bis zur

Verwendung bei —20°C gelagert.

2.1.7.1 Biochemische Arbeiten

Bezeichnung

Zusammensetzung

Ammoniumpersulfat (APS)-Stammldsung

Coomassie-Entfarber

Coomassie-Farbel 6sung

Diaminobenzidin (DAB)-Stammldsung
ELISA-Blockpuffer

ELISA-und ELISPOT-Coating-Puffer

ELISA-Substratpuffer

10 % APSin H,O

300 ml 95% Ethanol
100 ml Eisessig
600 ml H,O

2 g Coomeassie Brillant Blau R250
500 ml 95% Methanol

100 ml Eisessig

400 ml H,O

40 mg/ml DAB in H,O

1" PBS mit 1% BSA

L6sung 1: 10 mM Na,CO3

Losung 2: 20 mM NaHCO;
Beide Ldsungen werden bis Erreichen von pH9.6

gemischt.

100 mM NaH,PO,” H,O, pH5.5
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EL1SA-Substratl 6sung

ELISA-TMB-Lo6sung

ELISA-Stopldsung
EL1SA-Waschpuffer

EL1SPOT-Substratl 6sung

HiTrap-Bindepuffer

HiTrap-Elutionspuffer
HiTrap-Neutralisierungspuffer
Nickel chlorid-Stamml dsung

PBS (20')

SDS-PAGE-Ladepuffer (57)

SDS-PAGE-Laufpuffer (10")

SDS-PAGE-Polyacrylamidgel (10%)

SDS-PAGE-Sammelgel puffer (47)

SDS-PAGE-Trenngelpuffer (4)

200 m ELISA-TMB-L6sung
12 ml ELISA-Substratpuffer
1.2 m 30% H,0,

60 mg Tetramethylbenzidin (TMB)
10 ml DMSO

2 M H,SO,
1" PBS mit 0.05%(v/v) Tween 20
10 ml 100 mM Tris pH7.5

200 m DAB (40 mg/ml)
50 m NiCl, (80 mg/ml)

Zugabe von 5 m H,O, nach Sterilfiltration

Losung 1: 20 mM NaH,PO,
Losung 2: 20 MM Na,HPO,

Beide Ldsungen werden bis Erreichen von pH7.0

gemischt.

0.1% Zitronenséure in H,O, pH3-6
1M Tris-HCI pH9.0

80 mg/ml NiCl, in H,O

32 g Na,HPO," 2H,0

53 g NaHZPO4, 1H,0

164 g NaCl

ad 11 H,0

Fir 1" PBS ergibt sich hiermit pH7.2.

50 mM Tris
25M Glycin
1% SDS

250 mM Tris
25M Glycin
1% SDS

Sammelgel:
1.25 ml 4 Sammelgel puffer

0.8 ml 30% Acrylamid/0.8% Bisacrylamid

3ml HO
50 m APS
5m TEMED

Trenngel:
2.5 ml 4 Sammelgel puffer

3.5 ml 30% Acrylamid/0.8% Bisacrylamid

4ml HZO
100 m APS
12.5m TEMED

0.5M TrispH6.8
0.4% SDS

1.5M TrispH8.8
0.4% SDS
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Silberférbung-Entwickler

Silberfarbung-Fixierer

Silberférbung-Imprégnierer

Silberfarbung-Waschpuffer

Silberfarbung-Sensibilisierer

Western-Blot-Anodenpuffer |

Western-Blot-Anodenpuffer ||

Western-Blot-Blockpuffer

Western-Blot-K athodenpuffer

Western-Blot-Waschpuffer

2.1.7.2 Molekularbiologische Arbeiten

Bezeichnung

15 g NaCO,

250 ml H,O

12.5 M NaS;03

125 m 37% Formaldehyd

100 ml Methanol

24 ml Eisessig

76 ml H,O

300 mg AgNO;

150 ml H,0O

112 m 37% Formaldehyd

50% Ethanol in H,O

300 M NaxS;05
200 ml H,O

300 mM TrispH10.4
20% Methanol

25mM TrispH10.4
20% Methanol

1" PBS mit 4 % Magermilchpulver und
0.1% Tween 20

25mM TrispH9.4
20% Methanol
40 mM e-Aminocapronsaure

1" PBS mit 0.1% Tween 20

Zusammensetzung

Ampicillin-Stamml6sung (1000" )
Calciumchlorid-L6sung

DNA-Ladepuffer (6")

dNTP-Mix fur PCR

dNTP-Mix fur RT-PCR

Ethidiumbromid-L ésung

MES-Stamml 6sung

50 mg/ml
50 mM CaCl, in H,O

0.25% Bromphenolblau
0.25% Xylencyanol FF
15% Ficoll

2mM dATP
2mM dCTP
2mM dGTP
2mM dTTP

10 mM dATP
10 mM dCTP
10 mM dGTP
10 mM dTTP
10 mg/ml Ethidiumbromid in H,O

1M MES,
mit KOH auf pH6.2 einstellen
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MOPS-Stamml ésung

Natriumacetatl 6sung zur DNA-Fallung

TAE-Puffer (50")

TBE-Puffer (10°)

Tfbl-Puffer

Tfbll-Puffer

X-Gal-Stamml ésung

Nahrmedien:

LuriaBertani (LB)-Medium

LB-Agar

1M MOPSinH,O
3 M Natriumacetat pH4.6

2.0M Tris-Base pH8.3
0.6 M Natriumacetat
0.1 M Na,EDTA

0.89 M Tris-Base pH8.0
0.89 M Borsdure
20 mM NaEDTA

5 ml MES-Stammlésung

1.103 RbCI2

0.735g CaCl,” 2H,0
494gMnCl,” 4H,0

ad 500 ml H,0,

auf pH6.5 mit Essigséure einstellen

10 mM MOPS
75 mM CaCl,
10 mM KCL
15% Glycerol

2% X-Gal in Dimethylformamid (DMF)

10 g Bactotrypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

ad 1l H,O

15gAgarad1l LB

Jeweils etwa 25 ml der autoklavierten LB-Agar-Losung wurden in Petrischalen gegossen, die

Platten zum Aushérten einige Stunden bei Raumtemperatur abgekihit und bis zur Verwendung
bei 4°C aufbewahrt. Zur Selektion auf Ampicillin wurden LB-Medium und LB-Agar vor dem

Giefden auf eine Konzentration von 50 nmg/ml Ampicillin eingestellt. Fir die Blau-Weil3-
Selektion wurden 50-100 m  X-Gal-Losung auf den ausgehdrteten LB-Agarplatten

ausgestrichen.

2.1.7.3 Zdlkulturarbeiten

Bezeichnung

Zusammensetzung

Chloroquinphosphatl6sung (25™)
Cohn |1-Stammldsung
DAPI-Stammldsung

DEAE-Dextranlésung (25" )

2.5 mM Chloroguinphosphat in 1" PBS
10 mg/ml in 1" PBS
640 ng/ml in Methanol

10 mg/ml DEAE-Dextranin 1" PBS
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DEAE-Puffer

DEAE-Transfektionsmix
(fur eine 50 ml-Gewebekulturflasche)

Erythrozyten-Lysispuffer

FACS-Puffer
FACS-Z€lfixierer
MACS-Puffer

PBS (20')

Trypanblau-L6sung

Zdllysispuffer

Zdlkulturmedien:

Einfriermedium

G418-Selektionsmedium
G418-Kulturmedium

RPM1/10% FCS

Ldsung 1: 20 mM NaCl

20 mM NaH,PO,
Ldsung 2: 20 mM NaCl

20 mM NagHPO,

Beide Ldsungen werden bis Erreichen von pH7.2

gemischt.

19 ml RPMI-Vollmedium

800 m 25" -Chlorophinphosphatl 6sung
800 m 25" -DEAE-Dextranl6sung

20 g Plasmid-DNA

10% 0.1 M Trig/HCI pH7.5
90 % 0.158 M Ammoniumchloridlésung

1" PBS mit 2.5% FCS und 0.1% Natriumazid
1" PBS mit 1% Paraformaldehyd (PFA)
1" PBS mit 0.5% BSA und 2 mM EDTA

32 g Na,HPO," 2H,0

53 g NaHZPO4, 1H,0

164 g NaCl

ad 11 H,0

Fir 1" PBS ergibt sich hiermit pH7.2.

2 mg Trypanblau in 100 ml 1" PBS

20 mM TrispH7.2

150 mM NaCl

1mM DTT

1% Triton X100

1 Tablette Complete auf 500 ml Puffer

50 ml FCS
40 ml RPM1/10% FCS
10 ml DMSO

RPM1/10% FCS mit 1.2 mg/ml G418
RPM1/10% FCS mit 0.5 mg/ml G418

500 ml RPMI 1640

50 ml FCS

10 ml 1 M HEPES

10 ml 200 mM L-Glutamin
2.5 ml 10 mg/miGentamycin
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2.2 M ethoden

221 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 Isolierung von RNA aus eukaryontischen Zellinien

Fur die Isolierung zytoplasmatischer RNA, die sich aus ribosomaler RNA, Transfer-
RNA und zu einem geringen Prozentsatz aus Messenger-RNA (mRNA) zusammensetzt,
werden die kultivierten Zellen lysiert, die im Zytoplasma enthatenen Proteine
degradiert und die RNA durch Phenol-Chloroform-Extraktion gewonnen. Hierfir wurde
die von Chomczinsky et a. (1987) beschriebene ,Acid-Guanidinium-Phenol-
Chloroform* (AGPC)-Methode angewendet, die diese Vorgange in einem Arbeitsschritt
kombiniert. Als starkes Denaturierungsmittel fungiert dabei Guanidinthiocyanat,
welches zelluldre RNasen inaktiviert. Fir die RNA-Isolierung wurde die
gebrauchsfertige AGPC-Losung TRI-Reagent (Biotech Trade & Serv) eingesetzt, deren
Anwendung nach Angaben des Herstellers erfolgte. Fur die RNA-Isolierung aus
murinen Zellen wurden 1-6" 10° Zellen eingesetzt.

2.2.1.2 ReverseTranskription zur Herstellung von cDNA (RT-PCR)

Fast alle eukaryontischen mRNA-Species besitzen eine lange Adenin-reiche Region an
ihrem 3-Ende. Dieser poly(A)-Schwanz dient as Angriffspunkt von Oligo-(dT)-
Primern, die aus einer Nukleotidabfolge von 12-18 dTs bestehen. Diese Primer
hybridisieren spezifisch an den poly (A)-Schwanz eukaryontischer mRNAS, so dass von
ihnen ausgehend die enzymatische Synthese der entsprechenden cDNA in 5® 3'-
Richtung mit Hilfe einer Reversen Transkriptase erfolgen kann. Fir die cDNA-
Gewinnung durch RT-PCR von mRNA wurde ein Oligo-(dT);s-Primer verwendet. Die

Reaktion erfolgte in einem Volumen von 20 ml und setzte sich wie folgt zusammen:

2m RNA (1 ng/m in H20)

4 m 5xReaktionspuffer

2m DTT (1 M)

2 m dNTPs (10 mM)

4 m Oligo-(dT)1s-Primer (8 M)
5m Aquaad iniectabilia

Der Ansatz wurde finf Minuten bei 65°C inkubiert, bevor 0.2 ml der Reversen

Transkriptase (Superscript RT (200 U/ml), Gibco) zugesetzt wurde. Die Reaktion
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erfolgte darauf Uber eine Stunde bei 37°C. Im Anschluss wurde das Enzym funf
Minuten bel 95°C inaktiviert und das Amplifikat bei -20°C aufbewahrt.

2.2.1.3 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist en in vitro-
Verfahren zur enzymatischen Amplifikation definierter DNA-Fragmente mit Hilfe
thermostabiler DNA-Polymerasen (Saiki et al., 1988). DNA-Polymerasen synthetisieren
in einem zyklischen Prozess ausgehend von Oligonukleotiden, den sogenannten
Primern, die sequenzspezifisch an die Einzelstrange hitzedenaturierter DNA
hybridisieren (Annealing), komplementére DNA-Strénge in 5® 3'-Richtung (Primer-
Extension). Fir die PCR wurde die Tag-DNA-Polymerase aus Thermophilus aquaticus
verwendet und die PCR-Reaktionen in 0.5 ml Eppendorf-Reaktionsgeféf3en unter
folgenden Bedingungen durchgefihrt:

1 m cDNA (unverdinnt oder 1:10 verdinnt)
bzw. Vektor-DNA (1-3 ng/mi)

2,5 m sense-Primer (10 mV)

2,5 m antisense-Primer (10 niM)

2,5 m 10xTag-Reaktionspuffer

2,5m dNTPs (2 mM)

12,7 M H,O

0,3 M Tag-DNA-Polymerase (1,5 U)

25m

Die Reaktion erfolgte nach folgendem Programm:

95°C 1 Min

55°C 2 Min } 30x
72°C 2 Min

Die Reaktionsansdtze wurden vor Beginn der Reaktion mit einem Tropfen Mineraldl

Uberschichtet. Als Negativkontrolle diente stets ein Ansatz mit Wasser anstelle der
préaparierten cONA.

2.2.1.4 Analytische und préparative Gelelektrophorese von DNA

Die Gelelektrophorese ist die wichtigste Methode zur Analyse und Trennung von
Nukleinsauren unterschiedlicher Grosse. Im elektrischen Feld wandern Nukleinsduren
aufgrund ihrer negativen Nettoladung in Richtung der Anode. Dabel besteht Uber einen
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weiten Grolenbereich der DNA eine (empririsch beobachtete) lineare Abhangigkeit
zwischen dem Logarithmus der Lénge des Fragmentes (Anzahl der Basenpaare, bp) und
der Wanderungsgeschwindigkeit beziehungsweise der relativen Wanderungsstrecke im
Gel. Die Wanderungsgeschwindigkeit wird daneben von der Agarosekonzentration, der
angelegten Spannung und der Art des Laufpuffers beeinflusst. Lineare DNA-Fragmente
von 0.5-7 kb-Lénge werden in einem 1-1.5%iges Agarose-Gel aufgetrennt. Fir
analytische Agarose-Gele wurde ein Tris-Borat/EDTA (TBE)-Laufpuffer verwendet
und die Elektrophorese bei 90 V durchgefihrt. Fur préparative gelelektrophoretische
Auftrennungen wurde ein TAE-Puffer verwendet. Dieser hat den Vorteil, dass die
Fragmente aus dem Gel leichter und effektiver eluiert werden kdnnen. Zudem laufen die
DNA-Banden schérfer. Dieser Puffer zersetzt sich jedoch schneller as TBE, so dass
mildere Elektrophoresebedingungen gewahlt werden missen (50 V). Die DNA-Proben
wurden in DNA-Ladepuffer aufgetragen und als GrofRenstandards ein 100 bp- und ein 1
kb-Molekulargewichtsmarker eingesetzt (100 bp- und 1 kb-Ladder, Gibco). Die
Detektion der DNA-Fragmente im Gel erfolgte mit Hilfe des in die Doppelhelix der
DNA  interkalierenden  Farbstoffs  Ethidiumbromid  (3,8-Diamino-5-ethyl-6-
phenylphenanthridiniumbromid), der dem Gel beim Gief3en zugesetzt wurde (0.2
ng/ml). Unter UV-Licht emittiert dieser Farbstoff Licht im orangeroten Bereich. Die
Bindung an DNA bewirkt eine Verstérkung der Fluoreszenz, so dass die Farbung der

Nukleinsduren auch in Gegenwart von freiem Ethidiumbromid im Gel sichtbar wird.

2.2.1.5 Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen

Die Gelelektrophorese bietet sich neben der Grofenbestimmung auch fir die
Aufreinigung definierter  Fragmente aus DNA-Gemischen, zum Beispiel aus
Restriktionsverdaus, an. Die Auftrennung erfolgt hierfir in einem préparativen TAE-
Agarose-Gel. Die gewtinschte Bande kann im Anschluss an die Elektrophorese unter
UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und eluiert werden. Hierfur
wurde das ,,QIAEX Il Gel Extraction Kit* (Qiagen) verwendet und entsprechend den
Anweisungen des Herstellers verfahren. Die DNA 183t sich abschlief3end mit Wasser
eluieren und kann bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C Grad aufbewahrt werden.

2.2.1.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Nukleinsduren besitzen ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 260 nm,

wofur die aromatischen Ringe der Basen verantwortlich sind. Die Konzentration von
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RNA und DNA in wéssriger Losung kann deshalb photometrisch bestimmt werden. Die
Messung erfolgt dabei in Quarzkivetten, da diese das UV-Licht nicht absorbieren. Die
gebréuchlichen Quarzkiivetten besitzen eine Schichtdicke von 1 cm. Unter diesen
Bedingungen besitzt eine DNA-L6sung, die 50 ng/ml doppelstrangige (ds) DNA
enthdlt, beziehungsweise eine RNA-Ldsung, die 33 ng/ml einzelstrangige RNA enthdlt,
bei 260 nm eine Optische Dichte (OD) von 1. Diese OD-Werte dienen zur Bestimmung
der Konzentration der unbekannten DNA- oder RNA-LAsung, die sich damit wie folgt
berechnet:

c[RNA] = OD260 X 33 mg/ml x Verdinnungsfaktor
c[dSDNA]  =0ODgs x 50 ng/ml x Verdinnungsfaktor

2.2.1.7 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen bakteriellen Ursprungs binden doppelstrangige DNA an
spezifischen Erkennungssequenzen und spalten die DNA hydrolytisch. Die Spaltstelle
der am héaufigsten verwendeten Restriktionsenzyme liegt meist innerhalb der
Erkennungssequenz, so dass die entstehenden DNA-Fragmente nicht nur durch eine
definierte Lange, sondern auch durch definierte Enden charakterisiert sind, was fir ihre
Klonierung von Bedeutung ist. Alle Restriktionsverdaus wurden nach den Angaben der
Hersteller  durchgefuhrt. Mehrfachrestriktionen wurden entweder in  einem
Reaktionspuffer, in dem beide Enzyme eine hochstmdgliche Aktivitét besitzen, oder
nacheinander durchgefiihrt. Dabel wurde nach dem Erstverdau die DNA im Gel
aufgetrennt und mit Hilfe des QIAEX |l Gel Extraction Kits (QIAGEN) fur die
Folgerestriktion eluiert. Fur analytische Reaktionen wurden 0.5-1 ng DNA, fir
préparative Verdaus bis zu 4 ng DNA eingesetzt. Die Restriktionsansétze wurden
mindestens eine Stunde oder Uber Nacht bei 37° inkubiert und durch DNA-
Gelelektrophorese tberprift.

2.2.1.8 Ligation von DNA-Fragmenten in Plasmid-Vektoren

Fur die Ligation von DNA-Fragmenten in Plasmid-V ektoren wurde die T4-DNA-Ligase

verwendet. Die Ligationsansétze setzten sich wie folgt zusammen:

0,5-2,0 ng DNA-Fragment
0,25-0,5 ng Vektor-DNA)
1 m 10xT4-Ligase-Puffer
1m T4-Ligase (4 V)
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Die Ligationen wurden auf Eis pipettiert, Uber Nacht bei 14°C im Wasserbad oder ein
bis zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieffend fir die
Transformation von E. coli DH5aF" eingesetzt.
Bel der Zwischenklonierung von PCR-Fragmenten in den von pBluescript abgeleiteten
Vektor pCR?2.1 erfolgt die Integration des DNA-Fragmentes zwischen lac-Promotor
und lacZ-Fragment des Vektors. Dies erlaubt die Blau-Weil3-Selektion positiver
Bakterienkolonien auf X-Gal-haltigem Agar. Die Klonierungsstrategie (TA-Klonierung)
berunt bei diesem Vektor auf der matritzenunabhdngigen Terminale-Transferase-
Aktivitdt der Tag-DNA-Polymerase, die an das 3"-Ende des amplifizierten DNA-
Fragmentes Adenylat anhangt. Im Gegenzug besitzt der linearisiert vorliegende
pCR%2.1-Vektor 5 -Thymidin-Uberhdnge, so dass die direkte Klonierung Tag-
amplifizierter DNA aufgrund der komplementéren Uberstehenden 3"-Enden mdglich ist.
Bei dlteren PCR-Amplifikaten, bei denen die A-Uberhange mdglicherweise degradiert
sind, wurden neue A-Enden mit Hilfe der Tag-Polymerase generiert. Hierfir wurden
jeweils 7.5 m der aus Agarose-Gelen isolierten PCR-Produkte mit 1 m 10xTag-
Reaktionspuffer, 1 m dNTPs (2 mM) und 0.5 m (1,7 U) Tag-Polymerase Uber zwanzig
Minuten bei 72°C inkubiert und 6-7 m dieser Reaktion fir die anschlief3ende Ligation
eingesetzt.
Fur die Klonierung in andere Vektoren wurden DNA-Fragmente durch Einfach- oder
Doppelverdaus aus vorhandenen Vektoren isoliert oder PCR-Amplifikate mit
entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut. Die Restriktionsfragmente wurden
anschlief3end im praparativen TAE-Agarose-Gel aufgetrennt und die gewiinschte DNA
aus dem Gel eluiert. Die Vektoren wurden fir die Klonierung entsprechend linearisiert
und die Enzyme im Anschluss Uber zehn Minuten bei 68°C deaktiviert. Bel
Verwendung verschiedener Restriktionsenzyme ist die Gefahr der Religation des
Vektors relativ gering, so dass der linearisierte Vektor in diesen Fallen direkt fur die
Ligation eingesetzt werden konnte. Bei Linearisierungen durch Einfachverdaus wurde
dagegen die 5 -Phosphatgruppe des Vektors mit Hilfe der Alkalischen Phosphatase
(AP) dephosphoryliert, um eine Religation des Vektors zu vermeiden. Hierfir wurde
der Restriktionsansatz im Anschluss an den Verdau mit 3 ml AP (3 U) und 10 nmi
10" AP-Puffer versetzt, das Reaktionsvolumen auf 100 mi mit Wasser erganzt und der
Ansatz dreifdig Minuten bei 37°C inkubiert. Die AP wurde anschlief3end zehn Minuten
bei 65°C inaktiviert, die DNA mit Hilfe des QIAEX |l Gel Extraction Kits entsalzt und
fur die Ligation eingesetzt. Grundsdtzlich wurde bel allen Ligationen auch die
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Religationsrate der Vektor-DNA durch Transformation von Bakterien mit dem

linearisierten VVektor Uberprift.

2.2.1.9 Transformation von kompetenten Escherichia coli DH5aF
2.2.1.9.1 Herstellung kompetenter E. coli DH5aF -Bakterien

Kompetente Bakterien (E. coli DH5aF") wurden mit Hilfe der Calciumchlorid-Methode
hergestellt (Hanahan, 1985). Hierfir wurde aus einer 5 ml-Ubernachtkultur eine 200 mi-
Bakterienkultur in LB-Medium angeimpft, diese bei 37°C und 200 rpm bis zum
Erreichen des exponentiellen Wachstums (ODssp =0,4 - 0,6) geschittelt und
anschlief3end pelletiert (2000 rpm, 15 Min, 4°C; Megafuge 1.0R). Alle weiteren
Arbeiten erfolgten mit vorgekiihlten Losungen und auf Eis. Das Bakterienpellet wurde
in 25 ml Tfbl-Losung resuspendiert und zwanzig Minuten auf Eis inkubiert. Nach
erneuter Zentrifugation (siehe oben) wurden die Bakterien in 2 ml Tfbll-Puffer
aufgenommen, a 100 m in vorgekihlte 1.5 mi-Eppendorfgefélde aliquotiert und bei
-70°C aufbewahrt. Auch die Handhabung von Bakterien erfolgte grundsétzlich unter

sterilen Bedingungen und mit autoklavierten Medien.

2.2.1.9.2 Transfor mation kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA

Fur die Transformation kompetenter Bakterien (E. coli DH5aF") wurden vollstandige
Ligationsansdtze beziehungsweise 50-100 ng Vektor-DNA aus Plasmid-
Minipréparationen eingesetzt. Die Plasmid-DNA wurde direkt in die auf Eis aufgetaute
Bakteriensuspension gegeben, die Transformationsansédtze dreiRig Minuten auf Eis
inkubiert und die Bakterien dann vierzig Sekunden einem Hitzeschock bel 42°C im
Wasserbad ausgesetzt. Nach erneuter Inkubation auf Eis (zwel Minuten) wurden die
Bakterien in 1 ml LB-Medium eine Stunde bei 37°C und 200 rpm geschittelt und
schliefdlich auf LB-Amp-Agarplatten ausplattiert. Die Kulturplatten wurden darauf Gber
Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert und anschliefiend im Kuhlschrank bel 4°C
aufbewahrt.

2.2.1.10 PCR-Nachweis transfor mierter Bakterienkolonien

Neben der Blau-WeiR-Selektion, die hier auRerdem nur bei Verwendung des pCR® 2.1-
Vektors moglich war, dient die PCR-Amplifikation der in die Vektoren integrierten
DNA dem Nachweis positiver Bakterienkolonien und der Uberpriifung der Ligations-
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und Transformationseffizienz. Fir die PCR-Anayse wurden Bakterienkolonien mit
kurzen Pipettenspitzen auf numerierte LB-Agarplatten, sogenannte ,Masterplates®,
Uberimpft, die weiter Uber Nacht bel 37°C inkubiert wurden. Die Pipettenspitzen mit
ihren anhaftenden Restbakterien wurden in 1.5 ml-Reaktionsgeféfe in 100 m H,O
gegeben und die Bakterien funf Minuten bel 95° lysiert. 2 m dieser Losung wurden als
Template fir die PCR eingesetzt, die wie unter 2.2.1.3 beschrieben durchgefiihrt und
durch Gelelektrophorese tUberprift wurde. Als Negativkontrolle wurde stets ein Ansatz
mit Wasser anstelle des Bakterienlysats mitgefihrt.

2.2.1.11 Einfrieren von Bakterien

Zur Konservierung transformierter Bakterien wurden Glycerol-Stocks angelegt. Hierfur
wurden 880 m einer Ubernachtkultur mit 120 m Glycerin versetzt und bei -70°C
eingefroren. Unter diesen Bedingungen bleiben die Bakterien Uber lange Zeit vital und

koénnen erneut in LB-Medium angei mpft werden.

2.2.1.12 Plasmid-Mini- und -M axipr par ation aus Bakterien

Fur Plasmid-Mini- und - Maxipréparationen wurden transformierte Bakterien in 5 ml
beziehungsweise 250 ml mit entsprechendem Antibiotikum (50 ng/ml) substituierten
LB- Medium zur Selektion bei 37°C und 170 rpm beziehungsweise 200 rpm tber Nacht
kultiviert. Plasmid-Minipréparationen erfolgten darauf mit Hilfe des RPM-KIT Rapid-
Pure Minipreps (Bio 101)-Kits (Macherey & Nagel) beziehungsweise des EndoFree
Plasmid-Maxipréparations-Kits (QIAGEN) gemd3 den Herstellerangaben. Die
Aufreinigungsmethode der Kits beruht auf der alkalischen Lyse der Bakterien und der
anschlieffenden Adsorption der Plasmid-DNA an eine Anionenaustauscher-Matrix unter
Niedrig-Salz- und -pH-Bedingungen und fihrt. Diese Methode ermdglicht die
vollstdndige  Eliminierung von RNA, Proteinen und verunreinigenden
niedermolekularen Verbindungen und liefert sehr reine Plasmid-DNA, die fur den
Einsatz in der DNA-Sequenzierung sowie zur Transfektion eukaryontischer Zellen
geeignet ist.

2.2.1.13 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde nach der von Sanger und Mitarbeitern 1977
entwickelten Kettenabbruchmethode durchgefiihrt. Die Sequenzierreaktion kann unter
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gleichzeitiger Amplifikation in einem Reaktionsgeféld durchgefiihrt werden (Cycle
Sequencing). Das Reaktionsgemisch enthdlt dabel neben der zu sequenzierenden
Matrizen-DNA, einem Sequenzierprimer und einer DNA-Polymerase die vier
Desoxyribonukleosidtriphosphate dATP, dCTP, dGTP und dTTP sowie geringe
Mengen der als Terminatoren bezeichneten 27,3 -Didesoxyribonukleosid-Analoga der
dNTPs (ddATP, ddCTP, ddGTP und ddTTP). Diese sind mit fluoreszierenden
Reportergruppen markiert, werden von der DNA-Polymerase ebenfalls as Substrat
akzeptiert und statistisch in die wachsende DNA-Kette integriert. Aufgrund der
fehlenden 3'-Hydroxylgruppe fuhrt der Einbau eines solchen ddNTPs jedoch zur
Termination der DNA-Synthese und es entsteht ein Gemisch von DNA-Popul ationen,
die ein Fluoreszenzspektrum aufweisen, welches fur das endstandige Didesoxynukleotid
charakteristisch ist. Bei der anschliefenden Auftrennung des Gemisches im
Sequenziergel kann die Detektion ,Online” erfolgen. Dabei wird das Sequenziergel
wahrend des Laufs mit Hilfe eines Lasers abgetastet, und die im klassischen Verfahren
oOrtlich aufgeldsten Fragmentmuster werden als zeitlich aufgelostes Bandenmuster
erkennbar, das vom Computer interpretiert und in die entsprechende Basensequenz
Ubersetzt wird. Die Sequenzierungsreaktionen wurden mit einem gebrauchsfertigen
Terminator-Kit (BigDye-Sequenziermix ,, PRISM Ready Reaction Dyedeoxy Terminator
Cycle Sequencing Kit*; Applied Biosystems) durchgefihrt, der neben den vier dNTPs,
der ,,FF‘-Tag-Polymerase und dem entsprechenden Reaktionspuffer die mit den in
Klammern angebenen Reportergruppen markierten ddNTPs enthielt: ddATP (5-
Carboxyrhodamin), ddGTP (5-Carboxyrhodamin 110), ddTTP (6-Carboxytetra-
methylrhodamin) und ddCTP (6-Carboxyrhodamin X). Die Reaktionsanséize setzten
sich wie folgt zusammen:

0,5 - 1,0 ng Vektor-Template-DNA
1,5m Primer (10 M)
4 m BigDye-Sequenziermix
ad 20 m ddHO

Die Reaktion erfolgte nach folgendem Programm:

96°C 10 Sek
50°C 5 Sek 25x
60°C 4 Min
Im Anschluss wurden die Reaktionsprodukte prazipitiert. Hierfir wurden die Ansétze
maoglichst ohne Verschleppung von Mineraldl in Eppendorftubes dberfuhrt und
nacheinander mit 80 m ddH,O, 10 mM 3 M Natriumacetat (pH4,6) und 250 m Ethanol
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(100%) versetzt. Unmittelbar nach Durchmischen wurde die DNA dber finfzehn
Minuten bei 13000 rpm und Raumtemperatur pelletiert, das DNA-Pellet mit 250 mi
Ethanol (75%) gewaschen, anschlief3end getrocknet und in 3,5 m EDTA/Formamid auf
das Sequenziergel aufgetragen. Einige Sequenzierungen wurden auf3erdem durch die
Firma MWG (Ebersberg) durchgefihrt.

2.2.2  Biochemische Methoden
2.2.2.1 Aufreinigung von I g-Fusionsproteinen tber HiTrap/Protein A-Saulen

Hsp60-1g-Fusionsproteine wurden mit Hilfe der HiTrap/Protein A-Saulen (Amersham)
aufgereinigt. Die Saulen wurden hierfir mit einer 50 ml-Spritze mit 10 ml HiTrap-
Bindepuffer aquilibriert. Kulturiiberstand von pcDNA1.1-hCD83-1g- und pcDNA1.1-
Hsp60-1g-transfizierten COS1-Zellen (DEAE-Dextran-Methode, siehe 2.2.3.5.2) wurde
im Verhdltnis 1:1 mit HiTrap-Bindepuffer verdinnt, durch einen 0.22 nm-Filter
sterilfiltriert und mit Hilfe einer 50 ml-Spritze bei einer Durchflussgeschwindigkeit von
etwa 1 ml/min unter Druck auf die Saule geladen. Die Saule wurde anschlief3end mit 10
ml HiTrap-Bindepuffer gewaschen. Fir die Elution des gebundenen Proteins wurden
100 m 1 M Tris (pH9.0) zur Neutralisation in Sammelgefalie vorgelegt und das Protein
mit 5 ml HiTrap-Elutionspuffer eluiert. Dabel wurden 1 ml-Fraktionen aufgefangen, die
anschliefend mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese (siehe 2.2.2.5.1) und Western-Blot
(siehe 2.2.2.5.5) analysiert wurden.

2.2.2.2 Herstellung von Zelllysaten fur die gelelektrophoretische Analyse

5 10°-1" 10" Zellen wurden pelletiert (1200 rpm, 5 Min; Megafuge 2.0R) und dreiRig
Minuten auf Eisin 50 m Triton X100-Lysispuffer lysiert. Zellkerne und Debris wurden
anschlief3end durch Zentrifugation bel 13000 rpm (Eppendorfzentrifuge) fir zehn
Minuten pelletiert und 25 m des Uberstandes im Western-Blot (siehe 2.2.2.5.5)

analysiert.

2.2.2.3 Fluoreszenzmarkierung von Proteinen

Fur die Markierung von rekombinantem humanen Hsp60-Protein (Loke Diagnostics
ApS) wurde das Fluorescein-Ex Protein Labeling Kit (Molecular Probes) verwendet.
Dabel wird das Fluorochrom Uber eine Succinimidylesterbindung unter basischen

Bedingungen an primére Amine des Proteins gekoppelt. 0.5 ml Proteinlésung (1Img/ml)
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wurden hierfir mit 50 m einer 1 M Bicarbonatlésung auf pH7.5-8.5 eingestellt, eine
Stunde bei Raumtemperatur mit dem FITC-Reagenz gerthrt und mittels
Gelfiltrationschromato-graphie (Bestandteil des Kits) aufgereinigt. Der Lauf des
markierten Proteins kann dabei als fluoreszierende Bande an der Front beobachtet
werden. Sie setzt sich von einer weiteren Bande, die ungebundenes FITC-Reagenz

représentiert, ab.

2.2.2.4 Proteinanalyse
2.2.2.4.1 Diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bel der eindimensionalen diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
werden die Proteine unter denaturierenden Bedingungen aufgrund ihres
Molekulargewichtes wahrend ihrer Wanderung durch die Gelmatrix in Richtung der
Anode aufgetrennt (Laemmli, 1970). Die Vorbehandlung der Proteine mit SDS
(Natriumdodecylsulfat), einem anionischen Detergenz, das die Eigenladung der Proteine
effektiv Uberdeckt, sorgt dafiir, dass fur die Wanderungsgeschwindigket der Proteine
alein ihre Masse ausschlaggebend ist. Uber bestimmte Bereiche besteht eine lineare
Beziehung zwischen dem Logarithmus der jeweiligen Molekulargewichte und den
relativen Wanderungsstrecken der SDS-Polypeptid-Mizellen, so dass mit Hilfe von
Markerproteinen Uber eine Eichkurve die Molekulargewichte der Proteine ermittelt
werden konnen. Eine besonders gute Auflésung &3 sich dabei im diskontinuierlichen
System erzielen. Dabel passiert die Probe zundchst ein Sammelgel mit grof3er
Polyacrylamid-Porenweite (5% Polyacrylamid). Der Sammelgel puffer besitzt einen pH-
Wert von 6.8 und enthdlt Chlorid-lonen, deren elektrophoretische Wanderungs-
geschwindigkeit grof3er ist als die der Proteine in der Probe. Der Laufpuffer, in dem die
Proben sich befinden, enthdlt dagegen Glycin, dessen Wanderungsgeschwindigkeit bei
diesem pH-Wert geringer ist als die der Proteine in der Probe. Das Resultat ist, dass im
Sammelgel ein hoherer Spannungsgradient besteht, der die Wanderung der Proteine in
dieser Zone beschleunigt. So kommt es zu einer Fokussierung der Proteine in einer
scharfen Bande vor Eintritt in das Trenngel, das eine geringere Porenweite, eine hthere
Salzkonzentration und einen hoheren pH-Wert im Vergleich mit dem Sammelgel
aufweist. Im Trenngel wandern die Glycin-lonen an der Front und die Proteine werden
aufgrund ihrer molekularen Grofe getrennt. Die SDS-PAGE wurde hier in einem
10%igen Polyacrylamidgel durchgefiihrt. Sammel- und Trenngel setzten sich dabel wie

unter 2.1.7.1 beschrieben zusammen. Die Proben wurden vor dem Auftrag in SDS-
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Beladungspuffer finf Minuten bei 95°C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 120
V Uber etwa eine Stunde.

2.2.2.4.2 Coomassie-Blau-Farbung

Coomassie-Brillant-Blau ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der relativ unspezifisch an
kationische und hydrophobe Seitenketten der Proteine bindet. Am wichtigsten sind die
Wechselwirkungen mit Arginin, aber auch mit Lysin, Histidin, Tryptophan, Tyrosin und
Phenylalanin. Mit Hilfe dieses Farbstoffes konnen Proteine direkt im Gel angefarbt
werden. Hierfir wird das Gel in Coomassie-Farbel 6sung eingelegt und etwa eine Stunde
geschiittelt. Die Proteine werden dabei gleichzeitig durch Essigsaure im Gel fixiert. Die
Entfarbung kann einfach in Wasser oder Coomassie-Entférber bei Raumtemperatur
erfolgen und das Gel nach Spullen in Wasser getrocknet werden.

2.2.2.4.3 Silberfarbung

Eine for den Nachweis von Proteinen im Polyacrylamidgel deutlich empfindlichere,
aber auch komplexere und zeitlich aufwendigere Methode a's die Coomassie-Farbung
ist die Silberfarbung. Diese Methode beruht auf der Komplexierung von Silberionen mit
Aminosaureseitenketten, insbesondere mit Sulfhydryl- und Carboxylgruppen. Dabei
werden sie durch Reduktion in Silberkeime umgewandelt. In einem Mechanismus
dhnlich der Fotografie werden nun durch starke Reduktionsmittel ale Silberionen im
Gel zu metallischem Silber reduziert. Diese Reaktion erfolgt in der Nahe der
Silberkeime viel schneller as im tbrigen Gel, so dass sich die Proteinbanden schnell
dunkelbraun bis schwarz anfarben. Damit nicht ale Silberionen im gesamten Gel zu
metallischem Silber reduziert werden, muss die Reaktion rechtzeitig gestoppt werden.
Der Reaktionsabbruch kann durch eine starke pH-Anderung herbeigefiihrt werden.
Fur die Silberfarbung wurden die Polyacrylamidgele zunédchst eine Stunde bel
Raumtemperatur in 20 ml Fixierer eingelegt, anschlief3end zweimal zwanzig Minuten in
20 ml Waschpuffer gewaschen und zwei Minuten in 20 ml Sensibilisierungspuffer
eingelegt. Nach kurzem Spilen in Wasser wurden die Gele zwanzig Minuten in 20 ml
Silbernitratl6sung imprégniert, darauf in Wasser gespult und in 20 ml Entwicklerlésung
gegeben. Die Entwicklung erfolgte Uber 1-10 Minuten. Nach Erreichen der
gewiinschten Bandenintensitét wurde die Reaktion durch kurzes Spiilen in Wasser und
anschlief3endes Einlegen in Fixierer gestoppt. Nach erneutem Spilen in Wasser konnten
die Gele getrocknet werden.

39



MATERIAL & METHODEN

2.2.2.4.4 Trocknen von Polyacrylamidgelen

Fur die Trocknung wurden die Polyacrylamidgele zwischen zwel in Wasser
angefeuchtete Cellophanfolien (Novex) eingelegt und in einem Rahmen (Novex)
eingespannt. Die Trocknung erfolgte bei Raumtemperatur dber mindestens

vierundzwanzig Stunden.

2.2.2.4.5 Semi-Dry Western-Blotting

Das Western-Blotting ist ein Verfahren, mit dem elektrophoretisch aufgetrennte
Proteine unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes aus der Polyacrylamidmatrix auf
eine Membran aus Nitrocellulose transferiert und immobilisiert werden kénnen. Dabel
bleibt die lokale Auflésung der elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Der Transfer
erfolgt aufgrund der negativen Ladung der SDS-beladenen Proteine in Richtung der
Anode. Im Anschluss an einen solchen Transfer kénnen die auf der Membran
gebundenen Proteine direkt mit Hilfe spezifischer Enzym-gekoppelter Antikorper
nachgewiesen werden. Die Semi-Dry-Blot-Apparatur besteht aus Plattenelektroden,
zwischen denen der Blotsandwich aus Filterpapieren, Gel und Membran horizontal
eingelegt wird. Da die Elution der Proteine aus dem Polyacrylamidgel und die
Adsorption an die Membranoberflache unterschiedliche Bedingungen bendtigen,
werden die Filterpapiere in entsprechende Puffer eingelegt. Der Blotsandwich setzte
sich hier aus drei in Kathodenpuffer &quilibrierten Filterpapieren, dem Gel, der
Nitrocellulosemembran und je zwel in Anodenpuffer | beziehungsweise Anodenpuffer Il
getrankten Filterpapieren zusammen. Der Transfer erfolgte bei konstantem Strom (1
mA pro cm? Blotflache) tiber eine Stunde.

2.2.2.4.6 Immunodetektion der Proteine mit Chemilumineszenzr eaktion

Die Detektion von Proteinen auf der Nitrocellulosemembran erfolgte durch die
spezifische Bindung Peroxidase-gekoppelter Antikorper. Das Enzym Meerrettich-
peroxidase (horse radish peroxidase, HRP) katalysiert unter alkalischen Bedingungen
die Nachweisreaktion, bei der Luminol, ein cyclisches Diazylhydrazid, durch
Wasserstoffperoxid oxidiert wird. Unmittelbar im Anschluss an die Reaktion wird
Energie frei, die in Form von Licht der Wellenlénge | =428 nm emittiert wird und mit
Hilfe von Rontgenfilmen detektiert werden kann. Fur die Immunodetektion ist es
notwendig, eine unspezifische Bindung des priméren Antikorpers an die Blotmembran
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zu unterbinden, um eine zu hohe Hintergrundférbung zu vermeiden. Hierfir wurde die
Nitrocellulosemembran nach dem Blotten zundchst in 4% Magermilchpulver in
PBS0.1% Tween20 mit Protein abgeséttigt. Dies kann entweder Uber Nacht bel 4°C
oder Uber eine Stunde bei Raumtemperatur erfolgen. Der Blot wurde anschlief3end in
PBS0.1% Tween20 grindlich gewaschen. Die Detektion des Hsp60-Proteins erfolgte
durch Bindung des spezifischen Maus anti-Maus Hsp60-Antikorpers SPA806
(Stressgen), der in einer 1:1000-Verdinnung in PBS1%BSA/0.01% Natriumazid
eingesetzt wurde, Uber eine Stunde bei Raumtemperatur. Der Blot wurde nach Bindung
dieses Primérantikorpers vier mal zehn Minuten in 20 ml Waschpuffer gewaschen und
eine Stunde bei Raumtemperatur mit anti-Maus-1lgG-HRP (DAKO), 1:2000 in
Blockpuffer verdinnt, inkubiert.

Hsp60-1g- und hCD83-1g-Fusionproteine wurden im Western-Blot daneben auch durch
Bindung des direkt markierten Kaninchen anti-human 1gG-HRP-Antikorpers (DAKO),
1:2000 in Blockpuffer verdinnt, detektiert. Nach viermaligem zehnminttigen Waschen
der Membran wurden die Proteine mit Hilfe des ECL-Reagenz (Amersham) detektiert.
Die beiden Detektionsl6sungen des Kits wurden hierfir im Verhédltnis 1:1 gemischt, der
Blot eine Minute in 10 ml der Reaktionslésung inkubiert, vorsichtig abgetupft und ein
Rontgenfilm aufgelegt, der nach einer Expositionsdauer zwischen zehn Sekunden und

einigen Minuten entwickelt wurde.

2.2.2.4.7 Proteinkonzentr ationsbestimmung nach Bradford

Proteine in Lésung wurden mit Coomassie-Brillantblau (Bradford-Reagenz ,, Coomassie
Plus Proteinassay Reagenz”; Pierce) nachgewiesen. In Gegenwart von Proteinen und in
saurem Milieu verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Coomassie-Brillantblaus
G250 von 465 nm zu 595 nm. Grund hierfir ist vermutlich die Stabiliserung des
Farbstoffs in seiner unprotonierten anionischen Sulfonat-Form durch Komplexbildung
zwischen Farbstoff und Protein. Letztlich kdnnen mit Hilfe dieses Farbstoffes Proteine
in Losung photometrisch quantifiziert werden. Anhand der Extinktion kann im
Vergleich mit einer Eichkurve die Proteinkonzentration der Probe direkt abgelesen
werden. Fur die Messung wurden unterschiedliche Verdiinnungen der jeweiligen Probe
in PBSin einem Volumen von 50 m eingesetzt. Diese wurden in einer ELISA-Platte mit
96 Vertiefungen (Greiner) mit 150 m Bradford-Reagenz versetzt und unmittelbar nach
Durchmischen im ELISA-Reader bei 595 nm vermessen. Die Proteinkonzentration

wurde anhand einer BSA-V erdiinnungsreihe (Cmax = 500 ng/ml) in PBS errechnet.
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2.2.2.4.8 ELISA zum Nachweis von |g-Fusionsproteinen

Fur den Nachweis von Ig-Fusionsproteinen wurde ein hlgGl-spezifischer ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) etabliert. Hierfur wurde Kaninchen anti-human
1gG-Antikorper (DAKO) 1:1000 in Coating-Puffer verdinnt und 50 m je Vertiefung
einer ELISA-Platte pipettiert. Die Platte wurde anschlief3end zwel Stunden bel 37°C mit
100 m PBS/1%BSA geblockt und nach dem Waschen in ELISA-Waschpuffer mit 50 mi
Kulturiberstand Uber Nacht inkubiert. Die ELISA-Platten wurden im Anschluss
gewaschen und mit 50 m je Vertiefung Kaninchen anti-human I1gG-HRP (DAKO)
1:10000 in PBS/1%BSA eine Stunde bel Raumtemperatur inkubiert, darauf grtindlich
gewaschen und 100 m der 3,5,3,'5-Tetramethylbenzidin (TMB)-SubstratlGsung
pipettiert. Die Peroxidase setzt nun das farblose TMB-Substrat in einen blauen Farbstoff
um. Sobald eine ausreichende Férbung erreicht war (ca. 10-15 Minuten), wurde die
Reaktion durch Zugabe von 25 ml 2 M H,SO, gestoppt. Dabei schlagt die Blaufarbung
in Gelb um. Die Detektion erfolgte im Anschluss photometrisch bel einer Wellenlange
von 450 nm.

Die Quantifizierung von Hsp60-1g-Fusionsprotein erfolgte daneben mit Hilfe eines
Hsp60-spezifischen ELISA-Kits (Stressgen) nach den Angaben des Herstellers. 5~ 107
transfizierte Hsp60-1g-exprimierende COSI1-Zellen wurden hierfir vierundzwanzig
Stunden in 200 m Kulturmedium inkubiert, und das Kulturmedium unverdinnt oder in
einer Verdinnung von 1:10 in mitgeliefertem Verdunnungspuffer fur den ELISA
eingesetzt. Parallel wurde eine Standardrethe mit rekombinantem Hsp60 (ebenfalls
Bestandtell des Kits) mitgefuhrt. Der ELISA wurde mit TMB entwickelt und die
optische Dichte photometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm bestimmt. Die

Protei nkonzentration wurde anhand des Standards errechnet.

2225 Zytokin-ELISA

Fir die hier durchgefiihrten Zytokin-ELISA wurden 96-Loch-Flachboden-ELISA-
Platten verwendet, die mit einem Antikorper gewunschter Spezifitét beschichtet
wurden. Hierfir wurden je 50 ml anti-IL-2- (1:180, DuoSet IL-2-ELISA-Kit; R&D
Systems), anti-IL-6 (2 ng/ml), anti-1L-12p40/p70- (2 ng/ml), anti-TNF-a- (8 ng/ml)
(PharMingen) beziehungsweise anti-IFN-g-(1:180; DuoSet IFNgELISA-Kit; R&D
Systems) Antikorper in Coating-Puffer pipettiert und Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

Ungebundene freie Antikdrper wurden im Anschluss durch dreimaliges Waschen in
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Waschpuffer entfernt und freie Oberflachenbindungsstellen mit 100 ml PBS/1%BSA-
Blockpuffer Uber zwel Stunden bel Raumtemperatur blockiert. Nach erneutem Waschen
wurden je 50 ml der verdinnten oder unverdinnten Kulturiberstande (Dreifachwerte)
sowie Doppelwerte der jeweiligen Konzentration eines Zytokin-Standards pipettiert.
Die Bindung des Antigens an den immobilisierten Antikorper erfolgte tber Nacht bel
4°C. Fur den Nachweis des gebundenen Antigens wurden biotinylierte sekundére
Antikorper verwendet. Fir diesen zweiten Bindungsschritt wurden die Platten nach dem
Waschen mit 50 ml des jeweiligen Biotin-Antikorpers in PBS/0,1% BSA Uber eine
Stunde bel Raumtemperatur inkubiert (anti-IL-2-Biotin (1:180, DuoSet IL-2-ELISA-
Kit); 1 mg/ml anti-IL-6-Biotin, 1 ng/ml; anti-IL-12-Biotin, 0,5 ng/ml; anti-TNF-a-
Biotin, 1 ng/ml (PharMingen); anti-IFN-g-Biotin (1:180, DuoSet IFNg-ELISA-Kit)).
Nach dem Waschen der Platten in Waschpuffer erfolgte die Bindung eines Streptavidin-
HRP-Konjugats (horse radish peroxidase, HRP), welches in einer Verdinnung von
1:10000 beziehungsweise 1:200 (DuoSet IFNg-ELISA-Kit) in PBS0.1%BSA und
einem Volumen von 50 m eingesetzt wurde. Die Bindung erfolgte Uber eine Stunde bei
Raumperatur. Nach grindlichem Waschen wurden je 100 mi TMB-SubstratlGsung
pipettiert und die Reaktion, sobald eine ausreichende Farbung erreicht war, durch
Zugabe von 25 m 2 M H,SO, gestoppt. Die Detektion erfolgte unmittelbar im

Anschluss photometrisch bei einer Wellenlénge von 450 nm.

223 Methoden der Zdlkultur
2.2.3.1 Allgemeine Bedingungen der Zellkultur und Sterilisation

Alle Zdlkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen an der Reinluft-Werkbank.
Dabel wurden sterilisierte Glaswaren und Losungen sowie sterile Einmal-Plastikwaren
verwendet, um Kontaminationen mit Mikroorganismen zu vermeiden. Plastikwaren und
Losungen wurden hierfur in feuchter Hitze bei 135°C und 2.0-2.2 bar Druck Uber
zwanzig Minuten autoklaviert. Glasgerdte wurden Uber drel Stunden bei 180°C
sterilisiert. Als Basalmedium fur die Kultivierung humaner und muriner Zellen und
Zéellinien wurde RPM11640-Medium verwendet, das hierfir mit 10% FCS sowie 2 mM
L-Glutamin und 20 mM HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonat)
angereichert wurde und weiter als RPMI/10%FCS bezeichnet wird. Die Kultur der
Zéllen erfolgte bei 37°C im Brutschrank mit einem CO,-Gehalt von 5%.
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2.2.3.2 Auftauen und Einfrieren eukaryontischer Zellen

Zur langfristigen Lagerung konnen von den Zellen Dauerkulturen angelegt werden, die
in flissigem Stickstoff bei -196°C tiefgefroren und bel Bedarf wieder aufgetaut und
kultiviert werden kénnen. Hierfir wurden mindestens 5 10° Zellen auf Eis in 1 ml
DM SO-haltigem Einfriermedium resuspendiert, in Kryotubes tberfihrt und zunéchst
fur vierundzwanzig Stunden bei -70°C vorgefroren. Hiernach wurden die Zellen zur
Dauerlagerung in flissigen Stickstoff Uberflhrt. Das stark hygroskopische DM SO
(Dimethylsulfoxid) dient dabei dem langsamen Wasserentzug der Zellen. Auf diese
Weise kann die Bildung von Eiskristallen in den Zellen und damit das Aufbrechen der
Zellmembran verhindert werden. Da DMSO aber auch toxisch wirkt, muss es vor
Inkulturnahme kryokonservierter Zellen wieder entfernt werden. Hierfir missen die
aufgetauten Zellen mehrfach mit Kulturmedium gewaschen werden.

2.2.3.3 Zellzdhlung durch den Trypanblau-Ausschlusstest

Zur Zelzdhlung wurde ein Aliquot der entsprechenden Zellsuspension in einem
Verhdltnis von 1:1 mit Trypanblau versetzt und die Zellkonzentration in einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Der Farbstoff Trypanblau dringt in vitale Zellen nicht
ein. Sie erscheinen deshalb unter dem Mikroskop hell und lassen sich von den tiefblau

geférbten toten Zellen beziehungsweise Zelltrimmern unterscheiden.

2.2.3.4 Kultur und Expansion eukaryontischer Zellinien

Die Kultur von Suspensionszellen (RMA, X63, EL-4, 58a’b) erfolgte unter oben
genannten Bedingungen in Kulturflaschen (10 ml). Zur Expansion der Zellen wurden 30
ml-Kulturflaschen verwendet. Die Zellen wurden nach Erreichen einer Zelldichte von
1" 10%ml im Verhdltnis 1:3 in neuen Kulturflaschen verdinnt. Als ,zelluldre
Stockldsungen* wurden daneben Verdinnungsreihen in 24 Loch-Flachbodenplatten
kultiviert, aus denen grof3ere Kulturen angeimpft wurden. Adhédrent wachsende Zellen
(RT23HD6, B16, COS1) wurden in 6-Loch-Kulturplatten in 5 ml Medium pro
Vertiefung kultiviert, gegebenenfalls mit einer Glaspipette abgesptilt und in 30 ml- bzw.
50 ml-Kulturflaschen expandiert.
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2.2.35 Transfektion eukaryontischer Zellen und Zédlinien

Bel allen Transfektionsexperimenten wurden ausschliefdlich vitale Zellen verwendet, die
sich zum Zeitpunkt der Transfektion in der logarithmischen Wachstumsphase befanden.
Fur die Transfektion wurden dabei in der Regel Plasmid-Maxipraparationen eingesetzt,
die einen sehr geringen Gehalt an Lipopolysacchariden (LPS) aufweisen, da LPS fur
viele Saugerzellen nicht nur toxisch wirkt, sondern auch zu einer geringeren Expression
der transfizierten Gene fuhren kann. Fur die stabile Transfektion wurde die Plasmid-
DNA zuvor mit einem geeigneten Restriktionsenzym (pFM92 und pDisplay: Sca |)
linearisiert, um eine Integration der DNA in das Wirtsgenom zu erleichtern und zu
verhindern, dass innerhalb der Zelle eine Lineariserung der DNA im kodierenden
Bereich erfolgt. Flr transiente Transfektionen wurden die Vektoren nicht linearisiert.

2.2.3.5.1 Elektroporation muriner Zelllinien

Bel der Elektroporation werden die Zellen in Suspension transfiziert. Sie werden dabel
in DNA- haltiger L6sung einem kurzen Stromstof3 ausgesetzt, der in der
Zytoplasmamembran temporare Poren erzeugt (Neumann, 1982; Potter, 1988). Durch
diese Poren kann Plasmid-DNA sowohl passiv durch Diffuson as auch
elektrophoretisch in die Zelle gelangen (Sukharev, 1994). Fur die Transfektion der
Linien RMA, EL-4, 58ab und X63 wurden 5x10° beziehungsweise, bei
Transfektionen, bei denen spéter eine Selektion stabil transfizierter Zellen erfolgen
sollte, 1x10” Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden zweimal in 5 ml RPMI ohne FCS
gewaschen, in 350 m FCS-freilem RPMI mit 10 ng Plasmid-DNA resuspendiert und in
eine Elektroporationskivette tberfuhrt. Die Zellen wurden zehn Minuten in diesem
DNA-haltigen Medium prainkubiert und darauf elektroporiert (250 V, 960 nt; Gene
Pulser, BioRad). Unmittelbar nach der Elektroporation wurden 450 m RPMI/10%FCS
zugesetzt, die Zellen zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und darauf in zwel
beziehungsweise fir die Selektion stabil transfizierter Zellen in vier 24-Loch-
Zdllkulturplatten ausplattiert.

2.2.3.5.2 DEAE-Dextran-Transfektion

Die DEAE-Dextran-Transfektion ist eine Methode zur Transfektion adhérent
wachsender Zellen. Dabel wird die DNA durch DEAE-Dextran prézipitiert, das
Prézipitat sinkt auf die Zelloberflache der Zellen ab und wird durch Phagozytose in die
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Zelle aufgenommen. Dabei  kann die Aufnahme des DNA-Prézipitats durch
Behandlung der Zellen mit DM SO erhéht werden (Lopata, 1984; Takai und Ohmori,
1990). COS1-Z€len wurden fur diese Transfektion in mittleren Kulturflaschen bis zu
einer Konfluenz von etwa 80% herangezogen, einmal mit PBS gewaschen und vier
Stunden in 5 ml RPMI/10%FCS mit 200 m Chloroquinphosphat (25" ), 200 mi DEAE-
Dextran (25 ) und 5 ng Plasmid-DNA (pcDNA1.1-Hsp60-1g bzw. pcDNA1.1-hCD83-
Ig) inkubiert. Anschliefiend wurde das DNA-haltige Medium entnommen und die
Zellen zwei Minuten mit 5 ml PBS/10% DM SO behandelt. Die DM SO-L6sung wurde
darauf abgesaugt und die Zellen Uber Nacht in 10 ml RPMI/10%FCS inkubiert. Am
folgenden Tag wurden die Zellen einmal in PBS gewaschen, 20 ml frisches Medium
zugesetzt und sieben Tage weliterinkubiert.

2.2.3.5.3 Transfektion mit komplexen Transfektionsreagenzien

Komplexe Transfektionsreagenzien bestehen aus einer Mischung verschiedener
transfektionsfordernder Stoffe und Verbindungen wie z. B. Histone oder histondhnliche
Proteine, cyclische amphiphile Polyamine, kationische, anionische oder neutrale Lipide
sowie pH-sensitive Liposomen. Sie zeichnen sich gegentiber der einfachen Lipofektion
durch eine meist hthere Transfektionseffizienz bel niedrigerer Toxizitét aus. Fur die
Transfektion adharenter Zelllinien (RT23HD6, B16, COS1) wurde das Fugene 6-
Reagenz (Roche Diagnostics) verwendet. Die Zellen wurden hierfir in 6-Loch-
Kulturplatten bis zu ener Konfluenz von 60-80% herangezogen. Fir den
Transfektionsmix wurden 5 ng Plasmid-DNA in 100 mi RPMI ohne FCS mit 6 ni
Fugene 6-Reagenz gemischt und drei3ig Minuten bei Raumtemperatur komplexiert. Das
Kulturmedium der Zellen wurde durch 2 ml frisches RPMI1/10% FCS ersetzt, der
Transfektionsmix zugetropft und die Zellen 24-48 h weiterinkubiert.

2.2.3.5.4 Selektion stabil transfizierter Zellen

Die hier verwendeten Expressionsvektoren pDisplay und pFM92 vermitteln eine
Neomycin-Resistenz, so dass die Selektion stabil transfizierter Zellklone durch Zugabe
von Neomycin beziehungsweise G418 erfolgen kann. G418 wurde achtundvierzig
Stunden nach der Transfektion dem Kulturmedium in einer Konzentration von 1 mg/ml
zugesetzt. Nach erfolgreicher Selektion wurden stabile Transfektanden kontinuierlich in
Kulturmedium mit 0.5 mg/ml G418 weiterkultiviert.
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2.2.3.5.5 Subklonierung stabil transfizierter Zellen

Bel der Selektion transfizierter Zellen werden haufig keine monoklonalen
Zellpopulationen erhalten, sondern ein Gemisch von Zellen, unter denen sich auch
solche befinden, die das gewlinschte Gen nicht exprimieren. Um zu verhindern, dass
diese Hsp60-negativen G418-resistenten Zellen die Hsp60-positiven  Zellen
Uberwachsen, wurden durch limitierende Verdinnung monoklonale Zellpopulationen
generiert. Hierfir wurden die Zellen in Medium mit 0.5 mg/ml G418 in drei 96-Loch-
Kulturplatten ausgesdt. Dabei wurde die Zellzahl so eingestellt, dass theoretisch 3, 1
beziehungsweise 0.1 Zellen pro Vertiefung ausplattiert wurden. Um das Anwachsen zu
erleichtern, wurden pro Vertiefung zudem 5x10* bestrahlte Milzzellen as ,feeder”-
Zellen zugegeben.

2.2.3.6 Préaparation muriner Milzzellen

Die Milz von sechs bis acht Wochen alten Mausen wurde steril prépariert, in einer
Petrischale mit 10 ml Vollmedium mit dem Stempel einer 6 ml-Spritze zerrieben und
die Zellsuspension abzentrifugiert (1200 rpm, 5 Min, 4°C; Megafuge 1.0R).
Erythrozyten wurden anschliefiend durch Inkubation in 5 ml Erythrozytenlysepuffer
Uber finf Minuten bei Raumtemperatur eliminiert, die Zellen anschlief?end zweimal in
RPMI/10%FCS gewaschen, Uber ein Zellsieb (Cell strainer; Falcon/Becton Dickinson)
gegeben und in RPMI/10%FCS aufgenommen. Auf diese Weise wurde eine
Einzelzellsuspension erhalten.

2.2.3.7 Anreicherung von T-Zéellen aus Milzzellpr &parationen

Die Isolation von T-Zellen erfolgte mit Hilfe des Pan T cell isolation-Kits (Miltenyi)
beziehungsweise durch Eliminierung MHC |l-positiver Zellen mit Hilfe magnetischer
Beads (MHC Il depletion kit; Miltenyi). Bei dieser Methode werden alle nicht-T-Zellen
(Pan T cell kit), d. h. CD11b*-Makrophagen, CD11c*-DC, B220"-B-Zellen und DX5'-
NK-Zéellen, beziehungsweise MHC Il-exprimierenden Zellen (MHC 11-Depletion) durch
spezifische Biotin-gekoppelte Antikorper markiert und durch die Bindung an
magnetische Beads, die mit gegen Biotin gerichteten AntikGrpern gekoppelt sind,
eliminiert. Hierfir wurden Milzzellsuspensionen nach Erythrozytenlyse durch ein
Zellsieb (Cell strainer; Falcon/Becton Dickinson) gegeben und die Zellen pelletiert
(2200 rpm, 5 Min, 4°C; Megafuge 1.0R). Alle folgenden Arbeitsschritte wurden mit
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vorgekihlten Reagenzien auf Eis ausgefihrt. Das Zellpellet einer Milz (ca 1° 10°
Zellen) wurde in 400 mM MACS-Puffer mit 100 ml Biotin-Antikorper Cocktall
resuspendiert und funfzehn Minuten inkubiert. Anschlief?end wurden weitere 300 ni
MACS-Puffer sowie 200 m Anti-Biotin Micro Beads zugesetzt und weitere finfzehn
Minuten inkubiert. Die Zellen wurden darauf in 15 ml MACS-Puffer gewaschen,
schliefdich in 1 ml MACS-Puffer auf eine kalte, in 3 ml MACS-Puffer &quilibrierte, an
einen Magneten gekoppelte LS-Saule geladen und der Durchlauf, der die T-Zellen
enthalt, aufgefangen. Die Saule wurde noch viermal mit 3 ml MACS-Puffer gesptilt und
auch diese Zellen aufgefangen. Abschlief3end wurden die gewonnenen Zellen pelletiert,
in RPM1/10%FCS gewaschen und aufgenommen. Auf diese Weise werden aus 1 10°
Gesamtmilzzellen etwa 2.5 10" T-Zellen erhalten. Die Reinheit der T-Zellen wurde
durch spezifische FACS-Farbungen bestimmt und betrug bei beiden Depletions-
verfahren zwischen 65 und 85%.

2.2.3.8 Isolierung muriner peritonealer Exudatzellen (PEC)

Fur die Praparation peritonealer Exudatzellen (PEC) wurden sechs bis acht Wochen alte
Méause verwendet. Sieben bis zehn Tage vor Entnahme der Zellen wurde den Tieren 500
m Thioglycolat in das Peritoneum injiziert. Dies fuhrt zu einer gesteigerten Invasion
von Makrophagen in den Bauchraum insbesondere in die Néhe des Gastrointesti-
naltraktes und damit zu einer etwa zehnfach erhéhten Zellausbeute. Etwa 90% der PEC
sind CD11b"-Makrophagen. Firr die Zellpraparation wurden zunichst 3 ml eiskaltes
RPMI/10%FCS in das Peritoneum des getoteten Tieres injiziert und der Bauch zwei bis
drel Minuten geknetet, um die Makrophagen zu mobilisieren. Anschlief3end wurde das
Peritoneum wiederholt mit 6 ml RPMI1/10%FCS gesplilt, die dabei gewonnenen Zellen
pelletiert (1200 rpm, 5 Min; Megafuge 2.0R) und in RPMI/10%FCS aufgenommen.
Gegebenenfalls wurde zuvor eine Erythrozytenlyse (siehe 2.2.3.6) durchgefihrt.

2.2.3.9 Farbung von Zdloberflachenmolekilen fir durchflusszytometrische
Analysen

Durchflusszytometer sind optoelektronische Messsysteme, die optische Signale
unterschiedlicher Qualitét (Lichtstreuung und Fluoreszenzsignale) detektieren. Im
Durchflusszytometer wird die zu analysierende Zellsuspension in Einzelzellsuspension

gebracht und die vereinzelten Zellen in Tropfchenform an enem Laserstrahl
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vorbeigeleitet. Photomultiplikatoren messen dabei die Streuung des Laserlichts. Die
Vorwarts-Lichtstreuung korreliert mit der Grof3e der Zellen, die saitliche Lichtstreuung
mit der Granularitét beziehungsweise dem Plasma/Kern-Verhaltnis der Zellen. So lassen
sich grof3e Zellen mit grof3er Plasma/Kern-Relation und granuliertem Zytoplasma von
kleinen (toten) Zellen mit hohem Kernantell abgrenzen. Mit Hilfe der
Durchflusszytometrie konnen zudem unterschiedliche Zellpopulationen anhand ihres
Repertoires an Oberflachenmarkern voneinander abgegrenzt und mit einem
Fluoreszenz-aktivierten Zell-Sortierer (FACS) auch isoliert werden. Voraussetzung fir
eine derartige Anayse ist die gpezifische Kopplung der Zellen mit
Fluoreszenzfarbstoffen, die mit der im Durchflusszytometer vorhandenen Lichtquelle
anregbar sind, und deren Fluoreszenzemission im Gerét detektiert werden kann. Bei der
Immunoph&notypisierung geschieht dies durch den Einsatz spezifischer Antikorper, die
gegen verschiedene Oberflachenproteine der unterschiedlichen Zellpopulationen
gerichtet und mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert sind. Die fur diese Anwendung
gebréuchlichsten Fluorochrome sind Phycoerythrin (PE) und Fluorescein-5-
isothiocyanat (FITC). Fiur die Farbung erfolgen ale Arbeitsschritte bel 4°C
(Zentrifugation)  beziehungsweise auf Eis, um die Internaliserung von
Oberflachenmolekiilen zu inhibieren. Pro Farbung wurden 1 10°-10° Zellen pelletiert
(21200 rpm, 5 Min, 4°C; Megafuge 1.0R) und die Fc-Rezeptoren der Zellen mit 25 ni
Cohn Il (humane 1gG-Fraktion) finfzehn Minuten blockiert. Fir den Nachweis des auf
der Zelloberflache exprimierten rekombinanten Hsp60-Proteins wurden die
monoklonalen Antikérper Maus anti-Maus Hsp60 (SPA806; Stressgen), Maus anti-HA
(12CA5; Roche) und Maus anti-myc (9E10; Upstate Biotechnology) verwendet. Die
Zellen wurden in 50 m Medium mit 0.5 ng dieser Antikorper zwanzig Minuten auf Eis
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in FACS-Puffer wurden die Zellen zwanzig
Minuten mit einer 1:50-Verdunnung Ziege anti-Maus 1gG/IgM-FITC (Dianova) in
Medium inkubiert, abschlief?end dreimal in FACS-Puffer gewaschen, in 300 mni
PBS/1%PFA fixiert und im Durchflusszytometer gemessen. Fur den Nachweis von
Markerproteinen und kostimulatorischen B7-Molekilen auf der Zelloberflache von
Immunzellen wurden diese nach Blockade der Fc-Rezeptoren mit Cohn Il in 100 i
Medium mit direkt markierten Antikorpern (anti-Maus pan NK-Zellen (DX5)-FITC
(PharMingen), Ratte anti-Maus CD4-PE, Ratte anti-Maus CD8-FITC, Ratte anti-Maus
CDB80-PE, Ratte anti-Maus CD86-FITC (CALTAG)) inkubiert. Alle Antikdrper wurden
dabel in einer 1:200-Verdinnung eingesetzt. Nach dem Waschen in FACS-Puffer
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wurden die Zellen ebenfals in 300 m PBS1%PFA aufgenommen und im
Durchflusszytometer gemessen. Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit Hilfe des
Programms Cell Quest.

2.2.3.10 Farbung intrazellularer Moleklle fur die durchflusszytometrische Analyse

Fur die Farbung intrazellulérer Molekile miissen die Zellen zunéchst permeabilisiert
und fixiert werden. Dabei erfolgen ebenfalls alle Arbeitsschritte auf Eis. Die Zellen
wurden zunéchst zehn Minuten in 100 m Cytofix/Cytoperm-L6sung inkubiert, zweimal
in 1 ml Perm/Wash-LOsung gewaschen und weitere finfzehn Minuten in 100 ni
Perm/Wash-L6sung permeabilisiert. Fc-Rezeptoren wurden anschliefiend mit 30 ni
Mausserum in 70 m Perm/Wash-Ldsung blockiert und Hsp60-1g- und hCD83-Ig-
Fusionsproteine darauf mit direkt markiertem Esel anti-human 1gG-PE-Antikorper
(Dianova) intrazelluldr detektiert. Endogenes und rekombinantes Hsp60 wurde
aulBerdem mit Maus anti-Maus Hsp60 (SPA806; Stressgen) und Ziege anti-Maus
IgG/IgM-FITC (Dianova) nachgewiesen. Die Férbungen wurden wie unter 2.2.3.10
beschrieben durchgefthrt, die Antikdrper hierbei jedoch 1:50 in Perm/Wash-L6sung
verdinnt eingesetzt. Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit Hilfe des Programms
Cell Quest.

2.2.3.11 Durchflusszytometrischer Nachweis der Bindung von rekombinantem

humanen Hsp60 und Hsp60-1g-Fusionsprotein an PEC

Um die Bindung von Hsp60 an PEC zu untersuchen, wurden 1° 10° Zellen eingesetzt
und zunéchst die Fc-Rezeptoren der Zellen durch funfzehnminitige Inkubation in 50 mi
Mausserum auf Eis blockiert. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgen ebenfalls auf Eis.
Die Zellen wurden anschlief3end mit FITC-markiertem humanen Hsp60-Protein (5
ng/ml) inkubiert. Fiur die Blockade der Bindung wurden die Zellen zuvor dreifdig
Minuten mit unmarkiertem humanen Hsp60-Protein (150 ng/ml; Loke Diagnostics
ApS) inkubiert. Die Zellen wurden abschlief3end gewaschen, in 300 M PBS/1% PFA
aufgenommen und im Durchflusszytometer gemessen.

Fur die Bindung von Ig-Fusionsproteinen wurden die Fc-Rezeptoren der PEC ebenfalls
in Mausserum geblockt, und die Zellen anschlief3end dreilig Minuten auf Eis mit.
gereinigtem Hsp60-1g- (12 ng/ml) oder hCD83-I1g-Fusionsprotein (12 ng/ml) inkubiert.

Die Bindung der Ig-Fusionsproteine wurde darauf durch Férbung der Zellen mit Esel
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anti-human 1gG-PE-Antikorper  (Dianova), 1:50 in Medium verdinnt, im
Durchflusszytometer nachgewiesen. Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit Hilfe
des Programms Cell Quest.

2.2.3.12 Zytospin-Féarbungen

Fur den Zytospin wurden transfizierte COS1- oder X63-Zellen zundchst analog der
Farbung fur die durchflusszytometrische Analyse spezifisch mit Antikérpern gegen das
Hsp60-Protein (Maus anti-Hsp60, SPA806; Stressgen) oder gegen die eingefihrten
Epitope HA (Maus anti-HA, 12CA5) und myc (Maus anti-myc, 9E10) gefarbt (siehe
2.2.3.9). 1101 10° Zellen in 50-100 m wurden anschliefend auf Objekttréger
zentrifugiert (600 rpm, 10 Min; Zytospin-Zentrifuge) und diese Uber Nacht getrocknet.
Die Zellen wurden darauf funf Minuten in Aceton fixiert, das Aceton eine Stunde bei
Raumtemperatur abgedampft, die Zellen mit einem Wachsstift umkreist und mit dem
DNA-Farbstoff DAPI (1:800 in PBS) gegengeférbt. Die Objekttrager wurden
abschlieffend dreimal in PBS gewaschen, die Zellen mit Anti-Fade-L6sung betropft und
mit Deckglaschen abgedeckt.

2.24 Invitro-Stimulationsexperimente

2.24.1 in vitro-Testsysteme zur Stimulation von Makrophagen und naiven T-
Zéellen

Fur die Analyse der Wirkung von Hsp60 auf Makrophagen wurden Zellen der
Makrophagenlinie RAW264.7 sowie peritoneale Exudatzellen (PEC) aus Balb/c-
Méusen eingesetzt. 1" 10° RAW264.7-Makrophagen oder PEC wurden zusammen
2" 10" Hsp60-exprimierenden oder Hsp60-negativen Zelllinien vierundzwanzig Stunden
koinkubiert und hierauf die Zytokinexpression im Kulturmedium mit Hilfe des ELISA
quantifiziert oder durch spezifischen Nachweis der mRNA-Expression mit Hilfe der
PCR analysiert. Hierfir wurde nach Koinkubation von PEC mit Hsp60-positiven oder
-negativen Zellen RNA préparariert, die mRNA revers transkribiert und die cDNAs
spezifisch amplifiziert (sehe 2.2.1.1-2.2.1.3).

Bel der Stimulation naiver T-Zellen wurden Balb/c-PEC as APZ verwendet. Sie
prasentieren korrespondierenden TCR-transgenen T-Zellen aus DO11.10-Mé&usen das
OVA-Peptid OVAsz3.33 im Komplex mit MHC 11-Molekiilen des Haplotyps I-A® und
stimulieren so eine antigenabhangige T-Zellantwort. Sofern nicht anders angegeben,
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wurden 1" 10° MACS-gereinigte T-Zellen aus DO11.10-M&usen in Gegenwart von
5 10* Bab/c-PEC und titrieten Mengen (5 10'®0) verschiedener Hsp60-
exprimierender oder Hsp60-negativer Zelllinien mit OVA-Peptid (1 ng/ml bzw. 0.1
ng/ml) antigenabhéngig stimuliert. Alternativ wurden die T-Zellen auch durch Einsatz
von anti-CD3-Antikorper (1452C11; BNI) in einer Konzentration von 0.3 ng/ml bzw.
0.1 nmg/ml aktiviert.

Fur die Untersuchung der Funktion verschiedener Zytokine wurden daneben PEC aus
Balb/c-IL-12p40-Knockout-Mausen (Magram et al., 1996) verwendet, oder die
Zytokinfunktionen durch neutralisierende Antikorper im Testsystem inhibiert (anti-IL-
12p40/p70, 2 mg/ml, anti-IL-6, 2 ng/ml, anti-TNFa, 2 ng/ml (Becton Dickinson); anti-
IFNa, 10 ng/ml, anti-IFNDb, 3.38 U/ml (R&D Systems)).

Um die Funktion des TLR4-Rezeptors und des MyD88-Signalweges bei der Hsp60-
vermittelten Kostimulation zu untersuchen, wurden PEC- und T-Zellen aus C3HHeN-
Wildtyp- und C3HHeJ-Mausen, die keinen funktionellen TLR4-Rezeptor exprimieren,
oder  Milzzellen aus diesen Tieren sowie C3HHeN-MyD88-Knockout-Mausen
(MyD88™) verwendet. Sie wurden wie oben beschrieben in Gegenwart von Hsp60-
exprimierenden und Hsp60-negativen Zelllinien mit anti-CD3-Antikorper stimuliert.
Die stets mitgefuhrten Kontrollstimulationen enthielten stait Hsp60-positiver oder
-negativer Zelllinien 1 mg/ml LPS.

Alle in vitro-Stimul ationsexperimente wurden in Zellkulturplatten mit 96 Vertiefungen
in einem Volumen von insgesamt 200 m RPMI/10%FCS durchgefuhrt. Nach
vierundzwanzig und achtundvierzig Stunden Kultur bel 37°C wurden die
Kulturibersténde entnommen und die sezernierten Zytokine mit Hilfe spezifischer
ELISA quantifiziert.

2242 ELISPOT-Test

Bem ELISPOT-Test werden Zellen in speziellen Antikorper-beschichteten
Kulturplatten kultiviert und stimuliert. Von den Zellen produzierte Zytokine werden
durch den in der Platte fixierten Antikorper gebunden. Freie Zytokine und Zellen
werden anschlief3end durch Waschen der Platte eliminiert und gebundene Zytokine mit
einem spezifischen Enzym-konjugierten Sekundarantikoérper oder als ,,Sandwich*-
ELISPOT mit Biotin-konjugiertem Sekundarantikérper und Enzym-konjugiertem
Streptavidin analog dem ELISA detektiert. Da die Konzentration des gebundenen
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Zytokins in unmittelbarer N&he ihrer zelluléren Produzenten am héchsten ist, werden
auf diese Weise einzelne aktivierte Zytokin-exprimierende Zellen bzw. Zellklone als
runde Flecken, sogenannte ,, spots’, sichtbar und kénnen ausgezéhlt werden.

Fur den IFNg-spezifischen ELISPOT-Test wurden die ELISPOT-Kulturplatten zun&chst
mit 200 m PBS gespult und anschliefiend mit 100 m anti-IFNg (Becton Dickinson) in
ELISA-Coating-Puffer (5 ng/ml) Uber Nacht bei 4°C beschichtet. Die Platten wurden
anschlieffend mit 200 m PBS/ 1%BSA zwei Stunden bei Raumtemperatur geblockt und
zweimal mit 200 m PBS gewaschen. Darauf wurden 1° 10° Milzzellen immunisierter
Mause (siehe 2.2.5.1) mit 2" 10* bestrahlten X63-Zellen vierundzwanzig Stunden
erschitterungsfrei bei 37°C in den beschichteten ELISPOT-Platten koinkubiert. Alle
weiteren Schritte kdnnen unsteril erfolgen. Die Platten wurden dreimal mit 200 ml PBS
gewaschen und darauf 100 mi Biotin-gekoppelter anti-IFNg-Antikorper (Becton
Dickinson) 1 ng/ml in PBS0.1% BSA) fur zwei Stunden bel 37°C zugesetzt. Die
Platten wurden erneut dreimal mit 200 ni PBS gewaschen und 100 m Streptavidin-HRP
(Becton Dickinson) 1:200 in PBS/0.1% BSA fir eine Stunde bei 37°C zugegeben. Die
Platten wurden abschlief3end dreimal mit 200 ml PBS gewaschen und 100 m ELISPOT-
Substratlosung zugesetzt. Diese enthdlt neben H;O, und NiCl das Substrat
Diaminobenzidin (DAB). Das rotlich-braune Produkt dieses Substrates geht nach der
enzymatischen Umsetzung nicht in Losung, sondern bleibt im reaktiven Zentrum der
Peroxidase gebunden. Nach Erreichen einer sichtbaren Féarbung wurden die Platten
grandlich in H,O gespiilt. Hierdurch wird auch die enzymatische Reaktion gestoppt. Die
Platten wurden abschlief3end getrocknet und die Spots im ELISPOT-Reader (Lambda E,
Biosys GmbH) ausgezéhit.

225 Tierversuche

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Tierversuche wurden nach 88 des
Tierschutzgesetzes genehmigt (Tierversuchsnummer 77/04).

2.25.1 Immunisierung von Mausen mit bestrahlten Tumor zellen

Zur Immunisierung von Balb/c-Méausen mit Hsp60-positiven und Hsp60-negativen
X63-Tumorzellen wurden 2° 10” Zellen in 400 nl PBS in das Peritoneum der Tiere
injiziert. Die Zellen wurden zuvor bestrahlt (4500 Rad), zweimal in 15 ml FCS-freiem
RPMI-Medium und dreimal in 15 ml PBS gewaschen, um ene FCSHree
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Zellsuspension zu erhalten. Kontrolltiere wurden entsprechend intraperitoneal mit PBS
allein immunisiert. Die Immunisierung wurde nach sieben Tagen wiederholt. Eine
Woche nach der zweiten Immunisierung wurden die Milzzellen der Tiere prépariert und
in vitro in Gegenwart bestrahlter (4500 Rad) parentaler X63-Tumorzellen oder Balb/c-
Milzzellen inkubiert. Die Anzahl IFNg-produzierender Zellen wurde im ELISPOT-Test
(siehe 2.2.4.2) ermittelt. Hierfir wurden 1° 10° Milzzellen der immunisierten Tiere mit
2 10" bestrahlten X63-Zellen beziehungsweise 1" 10° bestrahlten Balb/c-Milzzellen
vierundzwanzig Stunden inkubiert. AufRerdem wurden die Zytokine IFNg und IL-2 im
Kulturiberstand mit Hilfe des ELISA (siehe 2.2.25) quantifiziert. Fur diese
Untersuchungen wurden 2° 10° Milzzellen immunisierter Tiere mit 2 10° bestrahlten
X63-Zellen beziehungsweise 17 10° bestrahlten Balb/c-Milzzellen achtundvierzig

Stunden kokultiviert.

2.2.5.2 Wachstum Hsp60-positiver und -negativer X63-Tumoren in vivo

Fur die Beobachtung des Wachstums Hsp60-positiver und -negativer X63-Tumorzellen
in vivo wurden 1" 10" beziehungsweise 1 10° Tumorzellen in 100 m PBS in die
Schwanzvene von Balb/c-Mausen injiziert. Die Zellen wurden dafir wie unter 2.2.5.1
beschrieben zuvor grindlich in FCS-frelem Medium und PBS gewaschen. Fir die
Beurteilung des Gesundheitszustandes der Tiere, der taglich begutachtet wurde, wurden
die drei folgenden Kriterien definiert: 1. abnorm dicker Bauch, 2. struppiges glanzloses
Fell, 3. erhebliche Einschrankungen der Bewegungsfahigkeit/L 8hmungserscheinungen.
Sobald die Tiere diese drei Kriterien erflllten, wurden sie gettet und gedffnet.
Tumorgewebe wurde aus den Mé&usen prapariert und die Tumorzellen fir die spéatere
durchflusszytometrische Anayse hinsichtlich der Hsp60-Expression in vitro in G418-
haltigem Medium rekultiviert.
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3 Ergebnisse

3.1  Uberblick

Mit den im Ergebnisteil beschriebenen Experimenten wurde das immunstimulatorische
Potential des 60 kDa-Hitzeschockproteins Hsp60 untersucht. Dabei wurde die
potentielle Funktion dieses Proteins als endogenes Gefahrensignal sowie dieser
Aktivitdt zugrundeliegende Mechanismen in in vitro-Testsystemen anaysiert.
Schliefdich wurde ebenfalls Uberprift, ob Hsp60 auch in vivo eine Immunantwort
induzieren kann und eine adjuvante Wirkung bei der Tumorimmunitét besitzt.

Der Ergebnisteil dieser Arbeit ist in vier Abschnitte gegliedert. Tell | beschreibt die
Konstruktion verschiedener eukaryontischer Expressionsvektoren sowie die Expression
des Hsp60-Proteins als sezerniertes Immunglobulin-Fusionsmolekil und  als
membranverankertes Protein auf der Oberflache verschiedener Zelllinien. Abschnitt
zwel und drei befassen sich mit der Analyse der immunstimulatorischen Kapazitdt des
eukaryontisch exprimierten Hsp60-Proteins und der dieser Aktivitét zugrundeliegenden
Mechanismen in in vitro-Testsystemen. Im vierten Abschnitt schliefflich wird die
adjuvante Wirkung von auf der Oberfl&che muriner Tumorzellen exprimiertem Hsp60
in vivo beschrieben.

3.2 Telll: Vektorkonstruktion und Expression von murinem Hsp60

in eukaryontischen Zellen

3.21 Konstruktion eukaryontischer Hsp60-Expressionsvektoren

Um das Hsp60-Protein in eukaryontischen Zelllinien zu exprimieren, wurden
verschiedene  Expressionsvektoren  hergestellt, die die Expresson as
membrangebundenes Molekil (mHsp60) oder als sekretiertes 1g-Fusionsmolekdl
(Hsp60-1g) erlauben. Abbildung 3.1 gibt einen Uberblick Uber die verschiedenen
Expressionsvektoren, deren Konstruktion in den folgenden Abschnitten naher

beschrieben wird.
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) membranverankertes Hsp60

pDisplay-mHsp60 s~ IR S T T >

PFM92-mHsp60 s~ ERTIITT T S
PEF-BOS-mHsp60 s EEge e T S T

(® sezerniertes Hsp60-lg-Fusionsprotein

PCDNA1.1-Hsp60-lg s Irer T I T ey

Abb. 3.1 Ubersicht iber die hergestellten Expressionsvektoren

A) Fir die Expresson des membranverankerten Hsp60-Proteins wurden drei
verschiedene eukaryontische Expressionsvektoren verwendet, die sich hinsichtlich
ihres Promotors unterscheiden. Der pDisplay-Vektor verfligt Gber den humanen
CMV-Promotor (hCMV), der Vektor pFM92 Uber den humanen b-Actin- und der
pPEF-BOS-Vektor Uber den humanen Elongationsfaktor 1 a-Promotor (hEF1a). Alle
drei Vektoren enthalten die murine cDNA, die fur das reife Hgp60-Protein kodiert.
Sie wird von zwei Modellepitopen, dem Hamagglutinin-Epitop (HA) und dem myc-
Epitop, flankiert. Zudem erhdt das kodierte Protein C-termina die
Transmembrandoméne des PDGF-Rezeptors (PDGFR TM) und eine N-terminale

Signalsequenz (Igk Leader), die das Protein in den sekretorischen Proteinsynthese-
und -transportweg einschleust.

B) Fur die Expression eines l6slichen Hsp60-1g-Fusionsmolekiils wurde der Vektor
pcDNAL1.1/Amp verwendet. In diesem Vektor wurde die Hsp60-cDNA mit der fur
die konstante Region des humanen 1gG1 kodierenden genomischen DNA fusioniert
(hlgG1 Fc Fragment). Das Fusionsmolekil enthdlt zudem ebenfalls ein N-terminales
HA-Epitop sowie die Igk-Signalsequenz. In diesem Vektor wird die Expression des
Proteins durch den humanen CMV-Promotor (hCMV) kontrolliert.

3.2.1.1 Konstruktion von Vektoren zur Expression von membranstandigem
Hsp60: pDisplay-mHsp60, pFM 92-mHsp60 und pEF-BOS-mHsp60

Als Basis fur die Klonierung der murinen Hsp60-cDNA in eukaryontische
Expressionsvektoren diente der Vektor pCR2.1/Hsp60-@, der im Rahmen meiner
Diplomarbeit (Osterloh A., 2001) am Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin
hergestellt wurde.

Die Hsp60-cDNA wurde zunéchst in den Vektor pDisplay kloniert und hierfr mit den
Primern Bgl Il-sense und Sal |-antisense, die 5° der kodierenden Sequenz eine Bgl |1-
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Schnittstelle und 3" eine Sal 1-Schnittstelle einfiihren, von demV ektor pCR2.1/Hsp60-@®
amplifiziert. AuBerdem wurde hierbel das ATG-Start- und TAA-Stop-Codon der
Hsp60-cDNA eliminiert. Das PCR-Amplifikat (1654 bp, Abb. 3.2-A) wurde mit Bgl 11
und Sal | verdaut, in den entsprechend geschnittenen Vektor pDisplay ligiert und in E.
coli transformiert. Positive Kolonien weisen in der PCR-Analyse ein Fragment von etwa
800 bp auf (Abb. 3.2-B). Plasmidpréparationen positiver Bakterien wurden
Kontrollverdaus mit Bgl 1 und Sal | unterzogen, wobei das Hsp60-cDNA-Fragment von
erwartungsgemal3er Grofde (1650 bp) herausgeschnitten werden konnte (Abb. 3.2-C).
Die erhaltenen Plasmide wurden anschlief3end sequenziert und schlieffdlich der Vektor
pDisplay-mHsp60-® erhalten, der die korrekte Hsp60-cDNA-Sequenz enthielt.

< 5300 bp

<1654 bp < 800 bp

< 1650 bp

Abb. 3.2 Klonierung der Hsp60-cDNA in den Vektor pDisplay

A) Die Hsp60-cDNA wurde mit den Primern Bgl I1-sense und Sal I-antisense von
dem Vektor pCR2.1/Hsp60-@ amplifiziert und dabei eine 5°-Bgl 1l und 3 -Sal |-
Schnittstelle eingefiihrt sowie das ATG-Start- und TAA-Stop-Codon eliminiert. Das
1%ige TAE-Gel zeigt das PCR-Amplifikat (Spur 2), das eine Grofe von 1654 bp
besitzt. Spur 1: 1kB-DNA-Marker.

B) Positiv transformierte Bakterien wurden mit Hilfe der Primer pDisplay-Forward
und Hsp60-mas durch PCR ermittelt. Das 1%ige TBE-Gel zeigt zwei positive
Kolonien (Spuren 2 und 5), die durch ein PCR-Amplifikat von etwa 800 bp
gekennzeichnet sind. Die Spuren 3, 4 und 6 représentieren negative Kolonien, die
nicht Uber den pDisplay-mHsp60-Vektor verfiigen. Spur 1: 1 kb-DNA-Marker

C) Plasmidprégparationen positiv getesteter Bakterienkolonien wurden einem
Kontrollverdau mit den Enzymen Bgl 1l und Sal | unterzogen. Das 1%ige TBE-Gel
zeigt die Auftrennung der Restriktionsprodukte von pDisplay-Vektor ohne Hsp60-
Insert (Spur 2) und zwei pDisplay-mHsp60-Vektoren (Spuren 3 und 4). Der
linearisierte Vektor besitzt eine Gréfze von 5300 bp. Aus den pDisplay-mHsp60-
Praparationen kann das Hsp60-Fragment mit einer erwartungsgemali3en Grofe von
1650 bp herausgeschnitten werden. Spur 1. 1 kb-DNA-Marker.
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Um das Hsp60-Protein auch unter der Kontrolle anderer, moglicherweise besser
geeigneter, Promotoren exprimieren zu konnen, wurden ausgehend von pDisplay-
mHsp60-® weitere Klonierungsschritte unternommen und so die Vektoren pFM92-
mHsp60 (b-Actin-Promotor) und pEF-BOS-mHsp60 (EF1a-Promotor) konstruiert.

Fur die Klonierung in den pEF-BOS-Vektor wurde die Hsp60-cDNA inklusive der 1gk-
Signalsequenz und der PDGFR-Transmembranregion sowie der beiden flankierenden
Epitope HA und myc von dem Vektor pDisplay-mHsp60-® mit den Primern pDisp-Xba
I-sense und pDisp-Xba |-antisense amplifiziert, die sowohl 5™ als auch 3" eine Xba I-
Schnittstelle einfihren. Das Xba |-verdaute PCR-Produkt wurde anschlief3end in den
mit Xba | linearisierten pEF-BOS-V ektor ligiert.

Fur die Konstruktion des pFM 92-mHsp60-V ektors wurde das entsprechende Konstrukt
mit den Primern pDisp-Hind Ill-sense und pDisp-Xba |-antisense von dem Vektor
pDisplay-mHsp60-® amplifiziert. Diese Primer fuhren 5° eine Hind I11- und 3" eine
Xba I-Schnittstelle ein. Das Hind 111 / Xba I-verdaute PCR-Produkt wurde anschlief3end
in den ebenfalls mit diesen Enzymen geschnittenen Vektor ligiert.
Plasmidminipréparationen transformierter Bakterien, die in der PCR-Analyse positiv
waren, wurden einem Kontrollverdau mit Xba | (pEF-BOS-mHsp60) beziehungsweise
Hind [l und Xho | (pFM92-mHsp60) unterzogen (Abb. 3.3). Der Xba I-Verdau der
PEF-BOS-mHsp60-V ektoren weist ein Fragment von 2110 bp auf, welches die Hsp60-
cDNA mit der Igk-Signalsequenz und der PDGFR-Transmembranregion reprasentiert,
sowie das Vektorriickgrat von 5700 bp. Der Verdau des leeren Vektors zeigt neben dem
Vektorgeriist ein Fragment von etwa 750 bp, welches der Stufferregion entspricht (Abb.
3.3-A).

In dem Vektor pFM 92-mHsp60 schneidet das Enzym Hind 111 5™ der 1gk-Signal sequenz
und Xho | einmal im 5-Bereich der Hsp60-cDNA und ein zweites Ma 3" der
Transmembranregion innerhalb der Vektorsequenz. Der Verdau mit diesen Enzymen
weist deshalb neben dem Vektorgerist mit 10000 bp Fragmente von 1812 bp,
entsprechend der Hsp60-cDNA mit dem PDGFR-Transmembranteil, und 212 bp auf,
welches den Abschnitt représentiert, der die | gk-Signalsequenz beinhaltet (Abb. 3.3-B).
Die erhatenen pEF-BOS- und pFM92-mHsp60-Vektoren wurden anschlief3end
sequenziert und die Vektoren pEF-BOS-mHsp60-® und pFM 92-mHsp60-® erhalten.
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! <2110 bp

("8 < 1812 bp

<« 750 bp

< 212 bp

Abb. 3.3 Kontrollverdaus der Vektoren pEF-BOS-mHsp60 und pFM 92-mH sp60

A) Das 1%ige TBE-Gel zeigt den Verdau von zwel pEF-BOS-mHsp60-
Plasmidprdparationen (Spuren 1 und 2) sowie dem pEF-BOS-Vektor ohne Hsp60-
Insert (Spur 3) mit dem Enzym Xba |. Das Vektorriickgrat besitzt eine Grof3e von
5700 bp. Der Verdau des pEF-BOS-Vektors mit Xba | weist zudem die etwa 750 bp-
Stufferregion auf, wahrend aus den pEF-BOS-mHsp60-Vektoren die Hsp60-cDNA
mit der angrenzenden Igk-Signalsequenz und PDGFR-Transmembranregion

herausgeschnitten wird. Sie besitzt eine Grofe von 2110 bp. Spur 4: 1 kb-DNA-
Marker

B) pFM92- und pFM92-mHsp60-Plasmidpraparationen wurden zur Kontrolle mit
Hind 111 und Xho | verdaut. Das mit Hind I11 und Xho | linearisierte Vektorgertist des
pFM92-Vektors besitzt eine GrofRe von etwa 10000 bp (Spur 2). Der Verdau des
pFM92-mHsp60-Vektors (Spur 3) mit diesen Enzymen weist darlber hinaus
Fragmente von 1812 bp und 212 bp auf. Diese entsprechen der Hsp60-cDNA mit
dem angrenzenden PDGFR-Transmembranbereich (1812 bp) und einem Fragment,

das die Igk-Signal sequenz beinhaltet (212 bp). Spur 1: 1 kb-DNA-Marker

3.21.2 Konstruktion eines Expressionsvektors zur Produktion von Hsp60-1g-
Fusionsprotein: pcDNA1.1-Hsp60-1g

Neben dem membranstandig exprimierten Hsp60-Protein  wurde auch ein
Expressionsvektor zur Produktion eines sezernierten [6slichen Hsp60-Proteins
hergestellt. Um die Stabilitét des exprimierten Proteins zu erhdhen, wurde das Hsp60-
Molekll hierbei mit der konstanten Region (Fc) des humanen IgG1-Immunglobulins
fusioniert.

Fur die Klonierung des Fusionsmolekiils wurde die Hsp60-cDNA inklusive der 1gk-
Leadersequenz von dem Vektor pDisplay-mHsp60-® mit den Primern pDisp-Hind 111-
sense und pDisp-BamH I-antisense, die 5 eine Hind IlI- und 3" eine BamH |-
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Schnittstelle einfuhren, amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde in den Vektor pCR2.1
zwischenligiert, aus diesem mit Hind 111 und BamH 1 isoliert und in den entsprechend
geschnittenen Vektor pcDNAL1.L/JAmp kloniert. So wurde der Vektor pcDNA1.1-Hsp60
erhalten. Die fur das Fc-Fragment des humanen IgG1 kodierende genomische DNA,
bestehend aus Exons und Introns, wurde aus dem Vektor pcDNA1.1-hCD83-Ig
(Cramer, 2001) mit den Enzymen BamH | und Eag | herausgeschnitten und in den mit
den Restriktionsenzymen BamH | und Not | verdauten Vektor pcDNA1.1-Hsp60 ligiert.
Das Flussdiagramm in Abbildung 3.4 gibt einen Uberblick Uber die beschriebenen
Klonierungsvorgange.

pDisplay-mHsp60

pDisp-Hind lll-s-sense

FE hCMV 3 igiciieaden BHAN M HSpEOR el | RDGRRN ot Y

BamH I-antisense PcDNA1.1-hCD83-lg
P(ER
Hind Il Klonierung i BamH | BamH | Eagl
in pCR2.1 l l
[ g Leader | e Hep60 | 5' 3
. H i
i
| Notl
pcDNA1.1-Hsp60 i (

|
I hCMV  Zilgicilieaden MRIAN S HSpB0 s Sk

l

pcDNA1.1-Hsp60-Ig

higG Fc fragment 3

Abb. 3.4 Klonierungsstrategie zur Konstruktion desVektors pcDNA1.1-Hsp60-Ig

Die Hsp60-cDNA wurde inklusive der 5°-Igk-Signalsequenz mit den Primern pDisp-
Hind Ill-sense und pDisp-BamH I-antisense von dem Vektor pDisplay-mHsp60-®
amplifiziert. Das PCR-Amplifikat wurde in den Vektor pCR2.1 zwischenligiert, mit
Hind 111 und BamH | aus diesem ausgeschnitten und in den entsprechend geschnittenen
Vektor pcDNAL.LAmp ligiert. Auf diese Weise wurde der Vektor pcDNA1.1-Hsp60
erhaten. Das Fc-Fragment des humanen 1gG1l wurde aus dem Vektor pcDNAL.1-
hCD83-Ig mit den Enzymen BamH | und Eag | ausgeschnitten, in den BamH | / Not |-
verdauten Vektor pcDNAL1.1-Hsp60 ligiert und so schliefdlich der Vektor pcDNAL.1-
Hsp60-1g erhalten.

Abbildung 3.5 zeigt einen Kontrollverdau des Vektors pcDNA1.1-Hsp60-Ig mit den
Enzymen Hind 111 und Xho | (Abb. 3.5-A). Das Enzym Hind |1l schneidet einmal 5™ der
|gk-Signalsequenz und ein zweites Ma im 5-Bereich innerhalb des Ig-Teils. Xho |
besitzt eine Schnittstelle im 5"-Bereich der Hsp60-cDNA und eine zweite Schnittstelle
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3" des Ig-Abschnittes innerhalb der Vektorsequenz, wie in Abbildung 3.5-B
schematisch dargestellt ist. Dabei ergeben sich neben dem Vektorgerist von etwa
4000 bp drei Fragmente der Gréfen 1635 bp, 1272 bp und 164 bp, die sich auch im
Kontrollverdau des pcDNA1.1-Hsp60-1g-Vektors wiederfinden (Abb. 3.5-A). Der
Vektor pcDNA1.1-Hsp60-1g wurde anschlieffend ebenfalls durch Sequenzierung
Uberpruft.

A
< 1635 bp
< 1272 bp
< 164 bp
B Hind Il Xho | Hind Il Xho |
l 164 bp l 1635 bp l 1272 bp l
~Jige-Leader|{ | Hsp60 H hlgG1-Fc —
HA

Abb. 3.5 Kontrollverdau des Vektors pcDNA1.1-Hsp60-Ig

A) In einem 1%igen TBE-Gd ist der Kontrollverdau des pcDNAZ1.1-Hsp60-1g-
Vektors mit den Enzymen Hind Il und Xho I, der in B) schematisch gezeigt i<t,
dargestellt (Spur 1). Er weist die erwarteten Fragmentgrofien von 1635, 1272 und
164 bp auf. Spur 2: 1 kb-DNA-Marker.

3.22 Expression des Hsp60-Proteinsin eukaryontischen Zdllinien

3.2.2.1 Transente Expression von membranstdndigem Hsp60 auf der Oberflache
von COS1-Zédlen

Das membranstandige Hsp60-Protein (mHsp60) wurde zunéchst transient in COS1-
Zellen exprimiert. Die Zellen wurden hierfir mit den Vektoren pDisplay-mHsp60,
pFM 92-mHsp60 oder pEF-BOS-mHsp60 sowie zur Kontrolle mit den Vektoren pFM 92
oder pEF-BOS ohne Hsp60-Insert transfiziert. Die Oberflachenexpression des Hsp60-
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Proteins wurde am darauf folgenden Tag durch Farbung mit spezifischen Antikorpern
gegen das Hsp60-Protein oder eines der beiden flankierenden Epitope (HA, myc) im
Durchflusszytometer (FACS) analysiert. Abbildung 3.6 zeigt, dass das Hsp60-Protein
auf der Zelloberflache sowohl durch den anti-Hsp60- als auch durch den anti-myc-
Antikorper vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion in mHsp60-transfizierten
Zellen detektierbar war. Dabei waren zwischen 15% und 40% Hsp60-positive Zellen
nachweisbar. Ahnliche Resultate wurden auch mit dem Vektor pDisplay-mHsp60

erhalten (Daten nicht gezeigt), der alerdings eine geringere Transfektionseffizienz

aufwies.
pFM92 pFM92-mHsp60 pEF-BOS-mHsp60
A ®
. 27.51
o o
> )
g =
= 4
A
3
=3
(7]
I

Abb. 3.6 Durchflusszytometrische Analyse einer COSI1-Transfektion mit den
Vektoren pFM 92, pFM 92-mHsp60 und pEF-BOS-mHsp60

COS1-Zélen wurden mit den Vektoren pFM92, pFM92-mHsp60 und pEF-BOS-
mHsp60 mit Fugene6-Reagenz transfiziert und nach 24h mit anti-myc (9E10)- (oben)
beziehungsweise anti-Hsp60-Antikorper (SPA806) (unten) extrazelluldr geféarbt (y-
Achse). Die x-Achse zeigt die Eigenfluoreszenz der Zellen. Die Zahlen geben den
Anteil positiver Zellen in Prozent an.

Die Expression des rekombinanten membrangebundenen Hsp60-Proteins wurde dartber
hinaus auch durch Western-Blot von Lysaten transfizierter Zellen kontrolliert.
Abbildung 3.7 zeigt eine COS1-Transfektion mit den Vektoren pFM92 und pFM92-
mHsp60 in einer Hsp60-spezifischen FACS-Farbung sowie im Hsp60-spezifischen
Western-Blot.
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Abb. 3.7 FACS-Farbung und Wester n-Blot mHsp60-transfizierter COS1-Zellen

A) Die Abbildung zeigt die durchflusszytometrische Analyse Hsp60-spezifisch
geférbter COS1-Zellen 48h nach der Transfektion mit den Vektoren pFM92 (links)
und pFM92-mHsp60 (Mitte). Die Zahlen geben den Anteil positiver Zellen in Prozent
an. Rechts ist eine Histogrammdarstellung dieser Farbung gezeigt, in der die
Verschiebung der Fluoreszenzintensitdt (X-Achse) pFM92-mHsp60-transfizierter
Zellen (schwarze Linie) gegeniber pFM92-transfizierten Hsp60-negativen Zellen
(grau geflllter Bereich) dargestellt ist.

B) Lysate der pFM92- (Spur 1) und pFM92-mHsp60-transfizierten COS1-Zellen
(Spur 2) wurden in einem 10%igen SDS-Gel aufgetrennt und im Semi-Dry-
Blotverfahren auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Hsp60 wurde mit dem
spezifischen monoklonalen anti-Hsp60-Antikorper (SPA806) detektiert.

Im Western-Blot von Zelllysaten mHsp60-positiver wie auch -negativer COS1-Zellen
detektierte der anti-Hsp60-Antikorper ein Protein von 68 kDa. Hierbei handelt es sich
wahrscheinlich um das endogene mitochondriale Hsp60-Protein. Es besitzt als unreifes
Protein inklusive seiner mitochondrialen Importsignalsequenz eine Lénge von 575
Aminosauren, nach Abspaltung des Signalpeptids eine Lénge von 544 Aminosauren,
und lauft im Gel mit einem etwas hoheren Molekulargewicht as aus seiner Lange
geschatzt werden kann (58 beziehungsweise 55 kDa). Ausschliefdlich in Lysaten
mHsp60-exprimierender Zellen detektierte der Hsp60-spezifische Antikdrper dartber
hinaus eine zusdtzliche Proteinbande von etwa 84 kDa Diese reprasentiert
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wahrscheinlich das monomere rekombinante mHsp60-Molekil. Es besitzt als unreifes
Protein mit seiner sekretorischen Signalsequenz eine Lénge von 630 Aminosauren, als
reifes Protein nach Abspaltung des Signal peptids eine Lange von 609 Aminosauren, und
lauft damit im Gel, wie auch das endogene Hsp60, mit etwas hdoherem
Molekulargewicht, als aus seiner Lange abgeschétzt werden kann (etwa 63 kDa
beziehungsweise 60 kDa).

3.2.2.2 Stabile Expression von membranstandigem Hsp60 auf der Oberflache von

murinen X63-Tumor zellen

Da es sich bei COS1-Zellen nicht um murine Zellen handelt, sind mit ihnen keine in
vivo-Experimente im Mausmodell mdglich. Deshalb sollte versucht werden, eine
murine Zelllinie zu etablieren, die das membrangebundene Hsp60-Protein stabil auf
ihrer Zelloberflache exprimiert. Die stabile Transfektion verschiedener muriner
Zéllinien, darunter T-Zelllinien (RMA, EL-4, 58a’b), Meanom- (B16) und
Fibroblastenzelllinien (RT23HD6), erwies sich als sehr schwierig. Haufig wurden
zunéchst positive Zellklone gefunden, die aber schliefflich die Expression des Proteins
wieder herunterregulierten.

Positive Zdlllinien, die das membrangebundene Hsp60-Protein stabil auf der Oberfléche
exprimierten, konnten ausschlieffdlich durch Transfektion der B-Zelllymphomlinie X63
erzeugt werden. Hierfir wurde der Vektor pFM92-mHsp60 verwendet. Auf3erdem
wurden Hsp60-negative X63-Kontrollzelllinien durch Transfektion mit dem pFM92-
Vektor ohne Hsp60-Insert hergestellt.

Transfizierte Zelllinien wurden mit Hilfe der Bindung von Hsp60- beziehungsweise
myc-spezifischen Antikorpern durchflusszytometrisch untersucht. Abbildung 3.8-A
zeigt eine exemplarische Farbung der Linie X63-mHsp60#18 mit diesen Antikdrpern im
Vergleich mit einer X63-Linie, die mit dem Vektor pFM92 ohne Hsp60-Insert
transfiziert wurde. Auf der Oberflache von X63-mHsp60#18-Zellen konnte mit beiden
Antikorpern das rekombinante mHsp60-Molekul auf der Oberflache von etwa 70% der
Zellen detektiert werden. 30% der Zellen waren jedoch Hsp60-negativ. Um zu
verhindern, dass mHsp60-exprimierende von Hsp60-negativen Zellen Gberwachsen und
verdrangt werden, wurde deshalb eine Subklonierung durchgefihrt. Auf diese Weise
wurden drei Zellklone erhalten (X63-mHsp60#4, X63-mHsp60#12, X63-mHsp60#17),
deren Farbung mit anti-Hsp60-Antikdrper in Abbildung 3.8-B gezeigt ist. Im Gegensatz
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zu der in Abbildung 3.8-A gezeigten Mischpopulation exprimierten ale Zellen dieser
Subklone das membrangebundene Hsp60-Protein auf der Zelloberflache.

A s 8 X63-mHsp60#18
2 £
100 10! 102 10® 10t 1_00 10 102 108 10?
myc - Hsp60
B T xesmHspeosa "]  x63-mHsp60#12 “]  X63-mHsp60#17
g = £
1-00 100 102 108 10f 1-00 10! 102 108 10t 1-00 10! 102 108 10t
Hsp60 -

Abb. 3.8 Expression von membranstéandigem Hsp60 auf der Zeloberflache
stabil transfizierter X63-Tumor zellen

A) Die Abbildung zeigt eine Histogrammdarstellung der Farbung einer mit dem
Vektor pFM92-mHsp60 transfizierten X63-Zelllinie (schwarze Linie, X63-
mHsp60#18) im Vergleich zu einem X63-Zellklon, der mit dem Vektor pFM92 ohne
Hsp60-Insert transfiziert wurde (grau geflllter Bereich), mit anti-myc (9E10)- (links)
und anti-Hsp60-Antikdrper (SPA806) (rechts).

B) Abgebildet ist die Histogrammdarstellung der durchflusszytometrischen Analyse
von drei pFM92-mHsp60-transfizierten  Zellklonen  (X63-mHsp60#4, X63-
mMHsp60#12, X63-mHsp60#17) nach der Subklonierung der oben gezeigten Linie
X63-mHsp60#18. Die mHsp60-exprimierenden Zellklone (schwarze Linie) und
pFM92-transfizierten Kontrollzellen (grau gefillter Bereich) wurden mit anti-Hsp60-
Antikorper (SPA806) gefarbt. x-Achse: Fluoreszenzintensitét, y-Achse: Zellzahl

Als weitere Kontrolle wurde das Hsp60-Protein auf der Oberflache transfizierter X63-
Zellen auch im Zytospin detektiert. Abbildung 3.9 zeigt Zytospinfarbungen von Hsp60-
negativen X63-Kontrollzellen, die mit dem Vektor pFM92 ohne Hsp60-Insert
transfiziert wurden, und exemplarisch von dem Klon X63-mHsp60#12. Die Zellen
wurden mit Hsp60-spezifischem Antikorper und dem DNA-Farbstoff DAPI gefarbt.

Auf der Zelloberflache pFM92-transfizierter X63-Zellen war erwartungsgemald kein
Hsp60 nachweisbar. Das rekombinante mHsp60-Protein war jedoch auf der Oberfléche
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des pFM 92-mHsp60-transfizierten Zellklons X63-mHsp60#12 im Zytospin detektierbar
und lag in der Membran dieser Zellen in grofl3en Aggregaten vor.

DAPI Hsp60 Overlay
C

Abb. 3.9 Zytospin Hsp60-spezifisch geférbter transfizierter X63-Zellen

Die Zelen wurden zundchst wie fir die durchflusszytometrische Analyse
extrazelluldr Hsp60-spezifisch gefarbt (SPA806) (grin), anschlieffend auf einen
Objekttrager zentrifugiert und der Zellkern mit DAPI (blau) gegengeférbt.

A-C) pFM92-transfizierte Hgp60-negative X63-Zellen, D-F) X63-mHsp60#12.
Dargestellt ist jeweils die Zellkernfarbung (links), die Hsp60-Farbung (Mitte) und
eine Uberlagerung beider Farbungen (rechts).

3.2.2.3 Transente Expression von Hsp60-I1g-Fusionsprotein in COS1-Zellen

Neben der Expression des membranstandigen Hsp60-Proteins sollte auch ein 16sliches
Hsp60-Protein hergestellt werden, das in den Kulturiberstand freigesetzt wird und aus
diesem angereichert werden kann. Hierfir wurde der Vektor pcDNA1.1-Hsp60-1g
hergestellt, der in COS1-Zellen zur Expression gebracht wurde. Abbildung 3.10-A zeigt
die durchflusszytometrische Analyse einer intrazelluldren Hsp60-Farbung von COS1-
Zellen nach Transfektion mit den Vektoren pcDNA1.1 ohne Hsp60-Insert und
pcDNA1.1-Hsp60-1g. Das Protein wurde im Kulturtiberstand Hsp60-1g-transfizierter
Zellen mit einem hlgG-spezifischen ELISA (Abb. 3.10-B rechts) nachgewiesen und
durch einen Hsp60-spezifischen ELISA (Abb. 3.10-B-links) quantifiziert. 5° 10* Hsp60-
lg-transfizierte COS1-Zellen produzierten 15-20 ng/ml Hsp60-Ig innerhalb von
vierundzwanzig Stunden. Diese geringen Mengen des Fusionsproteins waren im
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Western-Blot von Kulturlberstand Hsp60-Ig-transfizierter Zellen erwartungsgemald
nicht detektierbar. Das rekombinante Protein konnte jedoch in Lysaten Hsp60-1g-
transfizierter Zellen nachgewiesen werden. Abbildung 3.10-C zeigt einen Hsp60- und
hlgG-spezifischen Western-Blot von Zelllysaten von COS1-Zellen, die entweder mit
dem Kontrollvektor pcDNA1.1 oder pcDNA1.1-Hsp60-Ig transfiziert waren.

A pcDNA1.1 pcDNA1.1-Hsp60-Ig

104

pcDNA1.1

102 108

pcDNA1.1-
Hsp60-lg

10!
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201 0.4 [ pcDNA1.1 1 2 1 2 3
Il pcDNA1.1-Hsp60-Ig
15 0.3 1 pcDNA1.1-hCD83-Ig
E 2 i - «<Hsp60-ig
S 101 a 02 90 kDa
c o -‘
we <hCD83-g
51 0.1 50 kDa
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Hsp60 hlgG Hsp60 hlgG

Abb. 3.10 Expression von Hsp60-1g-Fusionsprotein in COS1-Zellen

A) Die Abbildung zeigt eine Hsp60-spezifische intrazelluldre FACS-Farbung von
pcDNA1.1- und pcDNA1.1-Hsp60-1g-transfizierten COS1-Zellen. Dargestellt ist eine
negative Kontrollfarbung pcDNAL.1-transfizierter COS1 mit Sekundérantikorper
alein (1. Abb. von links) und anti-Hsp60 (2. Abb. von links) sowie pcDNAL.1-
Hsp60-1g-transfizierter Zellen mit anti-Hsp60 (3. Abb. von links). Die Zahlen geben
den Anteil positiver Zellen in Prozent an. Die Abbildung rechts zeigt eine
Histogrammdarstellung der Farbung. Grau geflllter Bereich: Hintergrundfarbung mit
Sekundérantikérper allein (pcDNAL1.1), dunkelgraue Linies Hsp60-Farbung
pcDNAL.1-transfizierter Zellen, schwarze Linie: Hsp60-Farbung pcDNA1.1-Hsp60-
lg-transfizierter Zellen.

B) Dargestellt ist der Nachweis des Hsp60-1g-Fusionsmolekils im Kulturiiberstand
pcDNA1.1-Hsp60-1g-transfizierter Zellen mit Hilfe eines Hsp60-spezifischen ELISA
(links) und hlgG-spezifischen ELISA (rechts). Zum Vergleich wurde Kulturiberstand
von pcDNAL1- und pcDNAL1.1-hCD83-Ig-transfizierten Zellen untersucht.
Aufgetragen ist der Mittelwert von Triplikaten.

C) Gezeigt ist ein Hsp60- und hlgG-spezifischer Western-Blot von Zelllysaten
pcDNAL.1-transfizierter COS1-Kontrollzellen (Spur 1), pcDNA1.1-Hsp60-1g- (Spur
2) und pcDNA1.1-hCD83-Ig-transfizierter COS1-Zellen (Spur 3).
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Im Hsp60- wie higG-spezifischen Western-Blot war das rekombinante Hsp60-1g-
Protein mit einer Grofe von etwa 90 kDa detektierbar. Es lauft damit, wie auch das
endogene mitochondriale Hsp60 und rekombinante membrangebundene Hsp60 (siehe
Abb. 3.7), im Gel mit etwas htherem Molekulargewicht als bel seiner Lange von 805

Aminosauren erwartet (80 kDa).

Fur Untersuchungen des immunmodul atorischen Potentials des murinen Hsp60-Proteins
und der dieser Funktion zugrundeliegenden Mechanismen, die im zweiten und dritten
Tell dieser Arbeit beschrieben werden, standen nun Zelllinien zur Verfiigung, die Hsp60
transent oder stabil als membrangebundenes Protein auf der Zelloberflache
exprimierten, oder, wenn auch in geringen Mengen, as Hsp60-1g-Fusionsmolekdl in
den Kulturiberstand frei setzten.

3.3 Tell Il: Untersuchung desimmunstimulatorischen Potentials

des Hsp60-Proteinsin in vitro-Testsystemen

3.3.1 Etablierung einesin vitro-Testsystems zur Stimulation naiver T-Zellen

Frihere Experimente haben gezeigt, dass das Hitzeschockprotein Hsp60, mutmaldlich
Uber seine Wirkung auf APZ, ahnlich wie LPS einen Einfluss auf die Aktivierung naiver
T-Zellen besitzt und die antigenabhangige IFNg-Produktion in der in vitro-Zellkultur
steigert (Breloer et a., 2001; Moré et a., 2001; Breloer et a., 2002). Diese Versuche
wurden mit rekombinantem, in Bakterien produziertem, Hsp60-Protein durchgefihrt.
Deshalb konnte letztlich nicht gekléart werden, ob die beobachteten Effekte auf
bakterielle Kontaminationen, insbesondere LPS, zurlickzufihren waren, oder das
Hsp60-Protein selbst eine intrinsische immunstimulatorische Aktivitét besitzt.

Zur Beantwortung dieser Frage wurden diein Tell | dieser Arbeit beschriebenen COS1-
und X63-Zellen, die Hsp60 as membranverankertes Protein auf der Zelloberflache
exprimieren oder as ldsliches Hsp60-1g-Fusionsmolekil in den Kulturtiberstand
abgeben, eingesetzt. Mit ihrer Hilfe sollte nun die immunstimulatorische Kapazitét des
Hsp60-Proteins im in vitro-Testsystem Uberprift und die zugrundeliegenden
M echanismen untersucht werden.
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Das verwendete in vitro-Testsystem nutzt die Spezifitdt TCR-transgener T-Zellen, die
aus DO11.10-Mausen isoliert wurden. Der transgene T-Zellrezeptor (TCR) der CD4"-T-
Zellen dieser Tiere erkennt das Peptid OV Asz3.339 des Hihnerovalbumins im Komplex
mit MHC I1-Molekiilen des Haplotyps 1-A® auf der Oberflache von APZ aus Balbic-
Méausen (Hosken et al., 1995). Als APZ wurden peritoneale Exudatzellen (peritoneal
exudate cells, PEC) aus Balb/c-Mausen verwendet. Sie bestehen zu etwa 90% aus
CD11b-positiven Makrophagen.

Fur den Test wurden aus der Milz von DO11.10-Mausen isolierte T-Zellen in vitro in
Gegenwart von transfizierten mHsp60-exprimierenden beziehungsweise Hsp60-1g-
sezernierenden COS1- oder X63-Zellen und PEC mit Peptidantigen aktiviert. Zum
Vergleich wurden COS1- oder X63-Zellen eingesetzt, die mit dem entsprechenden
Vektor ohne Hsp60-Insert transfiziert waren. Nach vierundzwanzig oder achtunadvierzig
Stunden wurde darauf das Zytokin IFNg im Kulturiiberstand mit Hilfe des ELISA
quantifiziert. Abbildung 3.11 zeigt eine schematische Darstellung des Versuchsaufbaus.

Fir Untersuchungen zum Mechanismus der immunstimulatorischen Funktion des
Hsp60-Proteins wurden ebenfalls PEC aus Balb/c-IL-12p40™-Mausen verwendet und
zur Stimulation von DO11.10-T-Zellen mit Peptidantigen eingesetzt. Bel
Kombinationen von PEC und T-Zellen aus Balb/c-1L-12p40”-Mausen wurden die T-
Zellen mit anti-CD3-Antikorper stimuliert, da Balb/c-T-Zellen nicht Uber einen
transgenen T-Zellrezeptor verfugen.

Dariiber hinaus wurden analog dem hier vorgestellten System auf3erdem Milzzellen oder
T-Zellen sowie korrespondierende PEC aus C3HHeN, C3HHeJ und C3HHeN-MyD88™-
Mausen isoliert und im Test eingesetzt. Auch die T-Zellen dieser Tiere besitzen keinen
transgenen TCR, so dass hier ebenfalls eine T-Zellaktivierung Gber das Engagement des
TCR durch anti-CD3-Antikorper initiiert wurde.
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Abb. 3.11 in vitro-Testsystem zur Stimulation naiver T-Zellen

A) DO11.10-T-Zellen produzieren in Gegenwart von Balb/c-APZ und OVA-
Peptidantigen (OVAp), das den T-Zellen im Komplex mit MHC I1-Molekilen auf der
Oberfléche der APZ présentiert wird, geringe Mengen IFNg (links). Die Zugabe von
LPS oder rekombinantem |6dlichen Hsp60-Protein flhrt zu einer Aktivierung der
APZ, die durch eine verstdrkte Expression kostimulatorischer Molekile auf der
Zelloberflache und die Freisetzung inflammatorischer Zytokine, insbesondere 1L-12,
gekennzeichnet ist. Die Aktivierung der APZ fihrt ihrerseits zu einer Steigerung der
IFNg-Produktion in T-Zellen (rechts).

Abbildungen B) und C) zeigen den Versuchsaufbau unter Verwendung verschiedener
Zdllinien, die zur Kontrolle mit dem entsprechenden Vektor ohne Hsp60-Insert
transfiziert wurden (B, C, links), Hsp60-1g-Fusionsmolekil in den Kulturiiberstand
freisetzten (B, rechts) oder membranverankertes Hsp60 auf ihrer Oberflache
exprimierten (C, rechts).

3.3.2 Hsp60 steigert die IFNg-Produktion in CD4-T-Zellen

Zunéchst wurde die Aktivierung naiver DO11.10-T-Zellen in Gegenwart von Balb/c-
PEC und Peptidantigen untersucht. Dabei wurden titrierte Mengen verschiedener stabil
transfizierter X63-Zellklone und transient transfizierter COS1-Zellen, die das
membrangebundene Hsp60 auf der Oberflache exprimierten, wie auch COS1-Zellen,
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die Hsp60-1g-Fusionsprotein in den Kulturiiberstand freisetzten, neben Hsp60-negativen
pFM 92-transfizierten COS1-Zellen beziehungsweise X 63-Zellklonen eingesetzt.
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Abb. 3.12 Hsp60 stimuliert die IFNg-Produktion in CD4"-T-Zéllen

A) 5 10" DO11.10-T-Zellen, die durch Depletion von MHC 11*-Zellen aus der Milz
aufgereinigt wurden, wurden 24h in Gegenwart von 5 10* Balb/c-PEC und den
angegebenen Mengen transfizierter COS1-Zellen (x-Achse) mit 1 ng/ml OV A-Peptid
stimuliert und IFNg im Kulturiberstand mit Hilfe eines spezifischen ELISA
guantifiziert (y-Achse). weill: pFM92-transfizierte Hsp60-negative COS1, schwarz:
pFM92-mHsp60-transfizierte COS1, grau: pEF-BOS-mHsp60-transfizierte COSL,
gestreift: pcDNA1.1-Hsp60-1g-transfizierte COS1. Die Abbildung ist reprasentativ
fir eines von drei unabhangigen Experimenten und zeigt die aus Triplikaten
gebildeten Mittelwerte sowie die Standardabweichung der Mittelwerte (standard
error of the mean, SEM).

B) 5x10* DO11.10-T-Zellen (siehe oben) wurden 24h in Gegenwart von 1 10° PEC
und titrierten Mengen (x-Achse) Hsp60-negativer X63-Zellen (X63-pFM92, weil3)
oder mHsp60-positiver X63-Zellklone (schwarz: X63-mHsp60#12; grau: X63-
mHsp60#17) mit 1 nmg/ml OVA-Peptid stimuliert und IFNg im Kulturiberstand
guantifiziert (y-Achse). Gezeigt sind die Mittelwerte und SEM von Triplikaten.
Dieses Experiment wurde zehnmal reproduziert.

Die Signifikanz der beobachteten Steigerung der IFNg-Produktion in Gegenwart von
Hsp60-exprimierenden Zellen im Vergleich mit Hsp60-negativen Zellen ist durch
Sternchen symbolisiert (* p<0.05, ** p0.005, *** p<0.0005) und wurde mit Hilfe des
Students-t-Test (unpaired, two-tailed) ermittelt.
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Die Addition Hsp60-negativer transfizierter COS1- und auch X63-Zellen in der
Testkultur fuhrte zwar konzentrationsabhéngig bereits zu einer verstarkten Sekretion
von IFNg (Abb. 3.12-A, -B; weil3e Balken), die jedoch in Gegenwart des von COS1-
Zellen sezernierten Hsp60-1g-Proteins sowie von Hsp60 auf der Zelloberflache von
COS1-Zellen oder verschiedenen X63-Zellklonen gegentber den entsprechenden
Vergleichskulturen, die dieselbe Anzahl Hsp60-negativer Kontrollzellen enthielten,
signifikant gesteigert wurde. Die Titration der Hsp60-positiven und -negativen COS1-
und X63-Zellen in der Testkultur zeigte darlber hinaus ene deutliche
Konzentrationsabhangigkeit des beobachteten Effekts. Die Steigerung der IFNg-
Produktion war abhéangig von der eingesetzten Anzahl Hsp60-exprimierender
transfizierter Zellen und somit auch von der im Testsystem enthaltenen Konzentration
an membrangebundenem Hsp60 oder Hsp60-1g-Fusionsprotein.

Um auszuschlief3en, dass klonale Variationen der transfizierten COS1- und X63-Zellen
— unabhangig von der Hsp60-Expression — die unterschiedliche Aktivierung der T-
Zellen verursachten, wurden folgende Kontrollen durchgefiihrt:

i) COS1-Zellen wurden transient mit entsprechenden Hsp60-Expressionsvektoren
transfiziert. Hsp60-negative und Hsp60-exprimierende COS1-Zellen entstammten dabei
derselben Zellkultur und wurden nur achtundvierzig Stunden nach der Transfektion
voneinander getrennt kultiviert. Es ist daher unwahrscheinlich, dass innerhalb dieser
kurzen Zeit Variationen der Linien auftraten.

i) Hsp60 wurde as sezerniertes Hsp60-1g-Fusionsprotein in COS1-Zellen exprimiert.
Auch die Addition dieser Hsp60-Ig-exprimierenden Zellen fihrte zu einer Steigerung
der IFNg-Freisetzung.

iii) Es wurden drei verschiedene mHsp60-exprimierende X63-Zellklone etabliert. Die
Addition aler mHsp60-positiven X63-Klone fuhrte zu einer Steigerung der IFNg
Produktion, wie sie in Abbildung 3.12 fur zwel der Klone gezeigt ist.

iiii) Weder Hsp60-negative noch mHsp60-positive X63-Zellklone exprimierten selbst
die fur die Prasentation des OV A-Peptidantigens notwendigen MHC 1I-Molekile des
I-A%Haplotyps. Die Steigerung der IFNg-Freisetzung kann deshalb nicht auf eine
verstérkte MHC-Expression und Antigenprasentation einzelner Klone zurickgefihrt
werden.

Vergleichbare Ergebnisse wurden dariberhinaus auch in einem weiteren Testsystem
unter Verwendung TCR-transgener CD8"-T-Zellen aus OT-1-Méausen, die das Peptid
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OV A 257-264 aus Hihnerovalbumin im Komplex mit MHC I-Molekilen des Haplotyps
H2-k® erkennen, beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse zeigen, dass eukaryontisches Endotoxin-freies Hsp60 eine intrinsische
immunstimulatorische  Aktivitdt  besitzt, die bei der antigenabhangigen
T-Zdlaktivierung zu einer verstarkten Freisetzung des Zytokins IFNg fuhrt. Dabei besal3
sowohl das auf Zelloberflache exprimierte Hsp60 als auch das in den Kulturtiberstand
freigesetzte Hsp60-1g-Fusionsprotein diese biologische Aktivitét.

3.3.3 Rollevon NK-Zdlen

Es wurde gezeigt, dass Hsp60 in APZ die Expression und Sekretion des Zytokins IL-12
induziert (Chen et al., 1999). Dieses Zytokin ist als IFNg-induzierender Faktor sowohl
fir T-Zellen als auch NK-Zellen bekannt (Billiau, 1996; Ubersicht bei Biron und
Brossay, 2001; Das et al., 2001; Ubersicht bei Langrish et al., 2004). Um die
Beteiligung von NK-Zellen an der durch Hsp60 induzierten IFNg-Produktion zu
Uberprufen, wurden fur den Einsatz im in vitro-Testsystem verschiedene Methoden der
T-Zellprgparation angewendet. Zum einen handelte es sich dabei um die Depletion
MHC Il-positiver Zellen aus der Milz, wobel die NK-Zellen in der T-Zellprgparation
verbleiben (MHC I1 depletion kit, Miltenyi), zum anderen um die Aufreinigung von
T-Zellen durch Depletion aller nicht-T-Zellen (Pan T cell kit, Miltenyi). Bei dieser
Methode werden auch NK-Zellen aus der Zellpréparation eliminiert.

Milzzellen, MHC 1I-depletierte T-Zellen und Pan T cell kit-gereinigte T-Zellen wurden
zunéchst hinsichtlich der prozentualen Verteilung von T- und NK-Zellen mit Hilfe der
FACS-Anayse untersucht (Daten nicht gezeigt). Zur Identifikation von NK-Zellen
diente dabel das Oberflachenmolekil DX5, das Uberwiegend von NK- und NKT-Zellen
exprimiert wird. In der Milz von DO11.10-Mé&usen wurden 25.4% CD4"-T-Zellen und
6.4% DX5'-NK-Zellen detektiert. Durch Depletion MHC I1-positiver Zellen wie auch
durch Praparation der T-Zellen mit dem Pan T cell kit konnte der Anteil CD4"-T-Zellen
in der Praparation auf vergleichbare 64.5% beziehungsweise 66.4% angereichert
werden. In MHC Il-depletierten Zellpraparationen wurde jedoch ebenfalls der Anteil
DX5-positiver NK-Zellen auf 16.5% erhoht. Diese Zellpraparation wird im folgenden
Experiment als , 16.5% NK*“ bezeichnet. Im Gegensatz dazu konnten DX5'-NK-Zellen
durch Pr8paration der T-Zellen mit dem Pan T cell kit nahezu vollstandig eliminiert
werden (0.5%). Diese T-Zellen werden im folgenden Experiment als ,0.5% NK*
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bezeichnet. Milzzellen, 16.5%- und 0.5%-NK-Zellen wurden im in vitro-Testsystem
eingesetzt, um zu Uberprifen, ob NK-Zellen an der Produktion von IFNg bei
Stimulation mit Hsp60 beteiligt sind. Abbildung 3.13 zeigt das Ergebnis eines solchen
Stimulationsexperimentes, bel dem titrierte Mengen Hsp60-negativer und mHsp60-
exprimierender COS1-Zellen eingesetzt wurden.
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Abb. 3.13 Hsp60 stimuliert die Produktion von IFNg in Abwesenheit von DX5'-
NK-Zéellen

1 10° DO11.10-Milzzellen (A), 16.5% NK-Zellen (B) oder 0.5 % NK-Zellen (C)
wurden mit 1° 10° bestrahlten Balb/c-Milzzellen als APZ und titrierten Mengen (x-
Achse) Hsp60-negativer COS1-Zellen (weil3e Balken) oder mHsp60-positiver COS1-
Zellen (schwarze Balken) mit 1 ng/ml OV A-Peptid aktiviert. IFNg wurde nach 48h
im KulturGberstand mit Hilfe des ELISA quantifiziert (y-Achse). Gezeigt sind die
Mittelwerte von Triplikaten und SEM. Sternchen symbolisieren die Signifikanz der
durch Hsp60-gesteigerten Zytokinproduktion. Sie wurde mit dem Students-t-Test
(unpaired, one-tailed) ermittelt. * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.0005
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Bel Stimulation von Gesamtmilzzellen mit OV A-Peptidantigen wurde die Freisetzung
von IFNgin Gegenwart mHsp60-préasentierender COS1-Zellen im Vergleich mit Hsp60-
negativen COSIl-Zellen nur schwach gesteigert (Abb. 3.13-A). Be der
antigenabhéngigen Stimulation von gereinigten T-Zellpréparationen, die 16.5% DX5'-
NK-Zellen enthielten (Abb. 3.13-B) oder aus denen die DX5'-NK-Zellen nahezu
vollstéandig eliminiert worden waren (0.5% NK; Abb. 3.13-C), fuhrte die Gegenwart
von Hsp60 auf der Zelloberflache von COS1-Zellen dagegen zu einem signifikanten
Anstieg der IFNg-Konzentration im Kulturiberstand. Auch wenn in diesem Experiment
die absolute Menge IFNg, die durch 16.5% NK-Zellen und 0.5% NK-Zellen produziert
wurde, variierte, war die prozentuale Steigerung der IFNg-Produktion durch das auf der
Zelloberflache prasentierte Hsp60-Protein in beiden T-Zellpraparationen vergleichbar.
Die Gegenwart von membrangebundenem Hsp60 auf COS1-Zellen fihrte in beiden
Fadlen etwa zu einer Verdopplung der detektierten IFNg-Konzentration gegentber
Kulturen, die Hsp60-negative COS1-Zellen enthielten.

Dieses Resultat zeigt, dass die Hsp60-induzierte Steigerung der 1FNg-Produktion auch
in Abwesenheit von DX5'-NK-Zellen erfolgen kann. NK-Zellen sind deshalb
wahrscheinlich nicht mal3geblich an der durch Hsp60 gesteigerten IFNg-Freisetzung
beteiligt.

Der folgende Abschnitt beschéftigt sich nun mit der Untersuchung der Mechanismen,
die der Verstérkung einer T-Zellantwort durch Hsp60 in vitro zugrundeliegen kénnen.

34  Tellll: Untersuchungen zum Mechanismus der adjuvanten

Wirkung von Hsp60

341 Mechanismen der Hsp60-ver mittelten T-Zellstimulation

T-Zellen benétigen fur ihre Aktivierung antigenprasentierende Zellen (APZ), die neben
der Antigenprasentation auch das notwendige kostimulatorische Signal vermitteln
kénnen. APZ wie dendritische Zellen und Makrophagen kénnen durch verschiedene
Stimuli  zur Freisetzung von Zytokinen und zu einer gesteigerten Expression
kostimulatorischer Molekile wie B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) angeregt werden. Eine
solche Aktivierung von APZ trégt wesentlich zu einer Verstdrkung einer
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antigenabhangigen T-Zellantwort bei und wurde fur bakterielles LPS und bakterielle
wie eukaryontische Hitzeschockproteine wie Hsp60 beschrieben (Kol et a., 1999; Kol
et a., 2000; Basu et a., 2000; Vabulas et al., 2001; Moré et a., 2001; Breloer et a.,
2002).

In den folgenden Abschnitten sollte nun vergleichend untersucht werden, welche
Wirkung Hsp60 und LPS auf APZ besitzen. Zunéchst sollte Uberprift werden, ob
Hsp60 spezifisch an die Zelloberfl&che von Makrophagen bindet und APZ-Funktionen
wie die Expression kostimulatorischer B7-Moleklle und die Freisetzung von Zytokinen
moduliert. Anschlief3end sollte der Einfluss dieser Faktoren auf die Hsp60-induzierte
Steigerung der IFNg-Produktion in T-Zellen untersucht und in diesem Teil der Arbeit
auch geklart werden, ob die signalgebende Komponente des L PS-Rezeptorkomplexes,
TLR4, und der TLR-assoziierte MyD88-Signalweg an der Hsp60-vermittelten
Immunstimulation beteiligt sind. Abbildung 3.14 gibt einen schematischen Uberblick
Uber Signaltransduktionsmechanismen und Effekte, die durch LPS in APZ induziert
werden, und die bei der Stimulation von APZ und T-Zellen mit Hsp60 untersucht

werden sollten.
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Abb. 3.14 Untersuchung der Modulation von APZ-Funktionen durch LPS und
Hsp60

links: LPS induziert in APZ wie Makrophagen Uber den Rezeptorkomplex
CD14/TLR4 die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB. Dies fuhrt zu einer
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, IL-12 und TNFa sowie zu
einer gesteigerten Expression kostimulatorischer B7-Proteine auf der Zelloberfléache.
Der NF-kB-aktivierende Signaweg verlauft Uber das zentrale TLR-assoziierte
Adaptermolekil MyD88. TLR4 verfugt darUber hinaus Uber einen aternativen
Signalweg, der zu einer Aktivierung von IFN-regulierenden Transkriptionsfaktoren
wie IRF3 und zur Expression der Typ I-Interferone IFNa und IFNb fihrt.

rechts. In den folgenden Abschnitten des Ergebnisteils sollte Uberprift werden, ob
Hsp60 wie LPS die Freisetzung der Zytokine IL-6, IL-12 und TNFa sowie die
Expression kostimulatorischer B7-Molekile in APZ stimulieren kann, und ob diese
Faktoren einen Einfluss auf die durch Hsp60 gesteigerte IFNg-Produktion in T-Zellen
besitzen. Dabel sollte auch die Funktion der Typ I-Interferone IFNa und IFNb
Uberpruft und schliefdlich untersucht werden, ob der TLR4-Rezeptor und der TLR-
assoziierte MyD88-Signalweg, der ebenfalls von TLR2, dem zweiten putativen
Hsp60-Rezeptor, verwendet wird, einen Beitrag zur Steigerung der IFNg-Expression
in T-Zellen bei Stimulation mit Hgp60 leisten.
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34.2  Wirkung von Hsp60 auf APZ
3.4.2.1 Hsp60 bindet an peritoneale M akrophagen

Zunéchst wurde Uberprift, ob das hier hergestellte Hsp60-1g-Fusionsprotein spezifisch
an die Zelloberflache von Makrophagen bindet. Dafur wurden PEC nach Blockade der
Fc-Rezeptoren mit Mausserum mit Hsp60-1g-Fusionsprotein inkubiert und anschlief3end
mit anti-hlgG-Antikorper geférbt. Zur Kontrolle der Spezifitdét der Bindung wurde
daneben humanes CD83-Ig-Protein verwendet, das nicht an murine Makrophagen
bindet (Cramer, 2001). Als weitere Kontrolle wurde rekombinantes humanes Hsp60-
Protein, das mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC markiert war, eingesetzt. Hierbei wurde
die Bindung des Hsp60-FITC-Proteins in einem parallelen Ansatz durch Préinkubation
der Zellen mit unmarkiertem humanem Hsp60-Protein al's Kompetitor blockiert, um die
Spezifitdt der Bindung zu demonstrieren.

Abbildung 3.15 zeigt, dass sowohl das humane Hsp60 als auch das hier hergestellte
Hsp60-1g-Protein an die Oberflache von peritonealen Makrophagen binden.

hHsp60 Hsp60-ig
o o
© ©
Qo (@]
w 7 o
hHsp60 hCD83-I
? 7 + hHsp60-FITC =y 9
2 2
5 84 58
g hHsp60-FITC g Hsp60-Ig
o o
N ] e
2 2
o o

10! 102 108 104 10° 10! 102 108 104

-
Q
o

Hsp60 hlgG

Abb. 3.15 Hsp60 bindet an peritoneale Makrophagen

links: 2° 10° PEC wurden in 100 m Medium mit 5 my/ml rekombinantem hHsp60-
FITC dreiffig Minuten auf Eis inkubiert und anschlie3end im Durchflusszytometer
analysiert (schwarze Linie). Paralle wurde die Bindung durch Préinkubation der
Zéellen mit unmarkiertem hHsp60 (150 ng/ml) dreilfig Minuten auf Eis blockiert und
erst hiernach Hsp60-FITC in der oben genannten Konzentration zugegeben
(dunkelgraue Linie). Der hellgrau geflllte Bereich zeigt ungeférbte PEC.

rechts. 2° 10° PEC wurden nach Blockade der Fc-Rezeptoren mit Mausserum in
100 M Medium mit 12 ng/ml Hsp60-lg (schwarze Linie) oder hCD83-Ig
(dunkelgraue Linie) dreiffig Minuten auf Eis inkubiert, die Zellen gewaschen und
danach mit anti-hlgG geférbt. Der hellgrau gefiilite Bereich zeigt ungeférbte PEC.
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Bel Verwendung von FITC-markiertem humanen Hsp60-Protein wurden 33.8 %
positive Zellen detektiert. Die Bindung konnte durch Préinkubation der Zellen mit
unmarkiertem humanen Hsp60 blockiert werden und ist deshalb Hsp60-spezifisch.

Die Bindung von Hsp60-lg-Fusionsprotein an die Zelloberflache wurde durch
spezifische Farbung des humanen Ig-Teils gemessen. Dabei wurden 24.4 % positive
Zellen detektiert. Eine Kontrollfarbung von Zellen, die mit dem hCD83-1g-
Fusionsprotein inkubiert worden waren, zeigte erwartungsgemal3, dass dieses Protein
nicht an die Oberflache der Makrophagen bindet. Da der Ig-Teil beider Fusionsproteine
identisch ist, kann ausgeschlossen werden, dass dieser fir die Bindung von Hsp60-1g an
die Zelloberflache der Makrophagen verantwortlich ist. Auch die Bindung des Hsp60-
|g-Fusionsproteins ist deshalb Hsp60-spezifisch.

Dieses Resultat zeigt, dass sowohl rekombinantes humanes Hsp60 als auch das hier
hergestellte Hsp60-1g-Fusionsprotein spezifisch an die Oberflache von Makrophagen
bindet.

3.4.2.2 Einfluss von Hsp60 auf die Expression kostimulatorischer Molekule auf
der Zelloberflache von PEC

Da Hsp60 spezifisch an die Zelloberflache von Makrophagen bindet, sollte nun
untersucht werden, ob das Hitzeschockprotein einen Einfluss auf die Expression
kostimulatorischer Molekile auf der Oberflache von Makrophagen besitzt. Dabei wurde
die Expression der kostimulatorischen B7-Molekile B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86)
betrachtet. Hierflr wurden pFM92-transfizierte Hsp60-negative oder pFM 92-mHsp60—
transfizierte X63-Zellen, die das membrangebundene Hsp60 exprimieren,
vierundzwanzig Stunden mit peritonealen Makrophagen (PEC) koinkubiert. In einem
Parallelansatz wurden PEC mit LPS stimuliert. Die Zellen wurden anschlief3end
entnommen und die Expression von CD80 und CD86 durchflusszytometrisch analysiert.
Abbildung 3.16 zeigt das Ergebnis dieser Untersuchung.

79



ERGEBNISSE

CD80 CD86
307 157 C1-LPS
Il + LPS
1 X63-pFM92
= 20 10+ BZ2 X63-mHsp60#4
2 B2 X63-mHsp60#17
N
= 10 5
0- 0

Abb. 3.16 Hsp60 stimuliert weder die Expression von CD80 noch CD86 in PEC

5" 10" Balb/c-PEC wurden allein (weilR), mit 2° 10* transfizierten Hsp60-negativen
(X63-pFM 92, hellgrau) oder mHsp60—positiven X63-Klonen (X63-mHsp60#4, X 63-
mHsp60#17, dunkelgrau-gestreift) beziehungsweise 100 ng/ml LPS (schwarz) 24h
inkubiert. Die PEC wurden anschlief3end CD80- beziehungsweise CD86-spezifisch
geférbt und der prozentuale Anteil CD80- und CD86-positiver Zellen (y-Achse) im
Durchflusszytometer ermittelt. Die Abbildung zeigt eines von zwei Experimenten.

Ohne weiteren Stimulus wurden 6.3% CD80-positive PEC detektiert. In Gegenwart von
LPS konnte die Anzahl CD80-exprimierender Zellen auf 25.1% gesteigert werden. Im
Gegensatz dazu wurden nach Koinkubation mit Hsp60-negativen wie mHsp60-positiven
X63-Zellen etwa vergleichbare Mengen CD80-exprimierender PEC gefunden (5.0 %,
7.6% beziehungsweise 7.5%), die auch gegentiber unstimulierten PEC (6.3%) keine
wesentliche Induktion der CD80-Expression durch Hsp60 erkennen lief3en.

In unstimulierten PEC wurden daneben 4.9% CD86-exprimierende PEC detektiert,
deren Antell nach Stimulation mit LPS auf 12.72% gesteigert wurde. Die Expression
dieses Molekils wird dagegen in Gegenwart von mHsp60 auf der Zelloberflache von
X63-Zellen (3.8% bzw. 4.7%) im Vergleich mit Hsp60-negativen Kontrollkulturen
(4.0%) nicht gesteigert.

Dieses Resultat zeigt, dass Hsp60, im Gegensatz zu LPS, in Makrophagen weder die
Oberflachenexpression des kostimulatorischen CD80 (B7.1)- noch CD86 (B7.2)-
Molekuls induziert.
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3.4.2.3 Hsp60 aktiviert in Makrophagen nicht die Produktion von IL-6, IL-12 und
TNFa

Im Folgenden wurde untersucht, welche |6slichen, von Makrophagen produzierten
Faktoren, eine Rolle bei der Hsp60-verstérkten IFNg-Produktion spielen konnten. Es
wurde beschrieben, dass die durch Hsp60-induzierte Aktivierung von Makrophagen wie
die von LPS abhangig ist von der Signaltransduktion durch TLR4 (Ohashi et al., 2000;
Vabulas et a., 2001). Da das Engagement des TLR4 in Makrophagen unter anderem zu
einer gesteigerten Produktion von TNFa, IL-6 und IL-12, dem wichtigsten Induktor
einer IFNg-Antwort in T-Zellen, fuhrt (Ubersicht bei Imler und Hoffmann, 2003; Sabroe
et a., 2003), wurde nun die Expression dieser Zytokine nach Stimulation von
Makrophagen in Gegenwart Hsp60-exprimierender und Hsp60-negativer COS1- und
X63-Zellen untersucht.

Dafir wurden zunéchst Zellen der Makrophagenlinie RAW264.7 mit mHsp60-positiven
und Hsp60-negativen COS1- und X63-Zellen vierundzwanzig Stunden koinkubiert und
die genannten Zytokine im Kulturtberstand durch spezifische ELISA quantifiziert. Fur
den Nachweis von IL-12 im Kulturiberstand wurde dabei ein ELISA verwendet, der die
p40-Untereinheit dieses Zytokins detektiert. Zum Vergleich wurde paralel stets die
Stimulation durch LPS untersucht (Abb. 3.17-A und -B).

Dariiber hinaus wurde die Expression der beiden Untereinheiten des IL-12, p35 und
p40, in PEC nach Inkubation mit mHsp60-positiven oder negativen COS1-Zellen
beziehungsweise nach Stimulation mit LPS mit Hilfe eines spezifischen PCR-
Nachweises untersucht (Abb. 3.17-C). AulRerdem wurde ebenfalls die Expression eines
weiteren Molekils, p19, untersucht (Abb. 3.17-C), welches der p35-Untereinheit von
IL-12 strukturell verwandt ist (Oppmann et al., 2000) und zusammen mit der IL-12p40-
Untereinheit ein weiteres funktionelles Zytokin, IL-23, bildet (Ubersicht bei Langrish et
al., 2004). Die Expression von IL-23 wird ebenfals durch TLR4 und auch TLR2
induziert (Strominger et al., 2001; Langrish et a., 2004).
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Abb. 3.17 Hsp60 induziert nicht die Expression von IL-6, IL-12 und TNFa in
Makrophagen

A) 1" 10° RAW264.7-Makrophagen wurden 24h mit 2" 10* transfizierten Hsp60-
negativen (COS-pFM92, weil3) oder mHsp60-positiven COS1-Zellen (COS-pFM92-
mHsp60, dunkelgrau) beziehungsweise 100 ng/ml LPS (schwarz) kultiviert und die
Freisetzung der Zytokine IL-6, IL-12 und TNFa mit Hilfe des ELISA im Kultur-
Uberstand nachgewiesen (y-Achse). Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM von
Triplikaten.

B) In einem Parallelexperiment wurden neben LPS (100 ng/ml, schwarz) anstelle von
COS1-Z€llen Hgp60-negative (X63-pFM 92, weild) und mHsp60-positive X63-Zellen
(X63-mHsp60#12, dunkelgrau) eingesetzt und die Zytokine IL-6, IL-12 und TNFa
im Kulturliberstand quantifiziert (y-Achse). Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM
von Triplikaten.

C) Die Abbildung zeigt den PCR-Nachweis der Expression der IL-12-Untereinheiten
p40 und p35 sowie der p19-Kette, die zusammen mit der p40-Untereinheit von [L-12
das Zytokin IL-23 bildet. 1" 10° PEC wurden 24h mit LPS (Spur 2) oder 2" 10°
Hsp60-negativen COS1- (Spur 3) beziehungsweise mHsp60-exprimierenden COS1-
Zellen (Spur 4) koinkubiert. Anschlief3end wurde cDNA prapariert und fiur den PCR-
Nachweis eingesetzt. Spur 1 zeigt unstimulierte PEC und Spur 5 eine Kontrolle der
PCR, bel der anstelle von cDNA H,0 eingesetzt wurde. Die Qualitét der aus den PEC
préparierten cDNA wurde mit Hilfe einer b-Actin-spezifischen PCR Uberprdift.
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Im Gegensatz zu einer Stimulation mit LPS konnten im Kulturiberstand von
RAW264.7-Makrophagen, die mit mHsp60-positiven oder negativen COS1-
beziehungsweise X63-Zellen koinkubiert worden waren, die Zytokine IL-6, IL-12 und
TNFa nicht nachgewiesen werden (Abb. 3.17-A und -B). Die Expression dieser
Zytokine wurde auch in Gegenwart von Hsp60-1g-sekretierenden COS1-Zellen nicht
induziert (Daten nicht gezeigt). Vergleichbare Ergebnisse wurden auch bei Stimulation
von PEC erhalten (Daten nicht gezeigt).

Dariiber hinaus konnte mit Hilfe der PCR von cDNA, die durch reverse Transkription
von mRNA aus PEC nach Stimulation mit LPS oder nach Koinkubation mit Hsp60-
negativen oder mHsp60-positiven COS1-Zellen generiert wurde, gezeigt werden, dass
membrangebundenes Hsp60 weder die mRNA-Expression der p40- noch der p35-
Untereinheit von IL-12 induziert. Auch die mRNA-Expression der p19-Kette des IL-23
wird in Gegenwart von membranverankertem Hsp60 auf der Zelloberfléche nicht
gesteigert (Abb. 3.17-C). Im Gegensaiz dazu ist bel Stimulation mit LPS eine
gesteigerte mRNA-Expression sowohl der IL-12-Untereinheiten p35 und p40 as auch
der IL-23-Untereinheit p19 im Vergleich mit unstimulierten Zellen, aber auch PEC, die
mit mHsp60-negativen oder -positiven COSL inkubiert worden waren, erkennbar.

Die Kontrollstimulationen mit LPS belegen, dass sowohl die RAW264.7-Makrophagen
als auch die PEC, die fir diesen Test eingesetzt wurden, die untersuchten Zytokine
infolge eines entsprechenden Stimulus prinzipiell exprimieren konnen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das auf der Oberflache von COS1- und X63-Zellen
exprimierte Hsp60-Protein, das im T-Zellaktivierungstest biologisch aktiv war und eine
Steigerung der IFNg-Produktion induzieren konnte, in Makrophagen weder die
Produktion von messbaren Mengen der Zytokine IL-6, IL-12 und TNFa stimuliert, noch
die mMRNA-Expression der IL-12- und IL-23-Untereinheiten aktiviert.

34.24 Bedeutung von IL-6, IL-12 und TNFa be der Hsp60-vermittelten
Verstdrkung der IFNg-Produktion in T-Zellen

Obwohl in Makrophagen keine messbare Expressionssteigerung der Zytokine IL-6, IL-
12 und TNFa durch Hsp60 nachgewiesen werden konnte, konnten geringe Mengen
dieser Zytokine produziert werden, die aber unterhalb der Nachweisgrenze eines ELISA
liegen. Bei der T-Zellaktivierung kénnten diese Zytokine trotz niedriger Konzentration
im engen Kontakt von APZ und T-Zelle in der immunologischen Synapse (Kupfer et
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al., 2003) biologisch aktiv sein und einen Einfluss auf die T-Zellaktivierung ausiiben.
Denkbar ist auf}erdem, dass von T-Zellen produzierte Zytokine wie IFNg in einem
positiven Rickkopplungsmechanismus auf die APZ einwirken und die Expression von
IL-6, IL-12 oder TNFa stimulieren. Deshalb sollte die Frage beantwortet werden, ob die
genannten Faktoren bel der Hsp60-vermittelten T-Zellaktivierung eine Rolle spielen.
HierfUr wurden Stimulationsexperimente durchgeftihrt, bei denen die biologische
Aktivitét dieser Zytokine durch spezifische Antikorper neutralisiert wurde.

Zunéchst wurde der Einfluss der Blockade von TNFa und IL-6 auf die Stimulation von
DO11.10-T-Zellen mit OVA-Peptidantigen in Gegenwart von APZ und Hsp60-
prasentierenden oder Hsp60-negativen X63-Zellklonen untersucht. In Abbildung 3.18
ist das typische Ergebnis eines solchen Experimentes dargestellt.

Das Experiment zeigt, dass die Blockade der Zytokine IL-6 und TNFa keinen Einfluss
auf die Steigerung der IFNg-Produktion in T-Zellen durch Hsp60 hatte. Alle drei
mHsp60-exprimierenden Zellklone, die bei diesen Experimenten eingesetzt wurden,
konnten unabhangig von IL-6 und TNFa eine IFNg-Antwort in T-Zellen stimulieren.

Im Gegensatz dazu konnte die LPS-induzierte IFNg-Sekretion in Gegenwart von
blockierendem anti-TNFa-Antikorper deutlich reduziert werden, wahrend die Blockade
von IL-6 keinen Einfluss auf die durch LPS stimulierte IFNg-Produktion hatte.

Die Neutralisation der Zytokine wurde durch spezifische ELISA nach achtundvierzig
Stunden Uberprift. Dabel wurde erwartungsgemd? in Abwesenheit des
neutralisierenden anti-1L-6-Antikorpers eine Induktion der IL-6-Produktion durch LPS
beobachtet. In Gegenwart des inhibierenden anti-IL-6-Antikorpers war das Zytokin im
Kulturiberstand jedoch nicht mehr nachweisbar. Es kann deshalb davon ausgegangen
werden, dass dieser Antikorper in der eingesetzten Konzentration die biologische
Funktion von IL-6 im Experiment vollstdndig inhibieren konnte. TNFa war zu diesem
Zeitpunkt auch ohne Blockade durch anti-TNFa-Antikdrper im Kulturiberstand nicht
mehr nachweisbar. Da jedoch die L PS-induzierte IFNg-Produktion in Gegenwart dieses
Antikorpers drastisch reduziert wurde, ist davon auszugehen, dass auch dieser
Antikorper in der hier eingesetzten Konzentration von 2 ng/ml die biologische Aktivitét
von TNFa im Testsystem blockieren konnte. Zudem wurde die neutralisierende
Wirkung des anti-TNFa-Antikorpers bei der Stimulation von Makrophagen durch LPS

zuvor Uberprift. In diesem vorangegangenen Experiment konnte bereits eine
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Konzentration von 1 ng/ml anti-TNFa die durch 1 nmg/ml LPS induzierte TNFa-
Produktion vollstéandig blockieren (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.18 Hgp60 induziert die Produktion von IFNg unabhangig von IL-6 und
TNFa

A) 5 10 MHC II*-depletierte DO11.10-Milzzellen wurden 24h in Gegenwart von
1" 10° PEC as APZ und 5 10" Hsp60-negativen X63 (weiR) beziehungsweise drei
Hsp60-positiven Zellklonen (X63-mHsp60#4 (schwarz), #12 (dunkelgrau), #17
(hellgrau) mit 1 mg/ml OVA-Peptid aktiviert und dabei die Funktion von IL-6 und
TNFa durch blockierende Antikorper inhibiert. Daneben wurde eine Antikorper-
Isotypkontrolle (anti-lIlgG2A) sowie eine Kontrollstimulation ohne Antikdrper (ohne
AK) mitgefuhrt. Alle Antikbrper wurden in einer Konzentration von 2 ng/ml
eingesetzt. IFNg wurde im Anschluss mit Hilfe des ELISA im Kulturtberstand
quantifiziert (y-Achse). Die Abbildung zeigt eines von drei voneinander
unabhéngigen Experimenten. Dargestellt sind die Mittelwerte von Triplikaten und
SEM. Sternchen reprasentieren die Signifikanz der Hsp60-induzierten Steigerung der
IFNgProduktion. Sie wurde mit dem Students-t-Test (unpaired, two-tailed) ermittelt.

* p<0.05, ** p0.005, *** p<0.0005

B) Zur Kontrolle wurden 5" 10* MHC I1*-depletierte DO11.10-Milzzellen mit 1 10°
PEC in Gegenwart von 1 ng/ml LPS, 1 ng/ml OVA-Peptid und mit oder ohne die
angezeigten Antikorper stimuliert. Im Kulturiberstand wurde IFNg nach 24h und

TNFa und IL-6 nach 48h quantifiziert (y-Achse). Dargestellt sind die Mittelwerte
von Triplikaten und SEM.
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Dieses Experiment zeigt, dass die Zytokine IL-6 und TNFa fir die Steigerung der
IFNg-Produktion durch Hsp60 entbehrlich sind. Im Gegensatz hierzu ist die LPS
induzierte IFNg-Antwort von TNFa abhangig.

Da fur die Induktion von IFNg in T-Zellen IL-12 eine besonders wichtige Funktion
besitzt, wurde nun untersucht, ob die Neutralisation dieses Zytokins durch einen
Antikorper, der die p40-Untereinheit von IL-12 bindet, einen Einfluss auf die durch
Hsp60 verstdrkte T-Zellantwort hat. Darlber hinaus wurden auch peritonede
Makrophagen, die aus Balb/c-1L-12p40-Knockout-Mé&usen (IL-12p40™) gewonnen
wurden, eingesetzt. Die Zellen dieser Mause produzieren aufgrund der Deletion des fir
die p40-Untereinheit kodierenden Gens weder das funktionelle IL-12p70-Zytokin noch
IL-23.

DO11.10-T-Zellen wurden fur diese Untersuchungen mit Balb/c-PEC ohne und mit
Zusatz von 2 ng/ml neutralisierendem anti-1L-12p40-Antikorper oder mit 1L-12p40™-
PEC in Gegenwart von Hsp60-negativen und mHsp60-positiven X63-Zellen
antigenabhangig stimuliert (Abb. 3.19, oben). Parallel wurde auch hier die Stimulation
der T-Zellantwort in Gegenwart von LPS untersucht (Abb. 3.20, links) und die
Inhibition von IL-12 durch Nachweis der p40-Untereinheit des Zytokins mit Hilfe des
ELISA Uberprift (Abb. 3.20, rechts).

Um eine Beteiligung von IL-12 bei der T-Zellaktivierung vollsténdig ausschlief3en zu
kénnen, wurden auBerdem in einem weiteren Testansatz IL-12p40”-T-Zellen in
Gegenwart von 1L-12p407-PEC und Hsp60-préasentierenden oder negativen X63-
Zellklonen mit anti-CD3 stimuliert (Abb. 3.19, unten).

Das Ergebnis dieser Untersuchungen zeigt, dass die Gegenwart von Hsp60 auf der
Zelloberflache von X63-Zellen im Vergleich mit Hsp60-negativen Kontrollzellen bel
der antigenabhéngigen T-Zellaktivierung eine Steigerung der |FNg-Produktion nicht nur
in Gegenwart eines neutralisierenden IL-12-spezifischen Antikorpers, sondern auch bei
Einsatz von PEC aus IL-12p40"-Mausen stimulieren konnte, auch wenn hier
moglicherweise der Effekt etwas schwécher ausfiel (Abb. 3.19, oben).
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Abb. 3.19 Die Hsp60-induzierte IFNg-Produktion ist unabhangig von IL-12p40

oben: 5 10" MHC II*-depletierte DO11.10-Milzzellen wurden in Gegenwart von
5" 10* Balb/c- oder 1L-12p40"-PEC und 5 10* Hsp60-negativen X63 (X63-pFM92,
weild) oder mHsp60-positiven X63-Zellklonen (X63-mHsp60#4 (schwarz), #12
(dunkelgrau), #17 (hdlgrau) 24h mit 1 ng/ml OVA-Peptid stimuliert. Bei
Verwendung von Balb/c-PEC wurde auf}erdem neben der Kontrolle ohne Antikorper
(ohne AK) 2 mg/ml anti-IL-12p40 zugesetzt. IFNg wurde mit Hilfe des ELISA im
Kulturiberstand quantifiziert (y-Achse). unten: 1" 10° Pan T cell kit-gereinigte T-
Zellen aus der Milz von Balb/c- oder 1L-12p40”-M&usen wurden in Gegenwart von
1 10* Balb/c- oder IL-12p40"-PEC sowie Hsp60-negativen (weil) oder mHsp60-
positiven X63-Zellen (X63-mHsp60#12 (dunkelgrau), #17 (hellgrau)) mit 0.3 ng/ml
anti-CD3 stimuliert und 1FNg nach 24h im Kulturiiberstand quantifiziert (y-Achse).
Gezeigt ist je eines von drei Experimenten. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM
von Triplikaten. Sternchen symbolisieren die Signifikanz der durch Hsp60
induzierten Steigerung der IFNg-Produktion, die mit dem Students-t-Test (unpaired,
two-tailed) ermittelt wurde. ** p0.005, *** p<0.0005

Dieses Resultat wird durch das in Abb. 3.19 (unten) gezeigte Experiment, bei dem ale
moglichen Kombinationen von Balb/c- und 1L-12p40"-PEC und -T-Zellen in einer
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Stimulation mit anti-CD3 untersucht wurden, bestétigt. Insbesondere die durch
membrangebundenes Hsp60 auf der Zelloberflache von X63-Zellen stimulierte IFNg-
Freisetzung bei Einsatz von IL-12p40"-APZ und IL-12p40”-T-Zellen verdeutlicht,
dass fiir diesen Hsp60-vermittelten Effekt 1L-12 entbehrlich ist. Da IL-12p407-Zellen
ebenfals kein funktionelles IL-23 produzieren konnen, zeigt dieses Experiment
auf3erdem, dass auch dieses Zytokin bei der Hsp60-induzierten Steigerung der IFNg-
Produktion keine wesentliche Rolle spielt.

Im Gegensatz zur Stimulation der IFNg-Freisetzung durch mHsp60 ist die Stimulation
der IFNg-Produktion in T-Zellen durch LPS (Abb. 3.20, links) abhéngig von IL-12p40.
Die LPS-induzierte IFNg-Sekretion wurde durch den neutralisierenden 1L-12p40-
spezifischen Antikorpers erheblich reduziert, und bei Einsatz von IL-12p40"'-PEC as
APZ ist kaum noch ein kostimulatorischer Effekt durch LPS zu beobachten.

IFNy IL-12
2000+ 400 1 —1-LPS
I + LPS
3004
T E
=, 10004 S, 200-
] 2
1 100+
ohne AK anti-IL-12 ohne AK anti-IL-12
Balb/c-PEC IL-12p40-"--PEC Balb/c-PEC IL-12p40-"--PEC

Abb. 3.20 Die L PS-induzierte IFNg-Produktion ist abh&ngig von |L-12p40

Analog zu Abb.3.19 (oben) wurden 1° 10° MHC I1*-depletierte DO11.10-Milzzellen
mit 1 ng/ml OVA-Peptid ohne Zusatz (weily) oder mit 1 ng/ml LPS (schwarz)
stimuliert. 1L-12 wurde mit 2 ng/ml anti-IL-12p40 blockiert oder 1L-12p40"-PEC
eingesetzt und eine Kontrolle ohne Antikdrper (ohne AK) mitgefihrt. IFNg wurde
nach 24h im Kulturiberstand quantifiziert (y-Achse) (links). Die Neutralisation von

IL-12 wurde durch den Nachweis des Zytokins nach 48h (rechts) im ELISA Uberprift
(y-Achse).

Die Qualitét der IL-12-Blockade sowie des IL-12p40-Knockouts wurde durch Nachweis
von IL-12p40 im ELISA anaysiert (Abb. 3.20, rechts). Hierbei konnte IL-12
ausschliefdich im Kulturiberstand von Zellen, die Balb/c-PEC enthielten und mit LPS
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stimuliert worden waren, nachgewiesen werden, nicht aber in Kulturen, die IL-12p40™-
PEC enthielten, oder in denen das Zytokin durch anti-l1L-12-Antikorper blockiert wurde.
Es kann deshalb davon ausgegangen werden, dass dieser Antikorper in der eingesetzten
Konzentration eine nahezu vollstdndige Blockade der biologischen Funktion dieses
Zytokins gewdhrleistet.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass im Gegensatz zur LPS-induzierten
IFNg-Produktion die Zytokine IL-12 und auch IL-23 fur die IFNg-Freisetzung durch T-
Zellen bel Stimulation mit Hsp60 nicht erforderlich sind. Auch IL-6 und TNFa sind an
der kostimulatorischen Wirkung von Hsp60 auf die T-Zellaktivitét nicht mal3geblich
beteiligt.

34.25 Rolle der Typ I-Interferone IFNa und IFNb bei der Hsp60-vermittelten
Steigerung der |FNg-Produktion in T-Zellen

Neben Zytokinen wie IL-12 und TNFa ist auch die Produktion der Typ I-Interferone
IFNa und IFNb ein frihes Ereignis in der angeborenen Immunantwort. Sie wird
ebenfalls durch den TLR4 induziert (Ubersicht bei Barton und Medzhitov, 2003). Eine
bekannte Funktion dieser Zytokine ist die Induktion der IFNg-Produktion in
dendritischen Zellen und T-Zellen (Brinkmann et al., 1993; Cousens et a., 1999;
Montoya et al., 2002; Santiago-Raber et al., 2003). Deshalb sollte nun die Rolle dieser
Zytokine bel der Hsp60-vermittelten Steigerung der IFNg-Produktion in T-Zellen
untersucht werden. Hierfir wurden DO11.10-T-Zellen in Gegenwart von mHsp60-
positiven oder Hsp60-negativen X63-Zellen und neutralisierenden IFNa- und IFNb-
spezifischen Antikdrpern mit OV A-Peptidantigen stimuliert. Kontrollkulturen enthielten
entweder keinen Antikorper oder neutralisierenden anti-1L-12-Antikorper. Abbildung
3.21-A zeigt das Ergebnis eines solchen Experimentes.
Wie zuvor gezeigt, hatte die Blockade des Zytokins IL-12 keinen Einfluss auf die
Hsp60-induzierte IFNg-Produktion. Eine Steigerung der IFNg-Freisetzung durch zwel
mHsp60-exprimierende X63-Klone gegeniber Hsp60-negativen X63-Zellen wurde
sowohl ohne blockierende Antikorper as bei Neutralisation von IL-12 beobachtet. Die
Gegenwart von mHsp60-positiven Zellen fuhrte hier etwa zu einer Verdopplung der
IFNg-Konzentration im Kulturiiberstand. Im Gegensatz hierzu war insbesondere bei
Neutralisation von IFNa, aber auch IFNb, im Vergleich mit den Kontrollkulturen die
Steigerung der IFNg-Produktion schwécher ausgepragt. Bel Blockade von IFNa konnte
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durch die Gegenwart von Hsp60 die Konzentration von IFNg nur um etwa ein Drittel
angehoben werden. Dieses Resultat weist auf eine mdgliche Beteiligung der Typ |-
Interferone, insbesondere von IFNa, bei der Steigerung der IFNg-Produktion durch
Hsp60 hin.

A IFNy
200 4 . [ X63-pFM92
. Il X63-mHsp60#12
* [ X63-mHsp60#17

E

. i Iﬂ

n- ﬂ ﬂ ’—T_‘

0 ﬂ ﬂ
ohne AK anti-IL-12 anti-IFNo anti-IFNB

B IFNy

7509 1-LPS

pg/mi

Bl + LPS
5004
250 i
u r"|i B

ohne AK anti-IFNa.  anti-IFNB

o

Abb. 3.21 Neutralisation der Typ |-Interferone IFNa und IFNb be der
T-Zellaktivierung in Gegenwart von Hsp60

A) 1710° Pan T cell kit-gereinigte DO11.10-T-Zellen wurden in Gegenwart von
2 10* Balb/c-PEC und 2" 10* Hsp60-negativen (X63-pFM92, weif) oder mHsp60-
positiven X63-Zellen (X63-mHsp60#12, schwarz; X63-mHsp60#17, grau) ohne
Antikorper (ohne AK), mit anti-IL-12 (2 ng/ml), anti-IFNa (10 ng/ml) oder anti-
IFNb (3.38 kU/ml) mit 1 mg/ml OVA-Peptid stimuliert und IFNg nach 48h im
Kulturiberstand quantifiziert (y-Achse). Das gezeigte Ergebnis ist représentativ fur
zwel Experimente. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM von Triplikaten. Die
Signifikanz der Hsp60-induzierten Steigerung der IFNg-Produktion ist durch
Sternchen symbolisiert und wurde mit dem Students-t-Test (unpaired, two-tailed)
ermittelt. *p<0.05

B) Analog wurden 1" 10° DO11.10-T-Zellen mit 1 ng/ml OVA-Peptid ohne LPS
(weil) und mit 1 ng/ml LPS (schwarz) stimuliert und IFNg nach 48h im
Kulturiberstand quantifiziert (y-Achse).
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Kontrollexperimente, in denen die Zellen mit LPS stimuliert wurden (Abb. 3.21, B),
zeigten, dass die Inhibition von IFNa und IFNb keinen Einfluss auf die Induktion von
IFNg durch LPS hatte. Da keine IFNa- und IFNb-spezifischen ELISA zur Verfigung
standen, konnte die Neutralisation dieser Zytokine durch die blockierenden Antikorper
nicht wie bei den in Abbildung 3.18 bis 3.20 gezeigten Experimenten kontrolliert
werden. Die Bedingungen fur die Blockade dieser Zytokine wurden entsprechend der
personlichen Mitteilung von Thorsten Lieke (Bernhard-Nocht-Institut fur

Tropenmedizin) gewahlt.

343 Weche Rolle spilen TLR4 und TLR-assoziierte Signaltransduktions-

mechanismen?

Im vorangegangenen Abschnitt des Ergebnisteils dieser Arbeit wurden einige Hinweise
darauf gefunden, dass die biologische Aktivitét des CD14/TLR4-Liganden LPS und des
putativen CD14/TLR4-Liganden Hsp60 sich unterscheidet. Es wurde gezeigt, dass
Hsp60, im Gegensatz zu LPS, in Makrophagen weder die Expression von TNFa, IL-6
und IL-12 induziert, noch spielen diese Zytokine bei der Hsp60-vermittelten I1FNg-
Antwort in T-Zellen eine wesentliche Rolle. Deshalb lag der Verdacht nahe, dass der
immunstimulatorische Effekt von Hsp60 moglicherweise nicht wie bel LPS Gber TLR4
als signalgebenden Rezeptor vermittelt wird.

Im folgenden Abschnitt sollte deshalb geprift werden, ob TLR4 fir die
immunstimulatorische Aktivitét des Hsp60-Proteins von Bedeutung ist. Ferner sollte
untersucht werden, ob das zentrale TLR-assoziierte intrazelluldre Adaptermolekil
MyD88 (myeloid differentiation factor 88) an der Hsp60-induzierten Signaltransduktion
beteiligt ist.

3.4.3.1 Rollevon TLR4 bei der Hsp60 induzierten IFNg-Antwort

Fur die Anayse der Beteiligung von TLR4 an der Hsp60-vermittelten Stimulation
wurden PEC und T-Zellen aus C3HHeN- und C3HHeJ}Mausen verwendet. Letztere
besitzen eine Punktmutation im TLR4-kodierenden Gen, die zu enem
Aminosaureaustausch in der zytoplasmatischen Doméane des Rezeptors fuhrt. Der
TLR4-Rezeptor dieser Tiere ist deshab nicht funktionell (Poltorak et al., 1998). PEC
und T-Zellen aus C3HHeN- und C3HHe}Mausen wurden fuar die
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Stimul ationsexperimente wechselseitig kombiniert und in Gegenwart von mHsp60-
positiven und Hsp60-negativen X63-Zellen mit anti-CD3 stimuliert.

Das Ergebnis dieser Experimente ist in Abbildung 3.22-A dargestellt. Es zeigt, dass
X63-Zellen, die das Hsp60-Protein auf ihrer Oberflache préasentieren, im Vergleich mit
Hsp60-negativen X63-Zellen sowohl bei Verwendung von C3HHeN-PEC wie auch
C3HHeJ-PEC, die keinen funktionellen TLR4 exprimieren, in derselben C3HHeN-T-
Zellpréparation die durch das TCR-Engagement induzierte IFNg-Antwort verstarkten.
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Abb. 3.22 Die Induktion von I|FNg durch Hsp60 ist unabhangig von TLR4

A) 1" 10° Pan T cell kit-gereinigte T-Zellen aus C3HHeN- bzw. C3HHeJ}Mé&usen
wurden in Gegenwart von 5 10 PEC aus C3HHeN- bzw. C3HHe}Mé&usen und
2 10* bzw. 1" 10* Hsp60-negativen (X63-pFM92, weil) oder mHsp60-positiven
X63-Klonen (X63-mHsp60#12, schwarz; X63-mHsp60#17, grau) mit 0.1 nmg/ml anti-
CD3 stimuliert. IFNg wurde nach 24h im Kulturtberstand mit Hilfe des ELISA
guantifiziert. Gezeigt ist eines von drei unabhangigen Experimenten. Dargestellt sind
die Mittelwerte und SEM von Triplikaten. Sternchen symbolisieren die Signifikanz
der durch Hsp60-induzierten Steigerung der 1FNg-Produktion. Sie wurde mit dem
Students-t-Test (unpaired, two-tailed) ermittelt. * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.0005
B) Gezeigt ist eine Kontrollstimulation der genannten C3HHeN- und C3HHeJZellen
mit 0.3 ng/ml anti-CD3 ohne (weif3) und mit 1 ng/ml LPS (schwarz).
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Darliber hinaus war ebenfalls eine Steigerung der IFNg-Produktion bei Kombination
von C3HHeJ-PEC mit C3HHEJ-T-Zellen zu beobachten. In dieser Situation ist eine
Kontamination mit APZ, die enen funktionellen TLR4 exprimieren und
moglicherweise in der C3HHeN-T-Zellpréparation zur Stimulation beitragen,
vollstandig ausgeschlossen. Im Gegensatz dazu stimulierte LPS erwartungsgemald
ausschliefdlich in Gegenwart von C3HHeN-PEC, nicht aber bel Einsatz von TLR4-
defekten C3HHeJ-PEC als APZ, die IFNg-Produktion in T-Zellen (Abb. 3.22-B).

Zusammenfassend zeigt dieses Experiment, dass Hsp60 im Gegensatz zu LPS eine
Steigerung der IFNg-Produktion in T-Zellen unabhangig von funktionellem TLR4

vermitteln kann.

3.4.3.2 Rolle des MyD88-Signalwegs bei der Hsp60-ver mittelten |FNg-Produktion
in T-Zellen

Die TLR-Rezeptorfamilie umfaldt bislang zehn bekannte Mitglieder (TLR1-10). Alle
TLR snd  strukturell  verwandt und nutzen  &dhnliche  intrazelluldre
Signaltransduktionswege. Ein zentrales Adaptermolekdl, tber das nahezu ale TLR en
intrazelluléres Signal vermitteln, ist der myeloid differentiation factor 88 (MyD88). Um
zu priifen, ob dieses Adaptermolekil der TLR-Signalgebung eine Rolle bel der Hsp60-
vermittelten Steigerung der IFNg-Produktion in  T-Zellen spielt, wurden
Gesamtmilzzellen aus  C3HHeN-, C3HHeJ und C3HHeN-MyD88-Knockout
(MyD88™)-Mausen in Gegenwart von mHsp60-exprimierenden oder Hsp60-negativen
X63-Zellen mit anti-CD3 stimuliert (Abbildung 3.23-A). Zum Vergleich wurde auch
hier eine Stimulation mit LPS mitgefthrt (Abbildung 3.23-B).

Waéhrend die Zugabe von LPS erwartungsgemal3 lediglich in Zellen mit funktionellem
TLR4 und MyD88 eine Steigerung der IFNg-Produktion stimulieren konnte, fuhrte die
Gegenwart von Hsp60 auf der Zelloberflache von X63-Zellen im Vergleich zu
Kontrollkulturen ~ mit  Hsp60-negativen  X63-Zellen zu  ener  deutlichen
T-Zellaktivierung auch in TLR4-defekten und MyD88”-Milzzellen.

Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dass die Induktion einer IFNg-Antwort
durch Hsp60 auch in Milzzellen moéglich ist, deren darin enthatene APZ das MyD88-
Protein als zentrales Adaptermolekil der TLR-Signalgebung nicht exprimieren. Nicht
nur TLR4, sondern auch der TLR-assoziierte MyD88-Signalweg, scheint somit fir die

Hsp60-induzierte Steigerung der IFNg-Antwort keine essentielle Funktion zu besitzen.
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Abb. 3.23 Der MyD88-Signalweg ist fur die Induktion von IFNg durch Hsp60
entbehrlich

A) 2 10° Milzzellen aus C3HHeN-, C3HHeJ} und C3HHeN-MyD88-Knockout
(MyD88")-Mausen wurden in Gegenwart von 2° 10* Hsp60-negativen (weil?) oder
mMHsp60-positiven X63-Zellen (X63-mHsp60#12, schwarz; X63-mHsp60#17, grau)
24h mit 0.1 ng/ml anti-CD3 stimuliert und IFNg im Kulturtiberstand mit Hilfe des
ELISA quantifiziert (y-Achse). Das gezeigte Resultat ist représentativ fir zwel
voneinander unabhangige Experimente. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM
von Triplikaten. Sternchen symbolisieren die Signifikanz der Hsp60-vermittelten
Steigerung der IFNg-Produktion. Sie wurde mit dem Students-t-Test (unpaired, two-
tailed) ermittelt. * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.0005

B) Gezeigt ist eine Kontrollstimulation von 2 10° C3HHeN- und MyD88"-
Milzzellen mit 0.1 nmg/ml anti-CD3 ohne LPS (weif3) und mit 1 ng/ml LPS (schwarz).
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3.5 TellV: Modulation der Tumorimmunitat durch Hsp60 in vivo

In den vorangegangenen Kapiteln des Ergebnisteils wurde in in vitro-Testsystemen
gezeigt, dass Hsp60, das als membrangebundenes Protein auf der Zelloberflache von
Tumorzellen exprimiert wird, in vitro eine T-Zellantwort stimulieren kann, die durch
eine gesteigerte Freisetzung des Zytokins IFNg gekennzeichnet ist. Der in vitro
beobachtete kostimulatorische Effekt des Hsp60-Proteins sollte nun im lebenden
Organismus Uberpruft werden. Fir die Untersuchung der adjuvanten Funktion des
Hsp60-Proteins in vivo wurden mHsp60-positive und Hsp60-negative X63-Zellen
verwendet. Die X63-Zédlllinie ist eine B-Zelllymphomlinie aus Balb/c-Mé&usen. Diese
Tumorzellen exprimieren kein Modellantigen. Untersucht wurde deshalb, ob die
Expression des Hsp60-Proteins auf der Zelloberfléche von X63-Zellen in vivo in Balb/c-
Mausen eine Immunantwort gegeniber X63-spezifischen Tumorantigenen induzieren
und die Immunogenitét dieser Tumorzellen steigern kann.

3.5.1 Die Oberflachenexpression von Hsp60 steigert die Tumorimmunogenitéat
in vivo

Balb/c-Mause wurden zunéchst mit bestrahlten teilungsunfahigen Hsp60-negativen oder
mHsp60-positiven X63-Tumorzellen, die das Hsp60-Protein auf der Zelloberflache
exprimieren, intraperitoneal zweimal im Abstand von sieben Tagen immunisiert. Die
Zellen wurden in PBS-Puffer appliziert und deshalb eine Kontrollgruppe entsprechend
mit PBS allein behandelt. Sieben Tage nach der zweiten Immunisierung wurden die
Milzzellen der Tiere entnommen und mit bestrahlten parentalen X63-Tumorzellen oder
syngenen Balb/c-Milzzellen zur Kontrolle der Tumorspezifitét der Immunreaktion
koinkubiert. Abbildung 3.24 zeigt das V orgehen schematisch.
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Abb. 3.24 Immunsierung von Méausen mit mHsp60-positiven und Hsp60-
negativen X63-Tumor zellen

2 10" bestrahlte Hsp60-negative (X63-pFM92) oder mHsp60-positive X 63-
Tumorzellen (X63-mHsp60) wurden im Abstand einer Woche wiederholt in das
Peritoneum von Balb/c-Mé&usen injiziert. Nach vierzehn Tagen wurden die Milzzellen
der Tiere entnommen und mit parentalen X63-Tumorzellen oder Balb/c-Milzzellen
koinkubiert.

Die Anzahl IFNg-produzierender Zellen in Milzzellpréparationen immunisierter Méuse
in Gegenwart parentaler X63-Tumorzellen wurde mit Hilfe des ELISPOT-Tests
ermittelt und ist in Abbildung 3.25 dargestellt.

Die Applikation von Hsp60-negativen X63-Zellen (X63-pFM92) induzierte
erwartungsgemal3 eine Grundimmunisierung der Mause und fihrte gegentber den PBS-
Kontrollen im Kontakt mit parentalen X63-Tumorzellen zu einer gesteigerten Anzahl
IFNg-produzierender Zellen in der Milz der Tiere. Durch die Immunisierung mit
mHsp60-exprimierenden X63-Zellen konnte im Vergleich hierzu die Zahl der IFNg-
Produzenten jedoch deutlich gesteigert werden. Dieser Effekt wurde bei der
Immunisierung mit drei verschiedenen mHsp60-exprimierenden X63-Zellklonen (X63-
mHsp60#4, #12 und #17) beobachtet. Durchschnittlich fihrte die Immunisierung der
Tiere mit alen drei mHsp60-exprimierenden X63-Klonen etwa zu einer Verdopplung
der Anzahl IFNgproduzierender Zellen gegeniber der Immunisierung mit Hsp60-
negativen X63-Tumorzellen.

Die Stimulation der IFNg-Produktion in den Milzzellen immunisierter Tiere erfolgte
dabel ohne weiteren Kostimulus alein durch parentale X63-Zellen ohne weitere Zugabe

von Hsp60.
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Abb. 3.25 IFNg-ELISPOT einer Kokultur von Milzzellen immunisierter Mause
und X63-Tumor zellen

Je drei Balb/c-M&use wurden im Abstand von einer Woche zweima mit 2° 10’
bestrahlten Hsp60-negativen (X63-pFM92; grau) oder mHsp60-positiven X63-Zellen
(X63-mHsp60#4, X63-mHsp60#12, X63-mHsp60#17; schwarz) in 400 m PBS
beziehungsweise mit PBS alein (weild) intraperitoneal immunisiert. Eine Woche nach
der zweiten Immunisierung wurden 1° 10° Milzzellen dieser Tiere 24h mit 2 10*
bestrahlten X63-Zellen in ELISPOT-Platten kultiviert und die Anzahl IFNg
produzierender Zellen bestimmt (y-Achse). Jeder Messpunkt reprasentiert den
Mittelwert von Triplikaten, die von jeder immunisierten Maus erhoben wurden. Die
Querbalken geben den Mittelwert der Messdaten aler drei Méause jeder Gruppe
wider. Das Ergebnis ist représentativ fr zwei voneinander unabhangige Experimente.

Um die Spezifitdt der Immunantwort zu Uberprifen, wurden daneben Milzzellen
immunisierter Tiere paralel mit bestrahlten parentalen X63-Tumorzellen oder zur
Kontrolle der Immunitdt gegeniber ,selbst“-Antigenen mit bestrahlten syngenen
Balb/c-Milzzellen koinkubiert und die Zytokine IFNg und IL-2 im Kulturiberstand
quantifiziert. Dabel wurden pro Tier jeweils 35 Messdaten erhoben. Das Ergebnis dieser
Analysen ist in Abbildung 3.26 und 3.27 gezeigt.
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Abb. 3.26 Zytokinproduktion von Milzzellen immunisierter Tiere in Gegenwart
von X63-Tumorzellen

Wie in Abb. 3.24 beschrieben wurden je drei Balb/c-Mause im Abstand von einer
Woche zweimal mit PBS zur Kontrolle oder mit 2 10" bestrahlten Hsp60-negativen
(X63-pFM92) oder mHsp60-positiven  X63-Zellen  (X63-mHsp60#4, X63-
MHsp60#12, X63-mHsp60#17) immunisiert. Eine Woche nach der zweiten
Immunisierung wurden 1° 10° Milzzellen dieser Tiere mit 2° 10* bestrahlten X63-
Zéllen kokultiviert und IFNg und IL-2 nach 48h im Kulturiiberstand quantifiziert (y-
Achse). Dabei wurden fir jedes Tier (Nr. 1-3) jeweils 35 Messwerte ermittelt, die
hier einzeln aufgetragen sind. Querbalken représentieren den Mittelwert aler
Messdaten einer Maus.

Die Gegenwart parentaler X63-Tumorzellen fuhrte in Milzzellen aus Méausen, die mit
Hsp60-negativen X63-Tumorzellen immunisiert worden waren, ex vivo nicht zu einer
im ELISA messbaren Produktion von IFNg und IL-2. Im Vergleich hierzu wurde in den
Milzzellen aus je einer Maus der X63-mHsp60#4- und X63-mHsp60#17-Gruppe sowie
zwel Tieren der X63-mHsp60#12-Gruppe in Gegenwart von X63-Zellen eine zwar
schwache, aber messbare IFNg-Antwort induziert. In Milzzellen aus einer Maus der
X63-mHsp60#12-Gruppe und zwel Méusen der X63-mHsp60#17-Gruppe wurde
auf3erdem eine schwach gesteigerte IL-2-Produktion beobachtet (Abb. 3.26).
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Abbildung 3.27 zeigt die Koinkubation der Milzzellen immunisierter Tiere mit
syngenen Balb/c-Milzzellen. Dabei reagierten die Milzzellen dler Tiere, die mit
mHsp60-exprimierenden X63-Zellen immunisiert worden waren, ebenfalls auf die
Gegenwart von Balb/c-Milzzellen mit einer verstéarkten Zytokinproduktion. Gegentber
Milzzellen von Tieren, die mit Hsp60-negativen Tumorzellen immunisiert worden
waren, wurde insbesondere eine Steigerung der IL-2-Produktion beobachtet. AulRerdem
fuhrte die Gegenwart von Balb/c-Milzzellen in den Milzzellen von zwel Tieren der

X63-mHsp60#12-Gruppe zu einer messharen Freisetzung von IFNg.
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Abb. 3.27 Zytokinproduktion von Milzzellen immunisierter Tiere in Gegenwart
von Balb/c-Milzzellen

1" 10° Milzzellen immunisierter Tiere (siehe Abb. 3.26) wurden mit 1” 10° bestrahlten
Balb/c-Milzzellen kokultiviert und IFNg und IL-2 nach 48h im Kulturiberstand
guantifiziert. Dabei wurden fur jedes Tier (Nr. 1-3) jeweils 35 Messwerte ermittelt,
die hier einzeln aufgetragen sind. Querbalken représentieren den Mittelwert der
Messdaten des angezeigten Tieres.
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Dieses Resultat zeigt, dass die Immunisierung mit mHsp60-exprimierenden X63-
Tumorzellen zu einer algemeinen Aktivierung des Immunsystems fuhrt, die sich ex
vivo durch eine unspezifische Freisetzung von IFNg und IL-2 zeigt. Wahrscheinlich
wurde keine, gegen X63-Tumorantigene gerichtete, spezifische Immunreaktion

induziert.

3.5.2 Hsp60 alsAdjuvanzin der Tumorabwehr

Um zu prifen, ob die unspezifische Aktivierung des Immunsystems durch Hsp60 auf
der Oberfléache der X63-Tumorzellen die Tumorabwehr in vivo unterstiitzen kann,
wurde nun das Wachstum mHsp60-exprimierender und Hsp60-negativer X63-Zellen in
Bab/c-M&usen untersucht. Dafur wurden vitale mHsp60-positive oder negative
Tumorzellen intravents Uber die Schwanzvene in Balb/c-Mause injiziert. Die Tiere
wurden getdtet, wenn das Tumorwachstum zu einer Erkrankung gemald den drei
festgelegten Kriterien (dicker Bauch, struppiges  Fdll, erhebliche
Bewegungseinschrénkungen/Ldhmungen)  gefuhrt  hatte.  Dabel  wurde die
Uberlebensdauer der Tiere notiert. In Abbildung 3.28 ist die Uberlebensrate der Tierein
Prozent und die Uberlebensdauer in Tagen dargestelIt.

Das Experiment zeigt, dass die Gegenwart von Hsp60 auf der Oberflache von
Tumorzellen die Entwicklung von Tumoren in vivo verlangsamen und im Fall des Klons
X63-mHsp60#17 bei Injektion von 110" Tumorzellen bis zum Abbruch des
Experimentes an Tag 73 verhindern konnte. Die Tiere, die mHsp60-positive
Tumorzellen des Klons X63-mHsp60#17 erhaten hatten, zeigten zu diesem Zeitpunkt
keine auf¥erlich erkennbaren Anzeichen einer Erkrankung. Auch bei Injektion von
1" 10° Tumorzellen Uberlebte eine von vier Mausen, die Zellen des Klons X63-

mMHsp60#17 erhalten hatte, etwa dreif3ig Tage langer als alle Ubrigen Mause.
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Abb. 3.28 Uberlebensdauer der M&use nach Injektion von Hsp60-negativen und
MHsp60-positiven X63-Tumor zellen

A) 110" vitdle Hsp60-negative X63-Zellen (X63-pFM92) beziehungsweise
MHsp60-positive  X63-Zellen  (X63-mHsp60#12, X63-mHsp60#17)  wurden
intravends in  Balb/c-Mé&use injiziert und die Uberlebensdauer der Tiere beobachtet
(x-Achse). y-Achse: lebende Tierein %; n = Anzahl der Tiere pro Gruppe

B) Analog wurden 1 10° Hsp60-negative X63-Zellen (X63-pFM92) beziehungsweise
mMHsp60-positive X63-Zellen (X63-mHsp60#12, X63-mHsp60#17) appliziert.
x-Achse: Uberlebensdauer; y-Achse: Iebende Tiere in %; n = Anzahl der Tiere pro
Gruppe

Dieses Resultat zeigt, dass Hsp60 in vivo eine adjuvante Wirkung bei der
Tumorimmunité besitzt. Die durch die Oberflachenexpression von Hsp60 induzierte
unspezifische Aktivierung des Immunsystems (siehe 3.5.1) scheint ene anti-
Tumorantwort in vivo zu unterstiitzen. Allein die Expression des Hsp60-Proteins kann
jedoch das Tumorwachstum nicht vollstandig inhibieren. Alle Mause, die 1" 10°
Tumorzellen erhalten hatten, entwickelten Tumoren.

Die in den Abschnitten 3.5.1 und 3.5.2 beschriebenen Experimente zeigen
zusammenfassend, dass die in vitro beobachtete immunstimulatorische Funktion des

Hsp60-Proteins auch in vivo relevant ist.
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3.5.3 Hsp60-negative und mHsp60-exprimierende X63-Tumor zellen infiltrieren
Leber und Milz

Alle Méause, die eine hohe Dosierung (1° 10°) Hsp60-negativer oder mHsp60-positiver
X63-Tumorzellen erhaten hatten, entwickelten Tumoren und wurden nach der Totung
gedffnet und fotografiert. Abbildung 3.29 zeigt, dass sowohl Hsp60-negative als auch
mMHsp60-positive X63-Tumorzellen bel allen Tieren sowohl in der Milz as auch in der
Leber massiv metastasierten. Andere Organe waren nicht betroffen. Bei allen Tieren
hatten sich jedoch daneben grof3e kapsulére Tumoren im Bauchraum entwickelt, die
einen Durchmesser von 0.5-1.5 cm besal3en (Daten nicht gezeigt).

Balb/c

X63-pFM92
PBS-behandelt v

X63-mHsp60
#12

keine
Abbildung
vorhanden

X63-mHsp60
#17

Abb. 3.29 X63-Tumor z€ellen infiltrieren Leber und Milz

Die Tiere aus dem in Abbildung 3.28-B gezeigten Experiment, die 1" 10° Hsp60-
negative X63-Zellen (X63-pFM92, oben) beziehungsweise mHsp60-positive X63-
Zellen (X63-mHsp60#12, Mitte; X63-mHsp60#17, unten) erhaten hatten, wurden,
gedffnet und fotografiert. Links ist eine Kontrollmaus dargestellt, die nur mit PBS
behandelt worden war. Angegeben ist aul3erdem der Todestag der Tiere.
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Dieses Ergebnis zeigt, dass die Expression von Hsp60 auf der Tumorzelloberflache
keinen Einfluss auf das metastasierende Verhalten der Tumorzellen in vivo besitzt.

3.5.4 Expression von Oberflachen-Hsp60 auf ex vivo-préparierten Tumorzellen

Um zu Uberpriifen, ob die Tumoren nach ihrer Entwicklung in vivo das Hsp60-Protein
noch auf ihrer Oberfléche exprimierten, wurde aus den in Abbildung 3.29 gezeigten
Tieren Tumorgewebe entnommen und hieraus Tumorzellen in vitro rekultiviert. Um zu
kontrollieren, ob die Tumorzellen auch nach der in vivo-Passage das auf dem Vektor
pFM 92 transportierte Neomycin-Resi stenzgen weiterhin in das Genom integriert trugen,
wurden die Zellen dabel in G418-haltigem Selektionsmedium kultiviert. Nachdem die
Tumorzellen herangewachsen waren, wurden sie durchflusszytometrisch hinsichtlich
der Expression von Oberflachen-Hsp60 untersucht. Das Ergebnis dieser
Untersuchungen ist in Abbildung 3.30 dargestellt.

A Maus 1 Maus 2 Maus 3 Maus 4
T Tag 41 1 Tag 41 1 Tag 41 1 Tag 47

o
84 3

50
50

o O 3 o o 3

10° 10" 102 10% 10* 10® 10" 102 10® 10* 10° 10" 102 103 10* 100 10! 102 103 10%

B Maus 1 Maus 2 Maus 3 Maus 4
1 Tag 49 tTag 49 1 Tag 50 tTag 73

o =]
wn n

o
_ w0
— 3 keine Daten
3 3 vorhanden
o} o] )

102 10" 102 10% 10* 100 10" 102 10® 10* 109 10! 102 103 10%

Y

Hsp60

Abb. 3.30 Hsp60-Expression auf der Oberflache ex vivo kultivierter Tumorzellen

X63-mHsp60#12-Tumorzellen aus vier Mausen (A) und X63-mHsp60#17-
Tumorzellen (B) aus drei Mausen sowie X63-pFM92-Tumorzellen wurden ex vivo
kultiviert, mit anti-Hsp60-Antikorper gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert.
Der grau gefiillte Bereich zeigt die Farbung von X63-pFM92-Tumorzellen einer
Maus. Die Farbung der X63-mHsp60#12- und X63-mHsp60#17-Tumorzellen ist als
schwarze Linie dargestellt. y-Achse: Zellzahl, x-Achse: Fluoreszenzintensitét
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Die durchflusszytometrische Analyse zeigt, dass die Oberflachenexpression des Hsp60-
Proteins auf Tumoren, die sich aus dem X63-mHsp60#12- wie auch dem X63-
mHsp60#17-Klon in vivo entwickelt hatten, variierte. Bei X63-mHsp60#12-Tumoren
dreier Tiere sowie dem X63-mHsp60#17-Tumor einer Maus wurde das Hsp60-Protein
auf der Tumorzelloberflache erheblich schwécher as zum Zeitpunkt der
Tumorzellinjektion exprimiert (siehe Abb. 3.8). Nur bei enem Tier mit X63-
mHsp60#12-Tumoren, jedoch zwel Tieren mit X63-mHsp60#17-Tumoren, exprimierten
die ex vivo kultivierten Tumorzellen das rekombinante Hsp60-Protein vergleichbar stark
auf ihrer Oberflache wie zum Zeitpunkt der Tumorzellapplikation. Leider konnte eine
solche Anayse nicht fir Maus 4, die Tumoren des X63-mHsp60#17-Klons trug und
erheblich langer as die Ubrigen Mause Uberlebte, durchgefihrt werden, da hier die in
vitro-Kultur der Tumorzellen misslang.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen deuten darauf hin, dass in vivo ein
Selektionsdruck besteht, der das Wachstum von Tumorzellen, die das Hsp60-Protein
nicht oder nur schwach auf der Zelloberflache exprimieren oder aber die Expression des
rekombinanten Hsp60-Proteins negativ regulieren konnten, begiinstigt. Moglicherweise
ist die Fahigkeit zur Negativregulation der mHsp60-Expression bei den aggressiveren
X63-mHsp60#12-Tumorzellen starker ausgepréagt.
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4 Diskussion

41  Hsp60 als endogenes Gefahrensignal —ein LPS-Artefakt?

Es wurde gezeigt, dass Hsp60 in APZ die Freisetzung von Zytokinen stimuliert (Chen et
al., 1999; Kol et al., 1999; Vabulas et al., 2001; Moré et a., 2001; Flohé et al., 2003),
die Reifung von dendritischen Zellen induziert (Chen et a., 1999; Kol et al., 2000;
Moré et d., 2001; Ueki et al., 2002; Wallin et a., 2002; Flohé et a., 2003) und bei der
antigenabhangigen T-Zellaktivierung die IFNg-Produktion steigert (Breloer et al., 2001;
Moré et a., 2001; Breloer et a., 2002). Die in diesen Studien verwendeten
Proteinpraparationen enthielten jedoch bakterielle Pathogen-assoziierte Molekile
(pathogen associated molecular pattern, PAMP), insbesondere LPS. Hsp60 und LPS
scheinen denselben Rezeptorkomplex zu nutzen (Kol et al., 2000; Ohashi et al., 2000)
und initiieren deshalb wahrscheinlich anliche Signaltransduktionswege.

Das in den Proteinpréparationen enthaltene LPS kann mit Hilfe des LPS-spezifischen
LAL-Testes (Limulus amoebocyte lysate assay) quantifiziert und durch entsprechende
Verfahren weitgehend, jedoch nicht vollstandig, eliminiert werden. Zusétzliche
Kontrollen sollten deshalb die durch Hsp60 und LPS induzierten immunologischen
Effekte voneinander abgrenzen. Dazu gehdrte die Hitzedenaturierung des thermolabilen
Hsp60-Proteins, wahrend LPS fir thermostabil gehalten wurde, oder die Zugabe des
LPS-Inhibitors Polymyxin B (PmB) zu den Testkulturen. Jedoch wurde gezeigt, dass
LPS in geringen wie auch htheren Konzentrationen durchaus hitzeempfindlich ist (Gao
und Tsan, 2003), und dass PmB die immunstimulatorische Wirkung von LPS nicht
vollstandig inhibieren konnte. Schliefdlich konnte mit Hilfe dieser Kontrollen auf3erdem
eine Beteiligung weiterer PAMP, wie bakterielle CoG-DNA oder Lipoproteine, die im
LAL-Test nicht nachgewiesen werden konnen, nicht ausgeschlossen werden. Sie waren
deshalb ungeeignet, die Hsp60-Spezifitdt der beobachteten Immunstimulation eindeutig
zu demonstrieren. Jingere Publikationen stellen die immunstimulatorische Funktion des
Hsp60-Proteins generell in Frage und fuhren diese allein auf die Kontamination mit
bakteriellen PAMP zurtick (Gao und Tsan, 2003; Gao und Tsan, 2004).

Ob Hsp60 selbst Uber immunstimulatorische Eigenschaften verfugt, kann nur in einem
vollstandig Endotoxin-freien Testsystem untersucht werden. Ein solches Testsystem
wurde in dieser Arbeit etabliert. Dabei wurde das Hsp60-Protein in eukaryontischen
Zellen zur Expression gebracht und Hsp60-exprimierende Zellen als Werkzeug zur
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Untersuchung des immunmodulatorischen Potentials des Hsp60-Proteins im in vitro-

Testsytem und in vivo in der Maus eingesetzt.

4.2  Expression des murinen Hsp60-Proteinsin eukaryontischen
Zédllinien

Das murine Hsp60-Protein  konnte als membranverankertes Oberfl&chenprotein
(mHsp60) oder als sezerniertes Hsp60-1g-Fusionsprotein  transient in  der
Affennierenzelllinie COS1 zur Expression gebracht werden. Beide Fusionsproteine
waren anhand spezifischer extra- und intrazelluldrer Farbungen der transfizierten Zellen
im Durchflusszytometer sowie im Hsp60-spezifischen Western-Blot von Lysaten
transfizierter COSI1-Zellen nachweisbar. Sie besitzen gegeniber dem endogenen
mitochondrialen Hsp60 (68 kDa) ein apparentes Molekulargewicht von 84 kDa
(mHsp60) beziehungsweise 90 kDa (Hsp60-1g) (siehe Abschnitt 3.2.2.1 und 3.2.2.3).
Das Hsp60-lg-Fusionsprotein  konnte auferdem im Kulturiberstand transfizierter
COS1-Z€ellen mit Hilfe spezifischer ELISA detektiert und quantifiziert werden (15-20
ng/ml). Die Konzentration des Hsp60-1g-Proteins war damit zwar zu gering fur den
direkten Einsatz des KulturUberstandes im in vitro-Testsystem, jedoch konnte das
Protein Uber Protein A-Saulen hinreichend aufkonzentriert werden, um es fir
Bindungsstudien zu verwenden.

Da es sich bei COS1-Zellen um Affennierenzellen handelt und mit diesen Zellen in
vivo-Untersuchungen im Modellorganismus Maus nicht mdglich sind, sollten dartiber
hinaus Zélllinien etabliert werden, die das membranverankerte Hsp60-Protein stabil auf
ihrer Oberflache exprimieren. Die stabile Expression des rekombinanten Hsp60-
Proteins auf der Oberflache verschiedener Zelllinien (T-, Melanom-, Fibroblastenzellen)
war nicht erfolgreich. Haufig wurden zudchst mHsp60-positive Zellklone erhalten, die
aber die Expresson des rekombinanten Proteins nach einiger Zeit wieder
herunterregulierten. Moglicherweise wirkt sich die Expression des HSP in diesen Zellen
toxisch aus. Durch den Austausch der mitochondrialen Signalsequenz durch ein
sekretorisches Signalpeptid wird das Protein nicht in die Mitochondrien importiert,
sondern in den sekretorischen Proteinexpressions- und Transportweg eingeschleust.
Dabel wird es kotranslational in das Endoplasmatische Reticulum (ER) importiert. In
diesem Kompartiment, in dem es naturlicherweise nicht vorkommt, konnte eine

Assoziation von Hsp60 mit Proteinen des ER Stoffwechselwege und andere Funktionen
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des ER, wie den Transport von sekretorischen und Membranproteinen, behindern und
deshalb toxische Auswirkungen auf die Zelle besitzen.

Schliefdich konnten verschiedene Klone der murinen X63-Plasmazelllinie erzeugt
werden, die das membrangebundene Hsp60-Protein stabil auf ihrer Oberfléche
exprimierten. Die Expression des rekombinanten Fusionsproteins konnte in diesen
Zellen ebenfalls durch extrazellulare Farbungen mit spezifischen Antikodrpern gegen das
Hsp60-Protein selbst oder eines der beiden angefuigten Epitope (Hamagglutinin (HA),
myc) im Durchflusszytometer sowie im Zytospin nachgewiesen werden (siehe Abschnitt
3.2.2.2). Der Zytospin zeigt, dass das mHsp60-Protein auf der Oberfldche von X63-
Zellen nicht gleichméfdig verteilt, sondern vielmehr in grof3en Aggregaten konzentriert
vorliegt. Eine mogliche Ursache hierffir ist die Oligomerisierung des
Hitzeschockproteins auf der Zelloberflache. Das mitochondriale funktionelle Hsp60-
Protein ist ein Oligomer, das aus vierzehn Hsp60-Untereinheiten besteht (Bukau und
Horwich, 1998). Dabel formen zwel heptamere Ringe eine fassdhnliche Struktur, die
auch as ,,Double Doughnut* bezeichnet wird, und in dessen Lumen die Fatung
assoziierter Proteine erfolgt. Zusdtzlich kann auch die Fusion mit der
Transmembranregion des PDGF-Rezeptors zu einer Oligomerisierung beitragen. Eine
weitere Erkl&rungsmoglichkeit bietet die Lokalisation des Proteins in definierten
Membranregionen, sogenannten ,Lipid Rafts* (Heerklotz, 2002). Diese
Membranregionen weisen eine von der Ubrigen Zellmembran abweichende
Zusammensetzung auf. Insbesondere finden sich hier Anreicherungen von
Sphingomyelin, Cholesterol und Glykolipiden sowie hydrophobe Membranproteine, die
haufig Uber geséttigte Alkylreste in der Membran verankert sind (Heerklotz, 2002).
Angesiedelt in solchen Membranregionen kénnte das Hsp60-Protein mit weiteren
hydrophoben Membranproteinen aggregieren. Moglicherweise ist dies die Ursache
dafir, dass des rekombinante Hsp60-Protein im Western-Blot von Zelllysaten
transfizierter X63-Zellen nicht nachgewiesen werden konnte. Bei der hier
durchgefiihrten kalten Zelllyse mit Triton-X100 ist bekannt, dass eine Detergenz-
unldsliche Fraktion erhalten wird (Schroeder et al., 1994; Schroeder et a., 1998; Patra
et a., 1999; London und Brown, 2000), bei der es sich wahrscheinlich um Raft-ahnliche
Strukturen handelt. Nach der Zentrifugation verbleiben diese Fraktionen im Pellet und
gelangen so nicht mit dem Uberstand auf das Gel und den Western-Blot. In COSI-
Zellen wurde dagegen im Zytospin neben kleineren Aggregaten eine ebenméaldigere
Verteilung des membranverankerten Hsp60-Proteins auf der Zelloberflache beobachtet
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(Daten nicht gezeigt). Wie beschrieben konnte hier das rekombinante Protein im
Western-Blot von Zelllysaten transfizierter Zellen identifiziert werden. Da das
membranverankerte Hsp60-Protein jedoch mit Hsp60-spezifischem Antikorper auf der
Oberflache stabil transfizierter X63-Zellen in der durchflusszytometrischen Analyse und
im Zytospin detektierbar war, wird eine korrekte Konformation des rekombinanten

Fusionsproteins angenommen.

43  Hsp60ist ein immunologischer Signalver stérker

Es wurde gezeigt, dass eukaryontisches Hsp60-Protein ebenso wie LPS und andere
bakterielle PAMP bei der antigenabhéngigen Stimulation naiver CD4*- und CD8'-
T-Zellen in vitro die Expression des Zytokins IFNg steigert (Moré et a., 2001; Breloer
et al., 2001; Breloer et al., 2002). Dieser Effekt wurde auch bel Einsatz der eingangs
erwédhnten Kontrollen wie die Hitzedenaturierung des Hsp60-Proteins und die Inhibition
von LPS durch Zugabe von PmB beobachet. In dem in dieser Arbeit etablierten
Endotoxin-freien Testsytem wurde diese immunmodul atorische Eigenschaft des Hsp60-
Proteins Uberprift. Dabei wurden naive T-Lymphocyten in Gegenwart von APZ und
COS1-Z€llen oder X63-Z€llen, die das murine Hsp60-Protein als membrangebundenes
Molekll auf der Zelloberflache présentierten oder als Hsp60-1g-Fusionsprotein in den
Kulturlberstand freisetzten, antigenabhangig stimuliert. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen zeigen, dass Hsp60 in Abwesenheit jeglicher kontaminierender
bakterieller PAMP eine adjuvante Wirkung bei der Aktivierung naiver T-Zellen besitzt.
Sowohl das von COS1-Zellen sezernierte Hsp60-1g-Fusionsprotein als auch das
membranverankerte Hsp60-Protein auf der Zelloberflache von transient transfizierten
COS1-Zellen oder verschiedenen stabil transfizierten X63-Klonen fuhrte im Vergleich
zu Testkulturen mit Hsp60-negativen COS1-Zellen oder X63-Klonen in vitro zu einer
statistisch  signifikanten Steigerung der Produktion des Zytokins IFNg bei der
antigenabhéngigen Aktivierung naiver CD4'-T-Zellen (siehe Abschnitt 3.3.2) und
CD8"-T-Zellen (Daten nicht gezeigt). Im Vergleich mit Hsp60-negativen Kontrollzellen
wurde etwa eine Verdopplung der IFNg-Konzentration im Kulturtiberstand beobachtet.
Der adjuvante Effekt von Hsp60 bel der T-Zellaktivierung war abhéngig von der Anzahl
der eingesetzten Hsp60-exprimierenden Zellen und damit von der Hsp60-K onzentration
im Testsystem.
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Die Steigerung der IFNg-Produktion in T-Zellen war Hsp60-spezifisch, wie folgende
Kontrollen zeigen: 1. Der immunstimulatorische Effekt des Hsp60-Proteins wurde bei
Einsatz verschiedener mHsp60-exprimierender X 63-Zellklone gegeniiber verschiedenen
Hsp60-negativen X63-Zellklonen beobachtet. 2. Da weder mHsp60-exprimierende
X63-Zellklone noch Hsp60-negative X63-Zellklone die fur die Prasentation des
verwendeten OVA-Peptidantigens an DO11.10-T-Zellen notwendigen MHC 11-
Molekiile des I-A%Haplotyps exprimierten (Daten nicht gezeigt), kann die verstarkte
IFNg-Freisetzung nicht auf eine verstarktie MHC-Expression einzelner Klone
zurlickgefuhrt werden. Aufgrund dieser Kontrollen beruht der adjuvante Effekt von
Hsp60 nicht auf der klonalen Varianz einzelner stabil transfizierter Zellklone. 3.
Desweiteren wurde eine verstarkte Produktion von IFNg auch in Gegenwart von
transient transfizierten Hsp60-1g- oder mHsp60-exprimierenden COS1-Zellen
gegenuber COS1-Zellen, die mit dem entsprechenden Vektor ohne Hsp60-Insert
transfiziert waren, beobachtet (siehe Abschnitt 3.2.2.1 und 3.2.2.3). Diese Zellen
wurden bereits vierundzwanzig oder achtundvierzig Stunden nach der Transfektion im
in vitro-Testsystem eingesetzt, so dass die Ausbildung spezifischer zellularer Varianzen
aus zeitlichen Grinden ausgeschlossen ist.
Diese Ergebnisse belegen die biologische Funktionalitét sowohl des Hsp60-1g-Proteins
als auch des auf der Oberflache von COS1-Zellen oder X63-Zellen exprimierten
membrangebundenen Hsp60-Proteins und zeigen, dass das murine Hsp60-Protein Uber
eine intrinische immunmodulatorische Aktivitat verfugt, die stimulierend auf die
Expression des Zytokins IFNg bei der antigenabhangigen Aktivierung von T-Zellen
wirkt. Diese Beobachtungen bestétigen die bei Moré et a. (2001) und Breloer et a.
(2001 und 2002) beschriebene immunstimulatorische Funktion des Hsp60-Proteins.
Der Einfluss von Hsp60 auf die Aktivierung von NK-Zellen, die zu den wichtigsten
IFNg-produzierenden Zellen des angeborenen Immunsystems gehdren (Ubersicht bei
Biron und Brossay, 2001; Das et a., 2001), wurde bislang noch nicht untersucht. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass eine Beteiligung von NK-Zellen an der
durch Hsp60 stimulierten IFNg-Expression unwahrscheinlich ist, da Hsp60 auch in
T-Zellpraparationen, aus denen die DX5'-NK-Zellen nahezu vollstandig depletiert
worden waren, die Produktion von IFNg gleichermal3en stimulieren konnte (siehe
Abschnitt 3.3.3). Bel der Hsp60-responsiven Zellpopulation, die auf die Gegenwart
dieses Hitzeschockproteins mit der Produktion von IFNg reagiert, handelt es sich
deshalb wahrscheinlich ausschliefdlich um T-Zellen.
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Das von T-Zellen und NK-Zellen produzierte Zytokin IFNg spielt eine wichtige Rolle
bei der Abwehr verschiedener bakterieller und viraler Pathogene (Weiss et al., 1992;
Dai et al., 1997; Lohman und Welsh, 1998; Ubersicht bei Harty et al., 2000). Die friihe
Freisetzung von IFNg begiingtigt dabei eine Differenzierung von CD4*-T-Zellen zu
Thul-Zellen und von CD8'-T-Zellen zu zytotoxischen Effektorzellen (Ubersicht bei
Mosmann und Coffman, 1989; Das et al., 2001), die fur die Verteidigung des
Organismus gegenlber diesen Pathogenen wichtig sind. Die Stimulation der IFNg
Produktion durch Hsp60 fuhrt zu der Vermutung, das autologes Hsp60, das bei einer
Infektion oder anderen Stresssituationen von kérpereigenen Zellen in die Umgebung
freigesetzt oder auch auf der Zelloberflache prasentiert wird (Basu et a., 2000; Belles et
a., 1999), ads immunologischer Signalverstérker einen wichtigen Beitrag zur
Ausbildung und Differenzierung einer adaptiven Immunantwort in Richtung einer Ty1-
und CTL-Antwort leisten kann. Eine solche Funktion des Hsp60-Proteins wurde bereits
friher vorgeschlagen (Breloer et a., 2001; Flohé et al.2003).

4.4  Untersuchungen zum Mechanismus der adjuvanten Funktion

von Hsp60

441 Rezeptoren
4.4.1.1 Hsp60 bindet an spezifische Rezeptoren auf der Oberflache von APZ

T-Zellen bendtigen fur ihre Aktivierung akzessorische antigenprésentierende Zellen
(APZ) wie Makrophagen und dendritische Zellen, die das notwendige kostimulatorische
Signal vermitteln kénnen (Ubersicht bei Croft und Dubey, 1997). Fir verschiedene HSP
wurde ein modulatorischer Einfluss auf APZ-Funktionen wie die Freisetzung von
Zytokinen, die die T-Zellaktivierung beeinflussen, beschrieben (Chen et a., 1999; Basu
et a., 2000; Singh-Jasuja et al., 2000; Asea et al., 2000; Kol et a., 2000; Panjwani €t al.,
2000; Moré et al., 2001; Breloer et al., 2002), und es wurde gezeigt, dass HSP
spezifisch an die Oberflache von APZ wie Makrophagen und DC binden (Singh-Jasuja
et al., 2000; Basu et al., 2001; Habich et al., 2002; Becker et a., 2002; Delneste et .,
2002; Ubersicht bei Binder et al., 2004).

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sowohl das rekombinante murine Hsp60-1g-
Fusionsprotein als auch humanes Hsp60 an die Zelloberflache von murinen peritonealen
Makrophagen binden (siehe Abschnitt 3.4.2.1). Die Bindung beider Proteine war
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Hsp60-spezifisch, weil erstens die Bindung von FITC-markiertem humanen Hsp60
durch Préainkubation der Zellen mit unmarkiertem Hsp60 als Kompetitor inhibiert
werden konnte, und zweitens im Gegensatz zu Hsp60-1g die Bindung eines Kontroll-1g-
Fusionsproteins (humanes CD83-1g) erwartungsgemal® nicht nachgewiesen werden
konnte. Da beide Fusionsproteine Uber einen identischen Ig-Teil verfligen, erfolgt die
Bindung des Hsp60-1g-Proteins an die Makrophagenoberflache unabhéngig vom Ig-Tell
und ist deshalb Hsp60-spezifisch. Diese Ergebnisse bestdtigen die friher gezeigte
spezifische Bindung von Hsp60 an die Oberflache von APZ (Habich et al., 2002;
Habich et a., 2003) und belegen erneut die Funktionaitédt des Hsp60-1g-
Fusionsproteins.

Als ein genereller Rezeptor fir verschiedene HSP, darunter Hsp70, gp96 und Hsp90,
wurde der a2Makroglobulin-Rezeptor (CD91) beschrieben (Basu et al., 2001; Ubersicht
bei Binder et al., 2004). Weitere Rezeptoren, die mit der Bindung und Aktivierung von
APZ durch HSP in Verbindung gebracht werden, sind CD36 und Lox-1, die Mitglieder
derselben Scavenger-Rezeptorfamilie wie CD91 sind, sowie CD40 (Ubersicht bei
Binder et a., 2004). CD36 scheint eine wichtige Rolle bel der Bindung und
Phagozytose von gp96 zu besitzen. So wurde gezeigt, dass Makrophagen aus CD36-
Knockout-Mausen eine deutlich reduzierte Aufnahme von gp96 und gp96-assoziierten
Peptiden aufweisen (Panjwani et al., 2000). Eine vergleichbare Funktion wurde auch fir
Lox-1 bei der Bindung und Endozytose von Hsp70 und Hsp70-assoziierten Peptiden
durch humane DC gezeigt (Delneste et a., 2002). CD40 wurde als signalgebender
Rezeptor fur mycobakterielles, jedoch nicht eukaryontisches Hsp70 (Wang et al., 2001),
sowie als endozytotischer Rezeptor fur murines Hsp70 beschrieben (Becker et al.,
2002). Scavenger-Rezeptoren wie CD91, CD36 und Lox-1 scheinen somit auch eine
Funktion bei der Erkennung von autologen HSP zu besitzen.

Die Identitdt des oder der fur die Bindung von Hsp60 verantwortlichen Rezeptoren auf
der Oberflache monozytérer Zellen ist noch nicht bekannt. Da die Bindung des Hsp60-
Proteins an die Oberflache von J774- und RAW264.7-Makrophagen nicht durch
Préinkubation der Zellen mit anderen HSP wie Hsp70 und gp96 kompetiert wird
(Habich et a., 2002), scheinen die an der Bindung dieser HSP beteiligten oben
angefUhrten Rezeptoren fur die Bindung von Hsp60 nicht verantwortlich zu sein.

Die Bindung von Hsp60 wird jedoch durch spezifische Rezeptoren vermittelt (Habich et
al., 2002). Dabel kompetieren Hsp60-Proteine verschiedener eukaryontischer Spezies
wie Mensch, Maus und Ratte um dieselbe Bindungsstelle auf der Oberflache von

111



DISKUSSON

Makrophagen (Habich et a., 2003). Die Bindung des humanen Hsp60-Proteins an die
Makrophagenoberflache konnte durch einen Hsp60-spezifischen Antikorper blockiert
und das fUr die Bindung verantwortliche Hsp60-Epitop in der C-terminalen Region des
Hsp60-Proteins (p481-p500) lokalisiert werden (Habich et a., 2004).

In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass der CD14-Rezeptor, der Bestandteil
des LPS-Rezeptorkomplexes ist, an der Bindung von Hsp60 beteiligt ist. Die Bindung
des humanen Hsp60-Proteins, jedoch nicht des murinen Hsp60-Proteins, an den
humanen CD14-Rezeptor wurde von Breloer et al. (2002) gezeigt. Der CD14-Rezeptor
sowie die mit diesem Rezeptor assoziierten signalgebenden Toll-like-Rezeptoren TLR4
(Ubersicht bei Beutler, 2000; Ubersicht bei Takeda et al., 2003) und TLR2 (Yang et al.,
1998; Kirschning et al., 1998; Manukyan et a., 2005) werden aulRerdem mit der durch
Hsp60 induzierten Immunstimulation in Verbindung gebracht (Ohashi et al., 2000; Kol
et al., 2000; Vabulas et a., 2001; Zanin-Zhorov et a., 2003; Zanin-Zhorov et al., 2005).

4.4.1.2 Funktionvon TLR

Fur die Hsp60-stimulierte IFNg-Produktion bei der T-Zellaktivierung wurde die
Modulation von APZ-Funktionen verantwortlich gemacht (Chen et al., 1999; Breloer et
al., 2001; Moré et a., 2001; Breloer et a., 2002; Flohé et a., 2003). Wie zuvor
beschrieben liefert die Literatur einige Hinweise darauf, dass an der Stimulation der
Zytokinproduktion und der Expression kostimulatorischer Oberflachenmolekile in
Makrophagen und DC durch Hsp60 der L PS-Rezeptorkomplex CD14/TLRA4 beteiligt ist
(Kol et a., 2000; Vabulas et al., 2001). Um die Bedeutung von TLR4 bei der Hsp60-
induzierten Stimulation der IFNg-Produktion bei der T-Zellaktivierung zu Uberprifen,
wurden peritoneale Makrophagen und T-Zellen aus C3HHeN-Wildtypmausen und
C3HHe}Méusen eingesetzt. Letztere besitzen eine Punktmutation, die zu einem
Aminosdureaustausch in der zytoplasmatischen Doméne des TLR4-Rezeptors fihrt
(P712H) (Poltorak et a., 1998). Der in C3HHeJMé&usen exprimierte TLR4 ist deshalb
nicht funktionell, und die Tiere sind gegeniber LPS nur noch schwach responsiv
(Poltorak et a., 1998). Verschiedene PEC/T-Zellkombinationen aus C3HHeN-Wildtyp-
und C3HHeJMausen wurden in Gegenwart von mHsp60-exprimierenden X63-Zellen
oder LPS mit anti-CD3 stimuliert. Erwartungsgemal? steigerte LPS in diesem System in
Abwesenheit eines funktionellen TLR4 eine Steigerung der IFNg-Produktion kaum
(Poltorak et al., 1998). In dieser Arbeit konnte jedoch erstmals gezeigt werden, dass
Hsp60 sowohl in Gegenwart von APZ, die Uber einen intakten TLR4 verfiigen, als auch
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APZ, die einen disfunktionellen TLR4 exprimieren, eine Steigerung der IFNg
Expression in Wildtyp- wie auch TLR4-mutanten T-Zellpraparationen induzieren
konnte (siehe Abschnitt 3.4.3.1). Wildtyp- wie TLR4-defekte PEC erwiesen sich hierbel
als gleichermal3en kompetente APZ, die auch in C3HHeJ-T-Zellpréparationen eine
durch Hsp60-gesteigerte IFNg-Antwort induzieren konnten. Die Steigerung der IFNg-
Expression in T-Zellen durch Hsp60 in Abwesenheit bakterieller PAMP ist somit,
entgegen den in der Literatur beschriebenen Beobachtungen (Kol et a., 2000; Vabulas
et a., 2001), unabhéngig von funktionellem TLR4 auf APZ.

Neben dem CD14/TLR4-Komplex wurde Hsp60 (Vabulas et al., 2001; Kol et a., 2000)
wurde Hsp60 wie auch LPS ebenfalls as Ligand fur TLR2 beschrieben (Yang et al.,
1998; Kirschning et a., 1998; Vabulas et al., 2001; Zhanin-Zhorov et al., 2003; Zhanin-
Zhorov et al., 2005). TLR2 wird wie TLR4 hauptsichlich auf der Oberfléche
monozytarer Zellen wie Makrophagen und DC exprimiert und assoziiert ebenfalls mit
CD14 (Yang et a., 1998; Kirschning et al., 1998; Manukyan et a., 2005). TLR2
interagiert dartber hinaus mit weiteren TLR wie TLR1 und TLR6 (Ozinsky et al., 2000;
Hajjar et al., 2001). Diese Interaktionen resultieren wahrscheinlich in einem erweiterten
Repertoire von Liganden, die durch diesen TLR erkannt werden konnen. Der zentrae
Signalweg, der von nahezu allen TLR genutzt wird, verlauft tGber das Adaptermolekl
MyD88, dessen Engagement schliefdlich zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB und zur NF-kB-induzierten Zytokinfreisestzung und Expression
kostimulatorischer Molekiile fiihrt (Ubersicht bei Janeway und Medhzitov, 2002).
Deshalb wurde ebenfalls die Bedeutung dieses zentralen Adaptermolekils fir die
Hsp60-induzierte Steigerung der IFNg-Produktion in T-Zellen untersucht. Dabei zeigte
sich, dass auch der TLR-assoziierte MyD88-Signalweg fir den adjuvanten Effekt des
Hsp60-Proteins bel der Aktivierung von T-Zellen entbehrlich ist, da die Gegenwart von
Hsp60 auf der Zelloberflache von X63-Zellen in MyD88"-Milzzellen eine
vergleichbare Steigerung der IFNg-Produktion wie in Wildtyp- oder TLR4-defekten
Milzzellen bei Stimulation des TCR mit anti-CD3 steigern konnte (siehe Abschnitt
34.32). Im Gegensatz hierzu konnte LPS in MyD88"-Milzzellen keinen
stimulatorischen Effekt vermitteln.

Da fir den putativen Hsp60-Rezeptor TLR2 ein MyD88-unabhangiger Signalweg nicht
bekannt ist, bleibt unklar, ob dieser Rezeptor fir den stimulatorischen Effekt von Hsp60
bei der T-Zellaktivierung von Bedeutung ist. Generell scheint jedoch eine Beteiligung
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von TLR2 und TLR4 an der Hsp60-induzierten Signalvermittiung aufgrund der
Entbehrlichkeit des MyD88-Signalweges eher unwahrscheinlich.

Die in der Literatur beschriebene Abhéngigkeit der Hsp60-vermittelten Immun-
stimulation von TLR4 (Ohashi et a., 2000; Vabulas et a., 2001) und TLR2 (Vabulas et
al., 2001; Zanin-Zhorov et al., 2003) ist wahrscheinlich auf eine Kontamination der
verwendeten Proteinpraparationen mit LPS und/oder anderen bakteriellen PAMP

zuriickzuftihren.

4.4.2 Modulation von APZ-Funktionen
4.4.2.1 Expression kostimulatorischer B7-Molekile

Es wurde gezeigt, dass sowohl bakterielles als auch rekombinant in Bakterien erzeugtes
eukaryontisches Hsp60 ebenso wie LPS in Makrophagen und DC neben der Freisetzung
von Zytokinen zu einer gesteigerten Expression der kostimulatorischen B7-Molekile
CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) auf der Zelloberfléache dieser APZ fihrt (Moré, 2001,
Moré et a. 2001; Flohé et a. 2003). Die Expression kostimulatorischer
Zelloberflachenmolekile tragt wesentlich zur Initiation einer adaptiven Immunantwort
bei und kann bel der durch Hsp60-vermittelten Steigerung der IFNg-Produktion in
T-Zellen eine wichtige Rolle spielen.

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Hsp60-exprimierenden Zelllinien der Einfluss des
Hsp60-Proteins auf die Expression kostimulatorischer Molekile und auf die Produktion
von Zytokinen durch Makrophagen im Endotoxin-freien Testsystem untersucht und mit
der Stimulation dieser APZ-Funktionen durch LPS verglichen. Obwohl das in dieser
Arbeit erzeugte murine Hsp60-1g-Fusionsprotein spezifisch an die Oberflache von
Makrophagen bindet, wurde weder in Gegenwart von Hsp60-1g-sezernierenden COS1-
Zellen (Daten nicht gezeigt) noch mHsp60-exprimierenden COS1- oder X63-Zellen
eine Expressionssteigerung der kostimulatorischen B7-Molekile B7.1 (CD80) und B7.2
(CD86) beobachtet. Im Gegensatz hierzu wurden beide Kostimulatoren bel Aktivierung
der Makrophagen durch LPS verstéarkt exprimiert.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die von Moré et a. (2001) und Flohé et al.
(2003) gezeigte verstarkte Expression dieser kostimulatorischen Molekule durch Hsp60
auf Kontaminationen der verwendeten Hsp60-Praparation mit  bakteriellen
Komponenten zuriickzufiihren ist. Da die Expression von CD80 und CD86 durch Hsp60
nicht gesteigert wird, spielen diese Molekile wahrscheinlich keine Rolle bel der Hsp60-

vermittelten Stimulation der IFNg-Produktion bei der T-Zellaktivierung.
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4.4.2.2 Zytokinexpression

Neben der Expression kostimulatorischer Molekile auf der Zelloberflache von APZ
wurde gezeigt, dass sowohl bakterielles wie auch eukaryontisches Hsp60 ebenso wie
LPS in Makrophagen und DC die Freisetzung von Zytokinen, darunter IL-1b, IL-6,
IL-8, IL-12 und TNFa stimuliert (Chen et a., 1999; Kol et al., 2000; Moré et a., 2001;
Breloer et al., 2002; Ueki et a., 2002; Wallin et al., 2002). Insbesondere die von APZ
wie Makrophagen und DC produzierten Zytokine IL-6, IL-12 und TNFa leisten in vivo
nicht nur einen wichtigen Beitrag zur Initiation einer adaptiven Immunantwort, sondern
bestimmen auch mal3geblich deren Polarisierung in Richtung einer Tyl- oder Tn2-
Antwort. So induziert IL-6 nicht nur die Produktion von Proteinen der akuten Phase
(Barton et al., 1997), sondern wurde auch as Wachstums- und Differenzierungsfaktor
sowohl in der B- als auch T-Zellentwicklung beschrieben (Cerutti et a., 1998). Auch
TNFa spielt eine wichtige Rolle bei der Verteidigung des Organismus nicht nur
gegeniber Infektionen mit pathogenen Erregern, sondern auch maligne entarteten
korpereigenen Zellen. Dieses Zytokin ist wesentlich an der Ausbildung einer lokalen
Entziindungsantwort beteiligt und besitzt vielfdtige Funktionen. Hauptsachlich wirkt
TNFa autokrin wie parakrin aktivierend auf Monozyten/Makrophagen, in denen es die
Produktion von Chemokinen und Zytokinen induziert (Ubersicht bei Vilcek und Lee,
1991; Ubersicht bei Ruddle, 1992). Daneben stimuliert TNFa die Reifung von DC
sowie deren Wanderung zu den Lymphknoten (Cerutti et a., 1998), wo die Initiation
der adaptiven Immunantwort erfolgt, und unterstiitzt, wahrscheinlich durch Stimulation
der I1L-12-Produktion in APZ, auch die Polarisierung der Immunreaktion in Richtung
einer Tyl-Antwort (Becher et al., 1999). IL-12 besitzt eine besonders wichtige,
zwischen dem angeborenen und adaptiven Immunsystem vermittelnde Funktion. 1L-12
induziert sowohl in NK-Zellen als auch T-Zellen die Produktion von TNFa und IFNg
(Ubersicht bei Langrish et a., 2004), die ihrerseits Effektorfunktionen von
Makrophagen modulieren (Ubersicht bei Billiau, 1996), und fordert die Differenzierung
von CD4"-T-Zellen zu Tyl-Zellen und von CDS8'-T-Zellen zu zytotoxischen
Effektorzellen (Macatonia et a., 1995, O Garra et a., 1995; Billiau 1996). In
Abwesenheit von IL-12 wird dagegen die Entwicklung einer Ty2-Antwort beginstigt
(Velupillai und Harn, 1994; Ubersicht bei Trinchieri, 2003).

Bislang wurde angenommen, dass die durch Hsp60 stimulierte IFNg-Produktion in

T-Zellen hauptsachlich auf die Induktion der IL-12-Produktion und der Expression
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kostimulatorischer Molekile in APZ durch Hsp60 zurlickzufihren ist (Moré et al.,
2001; Breloer et al., 2002; Flohé et a., 2003). Wie beschrieben konnte die Stimulation
der Expression kostimulatorischer B7-Molekile in APZ durch Hsp60 nicht bestétigt
werden. Deshalb wurde weiter die Induktion der Zytokine IL-6, IL-12 und TNFa in
Makrophagen in Gegenwart Hsp60-exprimierender Zellen untersucht. Dabei konnte
weder das von COSI1-Zellen sezernierte Hsp60-1g-Fusionsprotein noch das auf der
Zelloberflache von COS1- oder X63-Zellen prasentierte Hsp60-Protein die Freisetzung
messbarer Mengen der Zytokine IL-6, IL-12 und TNFa in peritonealen Makrophagen
sowie der Makrophagenlinie RAW264.7 induzieren. Darlber hinaus konnte in
peritonealen Makrophagen nach Koinkubation mit mHsp60-exprimierenden COS1-
Zellen auch mit Hilfe der PCR keine Induktion der mRNA-Expression der IL-12-
Untereinheiten p35 und p40 festgestellt werden. Im Gegensatz hierzu sezernierten
RAW264.7 wie auch peritoneale Makrophagen (Daten nicht gezeigt), die mit LPS
stimuliert worden waren, grof3e Mengen IL-6, IL-12 und TNFa. Die Induktion der
MRNA-Expression der p35- und p40-Untereinheiten des IL-12 konnte bei Stimulation
der Makrophagen mit LPS zudem auch in der spezifischen PCR gezeigt werden.

Dartber hinaus wurde die Expression der p19-Untereinheit des IL-23 untersucht. Sie ist
der p35-Kette des IL-12 strukturell verwandt und bildet in Assoziation mit der p40-
Untereinheit das funktionelle Zytokin IL-23 (Oppmann et a, 2000). Trotz ihrer
strukturellen Verwandtschaft besitzen IL-23 und IL-12 distinkte Funktionen (Ubersicht
bei Langrish et al., 2004). Im Gegensatz zu IL-12, das die Differenzierung naiver CD4"-
T-Zellen zu IFNg-produzierenden Ty1-Zellen fordert, spielt IL-23 wahrscheinlich eine
Rolle bel der Aktivierung von T-Gedéchtniszellen, die den IL-23-Rezeptor verstarkt
exprimieren und auf IL-12 nur schwach reagieren (Oppmann et a., 2000). Die
Expression von IL-23 wird in DC und Makrophagen wie die von IL-12 ebenfalls durch
bakterielle PAMP induziert. Eine verstarkte Expression der pl9-Untereinheit dieses
Zytokins wurde bei Stimulation humaner DC und Makrophagen mit Gram-negativen
Bakterien wie Escherichia coli (Jefford et al., 2003), vor alendingen aber mit Gram-
positiven Bakterien beobachtet (Smits et al., 2004). Ob Hsp60 die Expression des
IL-23-Zytokins steigert, wurde bislang noch nicht untersucht. In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass Hsp60, das den Makrophagen auf der Oberflache von COSI1-Zellen
présentiert wurde, im Gegensatz zu LPS die Expression der p19-Untereinheit des IL-23

nicht induzieren konnte.
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Diese Ergebnisse bestdtigen die von Gao und Tsan publizierten Beobachtungen (Gao
und Tsan, 2003; Gao und Tsan, 2004), die die durch Hsp60 induzierte
Zytokinfreisetzung generell in Frage stellen. Sie konnten zeigen, dass von LPS
gereinigtes Hsp60 in der Makrophagenlinie RAW264.7 die Produktion von TNFa und
IL-1b sowie die mRNA-Expression von vielen weiteren Zytokinen nicht mehr
induzieren konnte.

Zusammen mit den Ergebnissen dieser Arbeit deuten diese Resultate darauf hin, dass
die bei Stimulation von Makrophagen mit rekombinantem Hsp60-Protein beobachtete
Zytokinfreisetzung auf eine Verunreinigung der Proteinpraparationen mit bakteriellen
Endotoxinen zurlckzuftihren und nicht dem Hsp60-Protein selbst zuzuschreiben ist.

4.4.2.3 Rollevon Zytokinen bei der Hsp60-ver mittelten T-Zellstimulation

Obwohl Hsp60 im Endotoxin-freien Testsystem in APZ weder die Expression
kostimulatorischer Oberflachenmolekile noch die Freisetzung der untersuchten
Zytokine induzieren konnte, wurde in Gegenwart von membrangebundenem Hsp60
oder losichem Hsp60-lg eine verstérkte Freisetzung des Zytokins IFNg bei der
antigenabhangigen Aktivierung naiver T-Zellen beobachtet. Hierbel konnten auch
geringe Zytokinmengen, die mit den zur Verfigung stehenden Mitteln moglicherweise
nicht mehr nachweisbar waren, eine Rolle spielen. Bel der T-Zellaktivierung stehen
APZ und T-Zelle in engem Kontakt (Kupfer und Kupfer, 2003), so dass tber die kurze
Distanz innerhalb der immunologischen Synapse auch geringe Zytokinkonzentrationen
eine biologische Wirkung entfalten konnen. Zudem sind komplexe
Rickkopplungsmechanismen bekannt, die sowohl autokrin wie auch parakrin wirksam
sein konnen. Beispielsweise wirkt das von den T-Zellen produzierte IFNg seinerseits
aktivierend auf APZ wie DC und Makrophagen ein und verstérkt unter anderem die
Expression von IL-12 (Maet a., 1996).

Um den Beitrag der Zytokine IL-6, IL-12 und TNFa bel der Hsp60-vermittelten
Steigerung der IFNg-Produktion in  T-Zellen zu untersuchen, wurden im in vitro-
Testsystem zur Stimulation naiver CD4'-T-Zellen neutraliserende Antikorper
eingesetzt, die die biologische Aktivitdt der genannten Zytokine inhibieren. Die
Ergebnisse dieser Experimente haben erstmals gezeigt, dass weder IL-6 und TNFa noch
IL-12 bei der Hsp60-vermittelten Steigerung der IFNg-Produktion bel der Aktivierung

naiver CD4"- T-Zellen eine Rolle spielen. Im Gegensatz hierzu konnte sowohl die
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Neutralisation von TNFa- as auch IL-12, nicht aber die Inhibition von IL-6, die LPS-
induzierte IFNg-Sekretion drastisch reduzieren. Im Gegensatz zu Hsp60 ist deshalb die
Stimulation der IFNg-Produktion in T-Zellen durch LPS abhangig von TNFa und
IL-12. Zudem belegt diese Kontrolle die neutralisierende biologische Aktivitat der
verwendeten Antikorper in der hier eingesetzten Konzentration im Testsystem.

Dass Hsp60 die IFNg-Produktion in T-Zellen tatsachlich unabhéngig von IL-12 und
auch IL-23 stimulieren kann, wurde schliefdlich eindeutig bei der Stimulation von APZ
und T-Zellen aus IL-12p40"-Mé&usen demonstriert. Die Zellen dieser Tiere exprimieren
durch die Deletion der gemeinsamen p40-Untereinheit von IL-12 und IL-23 weder
funktionelles IL-12 noch IL-23 (Magram et a., 1996). Dennoch wurde in Gegenwart
von mHsp60-exprimierenden X63-Zellen die durch das TCR-Engagement Uber anti-
CD3 induzierte IFNg-Expression signifikant gesteigert. LPS hatte hingegen in diesem
System erwartungsgemal? keinen Einfluss auf die IFNg-Produktion.

Die Steigerung der IFNg-Freisetzung durch T-Zellen bei Stimulation mit LPS ist somit
strikt von IL-12 und auch TNFa, deren Expression in APZ durch LPS induziert wird,
abhangig. Hsp60 dagegen stimuliert die IFNg-Produktion in T-Zellen unabhangig von
IL-6, IL-12, IL-23 und TNFa. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den von
Breloer et al. (2001 und 2002) publizierten Resultaten, die die Abhangigkeit der Hsp60-
induzierten IFNg-Produktion in T-Zellen von dem von APZ produzierten Zytokin IL-12
zeigen, und deutet darauf hin, dass die beobachteten Effekte wahrscheinlich auf eine
Kontamination des verwendeten Hsp60-Proteins mit bakteriellen Endotoxinen wie LPS
zurtckzufthren ist.

Welitere Zytokine, die einen wichtigen Beitrag zur Induktion und Polarisierung einer
Tn1- und CTL-Immunantwort leisten, sind die Typ I-Interferone IFNa und IFNb. lhre
Expression wird in monozytéren Zellen Uber TLR induziert, die neben dem zentralen
MyD88-Signalweg, der zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB fuhrt,
zusétzlich einen aternativen Signalweg nutzen, der in der Aktivierung des IFN-
regulierenden Transkriptionsfaktors IRF3 und der Expression der Typ I-Interferone
resultiert (Akira und Hoshino, 2003; Ubersicht bei Imler und Hoffmann, 2003;
Ubersicht bei Barton und Medzhitov, 2003). Zu diesen TLR gehdrt neben TLR3, 7 und
9 auch der putative signalgebende Hsp60-Rezeptor TLR4 (Ubersicht bei Imler und
Hoffmann, 2003; Ubersicht bei Barton und Medzhitov, 2003; Ubersicht bei Malmgaard,

2004). IFNa und IFNDb sind insbesondere bei der Initiation antiviraler Immunantworten
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(Ubersicht bei Malmgaard, 2004; Ubersicht bei Theofilopoulos, 2004), aber auch bei
der Bekampfung und Immunotherapie von Tumoren von Bedeutung (Gutterman, 1994;
Ubersicht bei Grander und Einhorn, 1998; Ubersicht bei Smyth et al., 2004). Sie
aktivieren wie IL-12 in DC und T-Zellen ebenfalls die Produktion von IFNg und tragen
so zur Induktion und Aufrechterhaltung einer Tyl- und CTL-Immunantwort bei
(Brinkmann et al., 1993; Cousens et al., 1999; Montoya et al., 2002; Ubersicht bei
Smyth et al., 2004). Zudem inhibieren sie zwar die Produktion von IL-12, stimulieren
jedoch die Expression der hochaffinen IL-12-Rezeptoruntereinheit IL-12Rb2 in CD4'-
T-Zellen (Biron, 2001). Auf diese Weise steigern die Typ I-Interferone die
Responsivitdt der CD4™-T-Zellen gegeniiber dem IFNg-induzierenden Zytokin IL-12
und leisten so einen weiteren Beitrag zur Ausbildung einer Ty1-Antwort.

Auch die Beteiligung der Typ I-Interferone IFNa und IFNb an der adjuvanten Wirkung
von Hsp60 bel der T-Zelaktivierung wurde durch den Einsatz neutralisierender
Antikorper untersucht. Hierbel wurde festgestellt, dass die Steigerung der IFNg-Antwort
in Gegenwart mHsp60-exprimierender X63-Zellen bei Neutralisation von IFNa
schwécher ausgeprédgt war as in den Kontrollkulturen ohne oder mit anti-I1L-12-
Kontrollantikorper oder bei Blockade von IFNDb. Dieses Ergebnis deutet auf eine
maogliche Funktion von IFNa bei der durch Hsp60 vermittelten Steigerung der IFNg-
Expression in T-Zellen hin. Auf die Stimulation der IFNg-Produktion durch LPS hatte
die Inhibition dieser Zytokine hingegen keinen Einfluss. Da LPS aber die Sekretion
grof3er Mengen IL-12 und anderer Zytokine in Makrophagen induziert, kdnnen diese
vermutlich das Fehlen der Typ I-Interferone bei der Induktion von IFNg in T-Zellen
kompensieren.

Daweder ein IFNa- noch IFNb-spezifischer ELISA zur Verfligung stand, konnte weder
die Expression dieser Zytokine in APZ noch die neutraliserende Wirkung der anti-
IFNa- und anti-IFNb-Antikorper wie bei der Inhibition von IL-6, IL-12 und TNFa
durch die entsprechenden Antikérper Uberpriift werden. Unklar bleibt deshalb, ob die
zur Neutralisation der Typ I-Interferone eingesetzten Antikorper die Aktivitét dieser
Zytokine vollstandig inhibieren konnten. Insbesondere die Neutralisation von IFNa ist
moglicherweise schwierig. Wahrend IFNb en singuldres Mitglied der Typ |-
Interferonfamilie ist, zu der neben IFNa und IFNb in der Maus die Interferone e, k, w
und t gehdren, sind in der Maus wie beim Menschen zwanzig IFNa-Gene bekannt.
Dreizehn von diesen kodieren funktionelle 1FNa-Subtypen (Schlaak et al., 2002;
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Theofilopoulos et a., 2005). Bel dem hier eingesetzten neutralisierenden Antikorper
gegen IFNa handelt es sich jedoch um einen monoklonalen Antikorper, der
wahrscheinlich nicht ale IFNa-Subtypen inhibieren kann. Dennoch konnte dieser
Antikorper die Hsp60-stimulierte IFNg-Produktion bereits deutlich reduzieren. Ein
wichtiges Ziel ist deshalb, die Funktion dieses Zytokins bei der Hsp60-vermittelten
Zytokinproduktion in T-Zellen durch den Einsatz neutraisierender polyklonaler
Antikérper zu Uberprifen.

443 Kostimulation mit LPSkontaminiertem und LPS-freiem Hsp60 -—

zwel voneinander unabhangige biologisch relevante M echanismen?

Die bislang diskutierten Ergebnisse haben gezeigt, dass sowohl Hsp60 als auch LPS bei
der antigenabhangigen Aktivierung naiver T-Zellen die IFNg-Produktion verstarken.
Hsp60 und L PS scheinen dabei jedoch unterschiedliche Mechanismen zu nutzen.

Die LPS-vermittelte Stimulation der IFNg-Freisetzung ist abhéngig von TLR4 und dem
TLR-assoziierten MyD88-Signalweg, der zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB und in der Folge zur Produktion von Zytokinen wie IL-12 und TNFa und zu
einer gesteigerten Expression kostimulatorischer B7-Molekile auf der Oberfléche von
APZ flhrt. Insbesondere die in APZ induzierte IL-12- und TNFa-Freisetzung ist
essentiell fur die durch LPS stimulierte IFNg-Produktion in T-Zellen. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch mit rekombinant in Bakterien erzeugtem eukaryontischen
Hsp60-Protein gemacht, das wahrscheinlich mit bakteriellen Endotoxinen kontaminiert
war.

Im Gegensatz hierzu konnte Hsp60 im Endotoxin-freien Testsystem in Makrophagen
weder die Expression von IL-6, IL-12, IL-23 und TNFa noch der kostimulatorischen
B7-Molekile aktivieren. Diese Faktoren spielten aufRerdem bei der Stimulation der
IFNg-Expression in T-Zellen durch Hsp60 im Gegensatz zu LPS keine Rolle.

Von Habich et a. wurde vorgeschlagen, dass Hsp60 mdglicherweise als
Transportprotein fur bakterielles LPS fungieren kann. Habich et a. zeigten in ihrer 2005
publizierten Studie, dass Hsp60 spezifisch bakterielles LPS bindet und identifizierten
aulerdem das fur die Bindung von LPS verantwortliche Epitop des Hsp60-Proteins
(p351-365) (Habich et al., 2005). Dartiber hinaus steigerte die Anwesenheit von Hsp60
die LPS-induziete TNFa-Produktion in RAWZ264.7-Makrophagen in einer
synergistischen Art und Weise (Habich et al., 2005). Die widerspruchlichen Resultate
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dieser Arbeiten sowie friherer Studien und der vorliegenden Dissertation lassen sich
durch verschiedene Mechanismen zur Aktivierung von APZ durch Hsp60 erkléren:

1. Ahnlich dem LPS-bindenden Protein LBP konnte Hsp60 bei einer bakteriellen
Infektion als LPS-Carrier den Transport und die Bindung von LPS an den LPS-
Rezeptorkomplex CD14/TLR4 erleichtern und auf diese Weise die LPS-vermittelte
Aktivierung von Makrophagen und DC, die zu einer Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine wie I1L-6, IL-12 und TNFa sowie zur Expression kostimulatorischer
Zelloberflachenproteine fiuhrt, forcieren. Diese Situation wird in vitro durch die
Stimulation von APZ mit L PS-kontaminiertem Hsp60 widergespiegelt.

2. In Abwesenheit von LPS, zum Beispiel bel einer viralen Infektion oder anderen
Stresssituationen, konnte Hsp60 dagegen auf der Oberflache von APZ noch unbekannte
Rezeptoren und TLR-unabhangige Signalwege nutzen, die nicht zur Freisetzung von
IL-6, IL-12 und TNFa und Expression kostimulatorischer B7-Molekile fihren,
maoglicherweise aber die Expression des Typ |-Interferons IFNa modulieren und auf
diese Weise einen Einfluss auf die Polarisierung einer T-Zellantwort ausiiben. Diese
Situation wird durch das in dieser Arbeit etablierte Endotoxin-freie Testsystem
reflektiert.

Abbildung 4.1 stellt diese beiden Hypothesen zum Wirkmechanismus des Hsp60-
Proteins schematisch gegenuber.

444  Aktiviert Hsp60 T-Zellen direkt?

Eine weitere Mdoglichkeit ist, dass Hsp60 Uber spezifische Rezeptoren direkt auf
T-Zellen einwirken und T-Zellfunktionen unabhangig von APZ modulieren kann.
T-Zellen verfugen Uber Rezeptoren zur Erkennung von bakteriellen PAMP, darunter
TLR2 und TLR4 (Hornung et al., 2002; Komai-Koma et al., 2002), und moglicherweise
auch endogenen Gefahrensignalen.

In dieser Arbeit durchgefihrte in vitro-Stimulationsexperimente mit Hsp60-
exprimierenden Zelllinien und T-Zellpréparationen, die eine Reinheit von 90-95% T-
Zellen aufwiesen und denen keine APZ zugesetzt wurden, deuten darauf hin, dass die
Steigerung der IFNg-Produktion in T-Zellen durch Hsp60 moglicherweise unabhangig

von APZ vermittelt werden kann (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.1 M dgliche Wirkmechanismen des Hsp60-Proteins

A) Bei einer bakteriellen Infektion kann Hsp60, das von infizierten Zellen oder auch
Bakterien freigesetzt wird, als LPS-Carrier ghnlich wie LBP den LPS-Transport und
die Bindung von LPS an den Rezeptorkomplex CD14/TLR4 auf der Oberflache von
APZ erleichtern. Auf diese Weise steigert Hsp60 die LPS-vermittelte Aktivierung
der APZ, die zu einer Freisetzung von Zytokinen wie IL-6, IL-12, TNFa und Typ |-
Interferonen sowie zu einer verstérkten Expression kostimulatorischer B7-Molekile
auf der Zelloberflache fuhrt. B) In Abwesenheit von LPS, zum Beispiel bei einer
viralen Infektion, nutzt Hsp60 TLR-unabhdngige Signalwege in APZ. Das
Engagement noch unbekannter Rezeptoren durch Hsp60 fihrt moglicherweise zu
einer Freisetzung von Typ I-Interferonen. Hsp60 verstérkt jedoch nicht die
Produktion von IL-6, IL-12 und TNFa und steigert auch nicht die Expression
kostimulatorischer B7-Molekiile.

Hinweise auf einen direkten Einfluss von Hsp60 auf T-Zellen wurden auch in der
Literatur beschrieben. So zeigten Zanin-Zhorov et al. in ihrer 2003 publizierten Studie,
dass rekombinantes humanes Hsp60 in humanen wie murinen T-Zellen die Expression
von Integrinen und die Adhasionsfahigkeit von T-Zellen modulieren konnte (Zanin-
Zhorov et al., 2003). Dabel erwiesen sich murine Wildtyp-T-Zellen und T-Zellen, die
keinen funktionellen TLR4-Rezeptor exprimierten, gegentber Hsp60 al's gleichermalien
responsiv. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Beobachtungen dieser Arbeit, in
der gezeigt wurde, dass Hsp60 unabhéngig von TLR4 eine Zytokinantwort in T-Zellen
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forcieren konnte. Zanin-Zhorov et a. beschreiben weiter, dass der Einfluss von Hsp60
auf T-Zellen durch TLR2-spezifische Antikorper blockiert werden konnte und damit
TLR2-abhangig zu sein scheint. Die Beteiligung von TLR2 bei einer direkten
Aktivierung von T-Zellen durch Hsp60 wird auch durch die von Zanin-Zhorov 2005
publizierte Studie unterstiitzt, in der gezeigt wurde, dass Hsp60 TLR2-abhangig die
Zytokinproduktion in humanen und murinen T-Zellen moduliert. In humanen T-Zellen
und murinen T-Zellen, die aus den Lymphknoten immunisierter M&use gereinigt
worden waren, wurde bei der in vitro-Stimulation mit anti-CD3 in Gegenwart von
Hsp60 eine reduzierte Produktion von Ty1-Zytokinen wie TNFa und IFNg und eine
verstarkte Freisetzung des Tp2-Zytokins IL-10 beobachtet. Dabei modulierte Hsp60
direkt die Expression Tyl- und Ty2-spezifischer Transkriptionsfaktoren (Zanin-Zhorov
et al., 2005). Diese Ergebnisse stehen scheinbar im Widerspruch zu den Resultaten der
vorliegenden Arbeit, in der gezeigt wurde, dass Hsp60 bei der antigenabhangigen
T-Zellaktivierung die Expression des Tnl-Zytokins IFNg nicht reduziert, sondern
steigert. Hierbel wurden naive murine T-Zellen eingesetzt. Dagegen handelt es sich bel
den von Zanin-Zhorov et a. verwendeten T-Zellen aus der Maus wahrscheinlich um
Gedachtnis-T-Zellen, die auf die Gegenwart von Hsp60 mit einer reduzierten
Freisetzung von Tul-Zytokinen reagieren. Naive T-Zellen und Gedéchtnis-T-Zellen
unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihrer Reaktivitdt auf ihr spezifisches Antigen,
sondern maglicherweise auch in ihrer Responsivitét gegentiber Hsp60.

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation deuten auf3erdem darauf hin, dass eine
Betelligung des TLR2-Rezeptors an der Hsp60-induzierten |IFNg-Freisetzung
unwahrscheinlich ist, weil dieser Effekt unabhangig von dem TLR-assoziierten MyD88-
Signalweg war. Schliefdich ist, dain den Studien von Zanin-Zhorov und Kollegen wie
auch allen anderen bisang durchgefiihrten Arbeiten rekombinantes in Bakterien
exprimiertes Hsp60-Protein verwendet wurde, trotz der durchgeftihrten Kontrollen wie
der eingangs erwahnten Hitzedenaturierung des Hsp60-Proteins und der Einsatz von
PmB zur Inhibition von LPS, eine Beteilligung von bakteriellen PAMP an den
beobachteten Effekten nicht vollstdndig auszuschlief3en. Ob Hsp60 einen direkten
Einfluss auf die Aktivierung von T-Zellen ausiiben kann, sollte deshalb ebenfalls im

Endotoxin-freien Testsystem Uberprift werden.
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45  Hsp60 alsimmunologisches Adjuvanz in der Tumorabwehr

Dieim in vitro-Testsystem erhaltenen Ergebnisse deuten auf eine Funktion des Hsp60-
Proteins as endogenes Gefahrensignal und immunologischen Signalverstarker hin. Da
es sich hierbei jedoch um ein artifizielles Testsystem handelt, lassen sie keinen
Rickschluss auf die Bedeutung der immunmodulatorischen Funktion des Hsp60-
Proteins im |ebenden Organismus zu. Die Relevanz des in vitro beobachteten Einflusses
von Hsp60 auf die Aktivierung und Polarisierung von T-Zellen wurde deshalb mit Hilfe
der mHsp60-exprimierenden und Hsp60-negativen X63-Tumorzellen in vivo in der
Bab/c-Maus untersucht. Dabel wurden Balb/c-Mé&use wiederholt mit bestrahlten
mHsp60-positiven oder Hsp60-negativen X63-Tumorzellklonen immunisiert und die
Reaktion von Milzzellen dieser Tiere auf von parentalen X63-Zellen présentierte
Tumorantigene oder syngene Balb/c-Milzzellen zur Kontrolle untersucht. Méause, die
mit verschiedenen mHsp60-exprimierenden X63-Tumorzellklonen immunisiert worden
waren, zeigten dabel gegentiber denjenigen Tieren, die mit Hsp60-negativen X63-Zellen
immunisiert worden waren, eine erhdhte Frequenz IFNg-produzierender Zellen in der
Milz und eine gesteigerte Freisetzung von IFNg in Gegenwart parentaler X63-
Tumorzellen in vitro. Dabel handelt es sich um einen Hsp60-spezifisch induzierten
Effekt, da verschiedene mHsp60-exprimierende Zellklone eingesetzt wurden. Dieses
Ergebnis zeigt, dass die Expresson von Hsp60 auf der Zelloberfléche die
Immunogenitét der Tumorzellen in vivo steigert.

Die Milzzellen immunisierter Tiere reagierten in vitro jedoch ebenfals auf die
Gegenwart von Balb/c-Milzzellen mit einer verstérkten Sekretion insbesondere von
IL-2, aber auch IFNg. Die durch die Expression von Hsp60 auf der Oberflache von
Tumorzellen induzierte Immunantwort war somit nicht spezifisch fir X63-assoziierte
Tumorantigene. Vielmehr fihrte die Applikation von mHsp60-exprimierenden X63-
Zellen gegenuber Hsp60-negativen X63-Zellen offenbar zu einem algemeinen
préaktivierten Status des Immunsystems, der sich in der spontanen Produktion von
IFNg und IL-2 manifestiert. Ahnliche Beobachtungen wurden ebenfalls mit anderen
HSP wie gp96 und Hsp70 gemacht (Breloer et al., 1999). Auch diese HSP versetzen bel
der Applikation in vivo das Immunsystem in eine Art ,Alarmzustand®, der zu einer
erleichterten Aktivierung von T-Zellen in vitro fuhrt.

Desweiteren wurde untersucht, ob die durch die Oberflachenexpression des Hsp60-
Proteins gesteigerte Immunogenitét der X63-Tumorzellen sich auch auf die Abwehr der
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Tumorzellen in vivo auswirkt. Tatsachlich konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt
werden, dass allein die Expression des autologen Hsp60-Proteins auf der Zelloberflache
von murinen Tumorzellen die Entwicklung von Tumoren in der Maus verlangsamen
und teillweise sogar verhindern konnte. Fir diese Experimente wurden zwel
verschiedene mHsp60-exprimierende Zellklone eingesetzt. Bei einem dieser Klone
wurde gegenuber Hsp60-negativen X63-Zellen ein verzogertes Tumorwachstum
beobachtet, wdhrend der zweite Klon sich bis zum Abbruch des Experimentes in
keinem der Tiere zu Tumoren entwickelte. Auch wenn bei diesem Experiment eine
gewisse klonale Varianz zwischen den zwel verwendeten mHsp60-exprimierenden
Zellklonen zu beobachten war, zeigt es doch, dass die Expression von Hsp60 auf der
Zelloberflache die Abwehr dieser Tumoren in vivo unterstiitzt. Diese Experimente
belegen, dass die in vitro beobachtete Immunstimulation durch Hsp60 auch in vivo
relevant ist.

Welche Mechanismen hierbel zum Tragen kommen bedarf der ndheren Untersuchung.
In der Literatur wurde beschrieben, dass die Uberexpression von HSP wie Hsp70,
Hsp90 und gp96 in Tumorzellen eine tumorspezifische Immunantwort in vivo
induzieren konnte (Zheng et al., 2001; Dai et al., 2003; Massa et al., 2004; Wang et al.,
2004). Die Tumorspezifitét der durch diese HSP induzierten Immunreaktion beruht
wahrscheinlich auf ihrer Assoziation mit tumorspezifischen zelluldren Peptiden, die
durch sie in APZ transportiert und von diesen prasentiert werden. Auf diese Weise
induzieren die genannten HSP eine spezifische CTL-Antwort gegeniber genau dem
Tumor, in dem sie exprimiert wurden (Ubersicht bei Srivastava et al., 1998, und Schild
et a., 1999). Eine Assoziation von Hsp60 mit zelluldren Peptiden ist hingegen nicht
bekannt, und eine Funktion des Hsp60-Proteins als Peptidantigen-Carrier scheint
unwahrscheinlich, da Hsp60 keine Tumorantigen-spezifische Immunreaktion induzieren
konnte.

Eine weitere Moglichkeit ist die Erkennung von Hsp60 auf der Tumorzelloberflache
durch aktivierende Rezeptoren auf NK-Zellen. Die Aktivierung der zytotoxischen
Aktivitét von NK-Zellen kann mal3geblich zur Eliminierung der Tumorzellen beitragen
und wurde fur die Uberexpression von Hsp70 in Tumorzellen, die auch zu einer
Lokalisation des HSP in der Zellmembran fihrt, beschrieben (Multhoff et al., 1999).
Die Gegenwart von Hsp70 konnte hier die zytolytische Aktivitée wie auch die
Produktion von IFNg in NK-Zellen anregen. Ob Hsp60 die zytotoxische Aktivitét und

die mit dieser Funktion korrelierende IFNg-Produktion in NK-Zellen stimulieren kann,
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wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. In vitro konnte Hsp60 in Milzzellen in
Abwesenheit von Antigen jedoch keine IFNg-Antwort induzieren (Daten nicht gezeigt).
Zudem waren NK-Zellen bel der Steigerung der IFNg-Produktion bei der
antigenabhangigen T-Zellaktivierung entbehrlich. Diese in vitro erhaltenen Resultate
argumentieren gegen einen aktivatorischen Einfluss von Hsp60 auf NK-Zellen.

Eine Aktivierung von NK-Zellen wurde bislang nur bei einer Uberexpression des
mitochondrialen Hsp60-Proteins beschrieben. Sie fiihrt zu einer verbesserten Erkennung
dieser Zellen durch NK-Zellen (Michaelsson et a., 2002). Hieran sind der CD94- und
NKG2A-Rezeptor beteiligt. NKG2A ist ein inhibitorischer NK-Zellrezeptor, der auf
normalen Korperzellen ein nicht-klassisches MHC [-Molekil, das HLA-E, erkennt.
Dieses MHC-Molekil prasentiert normalerweise hauptséchlich Peptide, die der
Signalsequenz anderer MHC I-Molekille entstammen. Bei der Uberexpression von
Hsp60 werden diese jedoch durch Peptide aus der mitochondrialen Signalsequenz des
Hsp60-Proteins aus der Bindung an HLA-E verdréngt. Die Erkennung durch NKG2A
ist so nicht mehr moglich. Der Rezeptor verliert seine inhibitorische Funktion und das
Gleichgewicht aktivatorischer und inhibitorischer Signale verschiebt sich in der NK-
Zelle zugunsten ener Aktivierung (Michaglsson et a., 2002). Be der
Zéelloberflachenexpression von Hsp60 wurde in dieser Arbeit jedoch das mitochondriale
Signalpeptid des Hsp60-Proteins durch eine sekretorische Signal sequenz ersetzt. Dieser
M echanismus kann deshalb an der durch die Oberflachenexpression des Hsp60-Proteins
verbesserten anti-Tumorimmunitét nicht beteiligt sein.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten vielmehr darauf hin, dass Hsp60 als Adjuvanz
fungiert. Die Oberflachenexpression von Hsp60 fihrte in vivo zu einer unspezifischen
Aktivierung des Immunsystems, die durch eine gesteigerte Expression von IFNg und
IL-2 in der Milz immunisierter M&use gekennzeichnet ist, und die fir eine verbesserte
Tumorabwehr im Iebenden Organismus verantwortlich scheint. Welche zelluléren und
humoralen Mechanismen hierbel in vivo eine Rolle spielen bedarf der weiteren
Erforschung. Ein interessanter Ansatzpunkt ist dabel die Untersuchung der Funktion des

Typ I-Interferons IFNa.
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4.6  Ausblick

Im Ergebnisteil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Hsp60 einen Einfluss auf die
Aktivierung von T-Zellen besitzt. Unklar bleibt jedoch, welche Signaltransduktions-
und Effektormechanismen Hsp60 bei der Stimulation von APZ und T-Zellen nutzt.
Deutlich geworden ist, dass der TLR4-Rezeptor und der MyD88-abhéngige Signalweg,
der von nahezu dlen Rezeptoren der TLR-Familie genutzt wird, fur die
immunstimulatorische  Funktion von Hsp60 nicht verantwortlich sind. Die
Identifizierung des oder der fur die Bindung von Hsp60 und die Hsp60-induzierte
Signaltransduktion verantwortlichen Rezeptoren auf der Oberflache von APZ und
moglicherweise auch T-Zellen stellt deshalb ein wichtiges Ziel weiterer Forschungen
dar. Dartber hinaus wurden in dieser Arbeit Hinweise darauf gefunden, das
maoglicherweise das Typ |-Interferon IFNa eine Rolle bei der durch Hsp60 stimulierten
IFNg-Produktion in T-Zellen spielen. Dies ist ein wichtiges Indiz dafir, dass Hsp60
einen Einfluss auf die Modulation von APZ-Funktionen besitzt. Hier bleibt zu prifen,
ob Hsp60 in APZ die IFNa-Produktion stimulieren kann, und welchen Einfluss die
Expression dieses Zytokins bel der Stimulation der IFNg-Produktion in T-Zellen durch
Hsp60 besitzt.

Ein auch fur die Immunotherapie interessantes Ergebnis ist die Steigerung der
Tumorimmunogenitét durch membranexprimiertes Hsp60 in vivo. Entsprechende
Experimente unter Verwendung von Knockout-Méausen, die Defizienzen fir
verschiedene Rezeptoren, Zytokine oder auch Transkriptionsfaktoren aufweisen,
konnen Aufklérung dartber bringen, welche Mechanismen fir die Hsp60-induzierte
Immunstimulation in vivo von Bedeutung sind. Ein interessanter Kandidat, der als
|6slicher Mediator eine wichtige Rolle spielen konnte, ist IFNa. Daneben ist die
Identifikation der an dieser Reaktion beteiligten zelluldren Komponenten ein besonders
wichtiges Zidl. In diesem Zusammenhang sollte untersucht werden, welche Funktionen
APZ, T-Zellen und auch NK-Zellen bei der durch Hsp60 verbesserten Tumorabwehr
erflllen. Zudem muss ausgeschlossen werden, dass Hsp60 autoimmune T- und B-
Zellreaktionen induziert, um eine therapeutische Nutzung dieses HSP in Erwégung

ziehen zu konnen.
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5 Zusammenfassung

Die Ausbildung einer effektiven adaptiven Immunantwort ist abhangig von der
Préasentation von Antigen im Zusammenhang mit kostimulatorischen Signalen.
Molekile, die einen kostimulatorischen Effekt vermitteln konnen, sind Pathogen-
assoziierte exogene Strukturen (pathogen associated molecular pattern, PAMP) sowie
korpereigene Molekile, die als endogene Gefahrensignale wirksam sind. Dazu z&hlen
auch die ubiquitér exprimierten und stark konservierten Hitzeschockproteine (HSP).
Das mitochondriale Hsp60-Protein ist an der Faltung in die Mitochondrien importierter
Proteine beteiligt. Seine Expression wird wie die der meisten HSP in gestressten Zellen
verstérkt, und das Protein lokalisiert unter diesen Bedingungen auch in anderen
zelluldren Kompartimenten wie dem Zytosol und in der Zellmembran. Dort ist es, wie
auch bei seiner Freisetzung aus nekrotischen Zellen, fur Zellen des Immunsystems
zuganglich. Die Gegenwart von Hsp60 fuhrt in vitro zu einer Aktivierung von APZ und
T-Zellen, wie sie auch durch bakterielles LPS stimuliert wird. Beide Molekile scheinen
dabel denselben Rezeptorkomplex aus CD14 und TLR4 zu nutzen und deshalb sehr
dhnliche Effekte zu induzieren. Fir die Untersuchung der immunmodulatorischen
Funktionen des Hsp60-Proteins wurde in den bislang durchgefthrten Studien jedoch
bakteriell exprimiertes rekombinantes Hsp60-Protein verwendet, das mit bakteriellen
PAMP, insbesondere LPS, kontaminiert war. Trotz der durchgefiihrten Kontrollen, wie
der Hitzedenaturierung des Proteins gegentber dem fur thermostabil erachteten LPS
und der Inhibition von LPS durch PmB, konnte die immunstimulatorische Wirkung von
Hsp60 und LPS sowie anderen PAMP nicht eindeutig differenziert werden. In dieser
Arbeit wurde deshalb die immunmodulatorische Aktivitdt des Hsp60-Proteins bel der
Stimulation von APZ sowie der antigenabhdngigen T-Zellaktivierung in einem
vollstéandig Endotoxin-freien in vitro-Testsystem analysiert und mit der Wirkung von
bakteriellem LPS verglichen.
Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass Hsp60 CUber eine intrinsische
immunstimulatorische Aktivitéat verfligt, die bei der antigenabhéngigen Aktivierung
naiver T-Zellen zu einer gesteigerten Freisetzung des Ty1-Zytokins IFNgfuhrt. Diese
Funktion des Hsp60-Proteins ist entgegen friiheren Beobachtungen unabhéngig von den
Zytokinen IL-6, IL-12, IL-23 und TNFa, deren Freisetzung, ebenso wie die Expression
der kostimulatorischen B7-Molekile B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86), durch Hsp60 in
APZ nicht induziert wird. Im Gegensatz hierzu fuhrt die Stimulation von APZ mit
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bakteriellem LPS sowohl zur Produktion grofRer Mengen IL-6, IL-12 und TNFa als
auch zu ener gesteigerten Expresson von B7.1 und B7.2. Die LPS-induzierte
Stimulation der IFNg-Freisetzung in T-Zellen ist auferdem strikt abhangig von IL-12
und TNFa. Die in friheren Studien beobachtete Zytokinfreisetzung bei der Stimulation
von APZ mit rekombinantem Hsp60 ist aufgrund dieser Ergebnisse wahrscheinlich auf
K ontaminationen der Proteinpraparationen mit bakteriellen PAMP zuriickzufthren.
Darliber hinaus wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass Hsp60 im Gegensatz zu LPS
unabhangig von funktionellem Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) und dem TLR-assoziierten
MyD88-Signalweg die IFNg-Produktion in T-Zellen steigern konnte. TLR4 und auch
andere TLR sind deshalb an der Hsp60-vermittelten Immunstimulation wahrscheinlich
nicht beteiligt. Hsp60 und LPS nutzen folglich bel der Stimulation der IFNg-Produktion
in T-Zellen offenbar unterschiedliche Signaltransduktionswege. Bei der Hsp60-
vermittelten T-Zellstimulation ist dabel moglicherweise das Typ |-Interferon IFNa von
Bedeutung.

Die Relevanz der in vitro beobachteten immunstimulatorischen Aktivitdt des Hsp60-
Proteins wurde schlief3lich in vivo Gberprift. Die Expression des Hsp60-Proteins auf der
Zelloberflache von Tumorzellen flhrte in vivo zu einer gesteigerten Immunogenitét der
Tumorzellen und einer verbesserten Tumorabwehr, die moéglicherweise auf eine
unspezifische, durch die spontane Freisetzung von IFNg und IL-2 gekennzeichnete,
Aktivierung des Immunsystems zurtickzufiihren ist.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Hsp60
immunstimulatorische  Eigenschaften besitzt, die dieses HSP as endogenes
Gefahrensignal und immunologischen Signalverstarker kennzeichnen. In Abwesenheit
von bakteriellen PAMP wie LPS nutzt Hsp60 fur diese biologische Funktion jedoch
andere Signalwege alsin der Literatur fur bakteriell exprimiertes rekombinantes Hsp60-
Protein beschrieben wurde.
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