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1 Einleitung

1.1 Die Immunantwort

Zum Schutz vor Infektionen mit Bakterien, Viren, Pilzen, Proteinen oder
Parasiten, aber auch dem unkontrollierten Wachstum korpereigener Zellen
wirken in unserem Korper zellulare und humorale Komponenten eng
zusammen. Die im Blut und lymphatischen System zirkulierenden Leukozyten
ebenso wie die in diesen Flussigkeiten gelosten Molekile wie Antikorper, Cyto-
und Chemokine oder die Enzyme des Komplementsystems bilden ein
angeborenes natlrliches Abwehrsystem sowie ein ergdnzendes, im Laufe des
Lebens erworbenes adaptives Immunsystem. Diese Systeme unterscheiden
infektiose, nicht-korpereigene bzw. korpereigene, entartete Zellen von nicht-
infektiosen, korpereigenen Zellen anhand antigener Strukturen und I6sen
gegebenenfalls eine Immunantwort aus.

Zur angeborenen Immunitat zahlt man die entwicklungsgeschichtlich alteren,
universellen Abwehrmechanismen wie z. B. die Oberflachenepithelien des
Korpers oder, nach Eindringen eines Erregers, die Phagozytose durch
Makrophagen und neutrophile Granulozyten sowie Einleitung der Apoptose
infizierter Korperzellen durch Naturliche Killer (NK)-Zellen (1). Dieses System
der ersten, schnellen Abwehr besitzt keine Ged&achtnisfunktion, bietet also
keinen Schutz vor Reinfektionen.

Kann durch die bisher beschriebenen Mechanismen eine Infektion nicht
suffizient bekampft werden, setzt bei Vertebraten das adaptive Immunsystem
ein. Dies zeichnet sich durch eine groR3e Spezifitat mittels Generierung variabler
Rezeptoren aus, was ein spezifisches Erkennen von Fremdantigenen und eine
variable Reaktion auf diese ermoglicht, sowie ein immunologisches Gedachtnis.
Die klonale Selektion von im Knochenmark gereiften B-Lymphozyten mit
hochspezifischen Immunglobulinmolekiilen als Rezeptoren bietet die
Moglichkeit, nahezu jedes fremde Antigen anhand von Details molekularer
Strukturen als solches zu erkennen (2, 3). Der genetische Mechanismus der

somatischen Rekombination reguliert hierbei Entstehung und klonale Verteilung



Einleitung 11

des Rezeptorrepertoires und durch die Anwesenheit mehrerer Millionen
unterschiedlicher Lymphozyten wird eine hohe Diversitat gewahrt.

Nach ihrer Aktivierung durch ein aufgenommenes Antigen prozessieren die B-
Zellen dieses und prasentieren es als Peptidfragmente an im Thymus gereifte
T-Zellen. Die Interaktion am T-Zellrezeptor (TZR) fuhrt zur klonalen Expansion.
Die B-Lymphozyten koénnen dabei zu Gedachtniszellen oder Plasmazellen
differenzieren. Letztere sezernieren als humorale Komponente ergdnzend zum
auch hier wirkenden Komplementsystem und Chemokinen (4, 5) spezifische,
gegen das extrazellulare Antigen gerichtete Immunglobuline, die als Antikdrper
(AK) bezeichnet werden.

Durch Prasentation antigener Peptidfragmente durch die professionellen
Antigen prasentierenden Zellen (APZs) an naive T-Lymphozyten kommt es im
Thymus zum Priming und es erfolgt eine Aktivierung und Differenzierung zu
CD4" und CD8" T-Effektorzellen (6). CD4" T-Zellen differenzieren zu
Leukozyten-aktivierenden CD4" T-Helferzellen (Th-Zellen), CD8" T-Zellen zu
zytotoxischen T-Zellen, die infizierte Zielzellen abtdten. Ein kleinerer Teil
differenziert auRerdem zu Gedachtniszellen (wie auch ein Teil aktivierter B-
Lymphozyten), die bei einem weiteren Kontakt mit diesem Antigen eine
schnellere und verstarkte Immunantwort auslésen und den Organismus so vor
der wiederholten Infektion schitzen.

Eine besondere Herausforderung an die Natur ist bei alldem die
Ausgewogenheit zwischen adaquater Abwehr fremder Eindringlinge und der
Akzeptanz der korpereigenen Zellen und Molekiile, so dass gegen diese keine
Immunreaktion erfolgt. Diese immunologische Selbsttoleranz wird durch
komplexe Regulations- und Selektionsmechanismen (7) geleistet. Dennoch
kommen immer wieder Fehlregulierungen vor, besonders beim adaptiven
Immunsystem in der Selbst-, Nichtselbstdiskriminierung. So kann eine
verminderte Aktivitat in einer Infektanfalligkeit oder einem Tumorwachstum
resultieren, wohingegen bei einer (berschieenden Immunreaktion die
Abwehrmechanismen gegen harmlose Strukturen oder korpereigene
Bestandteile (Autoantigene) gerichtet werden. Dies kann dann zu Allergien oder

Autoimmunkrankheiten fihren. Die oben beschriebenen Mechanismen der
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schitzenden Immunitat fuhren dann, wie auch bei Absto3ung eines

Transplantates, zu einer Gewebeschadigung (8).

1.2 Endozytose

Der entscheidende Schritt zur Auslésung einer Immunreaktion ist die
Prasentation potentiell gefahrlicher Strukturen, der Antigene, an der
Zelloberflache von APZs.

Da die aus Phospholipiden bestehende Biomembran jedoch nur fir Gase und
sehr kleine hydrophobe Molekile durchlassig ist, missen extrazellulare
Antigene, die geladen und somit hydrophil sind, auf anderem Weg in die APZ
gelangen. Dies geschieht vorzugsweise durch einen endozytotischen Prozess.
Eine Ausnahme stellen hier die Viren dar, welche mittels Injektion ins Zytosol
gelangen und deren Antigene dann Uber das Proteasom und den TAP-
Transporter dem MHC I-Préasentationsweg zugefiuhrt werden.

Beziglich der Mechanismen zur Endozytose extrazellularer Antigene werden
(Makro-) Pinozytose, Phagozytose und rezeptorvermittelte Endozytose
unterschieden. Bei der Pinozytose werden kleinere Flissigkeitsmengen und
darin geldste Stoffen aus dem Umgebungsmedium einer Zelle aufgenommen
wohingegen bei der Phagozytose feste Bestandteile aufgenommen werden. Die
Antigenaufnahme endet stets im Endosom bzw. Phagolysosom. Hier werden
die endozytierten, inzwischen durch die im sauren pH des Phagolysosoms
aktiven Proteasen aufgespaltenen Molekile dann auf MHC II-Molekile geladen
und durch diese anschlieRend an CD4" T-Zellen prasentiert (9).

Der Transport durch die Zellmembran kann dabei sowohl passiv, quasi als
spezialisierte Diffusion mit Hilfe von lonenkanélen oder Transportmolekilen

(Carriern), als auch aktiv erfolgen.

1.2.1 Aufnahmemechanismen

Aktiver Transport verbraucht Energie in Form von ATP, kann jedoch auch
gegen ein Konzentrationsgefélle stattfinden. Neben der spontanen gibt es auch
die  Mdoglichkeit der rezeptorvermittelten  Endozytose, wobei die

aufzunehmenden Substanzen zunéchst an der Zelloberflache von speziellen
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Rezeptoren erkannt werden und erst dadurch der Einsttlpungsvorgang aktiviert
wird.

Dieser Mechanismus der Endozytose beginnt damit, dass sich die Zellmembran
nach innen einstilpt und dabei ein Stick des Extrazellularraums umschlief3t.
Dabei wird ein Vesikel von bis zu 150 nm Durchmesser gebildet und ins
Zellinnere abgeschnirt, bzw. abgestof3en (10, 11). Als Briicke zwischen Aktin
und Clathrin wirken die bei den Saugern vorkommenden Homologen zu Sla2,
Hipl und HiplR, die in sich Uberlappender, jedoch nicht identischer Weise mit

den beiden Proteinen in der Endozytose interagieren (12).

Endozmytose
Clathrin-abhdngic Cavedlin-abhangig Makropinozytose Flatillin-skhéngic
Aktin

Abb. 1: Endozytose

Schematisch sind unterschiedliche Endozytosemechanismen aufgezeigt. Phagozytose wie
Makropinozytose scheinen von einem groR3streckigen aktinvermittelten Remodeling der
Plasmamembran getriggert und abhangig zu sein. Meist geschieht die Internalisierung vesikular
(Clathrin oder Caveolin vermittelte Vesikel. Eine andere Moglichkeit ist die tubuldre Endozytose
(Clathrin und Caveolin unabhéangige Carrier CLICs) (13).

Als klassisches Kennzeichen fir clathrinunabhangige Eintrittsrouten gilt die
Anwesenheit von Lipid-Rafts. Dies sind sehr Cholesterin-, Clycolipid- und
Sphingolipid-reiche Mikrodomanen der Zellmembran, die sich dort als
flissigkristalline Phase anordnen. Die Phagozytose als sehr spezialisierte Form

der Proteinrekrutierung mittels endozytotischer Internalisierung kann also durch
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Lipid Remodeling und die resultierenden Anderungen der Membranoberflache
reguliert werden (14).

Zytosolisch verschmelzen die Endozytosevesikel meist mit Lysosomen und es
entsteht als spezielles Kompartiment des endozytotischen
Prozessierungsweges das Phagolysosom. In dessen saurem pH fragmentieren
Proteasen den Inhalt, woraufhin die entstandenen Peptidfragmente, ob
korpereigenen oder exogenen Ursprungs durch Infektionen, an MHC-Molekiile
gebunden werden (s. 1.3).

Dieser Aufnahmeweg ist hochst plastisch, was die Tatsache zeigt, dass er nicht
nur zum Transport extrazellularer Molekule oder Proteine genutzt wird, sondern

auch die Aufnahme bestimmter Toxine, Viren und Bakterien vermittelt (15).

1.3 Antigenprasentation

Nach Aufnahme und Prozessierung werden koérpereigene wie koérperfremde
Molekile von APZs an Haupthistokompatibilitatsmolekile (MHC, s. 1.3.2)
gebunden, die dann als Antigene an T-Zellen, welche den TZR sowie den
Erkennungsrezeptor CD4 bzw. CD8 tragen, prasentiert werden (s. 1.4) (16).

1.3.1 Antigen-Prasentierende Zellen (APZs)

Die Prasentation antigener Peptidfragmente an T-Zellen geschieht durch APZs,
besonders durch die professionellen APZs, die Makrophagen, neutrophile
Granulozyten, B-Lymphozyten und Dendritische Zellen beinhalten. Nur diese
haben die Fahigkeit, naive T-Zellen durch MHC-Prasentation sowie
kostimulatorische Signale zu aktivieren.

1.3.1.1 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DCs) sind eine sehr heterogene Zellpopulation die aus
pluripotenten CD34" Stammzellen im Knochenmark entstehen und nach ihrem
charakteristischen mikroskopischen Erscheinungsbild wahrend mancher
Entwicklungsstadien mit zahlreichen astartigen Auslaufern benannt sind. Diese
Auslaufer stellen eine sehr grof3e Kontakiflache zur Umgebung her. Allen
gemeinsam sind bestimmte Oberflachenmarker sowie eine starke Potenz zur

Antigenprasentation durch Expression einer grof3en Zahl von MHC I- und II-
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Molekulen, weswegen sie auch als Torwachter bezeichnet werden (17). Mittels
rezeptorunabhangiger Makropinozytose nehmen DCs zu Beginn ihrer
Entwicklung stetig sie umgebendes Material auf und suchen Uber Muster-
Erkennungs-Rezeptoren (Pattern recognition receptors, PRRs) ihre Umgebung
nach Pathogenen ab. Infektiose Bestandteile aktivieren sie und veranlassen sie
zur Zytokinfreisetzung. Die DC zieht daraufhin ihre Cytoplasmaauslaufer ein
und differenziert aus, wodurch die Expression von CD80, CD86 und
chemotaktischen Protein Rezeptoren (CCR1, 5 und 6) stark hochreguliert wird
(18). Die Zelle wandert daraufhin in lymphatisches Gewebe, prozessiert auf
dem Weg dorthin das aufgenommene antigene Material und entwickelt eine
zunehmende T-Zell-Interaktionsfahigkeit (19).

1.3.2 MHC-Molekule

Es gibt zwei Arten der MHCs, die beim Menschen auch als HLA (Humanes
Leukozyten Antigen)-Molekile bezeichnet werden und der Bindung antigener
Peptide und deren Prasentation dienen (20). Diese Immunglobuline weisen eine
hohe genetische Variabilitat auf (21) und sind zusammen mit den Genen fur
andere an der Antigenprasentation beteiligte Strukturen wie Proteasen,
Peptidtransportern, Zytokinen und Hitzeschockproteinen auf Chromosom 6
codiert.

MHC-Klasse I-Molekile werden von allen kernhaltigen Zellen exprimiert, sie
dienen der Prasentation zytosolischer, in Proteasomen zerlegter Protein-
Fragmente an CD8" T-Zellen (s. 2.). Die MHC | Isotypen sind HLA-A, HLA-B
und HLA-C.

Die komplex regulierte Expression des MHC II-Molekiils findet sich hingegen
nur bei APZs, konstitutiv nur bei den professionellen APZs (22, 23). Sie
prasentieren wahrend der Selektion im Thymus und der peripheren Aktivierung
antigene Peptide. MHC-Klasse II-Molekile bestehen aus je einer a- und B-
Kette, die in der Zellmembran verankert sind. Die von der a1- und 31-Domane
geformte Peptidbindungsgrube, ist an beiden Enden offen, das antigene Peptid
wird durch Ausbildung mehrerer Wasserstoffbriickenbindungen entlang der
Spalte fixiert, so dass die Endstlicke frei aus der Spalte ragen. Peptide, die 12-

24 Aminosauren umfassen und damit etwa doppelt so viele wie in der des MHC
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I-Molekills, kénnen in dieser Bindungsspalte an CD4" T-Zellen prasentiert
werden (24, 25).

Nach der Synthese im ER ist die Bindungsspalte zunéchst durch ein Protein
namens invariant chain li blockiert. Auf seinem Weg durch die Zelle an die
Oberflache verschmilzt der MHC 1l enthaltende Vesikel des trans-Golgi-
Apparats mit  einem Phagolysosom,  wodurch  ein MHC -
Beladungskompartiment (MIIC) entsteht, ein spezielles Kompartiment des
endozytotischen Prozessierungswegs (26). Durch Proteasen wird die li bis auf
ein Fragment, das so genannte CLIP-Peptid in der Bindungsspalte der Klasse
[I-Molekule, abgebaut. Der saure pH der MIIC ermdglicht dann letztendlich den
Austausch dieses CLIP-Peptids durch das aufgenommene und prozessierte
antigene Peptid. HLA-DM stabilisiert dabei die Klasse II-Molekile und
katalysiert die Freisetzung des CLIP-Peptids (27). Die so prasentierten
Antigene (meist bakterielle Antigene von extrazellularen Infektionen nach
Endozytose, s. 2.1) stimulieren dann eine CD4" T-Zellantwort, die vor allem
dazu dient, andere Immunzellen wie B-Zellen und Makrophagen zu aktivieren.
Diese Zellen werden als CD4" T-Helferzellen bezeichnet (s. 4.2), sie
interagieren dabei mit Antigenrezeptoren auf der Zelloberflache pathogen-
spezifischer T-Zellen. Dies stimuliert die Bildung eines Interface, bekannt als die
immunologische Synapse, und involviert die Umverteilung anderer T-
Zelloberflachenkomponenten zur Synapse wie etwa Korezeptormolekile,
Integrine und Zytokinrezeptoren (28).

Die MHC Il Isotypen sind HLA-DM, HLA-DO, HLA-DP, HLA-DQ und HLA-DR.
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Abb. 2: MHC Il mit li

Gezeigt ist schematisch ein intrazellulares MHC I[I-Molekil. Die a1- und B1-Doméanen sind an
der Ausbildung der Peptidbindungsspalte beteiligt, welche hier intrazellular noch durch das
CLIP-Peptid belegt ist. Das dargestellte Trimer mit li im Lumen des ER wird lber den Golgi-
Apparat in die MIIC transportiert, wo das CLIP durch das Antigen ausgetauscht wird und das

MHC Il daraufhin an die Zelloberflache gelangt.

Eigenschaften  beider  Prasentationswege werden bei der sog.
Kreuzprasentation (cross-presentation) kombiniert, so dass auch extrazellulare
Proteine nach Aufspaltung auf MHC I-Komplexen unter Mitarbeit des TAP-
Transporters prasentiert werden kdnnen. Dies wird besonders bei Dendritischen
Zellen beobachtet (29) und endet in einer zytotoxischen CD8" T-Zellantwort, ist
im Detail jedoch noch nicht erforscht.

Prinzipiell involviert eine konventionelle Antigen-Erkennung stets spezifische
Interaktionen zwischen Peptid und MHC-Molekul (30).

1.3.3 HLA-DR

Die am komplexesten kodierte Subregion der HLA-Klasse II-Molekile ist
diejenige fur das HLA-DR Molekil. Allein fir die B-Kette sind neun
verschiedene Gene (DRB1 —DRB9) und fur die Proteine der 3-Kette mehr als
320 verschiedene Allele bekannt (31, 32) wohingegen fir die a-Kette nur zwei
nicht polymorphe Allele existieren.

Der hohe Polymorphismus dieses Molekils wird ausschlie3lich durch
Nukleotidsubstitutionen der [(-Kette hervorgerufen, welche sich jedoch
hauptsachlich auf die so genannten hypervariablen Regionen beschréanken;
wenige Bereiche in den Exons fur die f1-Domane (33).
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1.3.4 HLA-DM

Dieses Molekl spielt beim MHC II-Prasentationsweg eine entscheidende Rolle,
da es beim Austausch der CLIP-Peptide durch das antigene Peptid das MHC II-
Molekul (HLA-DR und -DQ) stabilisiert (36, 37).

Die li wird schrittweise von Aspartylproteasen und Cathepsinen (38) zerlegt,
was die Peptide 81-104, also die CLIP Peptide, in die Antigenbindungsgrube
freisetzt. Diese dissoziieren dann entweder spontan oder durch HLA-DM
unterstutzt und kdnnen zur Zelloberflache gelangen.

1.4 T-Zellen

T-Zellen kénnen ihr spezifisches Antigen im dargebotenen Komplex aus
antigenem Peptid und MHC-Molekil auf der Oberflache aktivierter APZs
erkennen. Sowohl Eigen- wie auch Fremdpeptide werden dabei gleichermalien
von den MHC-Molekilen prasentiert.

Die T-Vorlauferzellen dringen nach Verlassen des Knochenmarks zunachst in
den Thymus ein, wo sie initial in unreife T-Zellen differenzieren und nach
erfolgreichem Rearrangement des T-Zellrezeptors (TZR) die Expression der
CD4 und CD8 Ko-Rezeptor-Molekile hochregulieren. Diese doppelt positiven
Zellen exprimieren nun den reifen TZR auf ihrer Oberflache. Dieser versucht mit
Komplexen aus Eigenpeptid und thymischem MHC-Molekil zu interagieren.
Geschieht dies mit einer adaquaten Affinitat, wird ein Uberlebenssignal
transmittiert (Positiv-Selektion), woraufhin die Thymozyten fortfahren sich zu
differenzieren und ein begrenztes T-Zell Repertoire bilden, das mit einem (oder
mehreren) der exprimierten MHC-Allele interagieren kann (39). Bei den so
ausgewahlten Zellen greift evtl. simultan beginnend der Prozess der Negativ—
Selektion. Dabei werden T-Zellen, die eine hohe Affinitdit und/oder
Kreuzreaktivitat fur Eigenpeptid gebunden an Eigen-MHC-Molekiile aufweisen,
eliminiert (40). Die Negativ-Selektion betrifft also potentiell autoimmune T-
Zellen, die durch Eigenpeptide oder durch die MHC-Moleklle selbst aktiviert

werden kénnten (41).
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Nach dieser Entwicklung im Thymus wandern die nun reifen T-Zellen in die
Peripherie, wo die peptid-spezifische Erkennung von Komplexen aus
Fremdpeptid und Eigen-MHC die konventionelle Immunantwort initiiert und die

Selbsttoleranz pathologische Antworten verhindert.

1.4.1 T-Zellrezeptor (TZR)

Der TZR auf der T-Zelloberflache ahnelt in seiner Entstehung und Struktur dem
Fab-Segment eines Antikorpers. Den beiden Ketten des TZR, meist a/p,
seltener y/d, mit je einer konstanten (C) und einer variablen (V) Doméne
schlieBen sich zwei kurze zytoplasmatische Abschnitte (C-Terminus) an. Das
Genom enthalt mehrere Kopien fir diese einzelnen Elemente, gro3tmdgliche
Diversitat wird durch zufallige Genanordnung gewahrleistet, sowie auch durch
die so genannte V(D)J —Rekombination und zuféllige Zugabe oder Deletion von
Aminosaure (AS)-Resten in unmittelbarer Nachbarschaft der Rekombination
(somatische Hypermutation) (42).

TZRs erkennen antigene, in der Bindungsspalte von MHC-Molekilen
prasentierte Strukturen im Kontext mit bestimmten MHC-Molekulen. Ein zu dem
TZR passendes prasentiertes Antigen wird nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip
durch sechs Schleifen, die SO genannten CDRs
(komplementaritatsbestimmende Regionen) an der Bindungsseite gebunden.
Wird ein TZR an seinen spezifischen Liganden gemeinsam mit einem seiner
Korezeptoren CD4 oder CD8 gebunden, wird ein erstes Signal ins Zellinnere
gesendet. CD4 ist in die Zellmembran von T-Helferzellen, Monozyten und
Makrophagen integriert. Dieser Corezeptor erkennt wie auch CD8 gemeinsam
mit dem T-Zellrezeptor das durch das MHC-Molekull prasentierte Antigen auf
anderen Korperzellen, wodurch die Immunantwort ausgeldst werden kann.
Wenn die als B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) bezeichneten Mitglieder der
Immunglobulin-Superfamilie B7, welche nur auf professionellen APZs exprimiert
werden, mit CD28-Molekllen auf T-Zellen interagieren, wird ein zweites Signal
freigesetzt (42). Erst dieses kostimulatorische Signal erlaubt es der T-Zelle, in
die Phase der klonalen Vermehrung einzutreten und regt sie zu Proliferation

und Differenzierung an.
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Erkennt der TZR jedoch ein mikrobielles Peptid, das strukturell einem Peptid
des eigenen Organismus ahnelt (molekulares Mimikry), richtet sich die initial
gegen das Fremdpeptid gerichtete Immunantwort gegen das kreuzreaktive

Eigenpeptid und es kann zur Entstehung von Autoimmunkrankheiten kommen.

1.4.2 Effektor-T-Zellen

Nach der ersten Stimulierung durch das Antigen differenzieren die naiven T-
Zellen (im Thymus) zu funktionell unterschiedlichen Effektorzellen. CD4" T-
Zellen werden zu T-Helferzellen, CD8" Zellen zu zytotoxischen T-Zellen. Die
verschiedenen Untertypen entstehen dabei je nach Antigenaffinitat,
Kostimulierung an der immunologischen Synapse und Zytokinmilieu (43).

Die T-Helferzellen werden noch in Thl und Th2 unterteilt. Welche dieser beiden
Untertypen jeweils ausgebildet wird ist auch hier vom Zytokinmilieu abhéngig.
Erstere  sezernieren vor allem IFN-y und kontrollieren  durch
Makrophagenaktivierung intrazellulare Infektionen, Th2-Zellen hingegen
sezernieren IL-4, IL-5, IL-10 und TGF-B, haben vor allem B-Zellaktivierung und
damit Antikérperproduktion als Ziel und schitzen so vor extrazellularen
(parasitaren) Infektionen (44, 45). Wahrend Thl-Zellen Uberdies bei
Autoimmunprozessen eine Rolle spielen, sind Th2-Zellen beim Hervorrufen
allergischer Reaktionen beteiligt.

CD4" T-Zellen die zusatzlich CD25" (die a-Kette des IL-2-Rezeptors) sowie den
Transkriptionsfaktor FoxP3 exprimieren, kénnen als regulatorische T-Zellen
eine immunregulatorische Funktion erfullen (46). Die Existenz dieser
regulatorischen Zellen kann Autoimmunkrankheiten verhindern, wahrscheinlich
indem sie Uber Zytokine andere Lymphozyten hemmen (47). Relativ neu ist die
Entdeckung eines weiteren CD4"  T-Effektor-Zelltyps, den  pro-
inflammatorischen, Interleukin-17 produzierenden sog. Thl7-Zellen, die
vermutlich eine wichtige Rolle in der Entstehung von Autoimmunerkrankungen

spielen (48).
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1.5 Hitzeschockproteine

Hitzeschockproteine (HSPs) sind ubiquitar (d.h. in Eukaryoten, Eubakterien und
vielen Archaeen) vorkommende, evolutiondr einzigartig hochkonservierte
Proteine (49). Sie erfullen multiple Funktionen im Stoffwechsel der Zelle, welche
hauptsachlich dem Schutz der Zelle dienen. HSPs kdnnen mit einem breiten
Spektrum an Proteinen und Peptiden interagieren und sind insbesondere an
deren Faltung, Entfaltung und Reifung aber auch Transport beteiligt.

Vermehrt aktiviert werden die transkriptionellen (bei Eukaryoten z.B. die
Hitzeschocktranskriptionsfaktoren (HSFs)) und post-transkriptionellen
Regulationsmechanismen, wenn auf das jeweilige zellulare System Stress (z.B
Hitze, Sauerstoffmangel, Ultraviolettstrahlung, Ethanol) einwirkt. Eventuell
aktiviert letztlich auch eine Inaktivierung oder Uberladung des Ubiquitinsystems
die HSP-Antwort (50). In solchen Situationen schitzen HSPs die zellularen
Proteine vor Denaturierung, indem sie deren Sekundarstruktur stabilisieren oder
den Abbau nicht mehr funktionsfahiger Proteine Uber das Proteasom
beschleunigen (51).

Andere Formen der HSPs werden hingegen auch konstitutiv exprimiert (51). Sie
wirken bei der Erfullung zahlreicher ,housekeeping functions“ einer Zelle mit
und kdnnen beispielsweise inkorrekt gefaltete, unspezifische oder entartete
Proteinstrukturen und -aggregationen erkennen und diese dann entweder
entfalten oder der Proteolyse zufuhren (52, 53). In dieser Funktion als Wéachter
in physiologischen Situationen werden HSPs auch als ,Chaperone® bezeichnet
(54).

Die bislang bekannten HSPs werden nach ihrem ungefdhren Molekulargewicht
in zehn Familien mit jeweils bis zu funf Mitgliedern eingeteilt und benannt. Es
gibt eher kleine Hitzeschockproteine (z. B. Hsp27) mit einer Masse von 27 kDa,
die hauptsachlich im Nukleus verschiedenster Zellsysteme zu finden sind,
Hsp40 und Hsp60, die Chaperonine, bis hin zu den in allen bislang
untersuchten Organismen im ER, den Mitochondrien oder Chloroplasten als

Reaktion auf Hitze produzierten Hsp70 /Hsp90.
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1.5.1 Hitzeschockproteine und Immunitat

Verwandt mit ihrer Schutzfunktion ist auch die immunologische Rolle der HSPs.
Sie nehmen sowohl in der angeborenen (innate) als auch der erworbenen
(adaptive) Immunitat Funktionen wahr (s. 1.1) (55, 56). Unter anderem bei
nekrotischem Zelltod kbnnen HSPs auch in den Extrazellularraum gelangen
(57) und dort beispielsweise mit APZs in Wechselwirkung treten (58, 59).

Da HSPs mit sehr vielen Peptiden interagieren, kbnnen sie dies auch mit (Auto-
) Antigenen. Mit aus Tumorzellen gewonnenem Hsp konnte eine Immunreaktion
gegen diesen Tumor ausgelost werden (60). Voraussetzung fur ihre Funktion in
der adaptiven Immunitat ist die Bildung von Komplexen zwischen HSP und
Peptid, wozu HSP70- und HSP90-Molekile in der Lage sind. Extrazellulare
HSP:Peptid-Komplexe kénnen Uber einen der beschriebenen Mechanismen (s.
1.2) in die APZs aufgenommen werden und so in den Antigenprasentations-
Pfad gelangen. Wenn mit HSP komplexierte Peptide von APZs etwa
rezeptorvermittelt aufgenommen werden, kdnnen sie eine antigenspezifische
Reaktion des adaptiven Immunsystems Uber Présentation der antigenen
Peptide Gber MHC I- beziehungsweise IlI-Molekule (61) hervorrufen.

Neben dem Transport antigener Peptide (Funktion im adaptiven Immunsystem)
wurden jedoch noch weitere immunologische HSP-Funktionen beschrieben.
Besonders fur die HSP Subfamilien der 60, 70 und 90 kDa-Klasse wird eine
Beteiligung in der Immunabwehr diskutiert. Mitglieder dieser Familien wurden
als Ziel der Immunantwort bei mikrobiellen Infektionen identifiziert, sind also
selbst immunodominantes Antigen (62). Es wurde auf3erdem eine Interaktion
von Hsc 70, dem konstitutiv exprimierten, zytosolischen HSP70, mit der
Linvariant chain“ gezeigt (63), das HSP ist hier bei Beladung bzw. Auswahl des
Peptids beteiligt, was einen weiteren Aufgabenbereich erschlief3t.

Es wird ihnen des Weiteren eine interzellulare Signalfunktion zugeschrieben. In
der angeborenen Immunitat bedeutet dies, dass extrazellulare HSP-Molekiile
an Signalrezeptoren binden und so NKs und professionelle APZs direkt
aktivieren (z.B. Gp96 DCs (64), HSP70 Monozyten (65)) oder uber eine
zellulare Signalkaskade eine verstarkte Transkription von Zytokinen,

kostimulatorischen- und MHC-Molekillen vermitteln. Letztendlich fuhrt dies zu
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einer Reifung Dendritischer Zellen mit einer erh6hten Expression
kostimulatorischer Molekile und Reifungsmarker (MHC II-Molekule, CD86,
CD83 und CD40) und ihrer Wanderung zu den Lymphknoten (66, 67).

Durch die groRe Homologie vieler HSPs, so auch mikrobieller und humaner,
wird eine Kreuzreaktivitdt zu mikrobiellen HSPs heute als Teil der Entwicklung
von Autoimmunkrankheiten vermutet und diskutiert (68, 69), die Datenlage ist
jedoch nicht eindeutig. Dartiber hinaus kann die Induktion von Eigen-HSPs
Autoimmunitat und TransplantatabstoRung attenuieren. Auch kénnen HSPs von

Tumoren und Pathogenen spezifische, protektive Immunitat hervorrufen.

1.5.2 HSP70

Es soll nun noch néher auf die fir diese Arbeit relevanten HSPs der 70-kDa
Klasse eingegangen werden. Die HSP70-Molekile sind die am hochsten
konservierte HSP-Familie mit in den humanen Zellen 11 bekannten Mitgliedern
im Zytosol, den Mitochondrien und im Lumen des ER.

Sie &hneln in ihrer Struktur den Hsp der 90-kDa Klasse. Bei beiden Familien
stehen am Carboxy-Ende dieselben vier Aminosauren. Alle HSP70 bestehen
aminoterminal aus einer hochkonservierten, schwach ATPase-aktiven Domane
(44 kDa) und carboxyterminal einer Peptidbindedoméne (18 kDa), wortber eine
konformationsvariable Subdomane (10 kDa) gelegt ist. Mit dem in der
Sekundarstruktur sehr ahnlichen N-terminalen Bereich binden sie mit hoher
Affinitat ATP und sind dariber an der Faltung von Polypeptidketten beteiligt,
wobei ATP-Hydrolyse zu einer stabileren Substratinteraktion fihrt. Die
Substratinteraktion Uber ATP und Kofaktoren (am besten untersucht fir das aus
dem ER stammende DnaK (70, 71)) findet bevorzugt mit hydrophoben AS-
Sequenzen linearer Peptidsegmente statt. Durch ATP-Hydrolyse bei
Substratbindung schlielt sich der a-helikale, die Substratbindungsdoméne
deckelnde Teil mittels Konformationsanderung (72).

Hsp70 ist -auch unter Bildung hochaktiver Komplexe- in wichtige zellulare
Prozesse, wie den Transport von Proteinen dber Membranen, die
Disassemblierung Clathrin-umhillter Vesikel und die Regulation der

Hitzeschockantwort involviert.
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1.5.3 Hitzeschockproteine und MHC-Molekule

Uber MHC I-Molekiile konnen Antigene aus Komplexen zwischen HSP und
Peptid nach rezeptorvermittelter Aufnahme -im Gegensatz zu unspezifischer
Endozytose- von professionellen APZs an CD8" T-Zellen prasentiert und eine
zytotoxische T-Zellantwort ausgelost werden (74, 75, 76). Es handelt sich
hierbei um den schon beschriebenen Mechanismus der Kreuzprasentation (s
1.3.2).

Jedoch wurde auch fir die MHC Il-vermittelte Antigenprozessierung und -
prasentation eine verstarkte Aktivierung von CD4" T-Zellen durch HSP70-
Molekiile gezeigt (77). Eine Uberexpression von Hsc70 in Makrophagen fiihrt
zu einer verstarkten Prasentation exogenen Antigens Uber MHC Il (78),
dennoch sind der genaue Aufnahmemechanismus, die dabei eventuell
verwendeten Rezeptoren und auch der Prasentationsweg bislang unklar.

In unserem Labor beobachteten wir als immunogene Effekte dieser Komplexe
in einem humanen, antigenspezifischen System bei niedrigen Antigen-
Dosierungen und mit niedriger APZ:T-Zell-Ratio eine gesteigerte Proliferation
von CD4" T-Zellen (77). AuRerdem entdeckten wir Hinweise, dass Hsp70-
Molekile spezifisch mit HLA-DR-Molekilen interagieren, was bei der
Entstehung von Autoimmunkrankheiten (z.B. der JIA) zum Tragen kommen
kann (79, 80).

1.6 HSP-Rezeptoren

Verschiedene Rezeptoren fur HSPs wurden auf APZs beschrieben, jedoch
weist die Literatur auf diesem Gebiet noch viele Unklarheiten auf. Offen ist die
Frage, ob vor allem Signal- oder eher Endozytoserezeptoren fir die Wirkungen
der HSPs verantwortlich sind. Da diese Rezeptoren auf vollig unterschiedliche
Weise in das zellulare Geschehen eingreifen, jedoch zu &hnlichen Wirkungen
fuhren konnen, ist die Unterscheidung zum Verstéandnis essentiell (80). Am
Besten untersucht sind Endozytoserezeptoren, hier vor allem Scavenger-
Rezeptoren wie LOX-1, CD36 und CD91. Letzterer wurde als HSP-Rezeptor

identifiziert (81). Die Tatsache, dass verschiedene Rezeptorentypen existieren,
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kann die unterschiedlichen Wirkungen der HSPs, wie einerseits die
Signalwirkung und andererseits auch die Prasentation chaperonierter Peptide
erklaren (82). Auch die HSP70 Rezeptoren sind bislang noch nicht eindeutig
identifiziert. Im Folgenden soll auf die moglichen Kandidaten néaher
eingegangen werden.

CD40 gehort zur TNF-Rezeptorfamilie. Es werden ihm vor allem signalgebende
Funktionen zugeschrieben (83, 84), allerdings wurde auch eine
Peptidaufnahme Uber CD40 bei APZs gezeigt, welche von Hsp70 erleichtert
wird (85). Dieselben Autoren schrieben CD40 fur murines Hsp70 aul3erdem
eine Endozytosefunktion zu. Fur S&uger-HSP steht der Nachweis einer
Bedeutung dieses Rezeptors noch aus.

TLRs hingegen scheinen wieder ausschlief3lich signalgebende Funktionen fir
HSPs zu haben (86), sind also nicht direkt an der Prasentation von an HSPs
chaperonierte Antigene beteiligt. Sie spielen jedoch eine Rolle bei der
Signaltransduktion und Aktivierung von APZs durch HSPs, wie etwa TLR-2 und
TLR-4 unter Beteiligung von CD14 bei Bindung von rekombinantem Hsp70 (87).
Alle Arbeiten zu diesen Rezeptoren missen jedoch unter dem Gesichtspunkt
der eventuellen Kontamination mit bakteriellen Lipopolysacchariden (LPS), fur
die TLRs Liganden sind, betrachtet werden.

Unter diesem Gesichtspunkt der eventuellen Kontamination mit LPS missen
also auch die Daten betrachtet werden die zeigen, dass der SR-A (Scavenger
Rezeptor der Klasse A) Ligand Fucoidin die gp96 Bindung an Makrophagen
inhibieren kann (88).

1.6.1 CD91

Fir die beobachteten Effekte des HSP im adaptiven Immunsystem wird
verstarkt eine tber CD91 vermittelte Aufnahme verantwortlich gemacht (89).
CD91, auch als LRP (low-density lipoprotein receptor-related protein), LRP1
oder a2 Macroglobulin (a2M) (90) Rezeptor bezeichnet, wurde als erster HSP-
Rezeptor identifiziert. Es handelt sich hierbei um ein multifunktionelles, 600 kDa
groRes Membranprotein. Neben den Aufgaben im Lipoproteinstoffwechsel (91,
92) wirkt er auch bei der Aktivierung lysosomaler Enzyme, der Homdostase von

Proteinasen und Proteinaseinhibitoren, der zellularen Aufnahme von Viren und
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Toxinen, allerdings auch der Neurotransmission und der zellularen
Signaltransduktion mit (93).

Die aufRerordentlichen Bindungsmdglichkeiten liegen in 31 Komplement-
ahnlichen Wiederholungssequenzen begriindet (complement-type cysteine-rich
repeats, (CR)-domains), die sich in den vier Clustern der extrazellularen a-
Untereinheit (515 kDa) befinden (94). Einige Liganden erkennen nur
Wiederholungssequenzen  bestimmter  Cluster, andere verschiedene
Wiederholungssequenzen in Kombination.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine Vielzahl an
strukturellen, funktionellen und genetischen Studien, von denen die meisten
unabhangig voneinander angestellt wurden, die Funktion von CD91 als HSP-
Rezeptor bestatigen. Die Aufnahme von Hsp70:Peptid-Komplexen Uber CD91
und anschlieBende verstarkte Prasentation Hsp70-gebundener Peptide Uber
MHC | gilt als belegt. Ungeklart war zum Zeitpunkt des Beginns dieser
Dissertation der Mechanismus der verstarkten Prasentation Hsp70-gebundener
Peptide tber MHC lI-Molekle.

1.7 Ausgangspunkt und Zielsetzung

Da HSPs neben vielfaltigen Funktionen im Zellstoffwechsel auch wichtige
Aufgaben im Bereich der angeborenen und erworbenen Immunitat erfillen,
erscheint es von Interesse, diese Vorgange naher aufzuklaren, wozu diese
Arbeit beitragen soll. Ausgangspunkt ist die verstarkte Aktivierung und
Proliferation antigenspezifischer T-Zellen durch Hsp70-gebundene antigene
Peptide (95). Fur die MHC I-vermittelte CD8" T-Zellaktivierung ist dies relativ
gut untersucht, fir MHC 1l und CD4" T-Zellen bislang wenig.

Die verstarkte antigenspezifische CD4" T-Zellaktivierung konnte in unserem
Labor erstmals in einem humanen System nachgewiesen werden (77). Die
dabei proliferierten T-Zellen sind antigenspezifisch und die Komplexierung an
Hsp70 Voraussetzung fur den Effekt. Des Weiteren wurden Indizien fir eine
direkte Interaktion von HSP70-Molekilen mit MHC II-Molekilen und
Peptidfragmenten in vitro gefunden (96, 97).
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Wirden diese HSP70:Peptid-Komplexe dabei Uber einen der beschriebenen
Mechanismen (s.2) in die professionellen APZs aufgenommen und so in den
MHC | und lI-Préasentationsweg gelangen ware es moglich, dass extrazellulares
HSP70 (z. B. durch Nekrose infolge Tumor, Entziindung, Infektion) als Scanner
(durch Affinitat far bestimmte Peptidsequenzen) und Carrier fir antigene
Peptide dient. Eine direkte Interaktion von HSPs mit MHC II-Molekilen konnte
bei der Ubertragung in die Bindungsstelle der MHC II-Molekiile eine Rolle

spielen.

Im Folgenden soll nun der Mechanismus dieser Immunreaktionsverstarkung
von CD4" T-Zellen durch Hsp70 in vitro (77) weiter untersucht und
charakterisiert werden. Dies soll in einem humanen, antigenspezifischen Modell
mit allo-/ autoantigenen Peptidsequenzen geschehen. Es wurden dabei Zellen
von HLA-typisierten und immunisierten (Tetanus, Influenza) Donoren
verwendet. Die Detektion antigenspezifischer T-Zellen nach Stimulation ist mit
peptidbeladenen HLA-DR Tetramer-Molekilen mdglich, eine Proliferation kann
mittels Verdinnung des Farbstoffes CFSE in sich teilenden Zellen gezeigt
werden.

Insbesondere soll von Interesse sein, wie die immunogenen Komplexe in die
APZs aufgenommen werden, ob ein  Hsp:Peptid-Komplex Uber
Makropinozytose, Phagozytose oder rezeptorvermittelte Endozytose in die
APZs gelangt und falls ja, welches der Rezeptor ist, der in die Hsp70-verstarkte
MHC ll-vermittelten Antigenprasentation involviert ist. Zunachst soll untersucht
werden, ob eine Endozytosefahigkeit der Zellen fur diesen Effekt Uberhaupt
bendtigt wird und eine Peptidinternalisierung Voraussetzung fur eine verstarkte
Prasentation ist (98). Ergéanzend sollen spezielle Aufnahmemechanismen oder
intrazellulare Transportmechanismen der antigenpréasentierenden Zellen auch
durch Chemikalien geblockt werden.

Des Weiteren gilt es, die Interaktion des HSP mit méglichen Rezeptoren auf der
Oberflache antigenprasentierender Zellen zu untersuchen und so zu klaren, ob
eine rezeptorvermittelte Endozytose beteiligt ist. Insbesondere da bei humanen

Zellen fuar die MHC Ill-vermittelte Antigenprasentation die entscheidenden
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Rezeptoren unklar sind. Durch Blockade der mdglichen Rezeptoren mittels
Antikorpern soll auch die Rolle der Rezeptoren innerhalb der HSP-vermittelten
Immunantwort untersucht werden.

Noch nicht bewiesen wurde bislang auch die Aufnahme in endosomale Vesikel
fur den MHC lI-Préasentationsweg. Unter Verwendung einer fur das HLA-DM
Molekll negativen B-Zelllinie als antigenpréasentierende Zellen soll der Beitrag
von zytosolischem Hsp70-Molekil zu Auswahl (Scanner-Funktion) und
Beladung (Carrier-Funktion) von HLA-DR-Molekilen mit antigenen Peptiden

untersucht werden.

Die Erkenntnisse dariiber, ob und welche Aufnahmemechanismen von
Hsp70:Antigen-Komplexen in eine Zelle bei der verstarkten CD4" T-
Zellaktivierung eine Rolle spielen, kénnten wesentlich zum Verstandnis des
MHC lI-Prasentationsweges und der Rolle von Hsp70 beitragen. So kdnnten die
Ergebnisse zu einer besseren Kenntnis der CD4" T-Zellaktivierung durch Allo-,
Auto- und Tumorantigene fiuhren, welche uns in der Medizin auf vielerlei

Ebenen vor Probleme stellen.
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2.1 Material

2.1.1 Gerate

Brutschrank HERA cell Heraeus

Cytospin 3 Shandon

Durchflu3zytometer FACS-Calibur Becton Dickinson

Fluoreszenzmikroskop

BX60 Olympus

Inversmikroskop

LM IX50 Olympus

Kamera

U-TV1 X Olympus

Neubauer Zahlkammer

La Fontaine International

Pipetten

LABMATE ABIMED

Pipettierhilfe

SWIFTPET ABIMED

Schittler

Polymax 1040 Heidolph

Sterile Werkbank

HERA safe Heraeus

Ultrazentrifuge

Rotixa 50RS Hettich

Vario MACS Separator

Miltenyi Biotec

Vortexer Titramax 100

Heidolph

Warmebad

Gesellschaft fur Labortechnik

Burgwedel

Zellbestrahlungsgerat

Gammacell 1000 Elite MDS Nordion

Zellzahlgerat

Cobas Micros Roche

Zentrifuge

5415 C Eppendorf

2.1.2 Software

BD CellQuestTM Pro

Version 4.0.2 BD Biosciences

cell*F Imaging

Olympus

CellQuestTM. Version 3.3 Becton Dickinson
GraphPad Prism Version 4.01 GraphPad Software Inc
WinMDI Version 2.9 Joseph Trotter
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien
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Chamber Slide 2-Loch Glasobjekttrager

Nunc

Deckglaser 22 x 22 mm

Menzel Glaser

EQUIBIO Einmalpipetten

Peglab Biotechnologie

5 ml FACS-Rdhrchen

BD

15 ml Falcon-Rdhrchen

Greiner Bio-One

50 ml Falcon-Rdhrchen

BD

6-Loch Flachbodenzellkulturplatten

MultiwellTM, BD

12-Loch Flachbodenzellkulturplatten

Costar, Corning Incorporated

24-Loch Flachbodenzellkulturplatten

MultiwellTM, BD

96-Loch Flachbodenzellkulturplatten

Costar, Corning Incorporated

Glaspasteurpipetten 230 mm

wu

MACS Saulen

Miltenyi Biotec

96-Loch Rundbodenzellkulturplatten

Greiner Bio-One

75cmz? Zellkulturflasche

Costar, Corning Incorporated

162cm? Zellkulturflasche

Costar, Corning Incorporated

Pipettenspitzen

Greiner Bio-One

Zellschaber Corning Incorporated, NY, USA
(3010)

2.1.4 Puffer

MACS

MACS Puffer I: PBS, 2 % BSA, 2 mM EDTA
MACS Puffer Il: PBS, 2 mM EDTA, 0.09 % Natrium-Azid

Zellkultur/Mikroskopieren
PBS-L6sung (Dulbecco) ohne Ca/Mg
Hanks

Biochrom

Biochrom
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2.1.5 Reagenzien und Medien
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Ampuwa Wasser Fresenius Kabi
CFSE Molecular Probes
DMSO Merck

EDTA Sigma Chemical Co.
FACS Clean; Flow; Rinse Becton Dickinson
FCS Biochrom

Ficoll Separating Solution Biochrom

GM-CSF R&D Systems
Glycin Roth

HEPES (1M) Biochrom
L-Glutamin (200mM) Biochrom

LPS aus E.coli Stamm 026:B6 Sigma

MACS CD4+ T Cell Isolation Kit Il human

Miltenyi Biotec

NaN3 Roth
Opti-MEM | Reduced Serum Medium Invitrogen
Penicillin/Streptomycin(10TIE/100Tug/ml) | Biochrom
PHA Sigma

Propidiumjodid

BD Biosciences

VLE-RPMI 1640 mit 2g/l NaHCO3

Biochrom

Streptavidin-APC

BD Biosciences

Trypanblau Sigma Aldrich
Trypsin/EDTA-LA6sung ohne Ca/Mg Biochrom
Tween 20 Roth
VLE-RPMI 1640 mit 2g/l NaHCO3 Biochrom
Chloroquine Sigma Aldrich
Genistein Sigma Aldrich
Paraformaldehyd Sigma Aldrich
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2.1.6 Proteine
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Humanalbuminlésung 20 % ZLB Behring
Humanes Hsp70 StressGen
Humanes Hsp70 low endotoxin StressGen
ATPase-Fragment von Hsc70 (ATPf) StressGen
Tetanusprotein Sigma Aldrich

2.1.7 Peptide
TTL.TT (QYIKANSFKIGITEL)

830-844
TT2: TT947_966 (FNNFTVSFWLRVPKVSASHL)
TT4.TT

1297-1315
(PKYVKQNTLKLAT)

(KILGCDWYFVPTDEGWTND)

HA: HA
307-319

GAD: GAD (NFFRMVISNPAAT)
555-657

2.1.8 Antikdrper

anti-CD91

Isotypkontrolle BD Biosciences

2.1.8.1 Fluoreszenzmarkierte monoklonale Antikdrper

alle BD Biosciences

Maus-antihuman CD 3: FITC Isotyp 1gG1k
Maus-antihuman CD 4. APC-Cy Isotyp IgG1, «
PE Isotyp 19G1, «
Maus-antihuman CD14: APC Isotyp 1gG2ax
FITC Isotyp 1gGapk
Maus-antihuman CD19: FITC Isotyp 1gG; «
PE Isotyp 1gG1
Maus-antihuman HLA-DM: FITC Isotyp 19G;1 k
Maus-antihuman HLA-DR: FITC Isotyp IgG2a
Maus-antihuman IgG1: FITC Isotyp IgG1

Klon UCHT1
Klon MOPC-21
Klon RPA-T4
Klon M5E2
Klon M¢P9
Klon HIB19
Klon HIB19
Klon MaP.DM1
Klon L243
Klon X40

PROGEN, BD Biosciences (Klon 8G1)
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2.1.9 Zelllinien
HLA-DRB1-Allel 0401 exprimierende B-LCL William W. Kwok

(Benaroya Research Institute at Virginia Mason, Seattle)

2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung mononukleéarer Zellen

Mittels diskontinuierlicher Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll-Hypaque)
konnen periphere mononukledren Blutzellen (PBMCs, also B-Zellen, T-Zellen,
Monozyten) aus Blut oder Blutkonzentraten isoliert werden.

Als Donoren dienten freiwillige, HLA-typisierte Probanden nach Aufklarung und
schriftichem Einverstandnis der Teilnahme oder selten Buffy-Coats, ein
leukozyten- und thrombozytenreiches Nebenprodukt der Verarbeitung von
Blutspenden. Die gesamte HLA-Typisierung mittels PCR sowie die
Bereitstellung der Buffy-Coats Ubernahm freundlicherweise Frau Prof. Dr.
Wernet, Transfusionsmedizin Tldbingen. Die gesunden Spender waren gegen
Tetanus bzw. Influenza immunisiert und die gewonnenen Zellen wurden in den
Versuchen entweder mit antigenen Peptiden alleine oder Hsp70:Peptid
Komplexen stimuliert (s. 2.2.8).

Die Spenderhaplotypen waren HLA-DRB1*0101 (1 Donor), *0401 (13 Donoren),
*0402 (2 Donoren), *1101 (3 Donoren), *1501 (2 Donoren). Ein Ethikvotum der
Ethik-Kommission der Universitat Tubingen liegt vor.

Das Blut oder Konzentrat (Buffy Coats) der gesunden Donoren wurde hierzu
zunachst im Verhéltnis 1:2 mit PBS verdunnt. In einem 50 ml Réhrchen wurde
dann Ficoll-Trennlésung (Biocoll separation solution), ein neutrales und stark
verzweigtes synthetisches Polysaccharid, mit der doppelten Menge dieses
verdinnten Blutes Uberschichtet. Die Dichte der Ficoll-L6sung liegt mit 1.077
g/ml zwischen der Dichte der Erythrozyten und der der PBMCs. Durch 20 min
Zentrifugation bei 2020 rpm ohne Bremse kénnen dadurch Erythrozyten und die
meisten Granulozyten aufgrund ihrer hohen Dichte die Ficoll-Schicht
durchdringen und die weniger dichten PBMCs sich als diinne Schicht an der
Grenze zwischen Ficoll und Uberstand (verdinntes Blutplasma und

Thrombozyten) ansammeln. Granulozyten und die durch die Ficoll-Lésung
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beschleunigt sedimentierten Erythrozyten pelletieren am Rohrchenboden Nach
Absaugen des Plasmas wurden die PBMCs mit einer Pipette vorsichtig
abgenommen, 1 x mit PBS (10 min, 2020 rpm) und zweimal mit PBS 2 % FCS
(4 min, 1300 rpm) gewaschen, schlie3lich gezahlt und in das Kulturmedium

aufgenommen.

2.2.2 Isolierung von CD4" T-Zellen

Mittels MACS (magnetic cell sorting) wurden aus den PBMCs CD4" T-Zellen mit
dem CD4+ ,negativ® T-Zell-Isolations-Kit nach der dem Kit beiliegenden
Anleitung isoliert. Das Kit hat den Vorteil, dass ,unberthrte“, d.h. nach der
Isolation nicht mit Antikdrpern markierte CD4" T-Zellen gewonnen werden
kénnen, so dass kein moglicher Einfluss der Isolation auf den weiteren Versuch
besteht. Bei diesem Verfahren werden die PBMCs zun&chst mit einer Mischung
Biotin-markierter mAk (anti-CD8, -CD14, -CD16, -CD19, -CD36, -CD56, -
CD123, -TZRy/5 und -Glycophorin A) inkubiert. Bis auf die CD4" T-Zellen
wurden dadurch alle in den PBMCs enthaltenen Zelltypen mit biotinylierten
Antikdrpern markiert und schliel3lich nach Zugabe anti-Biotin-konjugierter
MicroBeads mittels der MACS-Technologie (VarioMACS Separator, LS-Saule)
von den unmarkierten CD4" T-Zellen separiert. Die mit den ferromagnetischen
MicroBeads markierten CD4 T-Zellen werden hierbei im Magnetfeld des
Separators gebunden, wahrend die unmarkierten CD4" T-Zellen ungehindert
passieren. Nach mehrmaligem Spulen der Saule mit Puffer, wobei die CD4" T-
Zellen in einem Roéhrchen aufgefangen wurden, wurde die Saule aus dem
Magnetfeld genommen und die dadurch nicht mehr magnetisch gebundenen
,Nicht-CD4" T-Zellen* unter Druck eluiert. Dann wurden beide Zellfraktionen
einmal mit Puffer gewaschen, gezahlt und in Kultiviermedium aufgenommen.

Der Anteil lebender CD4" T-Zellen in der CD4" Fraktion wurde nach jeder
Isolierung durchflusszytometrisch durch Farbung mit anti-CD4 mAK
(monoklonaler Antikorper), anti-CD3mAK und Propidium-lodid bestimmt und
betrug meist >90 % bei <0.3 % Verunreinigungen einzelner anderer Zelltypen.
Diese wurde mittels Farbung mit anti-CD8, -CD14 und -CD19 Antikérper
untersucht. FiUr die Fraktion der CD4 Zellen wurden dieselben Parameter

bestimmt, um diese im weiteren Versuchsverlauf als APZs zu verwenden.
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2.2.3 Zellinie B-LCL

Fur die Proliferationsversuche mit B-Zellen (s. 3.7) wurde eine durch
Transfektion mit EBV-Uberstand immortalisierte B-Lymphoblastoid-Zelllinie (B-
LCL) humanen Ursprungs verwendet, bezogen vom 12th International
Histocompability Workshop (IHW) Cell Panel. Die kultivierte Zelllinie exprimiert
homozygot das HLA-DRB1-Allel 0401, die HLA-DR Expression wurde mit dem
fluoreszenzmarkierten monoklonalen anti-HLA-DR Antikdrper L-243 Uberprift.
Die genaue Bezeichnung der Zelllinie lautet SAVC (IHW 9036).

Sie wurde uns freundlicherweise von William W. Kwok (Benaroya Research
Institute at Virginia Mason, Seattle) zur Verfigung gestellt.

2.2.4 Zellkultur

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zellen waren humanen Ursprungs. Die
Zellkulturen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert.

Die von gesunden, HLA-typisierten Donoren isolierten PBMCs (s. 3.1.2) wurden
in mit 10 % (Volume to Volume, V/V) gepooltem humanem Serum (PHS),
Glutamin (2 mM), Streptomycin (0.1 mg/ml) Penicillin (0.06 mg/ml), und
HEPES-Puffer (10 mM) supplementiertem VLE-RPMI 1640 kultiviert.

B-LCLs wurden in Suspension kultiviert, das VLE-RPMI 1640 Medium war
hierbei mit 10 % (V/V) fotalem Kéalberserum (fetal bovine serum, FBS), Glutamin
(2 mM), Streptomycin (0.1 mg/ml), Penicillin (0.06 mg/ml), und HEPES-Puffer
(10 mM) supplementiert.

2.2.5 Gewinnung von humanem Serum

Zur Gewinnung des gepoolten humanem Serums (PHS) fir das
Kultiviermedium der T-Zellen wurde von ca. 10 gesunden Spendern (zu
gleichen Teilen mannlich und weiblich) nach schriftlicher
Einverstandniserklarung jeweils 100 ml peripheres Blut abgenommen und 1h
bei 37 °C inkubiert. Das nach dieser Zeit geronnene Blut wurde 10 min bei 3250
rom zentrifugiert wonach das Serum mit einer Pipette abgenommen und
gepoolt werden konnte. Nach Hitzeinaktivierung durch Inkubation im
Wasserbad fir 30 min bei 56 °C erfolgte die Aufbewahrung bei —20 °C fur

maximal 6 Monate.
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Dieses gepoolte Serum l6st das Problem, fur jeden Donor ein eigenes Medium
bereithalten zu mussen, was durchaus zu sehr unterschiedlichen
Versuchsbedingungen zwischen den einzelnen Donoren fihren kann.
Zusatzlich kann durch diese Methode das Problem der Gerinnungsproteine
umgangen werden, die im ansonsten zur Vermeidung der Abnahme von zu
groRen Blutmengen als ,Serum“ verwendeten Ficoll-Uberstand enthalten sind.
Da das 10 %-ige PHS-Medium in Versuchen zur T-Zellproliferation verwendet
wird und diese keine Blutgruppenantigene aufweisen (Erythrozyten wurden
durch Ficoll-Graduierung eliminiert) besteht keine Indikation, nur AB-Serum zu

verwenden.

2.2.6 Generierung dendritischer Zellen

Zur Generierung unreifer dendritischer Zellen wurden zun&achst am Boden einer
75 cm? Zellkulturflasche Monozyten aus PBMCs mittels Kunststoff-Adsorption
angereichert. Dabei wurden je 8 ml der isolierten PBMCs in Zellkulturflaschen
ausgesat und 90 min. bei 37 ° C und 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert. Nicht-
adharente Zellen wurden anschliel3end mit dem Medium abgenommen und die
Reinheit der Monozyten durch horizontales Schwenken der Zellkulturflasche
erhoht. Durch Zugabe von 500 U/ml IL-4 und 1000 U/ml GM-CSF in das
Zellkulturmedium an Tag 1, 3 und 5 differenzieren die Uber Kunststoff-
Adsorption angereicherten Monozyten zu unreifen dendritischen Zellen (HLA-
DR+, CD86+, CD14-, CD83-).

2.2.7 Bestimmung von Zellzahl und Zellvitalitat

Zur Bestimmung von Anzahl und Vitalitat der Zellen wurden 20 pl der jeweiligen
Zellsuspension mit dem Farbstoff Trypanblau im Verhaltnis 1:1 in einer 96-well
U-Bodenplatte resuspendiert. Das saure Trypanblau dringt durch defekte
Zellmembranen toter Zellen in das Zytosol, bindet dort mit seinem Anion
Zellproteine und farbt diese Zellen dadurch sichtbar an. In einer Neubauer
Zahlkammer wurden stets vier Grol3quadrate ausgezahlt und die Zellzahl vitaler
Zellen pro Milliliter der untersuchten Zellsuspension bestimmt (Multiplikation des
Mittelwertes der ausgezahlten vier Grol3quadraten mit Verdinnungsfaktor und
Kammerfaktors 10%).
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Teilweise wurden auch Zahlungen mit dem automatischen Zellzahlgerat Cobas
Micros Roche durchgefihrt.

2.2.8 T-Zellproliferationsversuche

Fur die T-Zellproliferationsexperimente wurden die mit CFSE (5(6)-
Carboxyfluorescein di-acetate N-succinimidylester) markierten (s. 2.2.10.1)
CD4" Zellen mit autologen APZs (die Fraktion der CD4 Zellen aus der T-
Zellisolierung) bzw. B-LCLs in Kultur genommen. Vor ihrer Verwendung als
APZs wurden diese mit einer Strahlungsdosis von 30 (T-Zellen) bzw. 120 Gy
(B-LCLs) bestrahlt, um durch die dadurch verursachte DNA-Schadigung eine
Proliferation der APZs zu verhindern. Fir die mechanistischen Studien wurden
die APZs wahrend der Inkubation variierenden Konditionen wie etwa
Temperaturen, pH-Wert  oder Inkubationszeiten ausgesetzt, die
Endozytosemechanismen durch Zugabe von Genistein, Cytochalasin oder
Chloroquine 15 Minuten bei Raumtemperatur inhibiert und potentielle Hsp70
Rezeptoren (CD91, CD40) mit Antikdrpern blockiert (s. 3.3).

Die gewlnschte Zahl an APZs wurde fur 2 Stunden bei 37 °C mit der
gewinschten Konzentration (0.01 - 10 ug/ml bei den antigenen Peptiden und 3-
10 pg/ml bei Verwendung des antigenen Proteins) vorinkubierter antigener
Peptide bzw. Hsp:Peptid-Komplexen inkubiert. Die Kaultivierung erfolgte
schlieBlich zusammen mit 2 x 10°> CD4* T-Zellen in 200 pl Kulturmedium in 96-
Loch Flachbodenplatten fir 10 Tage im Brutschrank. An Tag 10 wurden die
Zellen aus der Platte entnommen, in FACS-ROhrchen uberfihrt und mit
Fluoreszenzmarkiertem anti-CD4 mAk bzw. HLA-DR-Tetrameren gefarbt (s.
2.2.10).

Die Proliferation wurde anhand der Dilution fluoreszierenden CFSEs in
proliferierenden CD4" T Zellen, die Antigenspezifitat der generierten T-Zellen
mit Hilfe peptidbeladener Tetramere mittels Durchflusszytometrie (s. 2.2.11)
gemessen. Stets wurden hierbei Dreifachwerte bestimmt, d. h. T-Zellen in drei
verschiedenen Ldchern jeweils mit derselben Antigenkonzentration stimuliert,
als Negativkontrollen dienten unstimulierte bzw. mit Hsp70 Proteinen stimulierte
Proben und als Positivkontrolle eine mit 2 pg/ml SEB (Staphylococcal

Enterotoxin B) oder PHA (Phytohamagglutinin) stimulierte Probe. SEB kann als
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Superantigen aus S.aureus einen grof3en Teil der T-Zellen unabhangig ihrer
Antigenspezifitat stimulieren und zur Mitose anregen. Bei
durchflusszytometrischer Analyse SEB-stimulierter und CFSE-gefarbter T-
Zellen kann die Anzahl der stattgefundenen Zellteilungen durch ein Histogramm

mit definierten Peaks ermittelt werden.

2.2.9 Herstellung der antigenen Peptide

Zur Stimulation der T-Zellen wurden Epitope des Tetanustoxin C-Fragments
(TToas-966) Und Influenza-Hamagglutinin (HAz07-319) benutzt.

Sie wurden durch Festphasenpeptidsynthese nach der Fmoc/TBTU-Methode im
Batch-Verfahren mittels eines modifizierten multiplen Peptidsynthesizers
synthetisiert  (99). Dabei wurden Fmoc-Harze (9-Fluorenylmethoxy-
carbonylchlorid) verwendet, zur Fmoc-Abspaltung 20 % (V/V) Piperidin in
Dimethylformamid (DMF) eingesetzt und die Fmoc-AS und das
Kupplungsreagenz TBTU (O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium
tetrafluoroborate) in 4- bis 8-fachem molarem Uberschuss relativ zur
Harzbeladung eingesetzt. Die Abspaltung vom Harz und die Entfernung von
Schutzgruppen funktioneller Aminosaurereste erfolgte schlie3lich bei Inkubation
mit 90 % Trifluoressigsaure, 2.5 % 1.2-Ethandithiol, 2.5 % H20, 2.5 % Phenol
(alles VIV) fur 3-4 h bei Raumtemperatur.

Anschlieend wurden die Peptide in kaltem Diethylether ausgefallt,
abzentrifugiert, zwei Mal mit Ether gewaschen und schliel3lich in
tertButanol/Wasser (4:1) aufgenommen und lyophylisiert. Die Reinigung erfolgte
mit praparativer RP-HPLC (Umkehrphasen-
Hochdruckflussigkeitschromatographie, Saule: RP18-, 250 x 8 mm; 2 ml/min
Fluss) auf tUber 95 % Reinheit was mittels ESI-MS (Elektrosprayionisations-
Massenspektrometrie) Uberprift wurde. Freundlicherweise wurde die
Peptidsynthese fur uns im Labor von Herrn Dr. Hubert Kalbacher durchgefihrt.
2.2.9.1 Herstellung der Hsp70:Peptid-Komplexe

Zur Komplexierung der antigenen Peptide mit Hsp70 wurden diese uber Nacht
bei 37 °C gemeinsam inkubiert. Die Affinitat der verwendeten antigenen Peptide
zu Hsp70 wurde von Dr. Markus Haug im Europium-Fluoreszenz-Assay

untersucht (99). Peptide und Proteine fir die Stimulation von 1 ml
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Zellsuspension wurden in einem Volumen von 50 pl vorinkubiert wodurch 5 pl
der vorinkubierten Losung in einem Volumen von 100 pl Zellsuspension die
gewinschte Antigenkonzentration fir das Experiment ergibt. Als Bindungspuffer
wurde PBS verwendet.

Mit steigenden Peptidkonzentrationen liegt hierbei jedoch stets nur ein Teil der
Peptide an Hsp70 komplexiert vor, zusatzlich zu einem immer gré3eren Anteil
an freiem Peptid. Zur Demonstration, dass die an Hsp70 komplexierten
Antigene eine verstarkte T-Zellreaktion bewirken, wurden die Versuche unter
,Grenzbedingungen® durchgefuhrt, bei denen das Peptid alleine nicht imstande
ist, eine T-Zellantwort auszuldsen (sehr niedrige Konzentrationen an antigenem
Peptid oder erniedrigte Zahl an APZs). Die untersuchten molaren Hsp70:Peptid-
Verhéltnisse lagen bei etwa 10:1 bis 1:100. Die Peptide oder Proteine,
Komplexe und Peptide mit den Kontrollproteinen wurden alle stets unter
denselben Bedingungen vorinkubiert. Durch Einsetzen von freiem Peptid ohne
Vorinkubation wurde auch gezeigt, dass die Vorinkubation keinen Effekt, wie
etwa Zersetzung, auf das Peptid hat.

Die Inkubation antigener Peptide mit Kontrollproteinen wie humanem
Serumalbumin (HSA), das wie Hsp70 an viele Molekule reversibel binden kann,
diente ebenfalls der Kontrolle. Um einen Effekt durch mikrobielle
Verunreinigungen der Hsp70-Losung (die bezogene Praparation wird mit ,Low
Endotoxin® bezeichnet) auszuschlieRen, wurde auch eine Kontrolle mit
Lipopolysaccharid (LPS), einem Bestandteil der Zellmembran gramnegativer
Bakterien, mitgefuhrt.

2.2.10 Farbungen

Zur durchflusszytometrischen wie auch fluoreszenzmikroskopischen Analyse
mussten die Zellen mit unterschiedlichen Farbemethoden vorbehandelt werden.
2.2.10.1 CFSE-Féarbung

Fur die T-Zellproliferationsexperimente wurden die CD4'-Zellen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff =~ CFSE (5(6)-Carboxyfluorescein di-acetate N-
succinimidylester) gefarbt, welcher sich bei jeder Zellteilung zu gleichen Teilen
in der Mutter- und Tochterzellmembran verteilt und so die Proliferation wéhrend

der gesamten Stimulation bericksichtigt. Die Analyse erfolgt dann per
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Durchflusszytometrie (FACS; Fluorescence Activated Cell Scanning).
Gegeniiber dem [*H]-Thymidineinbau kann man mit dieser Methode die Zellen
zusatzlich mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern farben und weitere Zell-
Merkmale untersuchen. Durch Farbung mit anti-CD4 mAk und/oder
peptidbeladenen MHC II-Tetrameren konnte die Auswertung ausschlief3lich auf
CD4" T-Zellen bzw. antigenspezifische T-Zellen beschrankt werden, was der
Ergebnisexaktheit zutraglich ist.

Die Zellen wurden bei 37 °C in 2 ml PBS mit 0.8 uM CFSE inkubiert und nach
10 min. die Farbung durch Zugabe von 4 ml reinem FCS (2 min, RT), das
Uberschussigen Farbstoff bindet, gestoppt. Nach Zugabe von 6 ml serumfreiem
Medium (RPMI 1640) wurden die Zellen abzentrifugiert, in wenig 10 % PHS-
Medium aufgenommen, gezédhlt und auf die gewinschte Zellzahl verdinnt.
Nach 6-10 Tagen wurde mittels Durchflusszytometrie die Verdinnung des
CFSE-Farbstoffes und somit die Proliferation bestimmt.

2.2.10.2 Farbung mit fluoreszierenden Antikdrpern

Zur direkten Markierung mit Antikérpern wurden die Zellen in Rundboden-
Rohrchen uberfihrt und mit je 2 ml PBS 2 % FCS gewaschen und
abzentrifugiert (1300 rpm, 4 min). Nach schwungvollem Abkippen des
Uberstandes wurden die Zellen in der verbliebenen Flissigkeit (ca. 50-100 pl)
resuspendiert) und 1-10 pl der gewlnschten fluoreszenzmarkierten
monoklonalen Antikorper zugegeben. Die Lésung wurde gut vermischt und
nach Inkubation fur 10-20 min auf Eis im Dunkeln wurden die Zellen mit 3 ml
PBS 2 % FCS gewaschen, zentrifugiert, der Uberstand abgeschiittet, die Zellen
wieder resuspendiert und mittels FACS analysiert. Unmittelbar vor der Messung
erfolgte meist noch die Zugabe von 1 pl Propidium-lodid, um tote Zellen von der
Analyse ausschliel3en zu kénnen.

Unspezifische Wechselwirkungen zwischen Antikdrper und Zelle hingegen
konnten anhand von Vergleichsfarbungen mit Kontrollantikdrpern gleichen
Isotyps ausgeschlossen werden. Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe in
dieser Arbeit waren CFSE, APC (Allophycocyanin), PerCP (Peridin-
Chlorophyllprotein), FITC (Fluoreszeinisothiocyanat), PE (Phycoerythrin) und
Propidium-lodid.
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2.2.10.3 HLA-DR-Tetramere

Dank einer Kooperation unserer Arbeitsgruppe mit W. W. Kwok vom Benaroya
Research Institute (BRI) at Virginia Mason (Seattle, WA, USA) konnte in
unserem Labor die Methode der Detektion antigenspezifischer CD4" T-Zellen
mittels fluoreszenzmarkierter HLA-DR-Tetramere etabliert werden, wobei
antigenspezifische humane CD4" T-Zellen direkt durchflusszytometrisch
beobachtet werden kdénnen.

Durch Verwendung von MHC lI-Tetrameren ist ein direktes Charakterisieren,
Quantifizieren und Isolieren antigenspezifischer CD4"-Zellen méglich (100), da
sie mit einer Sensitivitat von 3 in 100000 (0.003 %) (101, 102) z. B. mittels
Fluoreszenzmikroskopie oder Durchflusszytometrie dargestellt werden kdnnen.
Die Methode erlaubt das Entdecken, Identifizieren und Analysieren
antigenspezifischer T-Zellen mit &ufRerst grof3er Sensitivitdt. Anhand der
Fluoreszenzintensitat, hervorgerufen durch die Starke der Bindung der MHC II-
Tetramere, kann man sogar Ruckschlisse auf die Affinitat des TZR zum
prasentierten Peptid ziehen (103).

Die humanen MHC IlI-Tetramere sind ldsliche, rekombinante Komplexe aus
HLA-DR Molekual und verschiedenen antigenen Peptiden, welche den
antigenspezifischen T-Zellrezeptor der fur die T-Zellerkennung benutzt wird,
binden. Durch Inkubation dieser biotinylierten MHC II-Peptid-Komplexe mit an
Streptavidin gekoppelte Farbstoffe erfolgt die Tetramerisierung der a/f-Dimere
und es entstehen fluoreszierende MHC II-Tetramere welche mit bis zu vier T-
Zellrezeptoren humaner CD4" T-Zellen interagieren konnen, vorausgesetzt,
diese haben den passenden antigenspezifischen TZR.

Die Beladung der HLA-DR-Moleklle mit je einem antigenen Peptid sowie die
anschlieBende Tetramerisierung wurden in unserem Labor durchgefuhrt. Die
Peptid-Beladung der Biotin-markierten HLA-DR-Mono- bzw. Dimere erfolgte
hierbei wie in der Literatur (104) beschrieben. Die HLA-DR-Monomere (1 pg/ml)
wurden 1:1 mit 2-fach Phosphatpuffer (200 mM, pH 5.9), der 5 mg/ml n-Octyl B-
DGlucopyranosid als Detergenz enthielt, gemischt und hierzu 500 pg/mi
antigenes Peptid sowie 1 mg/ml des Proteaseinhibitors Pefabloc SC

zugegeben. Nach einer Inkubationsperiode von 72 h bei 37 °C im Eppendorf-
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Tube waren die Monomere mit dem antigenen Peptid beladen und es wurde 1/5
des Gesamtvolumens an Streptavidin-Allophycocyanin (SA-APC) zugegeben.
Dies entspricht ca. einem molaren Streptavidin:Monomer-Verhaltnis von 1:8.
Nach Inkubation Uber Nacht bei RT im Dunkeln war die Tetramerisierung
abgeschlossen und die Tetramere wurden bis zur Verwendung bei 4 °C
aufbewabhrt.

Um DRB1*0401/HA307-310 oder DRB1*0401/GADsss.657 Tetramere herzustellen
wurden die Peptide HA3p7.319 bzw. GADsss.657 benutzt, fur DRB1*1101/T Tos7-966
Tetramere das Peptid TTosz-966. Als Kontroll-Tetramere dienten jeweils ,leere®,
also nicht mit Peptiden beladene oder mit nicht zur Stimulation verwendeten

Peptiden beladene Tetramere.

Die Farbung mit HLA-DR-Tetrameren wurde in speziellen 5 ml Rundboden-
Roéhrchen fir die spatere FACS-Messung durchgefihrt. Darin wurden die zu
farbenden Zellen zunachst mit 10 % PHS-Medium gewaschen, dann
abzentrifugiert und der Uberstand abgeschiittet. Die Resuspension erfolgte in
50 pl 10 % PHS-Medium wozu 0.5 pl (entspricht einer Konzentration von ca. 4
pg/ml) des jeweiligen HLA-DR-Tetramers zugegeben wurden. Es folgte eine
Inkubation im Brutschrank fir 3 h bei 37 °C. Danach wurden die Zellen 10 min
auf Eis und im Dunkeln mit anderen Antikorpern gefarbt (z.B. anti-CD4-PE oder
anti-CD19-APC) und dann mit 3 ml PBS 2 % FCS gewaschen. Unmittelbar vor
Analyse folgte die Zugabe von 1 ul Propidium-lodid je Probe.

2.2.11 Durchflusszytometrie

Mittels eines Durchflusszytometers (FACS-Gerat) kbnnen die gefarbten Zellen
detektiert und analysiert werden. Diese Analyse umfasst
Lichtstreuungseigenschaften sowie verschiedene Fluoreszenzen wie z.B.
CFSE, extra- oder intrazellulare Fluoreszenzantikorper oder
fluoreszenzmarkierte MHC II-Tetramere. Durch die unterschiedlichen
Farbungen kénnen dabei sowohl Proliferation als auch Vitalitdt und Expression
bestimmter Oberflachenmolekile dargestellt werden.

Die zu analysierenden Zellen werden in das Gerat gesaugt und dort in einem

laminaren Strom an einem dualen Laserstrahl (Helium-Neon- und Argonlaser -
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633 nm bzw.488 nm Wellenlange) vorbeigeleitet. Dessen Licht wird bei jeder
einzelnen Zelle gestreut und zusatzlich regt der monochromatische Laserstrahl
die Fluoreszenzfarbstoffe zur Emission hoherwelligen Lichtes an, welches
durch ein optisches Linsen-, Spiegel- und Filtersystem geblndelt und zerlegt
wird. Spezifische Detektoren messen schliel3lich getrennt die charakteristische
Wellenlange der Fluoreszenzsignale, ihre relative Fluoreszenzintensitat und das
Streulicht.

Das in unserem Labor verwendete FACS-Geréat kann neben der Bestimmung
von GroRe und Granularitat auch bis zu vier Fluoreszenzfarbstoffe
unterschiedlicher Emissionsspektren gleichzeitig messen. Die
Streulichtparameter sind dabei Vorwartsstreulicht (Streuung entlang der
Laserstrahlrichtung -FSC), welches Zellpopulationen aufgrund ihrer Gréle
definiert, und das Seitwartsstreulicht (Streuung an Zellstrukturen im rechten
Winkel zum Laserstrahl -SSC) als relatives Mal3 fur die intrazellulare
Granulation der Zellen.

Durch manuelle Einstellung einfach gefarbter Zellen vor der Messung wurde
eine Uberlappung der einzelnen Emissionsspektren kompensiert. Die
Verstarkerspannungen der verschiedenen Messkanale wurden dabei anhand
einer Kontrollfarbung so eingestellt, dass sich die Zellen im jeweiligen Kanal
zwischen 100 und 101 der Fluoreszenzskala befanden. Bei Stimulation mit SEB
oder PHA werden die meisten CD4" T-Zellen unspezifisch aktiviert und das
Histogramm zeigt definierte Maxima der Zellteilungen, die Stimulation mit
antigenen Peptiden aktiviert nur einen kleinen Teil der T-Zellen spezifisch, so
dass sich keine definierte Teilungsmaxima ergeben.

Die Erfassung und Auswertung der Fluoreszenz- und Streulichtemissionen von
10000 bis 50000 Zellen je Probe wurde mittels der Programme WinMDI und
CellQuest bzw. CellQuest Pro durchgefuhrt. Jeder dargestellte Punkt entspricht

dabei einer gemessenen Zelle.

2.2.12 Fluoreszenzmikroskopie

Um die Aufnahme fluoreszenzmarkierter antigener Peptide unter dem
Mikroskop zu untersuchen, wurden im Falle der B-LCLs zuné&chst je 100 pul der

Zellen, vorliegend in einer Suspension von ca. 2 x 10° Zellen/ml, fiir 5 min bei
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300 rpm in der Zytozentrifuge auf einen Objekttrager zentrifugiert. Daraufhin
wurden sie umgehend mit Einbettmedium Uberschichtet, eingedeckelt, durch
Umrandung der Deckglaschen mit Nagellack fixiert und schlie3lich unter
Einsatz geeigneter Filter fur Cy3 (Wdirfeleinheit: U-MWG, Bandpass-(510-550
nm) Anregungsfilter, Langpass-(590 nm) Barrierefilter, dichroischer Spiegel:
570 nm) im Fluoreszenzmikroskop analysiert. Bildaufzeichnung mit einer
Digitalkamera sowie die Bildverarbeitung erfolgte mittels der cell FANlmaging-
Software.

Bei den Versuchen mit dendritischen Zellen wurden diese zunéchst mit einem
Zellschaber aus ihrer Zellkulturplatte abgeldst und je 0.5 ml (2 - 10 x10° Zellen)
pro Kammer auf einen 4-Kammer-Objekttrager gegeben. Zur Adhasion der
Zellen an den Objekttrager wurden diese 3 h im Brutschrank inkubiert, danach
das Medium abgenommen und die adharenten Zellen einmal mit PBS
gewaschen. Im Anschluss wurde der Kammeraufsatz vom Objekttrager entfernt

und die Zellen eingedeckelt.
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3 Ergebnisse

Grundlage der Versuche war die in unserem Labor durchgefuhrte Arbeit von Dr.
Markus Haug Uber die verstarkte Aktivierung humaner, antigenspezifischer T-
Zellen durch Hsp70-gebundene Peptide (99). Diese Versuche sollten in dieser
Arbeit fortgefihrt werden und insbesondere auch weitere Informationen tber
den Mechanismus dieser Hsp70-verstarkten CD4" T-Zellaktivierung gewonnen

werden.

3.1 Detektion spezifischer T-Zellproliferation in einem humanen System

In dieser Arbeit wurde das Dbereits etablierte Setting der T-
Zellproliferationsexperimente verwendet (s. 2.2.8). Die PBMCs gesunder
Donoren bekannten HLA-DR-Haplotyps wurden, wie in der Methodik
beschrieben (s. 2.2.1), isoliert. Die PBMCs wurden in RPMI 1640-Medium, das
mit 10 % gepooltem humanem Serum versetzt war, kultiviert. Die Anzahl der
APZs beeinflusst die T-Zellproliferation und den HSP-Effekt, sodass die CD4"
T-Zellen zunéachst isoliert wurden um nach Stimulation entweder mit antigenem
Peptid alleine oder Hsp70:Peptid-Komplexen mit einer definierten Anzahl APZs
gemeinsam kultiviert zu werden.

Fur die verschiedenen HLA-Typen sind unterschiedlich geeignete Peptide
beschrieben, in dieser Arbeit wurden DRB1*1101-Donorzellen mit Tetanus-
Peptid TTos7.966, DRB*0401 mit Hamagglutinin-Fragment HAzp7.319 oder GADsgs.
657 In vitro stimuliert. Die verwendeten Peptidsequenzen wurden in einem
Epitop-Vorhersage-Algorithmus SYFPEITHI (105) als geeignete Liganden bzw.
T-Zellepitope vorhergesagt und waren von Dr. Markus Haug mit einem
Europium-Fluoreszenz-Assay auf ihre Hsp70-Affinitat getestet worden. TTos7-966
aus dem Tetanustoxin gilt als relativ universelles CD4" T-Zellepitop, wir
verwendeten es fur HLA-DR*11, HA3p7-319 €ignet sich als T-Zellepitop fur HLA-
DRB1*0101 und HLA-DRB1*0401. Zwar eignen sich etliche Peptidsequenzen
aus dem Tetanustoxin prinzipiell zur in vitro T-Zell-Stimulation und von vier

getesteten Sequenzen zeigten alle eine Affinitat zu Hsp70 (79, 99). FUr unsere
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DRB*1101-Spender hatte sich in mehrfach durchgefuhrten Experimenten
jedoch das TTy47.966 Fragment bewahrt (Daten nicht gezeigt).

Peptid AS-Sequenz Ligand

TTo47-966 FNNFTVSFWLRVPKVSASHL DRB1*1101

HA307-319 PKYVKQNTLKLAT DRB1*0401, *0101, *0402
GADsss.657 NFFRMVISNPAAT DRB1*0401

Durch eine stattgehabte Immunisierung gegen Tetanus-Toxin bzw. Influenza
sind spezifische CD4" T-Gedachtnis-Zellen gegen diese Peptide im peripheren
Blut der gesunden Donoren vorhanden und kdnnen nach MACS-Isolierung (s.
2.2.2) der CD4" T-Zellen in vitro stimuliert werden. Die Isolation erfolgte aus
peripherem Blut gesunder, HLA-typisierter Spender (DRB* 0401, DRB* 0101
und DRB*1101) oder Buffy-Coats von HLA-typisierten Blutbank-Spendern.

Als APZs wurde die CD4-negative und durch Bestrahlung inaktivierte
Zellfraktion (s. 2.2.8) der PBMCs verwendet und mit dem Peptid bzw.
Hsp70:Peptid-Komplexen fur 3 Stunden inkubiert. Diese Zeitspanne hatte sich
zuvor als fir eine Antigenaufnahme ausreichend gezeigt, langere
Inkubationszeiten erbrachten keinen Vorteil.

Die verwendete ,low endotoxin“ Hsp70-Praparation stammt rekombinant aus
E.coli Bakterien und weist laut Herstellerangaben ein Endotoxin-Level von <0.1
Units Endotoxin auf.

Wichtigste Methode war die Analyse der proliferierten Zellen 6-10 Tage nach
der Stimulation mittels Durchflusszytometrie (s. 2.2.11). Die stattgehabte
Proliferation wurde dabei anhand CFSE-Verdinnung gemessen, es wurden
also entweder die Zahl proliferierter CD4" T-Zellen (Farbung mit anti-CD4) oder
der Anteil antigenspezifischer CD4" T-Zellen analysiert. Letztere konnten mittels
zuséatzlicher Farbung mit fluoreszenzmarkierten HLA-DR-Tetrameren (s.
2.2.10.3) identifiziert werden.

In Abbildung (Abb) 1 ist beispielhaft das FACS-Bild der CD4" T-Zellproliferation
eines DRB1*1101-Individuums nach Stimulation mit antigenem Peptid als

Punktediagramm dargestellt. Die untersuchten Zellen werden zuné&chst mittels
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threr morphologischen Scattereigenschaften unterschieden. Die
Verstarkerspannungen fir FSC und SSC wurden so eingestellt, dass in der
FSC- gegen SSC-Darstellung die dbliche Verteilung zustande kam:
Lymphozyten (T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen) sind klein und kaum granuliert
und weisen dadurch in FSC und SSC niedrige Werte auf. Um diese
Zielpopulation konnte nun, wie in Abb. 1A dargestellt, eine Region gesetzt
werden: R1. In einem weiteren Diagramm (Abb. 1B) wurden nur noch diese
Zellen dargestellt. Hinsichtlich ihrer Fluoreszenz wurde darin die Region R2
definiert, welche diejenigen Zellen aus R1 umschliel3t, die zusatzlich CDA4-
positiv sind (mit Antikbrper gefarbt), also nur T-Helferzellen. Die im Folgenden
dargestellten Ergebnisse, welche die proliferierten CD4-positiven Zellen
analysieren, zeigen nur noch die Zellen aus R1 und R2.

Zur statistischen Auswertung kann im Punktediagramm ein Quadrant gesetzt
werden, der es erlaubt, Zellen als doppelt negativ, einfach positiv oder doppelt
positiv zu definieren. Die Software berechnet daraus die absoluten und relativen
Haufigkeiten der verschiedenen Zellen. In den nachfolgenden Abbildungen wird
im oberen linken Quadranten der Prozentsatz der gemessenen CD4*"o"
CFSE" T-Zellen (CD4" Zellen die durch Zellteilung den Farbstoff CFSE
abgegeben haben) an der gemessenen Gesamtzellzahl als Anteil proliferierter

Zellen dargestellt.
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Abb. 1: Auswertung der CD4" T-Zellen nach Proliferation

Isolierte CD4" T-Zellen eines DRB-0401 Donors, der gegen Influenza immunisiert war, wurden
mit HAzq7.310-Peptid stimuliert und nach einer Woche durchflusszytometrisch analysiert.

1A: FSC/SSC-Dichteplot (FSC: x-Achse, SSC: y-Achse). Die Lymphozytenpopulation wird
durch eine Region (R1) definiert.

1B: Die Zellen der definierten Region wurden im nachsten Dichteplot aufgrund ihrer
Fluoreszenz weiter eingegrenzt (in diesem Fall x-Achse: CD4-APC).

1C: Die Zellen der Region 2 wurden anhand ihrer Fluoreszenz analysiert. Die
antigenspezifischen CD4" T-Zellen kénnen mittels der HLA-DR-Tetramere analysiert werden.
Die antigenspezifischen T-Zellen werden in der oberen Halfte angezeigt (x- und y-Achse
positiv). Die Prozentzahlen entsprechen dem Anteil fur die jeweilige Fluoreszenz positiver
Zellen innerhalb des jeweiligen Quadranten und der definierten Region. Antigenspezifische

proliferierte Zellen finden sich im linken oberen Quadranten.

Es wurde in den Experimenten in dieser Arbeit jeweils die Stimulation der CD4"
T-Helferzellen mit Antigen alleine mit der Stimulation durch Hsp:Antigen-

Komplexe unter verschiedenen Bedingungen verglichen.

3.1.2 Einfluss von Hsp70 auf die T-Zellproliferation

Wie bereits beschrieben, stimulierten wir CD4" T-Zellen mit oder ohne
Komplexierung der antigenen Peptide an Hsp70, um dessen Einfluss auf die
Aktivierung im Sinne einer Proliferationsverstarkung zu untersuchen.
Abbildungen 2 und 3 zeigen die Detektion antigenspezifischer T-Zellen nach
Stimulation von PBMCs gesunder Donoren mit antigenem Peptid. Beim
Vergleich der CD4" T-Zellstimulation von unkomplexiertem und an Hsp70
komplexiertem Peptid wurde mit komplexiertem Peptid eine erhdhte Anzahl
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(Abb. 2) sowie eine verstarkte Proliferation (Abb. 3) antigenspezifischer CD4" T-
Zellen beobachtet.

Dieser Effekt ist sowohl bei unterschiedlichen Spendern gleichen HLA-Typs als
auch unabhangig vom gewahlten Antigen zu beobachten. Die Stimulation mit
Hsp70 alleine fuhrt zu keiner sichtbaren Proliferation (Abb. 3B). Werden Peptid
und HSP nur gemeinsam beigegeben, ohne dass zuvor eine Komplexierung
stattgefunden hat, so bleibt der verstarkende Effekt des HSP aus (Daten nicht

gezeigt).
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Abb. 2: Durch Hsp verstarkte Detektion antigenspezifischer CD4" T-Zellen

Die Auswertung erfolgte analog zu Abbildung 1. Dargestellt ist ein Punktediagramm der
durchflusszytometrischen Analyse der CD4" T-Zellen eines DRB1*0401-Donors nach
Stimulation mit 1 pg/ml HA-Peptid (Abb. 2A) bzw. diesem komplexiert an 1 yg/ml Hsp70 (Abb.
2B) und 6tagiger Kultur (37 °C, 5 % CO,). Es wurde wie beschrieben eine Region um die
Lymphozyten definiert und nur diese dann mit zwei Fluoreszenzen dargestellt. Die

antigenspezifischen CD4" T-Zellen finden sich im rechten oberen Quadranten (doppelt positiv).

Es ist eine Zunahme der antigenspezifischen CD4" T-Zellen (13.3 % versus

17.8 %) nach Stimulation mit dem an Hsp70 komplexierten Peptid zu sehen.
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Abb. 3: HSP verstarkt die Proliferation antigenspezifischer T-Zellen

Die Abbildung zeigt die Proliferation antigenspezifischer T-Zellen eines DRB*1101 Donors nach
Stimulation mit dem antigenen Peptid TTgs70e6. Die Auswertebedingungen waren wie in
Abbildung 1 dargelegt. Fiir die gemessenen Zellen wurde eine Region der CD4" Zellen erstellt,
welche dann letztendlich zur Abbildung kommen. Proliferierte Zellen innerhalb dieser Region
sind fur den CFSE-Farbstoff (x-Achse) nur noch niedrig positiv, den Anteil proliferierter
antigenspezifischer CD4" T-Zellen findet man oben links. Spezifitat ergibt sich durch die
Farbung mit dem TZR-gebundenen Tetramer (y-Achse).

Die Stimulation erfolgte mit 1 ug/ml Peptid alleine (Abb. 3A) oder Peptid komplexiert an Hsp70
(Abb. 3B). Bei Stimulation mit Hsp allein zeigen sich weder spezifische Zellen noch Proliferation
(Abb. 3C).

Als zusatzliche Information ist im Vergleich zu Abbildung 2 hier noch die
Proliferation enthalten. Die Stimulation fuhrte zu einer Zellproliferation,
wohingegen unstimulierte bzw. mit Hsp70 alleine stimulierte PBMCs keine
signifikante Proliferation zeigten (Abb. 3C). Es kann also der verstarkende

Effekt von Hsp70 gezeigt werden.

3.2 Hsp70 verstarkt die CD4" T-Zellstimulation mit ganzem Tetanusprotein

Es stellte sich die Frage, ob eine durch Hsp70 verstarkte T-Zellaktivierung
ausschlie3lich mit dem kurzen Peptidfragment (TTgs7-066) gefunden wird, oder
ob dies auch bei Stimulation mit ganzem, unprozessierten Tetanustoxin-Protein
zutrifft.
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Hsp70 wurde dazu mit TT analog zu den Versuchen mit dem Peptid Uber Nacht
bei 37 °C und 5 % CO2 vorinkubiert, um auch hier eine Interaktion im Sinne
einer Komplexbildung zu erlauben. AnschlieRend wurden CD4" T-Zellen des
gegen Tetanus-Toxin (TT) immunisierten Donors (DRB*1101) mit dem ganzen
antigenen TT-Protein alleine (Abb. 4a) oder Hsp:TT-Protein-Komplexen (Abb.
4b) stimuliert. Als Kontrolle wurden Hsp70 und TT, analog zu den Versuchen
mit antigenem Peptid, ohne Vorinkubation zur Zellkultur gegeben (Abb. 4c und
4d). CD4" T-Zellen sowie APZs wurden dabei jeweils zu gleichen Teilen fir 6
Tage kultiviert, was die Teilungsaktivitat flr Proliferationsversuche in idealer

Weise bericksichtigt.
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Abb. 4: Hsp-verstarkte antigenspezifiscne CD4" T-Zellantwort bei Stimulation mit ganzem
Tetanusprotein

Zur Stimulation wurden jeweils 200000 CFSE-gefarbte CD4" T-Zellen in einem Loch mit 200 pl
Gesamtvolumen einer 96-Loch Flachbodenplatte kultiviert. Es erfolgte die Zugabe 200000
autologer, bestrahlter APZs woran sich nach Stimulation mit dem Tetanustoxin eine 6-tagige
Kultur anschloss. Detektiert wurde die Gesamtzahl proliferierter CD4" T-Zellen, diese befinden
sich im linken oberen Quadranten.

Die Abbildungen zeigen als Punktediagramm der FACS-Analyse die Proliferation der CD4" T-
Zellen eines DRB1*1101-Donors nach Stimulation mit 1 yg/ml ganzem Tetanustoxin (Abb. 4A)
bzw. diesem komplexiert an Hsp70 (Abb. 4B). Die Abbildungen 4C und D zeigen die Kontrollen.
Auf der x-Achse ist CFSE als Proliferationsmarker aufgetragen, entlang der y-Achse die CD4-

Farbung.
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Anhand der Auswertung der proliferierten Zellen, dem Prozentsatz an
,CFSE™“CD4™" T.Zellen an der gemessenen Gesamtzellzahl ist die
verstarkte Proliferation auch mit dem ganzen Protein im Komplex mit Hsp70
erkennbar, in dem gezeigten Experiment um mehr als das Vierfache (25.1 %
CFSE""CD4™9" T-Zellen stimuliert mit Hsp:Protein-Komplexen versus 6.3 %
CFSE™CD4"™9" T-Zellen stimuliert mit Protein alleine). Dieser Effekt ist von der
Komplexbildung zwischen Protein und Hsp abhangig, denn werden beide
Komponenten getrennt beigegeben ist die Aktivierung vergleichbar der mit dem
Protein alleine (Abb. 4C).

Bei diesem Setting bleibt jedoch unklar, ob dies eine Reaktion auf ein
bestimmtes Peptid, woflr eine intrazellulare Aufnahme und Prozessierung des
Proteins notig ware, und/oder das gesamte Protein ist. Darum wurden die
Zellen zusatzlich mit einem HLA-DRB1*1101 Tetramer gefarbt der an TTo7-966-
peptidspezifische T-Zellen bindet (Abb. 5). Hierbei zeigte sich, dass auch bei
Hsp70-Komplexierung von ganzem, intakten TT-Protein eine verstarkte
Detektion TTos7.066-peptidspezifischer CD4" T-Zellen gefunden wird (8 % mit
Hsp:TT-Protein-Komplexen versus 1 % Tetramer-positive Zellen mit TT-Protein
alleine).
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Abb. 5: Ganzes Tetanusprotein komplexiert an Hsp70 verstarkt die Aktivierung von TTgs7.966-
spezifischen T-Zellen

Zusatzliche Farbung mit einem flr das TTes7.066-Peptid spezifischen PE-gebundenen Tetramer
bei ansonsten identischem Setting zu Abbildung 4. Die verwendeten Zellen waren bereits eine
Woche mit 1 pg/ml ganzem Tetanusprotein TT inkubiert worden, um die Zahl der
antigenspezifischen Zellen zu erhéhen und den Proliferationseffekt dadurch deutlicher
darstellen zu koénnen (Vorstimulation). AnschlieBend erfolgte die Stimulation mit 1 /ml
Tetanustoxin (Abb. 5A), diesem komplexiert an Hsp70 (Abb. 5B) sowie mit Hsp70 alleine (Abb.
5C). Auf der x-Achse ist hier CD4 aufgetragen, entlang der y-Achse der HLA DR1101 Tetramer.

Abbildung 5D zeigt die Farbung mit einem nicht epitopspezifischen, ,leeren“ Kontrolltetramer.

Durch die durchgefuihrte zusatzliche Farbung kann gezeigt werden, dass die
Stimulation mit Hsp:Protein-Komplexen genau die Proliferation der fur dieses
Antigen spezifischen Zellen steigert (1.0 % vs. 8.1 %). Da durch die Tetramer-
Farbung epitopspezifische Zellen analysiert werden, ist diese Farbung ein
Marker fur die Prozessierung des Tetanusproteins in der APZ. Wird das TToa7-
oss-Peptid prasentiert, kann es von den antigenspezifischen CD4" Zellen
erkannt werden, welche aktiviert werden. Wie sich anhand dieser Abbildung
zeigt geschieht dies verstarkt, wenn das Protein an Hsp komplexiert war (Abb.
5B). Die Farbung mit einem Kontrolltetramer ohne Antigen zeigt keine Spezifitat
(Abb. 5D). Abbildung 6 fasst die Ergebnisse der CD4" T-Zellproliferation durch
Stimulation mit an Hsp70-komplexiertem, ganzem TT-Protein in verschiedenen,
unabhangig voneinander stimulierten Proben zusammen, n=3. Als Kontrolle
diente die Stimulation mit dem Adenosin-Triphosphat-Fragment von Hsc70

(ATPf), welches ahnlich hergestellt wird wie Hsp70, aber keine
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Peptidbindungsdomane besitzt, komplexiert an das Tetanusprotein. Des
Weiteren erfolgte die Zugabe von Hsp70 und Protein ohne Vorinkubation und
dadurch Komplexbildung jeweils in identischen Konzentrationen wie vorgangig
beschrieben.

15+

9

= 10-

L

w

L

O

& 5.

a

Q
-

&
g
,@Q
&QJ

Abb. 6: Zusammenfassende Darstellung der Aktivierungsverstarkung von Hsp70

In diesem Balkendiagramm ist der Prozentsatz proliferierter CD4" T-Zellen (%CD4+CFSE'°W,
vgl. Abb.4) von 3 Versuchen, die wie bereits beschrieben durchgefihrt wurden,
zusammenfassend dargestellt. Die Vorinkubation mit den Kontrollen Hsc70-ATPf sowie
Tetanustoxin und Hsp70 unkomplexiert erfolgte in gleicher Konzentration wie mit Hsp:TT-
Komplexen. Es sind der Mittelwert sowie die Standardabweichung unabhéangig voneinander
stimulierter Proben dargestellt.

Eine Verstarkung bei Stimulation mit Hsp:Protein-Komplexen im Vergleich zu
allein mit dem Protein stimulierten Zellen ist erkennbar.

Zusammenfassend konnte die schon bekannte Verstarkung antigenspezifischer
CD4" T-Zellproliferation durch Hsp70 reproduziert werden. Dieser Effekt konnte
nun auch fir das ganze TT-Protein gezeigt werden. Der Einfluss besteht dabei
auf die CD4" Zellproliferation allgemein als Gemisch TT-reaktiver T-Zellen



Ergebnisse 55

unterschiedlicher Peptidspezifitditen. Ebenso wird der Effekt auch fir ein
bestimmtes Epitop, hier gezeigt anhand TTgs7.966-Spezifischer HLA-DR-
Tetramere, erzielt. Wie bei den Peptiden ist auch bei Stimulation mit ganzem
Protein eine Komplexierung des Proteins an Hsp70 Voraussetzung fur die
verstarkte T-Zellaktivierung.

Die hier gefundene Hsp70 verstarkte T-Zellproliferation auch nach Stimulation
mit ganzem TT-Protein ist daher ein wichtiges Indiz daftir, dass Hsp70-
gebundene Proteine und Peptide vor der Peptidprasentation in die APZs
internalisiert und dort prozessiert werden. In den weiteren Versuchen dieser
Arbeit sollten nun die Mechanismen zu Aufnahme und Prozessierung Hsp-

gebundener Peptide/Proteine naher untersucht werden.

3.3 Untersuchung der Antigenpréasentation unter physikalischer Blockade

der Endozytose

Da die Daten aus den bisherigen Proliferationsexperimenten ebenso wie aus
der Literatur auf eine Aufnahme der Antigene durch APZs in der MHC II-
vermittelten T-Zellprasentation hinweisen, sollte dieser Mechanismus naher
untersucht werden. Der Fokus richtete sich darauf, weitere Hinweise auf die
Endozytose von Peptid- bzw. Hsp:Protein-Komplexen in APZs zu finden und die
zugrundeliegenden Mechanismen durch Blockade bestimmter Aufnahmewege

naher zu untersuchen.

3.3.1 Endozytoseuntersuchung mittels fluoreszenzmarkiertem antigenem
Peptid

3.3.1.1 Durchflusszytometrischer Ansatz

Um zu bestatigen, dass eine Endozytose der antigenen Peptid und Hsp:Peptid-
Komplexen in APZs stattfindet, wurden FITC-markierte Peptide (s. Material)
verwendet. Als APZs dienten als potenteste Vertreter dieser Gruppe aus
Peripherblut gesunder Spender isolierte Monozyten (Isolierung s. 2.2.1). Die
Untersuchung der Aufnahme erfolgte durchflusszytometrisch sowie erganzend
fluoreszenzmikroskopisch.

Um die Detektion extrazellularer Bindung von Fluoreszenzpeptid an der

Zelloberflache zu minimieren, wurden die Zellen nach Inkubation mit dem
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Fluoreszenzpeptid 5 Minuten mit Trypanblau inkubiert, welches an der
Oberflache gebundene Fluoreszenzen neutralisiert. Nachdem dieses
heruntergewaschen war, wurden die Zellen zusatzlich mit einem anti-CD14-
Antikdrper gefarbt, um die Auswertung spezifiziert auf Monozyten zu

ermoglichen.
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Abb. 7: Durchflusszytometrische Analyse von mit Fluoreszenzpeptid inkubierten Monozyten.
Gezeigt ist eine numerische Zusammenstellung einer durchflusszytometrischen Analyse von
Monozyten, die fur verschiedene Zeitspannen (1-12 Stunden) mit direkt FITC-markiertem Peptid
oder FITC-markiertem Peptid komplexiert an Hsp inkubiert wurden. Die verwendete
Antigenkonzentration betrug 1 pg/ml., die Balken entsprechen dem Prozentsatz CD14+
Monozyten, die eine FITC-Fluoreszenz zeigen und somit das antigene Peptid aufgenommen
haben (vgl. oberer rechter Quadrant CD14 ""FITC™").

In diesen Versuchen analysierten wir nach verschiedenen Inkubationszeiten der
APZs mit fluoreszenzmarkiertem Peptid mittels FACS die FITC-Fluoreszenz
und dadurch Peptidaufnahme. Der CD14-Antikorper erlaubt die Identifizierung
der Monozyten. Es zeigt sich zum einen, dass die Anzahl fluoreszenzpositiver

Monozyten, die das FITC-Peptid aufgenommen hatten, zu allen Zeitpunkten
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hoher war, wenn das Peptid im Komplex mit Hsp70 zugegeben wurde. Dieser
Effekt war auch bei jeweils einer Zehnerpotenz hoéheren und niedrigeren
Antigenkonzentration zu beobachten. Zum anderen scheint nach 12-stiindiger
Inkubation ein Maximum der Aufnahme sowohl des Peptids alleine als auch des
an Hsp70-gebundenen Peptides erreicht zu sein, langere Inkubationszeiten
fuhrten zu keiner weiteren Verstarkung (Daten nicht gezeigt).

3.3.1.2 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie erlaubt eine Betrachtung der Zellen selber,
wodurch eine intrazellulare Fluoreszenz und damit Peptidaufnahme visualisiert
werden kann. Anhand der Verteilung der Fluoreszenz in der Zelle kbnnen
Aussagen daruber getroffen werden, ob das Peptid im Zytosol (gleichmafige
Verteilung) oder in membranumschlossenen Kompartimenten (mehr punktuelle
Verteilung) in der Zelle vorliegt. Daher sollten im Fluoreszenzmikroskop als
weitere Methode die Aufnahme von FITC-Peptid mit und ohne Hsp70 in APZs
untersucht werden, um die Ergebnisse aus der Durchflusszytometrie zu
erharten und zu erganzen.

Abbildung 8 zeigt ein Beispiel fur die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von
FITC-markiertem Peptid bzw. Hsp:Peptid-Komplexen in Monozyten. Durch eine
Uberlagerung von Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahme mittels der cell

FAlmaging-Software entstanden Darstellungen wie in Abbildung 8.
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FITC-GAD 1ugiml FITC-GAD 1ug/ml:1ugiml Hsp

Abb. 8: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Peptidaufnahme

Isolierte Monozyten eines DRB*0101 Donors wurden mit fluoreszenzmarkiertem Peptid bzw.
Hsp:Peptid-Komplexen fur 4 Stunden inkubiert, anschlieend auf Objekttrager gebracht und
unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die Aufnahmen erfolgten mittels einer Olympus
U-TV1 X Digitalkamera und dem Olympus BX60 Mikroskop, das 40 x Luftobjektiv (numerischen
Apertur 0.75, UPlanFI 40x/0.75/0.17, Olympus) wurde mit Filtern kombiniert (Anregungsfilter;
Langpass-(590 nm) Barrierefilter; dichroischer Spiegel: 570 nm). Identisch behandelte

Kontrollzellen wurden ebenfalls mikroskopiert.

An dieser beispielhaften Abbildung des gewonnenen Bildmaterials ist zu
erkennen, dass zwar die Zellen bei Inkubation mit Hsp:Peptid-Komplexen (hier
das FITC-markierte GADsss.657-Peptid) eine starkere Fluoreszenz aufweisen,
dass aber aufgrund der mikroskopisch nicht zu kompensierenden hohen
Eigenfluoreszenz der Zellen die Beurteilung schwierig ist. Es scheint aber, dass
bei den Hsp:Peptid-Komplexen mehr Fluoreszenz in Membrannahe gefunden
wird. Urspringliches Ziel der Mikroskopie war ein im FACS gemessenes
Fluoreszenzsignal von Eigenfluoreszenz bzw. an der Zelloberflache lokalisierte
Fluoreszenz von tatsachlich aufgenommenen Peptiden unterscheiden zu

kénnen, was nicht durchweg gelang.

3.3.2 Endozytoseuntersuchung bei verschiedenen Temperaturen

Erganzend  wurden  Zellproliferationsversuche  bei  unterschiedlichen
Temperaturen durchgefiihrt. Bei erniedrigten Temperaturen kdnnen
Endozytoseprozesse in APZs nicht mehr oder nur verlangsamt ablaufen. Fir
die folgenden Versuche wurden CD4" T-Zellen mit APZs stimuliert, die den
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antigenen Peptiden aus dem Tetanustoxin-C-Fragment (TT) bzw. dem
Influenza-Protein Hamagglutinin (HA) bei einer Temperatur von 4 °C oder 37 °C
ausgesetzt waren. Das Ubrige Setting war identisch zu den bisher
durchgefiihrten Versuchen. Allerdings wurde bei dem 4 °C-Ansatz wahrend der
Inkubationszeit gekuhltes Medium verwendet und die Proben auf Eis gelagert.
Diese Temperaturen verhindern praktisch eine Endozytose und reduzieren
andere zellulare Stoffwechselvorgdnge. APZs, die daraufhin noch in der Lage
sind CD4" T-Zellen spezifisch zu stimulieren, kénnen das Peptid lediglich an der
Oberflache gebunden haben. Die Antigene wurden nach der Inkubationszeit
abgewaschen bzw. das Medium ausgetauscht und die APZs mit den CFSE
gefarbten CD4" T-Zellen in Kultur genommen.

Die Tatsache, dass die Antigene im Gegensatz zu den bisherigen Versuchen in
diesem Setting heruntergewaschen wurden und nicht wahrend der gesamten
Kultur im Medium verblieben zeigte keinen Einfluss auf den Effekt von Hsp70.
Dies war jedoch notwendig, um eine mdgliche Endozytose der APZs bei im
weiteren Versuchsverlauf 37 °C zu vermeiden. Die Analyse erfolgte wie bei den
anderen Versuchen nach 6 Tagen Kultur, es folgte eine Farbung mit
fluoreszenzmarkiertem anti-CD4 mAk und teilweise auch mit HLA-DR-
Tetrameren vor der FACS-Analyse.
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Abb. 9: Temperaturabhéngigkeit der Hsp70-verstarkten CD4" T-Zellproliferation

A: Dargestellt ist der Prozentsatz proliferierter CD4" T-Zellen (CESE®“CD4™™"), die mit APZs
stimuliert wurden, welche fiir jeweils 3 Stunden bei 37 °C und 4 °C Umgebungstemperatur mit
dem Antigen in Kontakt kamen. Nach der Inkubationszeit wurden die APZs gewaschen und im
Medium vorhandenes Antigen entfernt. Darauf folgte eine 6-tagige Kultur wie in den anderen
Proliferationsexperimenten.

B: Die rechte Abbildung zeigt zusammenfassend einen Uberblick 3 unabhangiger Versuche die
mit unterschiedlichen Donoren/Peptiden durchgefiihrt wurden. Der Scatter Plot stellt den
Prozentsatz proliferierter CD4" T-Zellen mehrerer wie oben durchgefiihrter Versuche dar, wobei

die dargestellten Daten nicht signifikan sind.

Auch die Ergebnisse der Versuche bei verschiedenen Temperaturen stutzen
die Theorie, dass eine intrazellulare Aufnahme Bedingung fur den
verstarkenden Effekt von Hsp im Komplex mit einem Antigen ist. Beide
Abbildungen zeigen, dass eine Inkubation bei 4 °C die Antigenprasentation und
CD4" T-Zellproliferation sowohl von Peptid als auch Hsp:Peptid-Komplexen

inhibiert.

3.4 chemische Endozytoseinhibitoren

Die bisher gezeigten Versuche sprechen alle dafur, dass Hsp:Peptid-Komplexe
in APZs aufgenommen werden. Im Folgenden soll speziell der Mechanismus

dieser Aufnahme naher untersucht werden. Von besonderem Interesse ist
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dabei, auf welche Weise die immunogenen Komplexe in die APZs
aufgenommen werden und ob Hsp:Peptid-Komplexe tber Makropinozytose,
Phagozytose oder rezeptorvermittelte Endozytose in die APZs gelangen (s.
1.2).

Spezielle Aufnahmemechanismen oder intrazellulare Transportmechanismen
der antigenprasentierenden Zellen koénnen durch spezielle Chemikalien
geblockt werden. Es sollte herausgefunden werden, welche fir die
Hsp:Antigen-Komplexe eine Rolle spielen, z.B. ob eine intakte Funktion der
Aktin-Polymerisierung, von Tyrosinkinasen oder der endosomalen Proteolyse
fur die Verstarkung der Immunreaktion eine Rolle spielen. Die aufgefuhrten
Aufnahmemechanismen der APZs wurden durch Chemikalien geblockt. Das
Vorgehen war dabei stets identisch: die APZs wurden nach Isolierung mit den
Chemikalien far 15 Minuten inkubiert, danach abgewaschen um eine
Zelltoxizitat zu vermeiden und die gewaschenen Zellen in frischem Medium mit
den Antigenen sowie mit den CFSE gefarbten CD4" T-Zellen in Kultur
genommen. Die FACS-Analyse erfolgte wie bei den anderen Versuchen nach 6
Tagen Kultur und Farbung mit fluoreszenzmarkiertem anti-CD4 mAk und zum
Teil mit HLA-DR-Tetrameren.

3.4.1 Zellmembranfixierung durch Paraformaldehyd

Als relativ unselektiver Endozytoseblocker wurde zunachst Paraformaldehyd
(PFA) in Konzentrationen von 0.5 %, 0.05 % und 0.005 % eingesetzt. PFA wirkt
durch Quervernetzung von Proteinen hemmend auf den
Endozytosemechanismus. Abbildung 10 zeigt, dass bei den héheren PFA-
Konzentrationen keine Zellproliferation mehr zu beobachten ist, teilweise waren
sie auch nicht mit dem Uberleben der Zellen vereinbar. Die geringste
Konzentration zeigte kaum Einfluss auf die CD4" Proliferation und es konnte
weiterhin eine Verstarkung mit Hsp70-gebundem Peptid beobachtet werden.
0.05 % PFA bewirkte eine relativ unspezifische Proliferationshemmung sowohl
bei Inkubation mit Peptid als auch mit Hsp:Peptid-Komplexen.
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Abb. 10: Hemmung der Endozytose durch Paraformaldehyd

Die fur diese Versuche verwendeten APZs wurden vor Antigenstimulation mit unterschiedlichen
Konzentrationen PFA fur jeweils 15 Minuten inkubiert. Daraufhin  wurde dieses
heruntergewaschen und in einem neuen Medium das Antigen bzw. der Hsp:Antigen-Komplex
far 2 Stunden beigegeben. Danach wurden die so behandelten APZs zu einer gleichen Anzahl
CD4" T-Zellen des gleichen Donors gegeben.

Dargestellt sind 3 verschiedene Konzentrationen (0.5 %, 0.05 % und 0.005 % PFA) sowie APZs
die nicht mit PFA behandelt wurden. Die Einheit auf der y-Achse sind hier die Anzahl
detektierter CD4" CFSE"®" T-Zellen.

Dieser Versuch zeigt, dass Hsp in die APZ aufgenommen werden muss um
seine immunogene Wirkung zu entfalten. Paraformalddehyd verhindert die T-
Zellaktivierung mit und ohne Hsp-Komplexierung. Dies fligt sich in die Reihe der

vorangegangenen Versuche.

3.4.2 Inhibition von Zellteilung und zytoskelettalem Rearrangement

Die spezifischere Hemmung der gezeigt notwendigen Endozytose wurde im
Weiteren mittels Natrium-Azid (NaN3) erreicht. Dieses interferiert unter
anderem mit dem zytoskelettalen Rearrangement, indem es den Abbau aller
Arten von Aktinstrukturen induziert (Aktingeflecht und Mikrofilament-
Ummantelung /-Bindel (106)). Dadurch wird eine Endozytose zu einem etwas
spateren Zeitpunkt, ohne eine komplette Membranfixierung zu verursachen,

blockiert.
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Die Versuche erfolgten unter Verwendung von mit NaN3 behandelten APZs zur

Stimulation.
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Abb. 11: Spezifische Hemmung des zytoskelettalen Rearrangements mit NaN3

Experimentelle Bedingungen entprechen den Versuchen mit PFA: Das Peptid wurde in PBS
oder PBS mit Hsp70 oder dem Kontrollprotein HSA vorinkubiert, jeweils in der Konzentration
von 1 yg/ml. Die APZs eines DRB1*1101-Donors wurden vor Inkubation mit dem Antigen fur 15
Minuten mit 1 ml einer 30 mM NaN3-Lésung behandelt und dann mit 1 ug/ml TTg47.966-Peptid
inkubiert. Mit den so behandelten Zelle wurden die CD4" T-Zellen desselben Donors stimuliert.
Die y-Achse stellt die Anzahl proliferierter antigenspezifischer T-Zellen dar
(CFSE™DRB1*1101/TT2"" Region auf CD4").

NaN3 fuhrt zu einem Ausbleiben der proliferationsverstarkenden Wirkung von
Hsp70. Mittels der zuséatzlichen HLA-DR-Tetramer-Farbung konnen
antigenspezifische Zellen analysiert werden. Eine Hemmung des
zytoskelettalen Rearrangements durch Natriumazid hemmt die Proliferation
antigenspezifischer CD4" T-Zellen nach Stimulation mit Hsp:Peptid-Komplexen.
Vergleichbare Ergebnisse konnten mit einem anderen Donor desselben HLA-
DR-Typs gewonnen werden.

Ebenso sahen wir eine Hemmung des immunmodulatorischen Effektes von

Hsp70, wenn die APZs mit 2-Deoxy-D-Glucose inkubiert gewesen waren
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(Daten nicht gezeigt). Diese Substanz inhibiert die Zellteilung indem es die
Glykolyse inhibiert, was besonders bei Krebszellen erforscht ist. Der letztendlich
zytotoxische Effekt der Substanzen war allerdings der limitierende Faktor der

Versuche.

3.5 Hemmung tyrosinabhangiger Proteinkinasen und der endosomalen

Proteolyse

3.5.1 Tyrosinkinaseninhibition durch Genistein

Genistein ist ein Phytodstrogen der Isoflavonoidgruppe das Uber die Nahrung
(z.B. Sojaextrakte) aufgenommen wird und in menschlichem und tierischem
Serum physiologisch nachweisbar ist. In der Literatur wird es auch als 5.7-
Dihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl) chromen-4-on oder 4'5.7-Trihydroxyisoflavon
benannt. Es hemmt spezifisch Tyrosinkinasen (119), welche als Enzyme
Phosphatgruppen bei Rezeptor-vermittelter Endozytose Ubertragen (s. 1.2),
sodass bei verandertem Stimulationsmuster nach Genisteinbehandlung von
APZs Ruckschlisse auf die Art einer Aufnahme gezogen werden kénnen.
Zusatzlich hemmt Genistein auch Urokinase (uPA) und die onkologische
Forschung untersucht derzeit eine durch diese Inhibitionen hervorgerufene
positive Wirkung auf die durch FGF-2-induzierte Angiogenese und somit das
Tumorwachstum. Bekannt ist auch die Eigenschaft, zu einer beschleunigten
Kapazitation der Samenzellen im weiblichen Genitaltrakt zu fthren.

In Abbildung 12B zeigt sich wie die Behandlung der APZs mit Genistein den

proliferationsverstarkenden Effekt von Hsp70 zunichtemacht.

3.5.2 Prozessierungshemmung mittels Chloroquine
Chloroquine ist eine im Jahre 1934 erstmals synthetisierte, chemisch dem

Chinin verwandte Substanz, die zur Malariatherapie und -prophylaxe sowie bei
der Behandlung rheumatischer Erkrankungen wie der Rheumatoiden Arthritis,
dem Lupus erythematodes und der Porphyria cutanea tarda eingesetzt wird.
Dabei steht vor allem die gegen Plasmodien gerichtete Wirkung der Substanz
im Vordergrund. Ein weiterer Einsatzort ist in der Zellkultur z.B. bei

Transfektionen zur Erh6hung der Transfektionseffizienz durch Hemmung der
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lysosomalen DNAsen. Dabei wird die Fahigkeit von Chloroquine den pH-Wert
innerhalb der Vesikel zu neutralisieren genutzt. Dieser Effekt wurde bei den
folgenden Versuchen ausgenutzt, um die Peptidprozessierung und Beladung
von MHC II-Molekilen durch Neutralisierung des lysosomalen pHs zu storen.

Der in Abbildung 12C dargestellte Unterschied im Wachstumsmuster nach
Behandlung der Zellen mit Chloroquine gibt einen weiteren Hinweis auf den
stattfindenden Aufnahmemechanismus. Es zeigt sich eine starkere T-
Zellproliferation mit Hsp:Peptid-Komplexen, sowohl bei der totalen Anzahl CD4"
Zellen (linke Quadranten) als auch der antigenspezifischen T-Zellen (obere
Quadranten). Dabei scheint eine Hemmung der lysosomalen Prozessierung der
immunogenen Komplexe den proliferationsverstarkenden Effekt von Hsp70

aufzuheben.
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Abb. 12: Einfluss von Genistein und Chloroquine auf die Hsp70-verstarkte T-Zellproliferation

PBMCs eines gesunden DRB1*1101-Spenders wurden nach Stimulation mit antigenem TTg47.
966 Peptid (obere Diagramme) oder Hsp:Peptid-Komplex (untere Diagramme) stimuliert. Die
APZs waren vor der Zugabe von Antigen entweder unbehandelt (Abb. 12A), oder wurden 15
Minuten vorbehandelt mit 25 uM Genistein (Abb. 12B) bzw. 100 uM Chloroquine (Abb. 12C).

Die Analyse proliferierter CFSE™ T-Zellen erfolgte nach anti-CD4 und HLA-DR Tetramer-
Farbung im FACS, die Prozentzahl im oberen linken Quadranten entspricht dabei dem Anteil
antigenspezifischer, proliferierter CD4" T-Zellen an der gesamten CD4 Zellpopulation.
Negativkontrolle waren unstimulierte PBMCs, Positivkontrolle mit 1 ug/ml PHA stimulierte Zellen
(nicht gezeigt). Als Kontrolle wurden die Zellen mit einem leeren dem jeweiligen HLA-Typ

entsprechenden Tetramer gefarbt.

Dieses experimentelle Setting zur ndheren Untersuchung der Notwendigkeit
von Prozessierung und funktionierenden Tyrosinkinasen wurde flr
verschiedene Donoren mit den Haplotypen HLA-DRB1*1101 (3 Donoren),
*0401 (2 Donoren) und *0101 (1 Donor) durchgefiihrt. Gezeigt ist in Abbildung
12 ein Stimulationsversuch mit CD4" T-Zellen eines DRB1*1101-Spenders

nach Vorbehandlung der APZs mit Chloroquine bzw. Genistein und
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anschlieBender Stimulation mit Peptid oder Hsp:Peptid-Komplexen. Die
Vorbehandlung mit Genistein und Chloroquine hebt den
proliferationsverstarkenden Effekt von Hsp70 auf. Mit Chloroquine ergeben sich
insgesamt weniger proliferierte CD4" bzw. auch weniger Tetramer+ Zellen,
sowohl fir Peptid alleine als auch mit Hsp. Genistein scheint hier, zumindest

auf das Peptid alleine, weniger Einfluss zu haben.

3.5.3 Cytochalasin D
Ahnlich dem NaN3 wirkt Cytochalasin D (CytD) auf die Aktinfilamente. Es

unterbricht das standige Polymerisieren und Depolymerisieren der Filamente
(120), welche aus vielen G-Aktin-Untereinheiten bestehen und das Ausbilden
von Lamellipodien und Filopodien und schlieBlich die Fortbewegung von
Wachstumskegeln oder der gesamten Zelle ermdglichen. Eine Hemmung der
Aktin-Polymerisation blockiert einen wichtigen Baustein eines endozytotischen
Vorgangs. Es wurde untersucht, ob Vorbehandlung von APZs mit CytD die T-
Zellantwort auf Peptid und Hsp:Peptid-Komplexe beeinflusst (Abb. 13 und 14).
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Abb. 13: Einfluss der Aktin-Polymerase-Inhibition durch Cytochalasin D auf die

antigenspezifische Zellproliferation.

CD4" T-Zellproliferation eines DRB1*1101-Donors nach Stimulation mit APZs mit (linke
Diagramme) und ohne (rechte Diagramme) Vorbehandlung durch Cytochalasin D (10 pg/ul; fr
15 min. bei Raumtemperatur inkubiert, dann Cytochalasin D heruntergewaschen und das
Medium ausgetauscht).

Die so behandelten APZs wurden mit antigenem Peptid TTgs796s (Obere Reihe) und
Hsp:Peptid-Komplexen (untere Reihe) stimuliert. Isolierte CD4" T-Zellen desselben Donors
wurden dazu gegeben. Eine FACS-Analyse auf CFSE-CD4+ Zellen erfolgte an Tag 6 wie in
Abbildung 1 beschrieben. Proliferierte CD4+ T-Zellen werden im oberen linken Quadranten der
Diagramme gefunden (CFSE°“CD4"¥"). Diese Abbildung zeigt einen Versuch mit einem
DRB*1101 Spender, &hnliche Ergebnisse erhielten wir mit den Zellen eines DRB* 0401-
Spender.
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Abb. 14: Gezeigt ist eine weitere graphische Ausarbeitung des Versuchs aus Abbildung 13. 3
Proben wurden unabhéngig voneinander unter gleichen Bedingungen stimuliert. Die Balken

stellen den Prozentsatz proliferierter CD4" T-Zellen der 3-fach-Bestimmung dar.

Die Vorbehandlung der APZs mit Cytochalasin D resultierte in einem
hemmenden Effekt auf jegliche Form der Proliferation sowie deutlichem
Ruckgang in der Generierung spezifischer T-Zellen nach Stimulation, wie die
Diagramme in Abbildung 13 und 14 zeigen. Das liefert einen wichtigen Hinweis
auf  die  Notwendigkeit der  Aktin-Polymerisation im  MHC II-

Antigenprasentationsweg.

3.6 Blockade des potentiellen Hsp70-Rezpetors CD91 durch anti-CD91

Wie in der Einleitung beschrieben werden in der Literatur unterschiedliche
Rezeptoren fir Hsps postuliert. Wichtig ist dabei die Unterscheidung von
Signal- und endozytotischen Rezeptoren. Diskutiert werden Scavenger
Rezeptor, CD91, CD36 und Lox-1, die genauen Rezeptoren die in der MHC II-
vermittelten Verstarkung der Immunreaktion durch Hsp eine Rolle spielen sind
jedoch bislang unbekannt.

Durch Blockade eines madglichen Rezeptors mittels Antikdrpern soll dessen
Rolle innerhalb der HSP-vermittelten Immunantwort evaluiert werden. Da CD91

zumindest fur die durch Hsp70 verstarkte MHC | T-Zellaktivierung eine wichtige
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Rolle zu spielen scheint, wurde dieser durch einen aus der Literatur bereits mit
dieser Eigenschaft beschriebenen Antikorper blockiert.
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Abb. 15: Blockade des potentiellen Hsp-Rezeptors CD91 durch einen spezifischen Antikdrper.

Bestrahlte APZs eines DRB1*1101 Donors wurden unbehandelt (links), fir 10 Minuten mit anti-
CD91 Antikdrper (Mitte) oder mit Isotyp-Antikdrper (rechts) inkubiert in einem Stimulationsassay
eingesetzt. Die.APZs wurden mit 1 pg/ml Peptid alleine oder an Hsp70 komplexiert beladen und
nach einer weiteren Stunde erfolgte die Zugabe von CFSE-gefarbten CD4" DRB*1101 T-Zellen.
Nach10 Tagen wurde im FACS die Proliferation von CD4" T-Zellen gemessen (CD4'CFSE-
Zellen im oberen linken Quadrant entsprechend Auswertung in Abbildung 13). Die Balken in der

Abbildung entsprechen dem Prozentsatz proliferierter CD4" T-Zellen.

Eine Vorbehandlung der APZs mit anti-CD91 AntikGrper fihrte in diesem
Versuch zu einer Aufhebung des Hsp-Effektes, wurden die Zellen mit einem
Isotyp vorbehandelt zeigte sich kein Einfluss (Abb. 15). Bei Wiederholungen
dieses Versuches blieb dieser Effekt jedoch leider meistens aus und es kam zu
Ergebnissen vergleichbar zu Abbildung 2. Daher kann die Frage, ob CD91 bei
der Hsp70-verstarkten MHC 1l T-Zellproliferation beteiligt ist, mit diesen
Versuchen leider nicht eindeutig geklart werden. Weitere Versuche mit anderen
Methoden wie spezifischem Rezeptor-knockdown mittels RNA-Interferenz sind

notig.
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3.7 HLA-DM

HLA-DM ist an der Beladung der MHC II-Molekile in den
Baldungskompartimenten der APZs beteiligt (s. 1.3.4). Um den mdoglichen
Mechanismus der Ubertragung eines an Hsp70 gebundenen Peptids auf das
prasentierende MHC Il weiter zu erforschen, wurden Stimulationsversuche mit
einer fur HLA-DM negativen B-Zelllinie als APZ im Vergleich zu HLA-DM-
positiven Zellen durchgefihrt. Ein unverédndertes Wachstum wirde bedeuten,
dass Hsp die Rolle des HLA-DMs zumindest teilweise Ubernimmt. Dies ware
auch auf die Atiologie der immunmodulatorischen Wirkung von Hsp hinweisend.
Die HLA-DM+ wie auch HLA-DM" APZs wurden mit Peptid oder Hsp:Peptid-
Komplexen inkubiert und T-Zellen eines HLA-DR*0401 Donors dazugegeben.
Nach 6 Tagen Proliferationsdauer wurde mittels FACS-Analyse evaluiert, ob
durch Hsp70 das antigene Peptid auch ohne HLA-DM T-Zellen aktivieren kann
(Abb. 16).
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Abb.16: Stimulationsversuche mit und ohne HLA-DM

Zellen einer manipulierten DR0401 B-Zelllinie, mit (linke Diagramme) und ohne (rechte
Diagramme) HLA-DM wurden mit HA (oben) bzw. Hsp:HA-Komplexen (unten) inkubiert und
anschlieBend CFSE-gefarbte CD4" T-Zellen eines DRB*0401 positiven Spenders zugegeben.
Nach 6 Tagen in Kultur wurden die Zellen mittels FACS auf CD4-Expression und
Antigenspezifitdt (HLA-DR Tetramer-Bindung) analysiert. In den Diagrammen dargestellt ist die
Abnahme der CFSE-Intensitat (x-Achse) und Antigenspezifitdt (HLA-DR Tetramer, y-Achse)
lebender, auf CD4-Expression gegateter T-Zellen. Propidium-lodid wurde zum Ausschluss toter

Zellen verwendet, welche sich doppelt positivim FL2/FL3-Diagramm darstellen.

Es zeigte sich, dass in Zellen ohne HLA-DM keine Proliferation
antigenspezifischer T-Zellen sowohl mit Antigen allein als auch mit Hsp70-
Komplexierung erreicht werden kann. HLA-DM ist zur Antigenprasentation also
zwingend notwendig. Seine Funktion kann nicht durch Hsp70 Ubernommen

werden.



Diskussion 73

4 Diskussion

In einem humanen System koénnen viele HSPs als Trager (auto-)antigener
Peptide deren Prasentation beeinflussen, da sie in der Lage sind Peptide zu
binden und mit ihnen hochimmunogene HSP:Peptid-Komplexe zu bilden. Bei
Zellstress oder nekrotischem Zelltod werden sie in den Extrazellularraum
freigesetzt. Dort kbnnen sie mit antigenen Peptiden komplexieren und mit APZs
interagieren bzw. Uber Endozytoserezeptoren internalisiert werden. So kénnen
die von HSP-Molekilen chaperonierten antigenen Peptide in die
Beladungskompartimente der MHC | und lI-Molekile gelangen und von diesen
anschlieBend bevorzugt prasentiert werden (77, 89). Die Frage ist, ob hierfur
eine rezeptorvermittelte Aufnahme der Komplexe ndétig ist und inwiefern CD91
auch bei der MHC lI-vermittelten Antigenprésentation beteiligt ist, nachdem die
Rolle dieses Rezeptors fur den MHC |-Weg bereits gezeigt wurde (75, 89, 114).

4.1 Einfluss von Hsp auf die CD4" T-Zellproliferation

In dieser Arbeit wurden die Grundlagen der immunmodulatorischen Wirkung
von Hsp70 naher untersucht. Zunéchst wurde dabei der bekannte
proliferationssteigernde Effekt auf die MHC II-vermittelte Antigenprasentation
(77) und damit auch die Proliferation antigenspezifischer CD4" T-Helferzellen in
Proliferationsexperimenten bestétigt. Bei allen Versuchen wurde die Stimulation
von CD4" T-Helferzellen mittels antigenen Peptiden, die im Kontext mit
bestimmten HLA-DR-Allelen als Antigen beschrieben sind, alleine und durch
Hsp:Peptid-Komplexe verglichen. Der proliferationssteigernde Effekt von
HSP:Peptid-Komplexen konnte mit den Peptiden TTgs7.966 UNd HAz07.319 SOWOhI
in der CD4" Zellpopulation als auch durch HLA-DR-Tetramer-Bindung als eine
antigenspezifische Proliferationsverstarkungnachgewiesen werden. In dieser

Arbeit sollte der Mechanismus dieses Effektes geklart werden.
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4.2 Proliferationsversuche mit ganzem Protein

Der Effekt einer Proliferationssteigerung der stimulierten CD4" T-Zellen wurde
auch unter Verwendung eines ganzen antigenen Proteins untersucht. Fir die
von Hsp70 hervorgerufene verstarkte T-Zellproliferation konnte das zur
Stimulation verwendete Protein von den APZs vor der Prasentation an CD4"
Zellen internalisiert und prozessiert werden (10). Allerdings wurde auch die
Moglichkeit postuliert, dass HSP ohne Internalisierung extrazellular an der
Oberflache der APZ mit den MHC-Molekulen interagiert und so fir eine
vermehrte CD4"-Zellreaktion bei Stimulation mit an HSP komplexiertem Protein
sorgt (115). Bei Proliferationsuntersuchungen mit komplettem Tetanus Toxin
Protein, das an HSP komplexiert war, zeigten sich durch Farbung mit HLA-DR-
Tetrameren etwa viermal mehr proliferierte T-Zellen, die einen fur das TT C-
Fragment (TTos7.066) Spezifischen TZR exprimieren im Vergleich zu
unkomplexiertem Protein (Abb. 5). Das von uns verwendete Tetanustoxin TT ist
ein Protein von 150 kDa, woraus sehr viele T-Zellepitope generiert werden
kénnen. Wird das Protein von einer APZ aufgenommen, folgt der Endozytose
eine Spaltung durch Proteasen im Phagolysosom und dann die Ladung der
resultierenden Peptide auf die MHC II-Molekile im Beladungskompartiment.
Werden Peptide aus dem ganzen TT nach Komplexbildung des ganzen
Proteins mit Hsp70 verstarkt prasentiert, bedeutet dies, dass sich das Protein
innerhalb der APZ befand und kein Oberflacheneffekt zugrunde liegt. Hsp70
scheint folglich dabei zu helfen, das Antigen aus dem ganzen Protein verstarkt
zu prozessieren bzw. letztendlich zu prasentieren

Es besteht durchaus die Mdglichkeit, dass auch andere Epitope des Proteins
prasentiert werden und nicht nur das untersuchte Peptid. Dies wirde jedoch
gleichfalls auf eine intrazellulare Prozessierung des Proteins hinweisen, so dass

eine Untersuchung diesbezuglich nicht relevant erscheint.

4.3 Untersuchung des Endozytosemechanismus bei unterschiedlichen
Temperaturen
Eine Temperatur von 4 °C verhindert praktisch eine Endozytose. APZs, die

daraufhin noch in der Lage sind, CD4" T-Zellen spezifisch zu stimulieren



Diskussion 75

konnen das Peptid zuvor also lediglich an ihrer Oberflache gebunden haben.
Mit diesem experimentellen Ansatz sollte untersucht werden, ob eine
Antigenkomplexierung an Hsp70 eine solche extrazellulare Bindung des
Peptides an MHC Il erméglicht (115, 116). Dies ist vor allem angesichts der
beschriebenen vielfaltigen Interaktionsmdglichkeiten der HSPs (63, 68)
denkbar.

Wurden die APZs bei 4 °C mit dem antigenen Peptid bzw. dem Hsp:Peptid-
Komplex inkubiert und anschlieBend gewaschen blieb in den meisten
Versuchen eine Verstarkung der Proliferation durch Hsp aus. Allerdings zeigte
sich bei einer Inkubationstemperatur von 4 °C mit dem unkomplexierten Antigen
alleine bereits insgesamt weniger Proliferation als bei Raumtemperatur, sodass
die Prolilferationsergebnisse nach Stimulation mit an Hsp komplexiertem
Antigen in diesem Kontext gesehen werden mussen. Zu Bedenken ist, dass
diese unphysiologisch niedrigen Temperaturen nicht nur die Endozytose
sondern praktisch den gesamten zellularen Stoffwechsel blockieren. Die
Vitalitéat der Zellen wird also auch beeinflusst, so dass vielleicht schlussendlich
gar nicht mehr alle Zellen in die Analyse eingehen konnten, was das Ergebnis
zusatzlich beeinflusste.

Ergadnzend wurde die Antigenpréasentation unter unterschiedlichen pH-Werten
untersucht (Daten nicht gezeigt). Ein pH-Wert von 2, welcher durch Zugabe von
pH2-Glycin im Uberschuss erreicht wurde und eine sofortige Endozytose des
Antigens unmadglich macht, verminderte die Verstarkung in der Aktivierung der
antigenspezifischen Zellen. Die Beschréankungen in der Aussagekraft dieser
Versuche sind jedoch ebenso wie bei der 4 °C Inkubation zu sehen. Vor allem
die zytotoxische Wirkung des niedrigen pH-Wertes fihrte dazu, dass diese
Versuche nicht weitergefihrt wurden, da die geringe postexperimentelle
Zellausbeute keine signifikanten Aussagen mehr zuliel3.

4.4 Untersuchung des Endozytosemechanismus mit FITC-Peptiden

Es folgten im Rahmen des gewéhlten FACS-Analyseverfahrens Versuche mit
fluoreszierenden Antigenen. Bei der postulierten Aufnahme sollten so die Zellen

selber fluoreszieren. In der FACS-Analyse dieser Versuche konnte eine
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durchgehende Verstarkung einer an das Antigen gebundenen Fluoreszenz,
wenn dieses zuvor an Hsp komplexiert wurde, gezeigt werden. Dies ist auch in
der Literatur beschrieben (107).

Die Ergebnisse unserer FACS-Analysen erlauben jedoch trotz Austausch des
Kulturmediums vor der Messung, um eventuell noch darin enthaltene freie
fluoreszierende Antigene zu eliminieren, keine sichere Aussage, ob sich die
letztendlich detektierte Fluoreszenz intra- oder extrazellular befindet. Zwar
gaben wir den mit dem Fluoreszenzpeptid stimulierten Zellen noch jeweils fur
wenige Minuten Trypanblau bei, um eine eventuelle Fluoreszenz an der
Zelloberflache zu neutralisieren, doch kann eine extrazellulare Restfluoreszenz
von gegebenenfalls an der Oberflache gebundenem Antigen nicht sicher
ausgeschlossen werden. Die FACS Analyse kann also unter Umstanden falsch
positive Signale liefern wenn das fluoreszierende Peptid nicht in die Zelle
aufgenommen worden ist, aber mit der Zellmembran assoziiert vorliegt.

Die Durchflusszytometrie erlaubt zwar quantitative Aussagen, da die absolute
Fluoreszenz vieler Zellen analysiert wird, es fehlen jedoch Werte Uber die
Verteilung der Fluoreszenz. Um dies zu umgehen und gleichzeitig zu
kontrollieren, ob es sich tatsachlich um cytoplasmatische Fluoreszenz handelt,
folgte eine fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Zellen als erganzende
Methode. Allerdings koénnen mikroskopisch nur Kkleinere Zellmengen
ausgewertet werden. Auch bleibt die gesamte Analyse vom Betrachter
abhangig, ist also nicht maschinell objektiv nachvollziehbar. Die
Fluoreszenzmikroskopie erlaubt zwar im Gegensatz zur Durchflusszytometrie
bessere Aussagen Uuber die Aufnahme in das Zellinnere und die
Peptidverteilung innerhalb der Zellen, allerdings ist es schwierig, dies zu
quantifizieren. So war auch fluoreszenzmikroskopisch nicht eindeutig zu
beurteilen, ob die markierten Antigene in die Zellen aufgenommen worden sind
und so die Fluoreszenz innerhalb der Zellen ist. Zudem mussten die Zellen
wenige Stunden nach Inkubation analysiert werden, da sonst die Fluoreszenz
zu verblassen drohte. Nach einem endozytotischen Vorgang ist das Peptid
jedoch vermutlich noch in der Nahe der Zellmembran lokalisiert und so eine

intra- oder extrazellulare Lokalisation der Fluoreszenz nicht sicher zu
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evaluieren. Trotz der Einschréankungen in der Aussagekraft und Objektivitat
konnen die Ergebnisse dennoch gemeinsam mit der FACS-Analyse erganzend
zu den bisherigen Ergebnissen in Betracht gezogen werden. Obwohl sich keine
signifikanten Aussagen ableiten lassen, liefern beide Methoden weitere Indizien
fur eine verstarkte und veradnderte Aufnahme von Hsp70-gebundenen
antigenen Peptiden in APZs. Die Kombination verschiedener methodischer und
theoretischer Ansatze erlaubt den Schluss, dass eine Prozessierung der
Antigene fir die Proliferationsverstarkung durch HSP stattfindet. Mit
Hsp:Peptid-Komplexen scheint sich zudem mehr Antigen innerhalb der Zellen
zu befinden, ohne das mit den gewahlten Methoden abschlie3end beweisen zu

kdnnen.

4.5 Untersuchung des Endozytosemechanismus mittels chemischer
Inhibitoren

In den weiteren Versuchen wurden die Mechanismen zu Aufnahme und
Prozessierung Hsp-gebundener Peptide/Proteine néher untersucht.

PFA, welches hemmend auf die Quervernetzung von Proteinen wirkt, erzielt
einen generellen Stopp des Membranflusses. Die isolierten APZs wurden vor
Stimulation dieser Substanz ausgesetzt und nach Austausch des Mediums die
T-Zellen hinzugegeben. Bei Einsatz von Konzentrationen ab 0.05 % ist in den
durchgefiihrten Versuchen keine Zellproliferation mehr zu beobachten. Hier
wurde eine Zellfixierung erreicht, wofiur PFA herkdmmlich auch eingesetzt wird.
Die hoheren eingesetzten Konzentrationen waren nicht mit dem Uberleben der
Zellen vereinbar. Die geringsten Konzentrationen zeigten keinen Einfluss. Eine
Vorbehandlung der APZs mit 0.05 % PFA bewirkte ein Ausbleiben der
verstarkten Stimulation von T-Zellen nach Zugabe von Hsp:Peptid-Komplexen.
Vorbehandlung der APZs mit PFA in einer Konzentration von 0.05 %
unterbindet lediglich den verstarkenden Effekt der Hsp:Antigen-Komplexe. Dies
spricht flr eine verstarkte intrazellulare Prozessierung durch Komplexierung
des Antigens an Hsp. Denkbar wére, dass die Prasentation und dadurch
Stimulation der CD4" T-Zellen des Peptides alleine auch zu einem gewissen
Teil an der Zelloberflache stattfinden kann (115, 116). Hsp:Peptid-Komplexe
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mussen jedoch anscheinend in die APZ aufgenommen werden um ihre
immunogene Wirkung zu entfalten. Wiurden Hsp:Peptid-Komplexe direkt mit
den T-Zellen interagieren oder auf der Oberflache der APZs binden, miusste
trotz der Membranfixierung noch ein Effekt zu sehen sein. Dieses Ergebnis fugt
sich in die Reihe der vorangegangenen Versuche und stitzt die Theorie der
Endozytose zur immunmodulatorischen Wirkung von HSP:Antigen-Komplexen.
Wenn man zusatzlich die Ergebnisse der Versuche mit Cytochalasin D,
Genistein und Chloroquine beachtet, welche eine Hemmung des
proliferationsverstarkenden Effektes von Hsp70 nach Vorbehandlung der APZs
mit diesen Substanzen aufzeigen, kann die Aussage ausgeweitet werden.
Demnach ist eine intakte Aktinpolymerisierung als Grundlage der Endozytose
(12) Voraussetzung fur den immunmodulatorischen Effekt von HSP. Ausserdem
werden Tyrosinkinasen und die endosomalen Proteolyse fur die
Proliferationsverstarkung durch Hsp70 bendtigt. In Zusammenschau der
Versuche ergeben sich Hinweise, dass eine intakte Endozytosefahigkeit der
APZs Voraussetzung fiir den verstarkenden Effekt von Hsp70 auf die CD4" T-
Zellproliferation ist. Aul3erdem gibt es deutliche Anhaltspunkte fir eine
Rezeptor-vermittelte Aufnahme die zu einer lysosomalen Prozessierung der
Hsp:Antigen-Komplexe fuhrt, wie dies auch mehrfach beschrieben wurde (83,
86, 89). Denkbar ware jedoch durchaus auch eine rein Clathrin-vermittelte
Endozytose, da bei den beschriebenen Versuchen ausser mit PFA dieser

Aufnahmeweg nicht spezifisch ausgeschaltet wurde.

4.6 Untersuchung des maoglichen Aufnahmerezeptors

Es ging im Weiteren um die Untersuchung des potenziellen Rezeptors CD91 flr
die Aufnahme von Hsp:Peptid-Komplexen und MHC ll-vermittelte Prasentation
des Antigens. In der Literatur wurde CD91 schon im Zusammenhang mit Hsp70
beschrieben und Bindungen identifiziert (108, 121). Postuliert wird eine
Interaktion von HSP beziehungsweise Hsp:Peptid-Komplexen mit CD91 auch
beim MHC lI-Prasentationsweg. Dieser Rezeptor kann auf der Oberflache von

APZs mit einer Vielzahl von Proteinen und Peptiden interagieren.
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CD91 wird neben LOX-1 als hauptsachlicher Endozytoserezeptor betrachtet
(89), CD40 spielt eher als Signalrezeptor eine Rolle (s. 1.6) (84, 85). In den
dargestellten Versuchen wurde versucht, diesen Rezeptor mittels eines
monoklonalen anti-CD91 Antikérpers auf humanen, antigenprasentierenden
Zellen zu blockieren und damit fir eine HSP-Bindung unzuganglich zu machen.
Insbesondere die Untersuchung, ob eine Rezeptorblockade negativ auf die
Prasentation HSP-gebundener Antigene beziehungsweise die Proliferation
CD4" T-Zellen wirkt, lieferte jedoch inkonstante Ergebnisse. Bei
Wiederholungen des abgebildeten Versuches war entweder kein verstarkender
Effekt durch Komplexierung an Hsp zu beobachten, oder der Antikdrper zeigte
keine Wirkung. Die Zellproliferation entsprach dann den unbehandelten Zellen.
Dass ein Effekt des anti-CD91 Antikdrpers nicht in allen Versuchen festgestellt
werden konnte, kann allerdings auch durch eine unzureichende Blockade des
Rezeptors durch den Antikorper erklart werden. Es kame auch eine eventuelle
Aktivierung der APZs durch den Antikdrper selber bei manchen Zellen in Frage,
so dass die eigentliche Wirkung und der Blockadeeffekt des Antikdrpers nicht
mehr beobachtet werden kann. Moglicherweise bestehen auch alternative
Rezeptoren fur Hsp:Peptid-Komplexe, so dass bei Blockade eines einzigen die
anderen Rezptoren diesen kompensieren. Dies wirde in Einklang mit Daten der
Literatur stehen, welche einerseits deutliche Hinweise fir CD91 als
Aufnahmerezeptor von Hsp:Peptid-Komplexen zeigt (89), jedoch auch andere
Rezeptoren diskutiert (83, 85, 87)

In unserem Labor wurde parallel eine auf RNA-Interferenz basierende Methode
etabliert, mit deren Hilfe die Expression potentieller HSP-Rezeptoren auf
verschiedenen humanen, antigenprasentierenden Zellen unterdriickt werden
kann. Die Expression der potentiellen HSP-Rezeptoren CD91 und CD40 auf B-
Zellen, Monozyten und DCs wurde analysiert (108) und mittels spezifischer
SsiRNA einen Knockdown der Rezeptoren erreicht. Mittels FACS-Analyse konnte
hier bereits ein Ubereinstimmendes Verteilungsmuster von CD91 und HSPs
gezeigt werden und die Zugabe von anti-CD91 Antikorper rief eine titrierbare
und spezifische Inhibition der Antigenprasentation hervor. Ein weiterer HSP-

Rezeptor-Kandidat CD40. welcher sich nicht nur auf Monozyten sondern auch
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dendritischen und B-Zellen befindet, konnte mittels Antikdrpern hingegen nicht
ausreichend blockiert werden (Daten nicht gezeigt), moglicherweise ebenso
aufgrund mangelhafter Antikorperqualitat.

In Zusammenschau der Ergebnisse scheint bei der MHC Ill-vermittelten T-
Zellantwort auf Hsp:Antigen-Komplexe eine Aufnahme von Hsp:Peptid-
Komplexen in die APZs stattzufinden. Eine Inhibition der Endozytose an
unterschiedlichen Punkten zeigte, dass Hsp:Antigen-Komplexe ihre Wirkung
nicht an der Zelloberflache entfalten kénnen, sondern einen Aufnahmeweg
nutzen. Hierfir muss die Zelle Uber ein flexibles Kollagengerust verfigen und
intrazellular mittels Proteasen das Antigen zur Prasentation prozessieren.
Hinsichtlich moglicher Rezeptoren kdénnen wir sagen, dass CD91
entscheidenden Anteil bei der von uns untersuchten immunogenen Wirkung der

Hsp:Peptid-Komplexe zu haben scheint.

4.7 Kann Hsp70 die Funktion von HLA-DM Gbernehmen?

Es konnte gezeigt werden, dass Hsp70 direkt mit MHC II-Molekdlen
interagieren kann (96). Neben einer Funktion als Antigen-Trager kdnnten HSPs
auch deren direkte Ubertragung auf MHC II-Molekile und so die
Antigenprasentation erleichtern. Eine direkte Interaktion von HSPs mit MHC II-
Molekilen kann unabhangig von der Art der Aufnahme einen entscheidenden
Schritt in der MHC ll-vermittelten Antigenprasentation und CD4" T-
Zellaktivierung durch Ubertragung oder Vermittlung der Bindung von MHC I
und HSP:Antigen-Komplexen spielen. Nachdem beim endozytotischen
Prozessierungsprozess das MIIC gebildet wurde und das CLIP-Peptid durch
das antigene Peptid ausgetauscht wurde, wird eine Lésung des prasentierten
Antigens aus der Bindungstasche oder ein eventueller Austausch durch ein
anderes Peptid an der Zelloberflache durch die nichtkovalente Bindung von
MHC und Peptid verhindert. Da ein MHC mit leerer Antigenbindungsgrube an
der Zelloberflache zerféllt ist eine Bindung zwischen diesem und den
Hsp:Peptid-Komplexen an der Zelloberflache sehr unwahrscheinlich, auch

wenn es ein wichtiger Diskussionspunkt ist (116).
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In dieser Arbeit waren die molekularen Mechanismen der HSP-verstarkten
MHC Il-Antigenprasentation von Interesse. Dabei war eine Fragestellung, ob
Hsp70 die stabilisierende Funktion von HLA-DM beim Austausch des CLIP-
Peptids in der Bindungsspalte der MHC II-Molekile und Katalyse der
Freisetzung des CLIP-Peptids zur endglltigen Atigenpréasentation nach
Endozytose Ubernehmen kann. Bei mittels EBV-Viren transformierten B-
Zelllinien kann in vitro untersucht werden, wie aufgereinigtes HLA-DM CLIP und
andere Peptide aus MHC Il lost (109). Hierbei ist keine strukturelle Ahnlichkeit
mit dem CLIP notig, allerdings wird die Resistenz gegentber HLA-DM mit
steigender Peptidlange und optimierter Passform in die spezifischen Taschen
gro3er (110). Dieser Vorgang ist von der Anwesenheit von Prolin und Glycin
abhangig (111), katalytisch (112) und involviert eine transiente Formierung von
Komplexen zwischen HLA-DM und MHC Il (113). Da gezeigt wurde, dass MHC
[I-Molekule direkt mit Hsp70 interagieren kénnen (96), ware denkbar, dass
Hsp70, antigenes Peptid und MHC Il direkt miteinander interagieren. Durch
diesen terndren Komplex kénnte antigenes Peptid direkt von Hsp auf MHC II-
Moleklle ubertragen werden. HLA-DM wéare dann zur MHC Il-Beladung
eventuell nicht notwendig.

Es konnte gezeigt werden, dass bei Fehlen von HLA-DM ein Antigen in T-
Zellproliferationsexperimenten sowohl mit als auch ohne Hsp-Komplexierung
keine HLA-DR-Tetramer-positiven, also antigenspezifischen Zellen erzeugen
kann. HLA-DM ist zur Antigenprasentation also zwingend notwendig (36, 37).

Seine Funktion kann nicht durch Hsp70 Gbernommen werden.

4.8 Gesamtbeurteilung und zusammenfassender Ausblick

Komplexe aus Peptid und Hsp70 verstarken die Antigenprasentation und T-
Zellaktivierung bei MHC II. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass dies
auch fur die Stimulation mit ganzem Protein gilt. Mit verschiedenen Methoden,
wie sie teils fur ahnliche Fragestellungen bereits verwendet wurden (96, 117)
(Inkubation bei 4 °C, chemikalische Membranfixierung, Stoffwechselinhibition,
Fluoreszenzmikroskopie) konnte gezeigt werden, dass Hsp:Peptid-Komplexe in

das Innere der APZs aufgenommen werden missen. Ein Ausfall von
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Stoffwechselprozessen wie das Ansauern der Prozessierungsvesikel (25) oder
die Aktinpolymerisation reduziert die T-Zellaktivierung sowohl mit Peptid alleine
als auch mit Hsp:Peptid-Komplexen. Dies alles deutet darauf hin, dass
Hsp:Peptid-Komplexe durch eine rezeptorvermittelte Aufnahme verstarkt in den
MHC II-Prasentationsweg gelangt. Die Rezeptorfrage konnte in dieser Arbeit
jedoch nicht abschliel3end geklart werden.

In den Beladungskompartimenten kann Hsp70 das gebundene Peptid bei
erniedrigtem pH abgeben und evtl. in direkter Interaktion auf MHC Il Gbertragen
(79). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass Hsp70 nicht die Funktion von
HLA-DM ersetzen kann (27, 112).

In weiteren Arbeiten koénnte nun das Zytokinmuster bei Zellkulturen mit
Hsp:Peptid-Komplexen weiter untersucht werden, um die Reaktionen der Zellen
weiter zu analysieren. Dies konnte schlie3lich Riuckschliusse liefern, inwieweit
Hsp:Peptid-Komplexe bei immunologischen Prozessen wie
Autoimmunerkrankungen oder auch der Transplantatabsto3ung involviert sind.
Es wurde bereits gezeigt, dass das irreversible Hsc70 Bindereagenz 15-
Deoxyspergualin (DSG) solch eine Immunreaktion indirekt durch Inhibition von
Makrophagen und die Proliferationshemmung cytolytischer T- und B-Zellen
verhindern kann (73). Die in dieser Arbeit zur Analyse verwendeten mdglichen
Inhibitionsmechanismen entlang des Aufnahmemechanismus kénnten dabei
auch von klinischer Bedeutung sein (60, 80, 96, 107).
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Zusammenfassung

Komplexe aus antigenen Peptiden und Stress-induzierbarem Hsp70 kénnen die
durch MHC | und Il-vermittelte Antigenprasentation verstarken.

Diese Arbeit untersuchte in einem humanen, antigenspezifischen System die
forcierte CD4" T-Zellaktivierung mit Hsp70-komplexierten Antigenen. Dabei
wurden die bereits bekannten Kenntnisse um HSP und MHC Il um Versuche
mit ganzem (intaktem) antigenem Protein anstatt Peptiden erweitert. Es folgten
Untersuchungen zum genauen Mechanismus der Hsp70-verstarkten CD4" T-
Zellproliferation.

CD4" T-Zellen von HLA-typisierten und gegen Influenza oder TT immunisierten
Donoren wurden mit Peptiden oder Hsp:Peptid-Komplexen aus dem
Tetanustoxoid oder Influenza-Hamagglutinin stimuliert. Anzahl und Proliferation
antigenspezifischer T-Zellen wurden nach 6-10 Tagen mittels CD4" und HLA-
DR-Tetramerfarbung durchflusszytometrisch bestimmt. Mit HSP70 wurde dabei
eine verstarkte Stimulation gefunden. Neben den kurzen Peptidfragmenten
wurde auch die Reaktion antigenspezifischer T-Zellen auf Stimulation mit dem
ganzen Tetanus-Toxoid Protein mit und ohne Hsp70-Komplexierung untersucht.
Es zeigte sich eine Proliferationsverstarkung ahnlich der durch das Peptid. Ein
Teil der proliferierten Zellen konnte durch MHC II-Tetramer Farbung als
spezifisch fur ein Peptidfragment des Proteins nachgewiesen werden. Die
Prasentation bestimmter Peptidfragmente weist auf Aufnahme und
Prozessierung von Hsp70-chaperonierten antigenen Peptiden und Proteinen in
APZs sowie einen intrazellularen Prozessierungsweg hin.

Daraufhin wurde die mdgliche Aufnahme der Hsp:Peptid-Komplexe und deren
Mechanismus naher untersucht. Hierzu wurden verschiedene
Aufnahmemechanismen der antigenprasentierenden Zellen geblockt. Ein Block
der Endozytose wurde einerseits durch eine Antigeninkubation der APZs bei
reduzierter Temperatur, eine Quervernetzung der Membran durch PFA, sowie
andererseits eine Inkubation der APZs mit endozytoseblockierenden
Chemikalien (Cytochalasin D, Genistein und Chloroquine) provoziert. Die
Unterbindung dieser Mechanismen resultierte in einem signifikanten Rickgang

der Proliferation antigenspezifischer CD4" T-Zellen, sowohl bei Stimulation mit
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Peptid als auch mit Hsp:Peptid-Komplexen. Eine Inhibition der Endozytose
verhinderte die Hsp70-verstarkte CD4" T-Zellproliferation. Blockadeversuche
eines beschriebenen Endozytoserezeptors mit einem Antikdrper zeigten, dass
CD91 mdglicherweise der Rezeptor fir diesen Mechansimus ist, diese
Ergebnisse waren allerdings nicht eindeutig.

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Daten indizieren, dass antigene
Peptide mittels Hsp70 erleichtert die endosomalen Kompartimente Uber
Rezeptor-vermittelte Endozytose erreichen, in denen MHC Il-Molekiile beladen
werden. In einer friheren Arbeit konnte gezeigt werden, dass Hsp70 direkt mit
MHC II-Molekulen interagieren kann. Bei Verwendung einer fur das HLA-DM
Molekul negativen Zelllinie als antigenprasentierende Zellen konnte allerdings
gefunden werden, dass Hsp70 nicht die stabilisierende Funktion von HLA-DM
bei der Peptidbeladung auf MHC II-Molekiile tibernehmen kann.

Die Ergebnisse dieser Arbeit erganzen die bisherigen Daten zu einer
verstarkten Prasentation Hsp70-gebundener Peptide Uber MHC 1l um die
Tatsache, dass neben kurzen Peptidfragmenten auch intakte Proteine verstarkt
in den MHC II-Prasentationsweg gelangen. Durch Blockade verschiedener
Stoffwechselwege konnte der Mechanismus der Hsp70-vermittelten CD4" T-
Zellaktivierung weiter aufgeklart und gezeigt werden, dass die Aufnahme der
Hsp:Peptid-Komplexe in APZs fir die durch Hsp70 erleichterte CD4'T-

Zellaktivierung notwendig ist.

Die beschriebene Verstarkung der Immunreaktion von CD4"-Zellen kann nur
bei unbeeintrachtigter Endozytosefahigkeit der prasentierenden Zelle
stattfinden. Eine intakte Funktion der Aktinpolymerisierung, der Tyrosinkinasen
sowie der endosomalen Proteolyse ist Bedingung fur die Verstarkung der
Antigenprasentierung durch APZs. Dies koénnte insbesondere bei der
Behandlung von Autoimmunerkrankungen wie etwa der juvenilen rheumatoiden
Arthritis interessant sein. Durch Einflussnahme an diesen Mechanismen ware

eine Regulation des immunmodulierenden Effektes von HSP denkbar.
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