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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem: Funktion und Bedeutung

Das Immunsystem setzt sich aus vielen Komponenten zusammen, die ausserst
komplex und wohl reguliert miteinander (inter)agieren und kommunizieren. Das
koordinierte Zusammenspiel der molekularen und zellularen Bestandteile bezeichnet
man als Immunantwort, die dem Schutz des Organismus vor Befall durch
korperfremde Partikel, Viren, Prokaryoten, Eukaryoten, Pilze oder Wirmer dient.
Zudem sollte es im ,Normalfall“ zu keiner Reaktion gegen kérpereigene Strukturen
kommen, ein Phanomen, das man als ,Immunologische Toleranz* beschreibt. Die
Fahigkeit des Immunsystems, zwischen eigenen (,Selbst*) und fremden (,Fremd®)
Strukturen zu unterscheiden stellt somit die zentrale Basis fur ein solches
Schutzsystem dar und dient der Erhaltung der individuellen Integritdt. Die
Komplexitat eines Immunsystems nimmt mit der phylogenetische Entwicklungsstufe
eines Bioorganismus zu: Je komplexer die zu schitzende Struktur, desto
vielschichtiger das Immunsystem. Bei den hoher entwickelten Lebewesen bilden
Haut und Schleimhaute den ersten, physikalischen Abwehrwall gegen Pathogene,
der durch chemische Komponenten oder antimikrobielle Substanzen in Speichel,
Mukus, Schweiss, Verdauungsséaften oder anderen Sekreten erganzt wird.
Uberwinden Pathogene diese ersten epithelialen Barrieren, kommen die eigentlichen
Waffen des Immunsystems zum Zuge, die als ,angeborene* und ,erworbene*
Immunantworten bezeichnet werden. Diese beiden Eckpfeiler bilden den aktiven Teil

des Immunsystems.

1.2 Die angeborene Immunitat

Die angeborene Immunantwort umfasst alle diejenigen Abwehrmassnahmen und -
mechanismen, die dem Organismus bereits vor dem ersten Kontakt mit dem
Pathogen zur Verfligung stehen und meist nicht speziell gegen einen Erreger
gerichtet sind. Neben den bereits beschriebenen physikalischen und chemischen

Barrieren spricht man in diesem Zusammenhang vor allem von der Erkennung von
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pathogenen Mustern (PAMPs, ,Pathogen-Associated Molecular Patterns”), auf die
sofort reagiert werden kann. Da diese Reaktion jedoch auch bei wiederholtem
Kontakt mit demselben Pathogen nicht moduliert oder optimiert wird, bezeichnet man
diese Immunantwort als angeborene Immunitat. Sie dient in der Hauptsache der
Kontrolle der eingedrungenen Pathogene und leitet durch mannigfaltige Botenstoffe,
wie Chemokine, Zytokine oder andere reaktive Molekile (Sauerstoffradikale,
Peroxide, NO, Prostaglandine, Leukotriene) das koordinierte Anlaufen der
spezifischen, adaptiven Immunantwort ein, die durch die Art und Weise der
angeborenen Immunantwort massgeblich instruiert und gesteuert wird. Auf zellularer
Ebene spielen bei der angeborenen Immunitat besonders phagozytierende
Leukozyten, vor allem Makrophagen und Neutrophile Granulozyten eine wichtige
Rolle. Makrophagen sind in der Lage, fremde Partikel zu phagozytieren und
sezernieren nach ihrer Aktivierung entziindungsvermittelnde, l6sliche Mediatoren, die
weitere  Helferzellen anlocken und/ oder deren Proliferation  durch
Wachstumsstimulation anregen. Neutrophile Granulozyten reagieren mit Hilfe ihrer
Fc-Rezeptoren auf opsonisierte Partikel, d.h. auf Pathogene, die mit Antikbrpern
gegen als ,Fremd* erkannte Oberflachenstrukturen bedeckt und damit als
~Eindringling” markiert sind. Weitere Mitspieler im Konzert der angeborenen
zellularen Immunantwort sind die Eosinophilen und Basophilen Granulozyten, die vor
allem auf IgE-komplexiertes Antigen bzw. freies IgE reagieren. Zudem rechnet man
der zellularen angeborenen Immunantwort die naturlichen Killerzellen (NK-Zellen),
y0-T-Zellen und NKT-Zellen zu. Die Erkennung von pathogen Strukturen oder
Mustern erfolgt durch diverse Rezeptoren auf den beschriebenen Zellen und fuhrt in
vielen Fallen neben der Ausschittung von Entzindungsmediatoren zur vermehrten
Expression von kostimulatorischen Molekulen, womit die Zellen den Charakter von
professionellen antigenprasentierenden Zellen (pAPCs) annehmen. Die Interaktion
von angeborener und erworbener Immunantwort ist besonders in den letzten Jahren
in den Fokus der immunologischen Forschung gertckt und lasst sich anschaulich am
Beispiel der Toll-Like Rezeptoren (TLRs) verdeutlichen. Diese Rezeptoren erkennen
pathogen-spezifische Molekule oder Muster wie Endotoxin (LPS), Flagellin,
Zymosan, einzel- oder doppel-strangige RNA (ssRNA, dsRNA) oder unmethylierte
CpG-DNA. Auf die Kaskade von Ereignissen, die eine Toll-Like Rezeptor-Ligand

Bindung auslost wird letzten Kapitel der Einleitung detailliert eingegangen.
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1.3 Die erworbene Immunitat

Im Gegensatz zu der angeborenen Immunitat zeichnen sich die reifen Lymphozyten
der adaptiven Immunantwort durch einen einzigen Antigenrezeptor aus, der klonalen
Ursprungs ist und mit hoher Spezifitat fur die Erkennung eines Antigens
verantwortlich ist. Die Entstehung solcher klonalen Antigenrezeptoren verdankt die
erworbene Immunitat dem genetische Phdnomen der somatischen Rekombination,
die Millionen von Lymphozyten mit einer unermesslichen Anzahl von
unterschiedlichen Spezifitdten hervorbringt, die ruhend nebeneinander koexistieren.
Erst die Erkennung eines Antigens durch den jeweiligen Antigenrezeptor fuhrt zu
einer selektiven klonalen Expansion eines solchen Lymphozyten, der sich, wenn
parallel kostimulatorische Signale vermittelt werden, aktiv an einer spezifischen
Immunantwort beteiligen kann. Die Zellen der spezifischen Immunitat lassen sich in
B-Zellen, T-Helfer- und inflammatorische T-Zellen sowie zytotoxische T-Zellen
unterteilen, die jedoch alle miteinander eint, dass sie die Charakteristika der
Spezifitat und Diversitat aufweisen und sich zudem durch Gedéachtnisbildung,
Selbstbeschrankung und ,Selbst-Fremd“-Erkennung auszeichnen.

B-Lymphozyten reifen im Knochenmark und verlassen dieses als naive B-Zellen. Sie
sind als Vermittler der humoralen Immunantwort fur die Produktion von spezifischen
Antigenrezeptoren verantwortlich, die zundchst membranstandig sind, im Verlauf
einer adaptiven Immunantwort jedoch als spezifische Immunglobuline sezerniert
werden. Die Pathogen-spezifischen Antikorper erkennen z.B. Strukturen auf der
Oberflache der Erreger und ,opsonisieren“ diese, d.h. hillen die Eindringlinge in
einen Mantel aus Antikoérpern. Die so als ,Fremd“ markierte Struktur kann nun auf
mindestens zwei Arten attackiert werden: Erstens kénnen die auf der Oberflache
gebundenen Antikorper zur Aktivierung der Komplementkaskade fiihren, die in ihrem
Verlauf als Ziel die Lyse des Erregers hat. Zweitens kann die Opsonisierung zu einer
phagozytotischen Attacke von Fresszellen (Granulozytne, Makrophagen, Monozyten)
fuhren, die ebenfalls die Elimination der fremden Struktur zur Folge hat. Damit B-
Zellen nach Antigenerkennung ihren Ruhestatus verlassen und voll aktiviert
spezifische Antikérper produzieren und somit ihre Effektorfuntion ausiben kdnnen,
sind sie auf unterstitzende Stimulation von T-Helfer-Lymphozyten angewiesen (s.
MHC-Klasse Il Prozessierung). Diese ,Helfer* Funktion wird von den Tyi- und Tpp-

Zellen durch direkten Zell-Zell-Kontakt vermittelt und durch die Ausschittung von
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Zytokinen unterstitzt. Wird eine B-Zellen durch die beiden Signale aktiviert, wandelt
sie sich in eine Antikorper-sezernierende Plasmazelle um, die ihre Spezifitat
beibehalt, so dass jede Plasmazellen nur Antikdrper einer Spezifitdt produziert.
Durch das ,Class-Switching* kann die B-Zelle ausserdem unterschiedliche Subtypen
von Immunglobulinen produzieren. Die B-Zell-vermittelte Immunantwort spielt
besonders bei der Bekampfung von extrazellularen Pathogenen eine Rolle.
T-Lymphzyten hingegen sind die Hauptdarsteller in der Zell-vermittelten spezifischen
Immunantwort und Uben ihre ,Selbst - Fremd* Kontrollfunktion Uber direkten Zell-Zell-
Kontakt aus. Auch sie entstehen aus hamatopoetischen Zellen im Knochenmark,
reifen aber erst nach Einwanderung in den Thymus vollstandig zu naiven T-Zellen
heran. Neben den bereits beschriebenen T-Helfer-Zellen (Ty: oder Typ) sind es
besonders die zytotoxischen T-Zellen (CTLs), die den Organismus standig auf und
ab patrouillieren, um potentiell bedrohliche Veranderungen zu entdecken. Mit Hilfe
des T-Zell-Rezeptors (TCR) scannen T-Zellen die MHC-Molekile von allen ihnen
zuganglichen Zellen auf ihre Peptid-Beladung ab, um Peptide pathogenen Ursprungs
oder krankhafter Veranderung sofort zu erkennen. Eine Antigenerkennung fuhrt auch
hier zu einer sofortigen klonalen Expansion der entsprechenden T-Zelle, die durch
Ausschuittung von Granzym B und/ oder Perforin oder Fas/ Fas-Ligand vermittelter
Interaktion die Lyse der Zielzellen bzw. das Apoptoseprogramm der Wirtszelle
einleiten kann. Wie bei B-Zellen sind auch bei T-Zellen zwei Signale zwingend
notwendig, um zu einer vollstandigen Aktivierung zu fuhren: Einerseits die Erkennung
von Antigen mit dem spezifischen Antigenrezeptor im Kontext des jeweiligen MHC-
Typs und andererseits die parallele Stimulation der T-Zelle durch ein
kostimulatorisches Signal, welches nur durch eine professionell-
antigenprasentierenden Zelle (pAPC) vermittelt werden kann. Diese Rolle wird
besonders effektiv von Dendritischen Zellen Gbernommen. Die T-Zell-vermittelte
Immunitat spielt besonders bei intrazellularen Pathogenen wie Viren und intrazellulér-
lebenden Bakterien eine Rolle, die sich aufgrund ihres bevorzugten Aufenthaltsortes
der Antikorper-vermittelten Abwehr entziehen.

Beide aufgeflihrten Pfeiler der adaptiven Immunantwort sind neben ihren
Effektoreigenschaften in der Lage, ein so genanntes immunologisches Gedéachtnis
auszubilden, welches bei Konfrontation des Organismus mit demselben Pathogen
eine sehr viel schnellere und effektivere Reaktion ermoglicht. So gibt es sowohl

Gedéachtnis B-Zellen als auch Gedéachtnis T-Zellen, die viele Jahre nach dem Ende
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einer spezifischen Immunantwort im Kérper verbleiben und den Organismus so Uber

einen langen Zeitraum hinweg schitzen kénnen.

1.4 Aufbau und Funktion der Histokompatibilitats-Molektile (MHC)

Die Konversion von exogenen und endogenen Proteinen in immunogene Peptide,
die von T-Lymphozyten erkannt werden konnen, beinhaltet eine Serie von
proteolytischen und anderen enzymatischen Schritten, an deren Ende die
Prasentation der antigenen Peptidfragmente auf membranstandigen Glycoproteinen
steht. Da die Funktion dieser fur die adaptive Immunantwort unerlasslichen
Zelloberflachenproteine  in  ihren  Anfangen  durch  Beobachtungen bei
Gewebetransplantationen im Tiermodell Maus geklart werden konnte, werden sie
historisch als ,Major Histocompatibility Complex* (MHC) Molekile bezeichnet. Die
experimentelle  Beobachtung, dass der Ausgang von Tumorgewebe-
Transplantationen im Sinne von Akzeptanz oder Abstossung ganz entscheidend an
die genetischen Hintergriinde von Spender und Empfanger gekoppelt ist (Little 1914,
Gorer 1937), markierte den Beginn der Suche nach den molekularen Grundlagen
dieser Zusammenhénge. Mit Inzuchtstammen und kongenen Ma&usen konnte der
genetische Locus schliesslich eingegrenzt werden und offenbarte im humanen MHC-
System HLA (,Human Leukocyte Antigens”) einen erstaunlichen allelischen
Polymorphismus, der bis heute alle anderen untersuchten Genloci an Diversitat
Ubertrifft. Die humanen HLA-Loci liegen dabei auf Chromosom 6, wahrend sich die
H-2 Loci der Maus auf Chromosom 17 befinden. Der endglltige experimentelle
Befund der Notwendigkeit der MHC-Region fiir die Erkennung von (Virus)-infizierten
Zellen durch zytotoxische T-Zellen und vor allem der Restriktion der zytotoxischen T-
Zellen durch die MHC-Genprodukte erbrachten Zinkernagel und Doherty
(Zinkernagel and Doherty 1974), die fur ihre bahnbrechenden Studien 1996 mit dem
Nobelpreis ausgezeichnet wurden.

Bei dem MHC-Komplex handelt es sich um eine DNA-Sequenz, die ca. 5 - 8 * 10°
Basenpaare umfasst und im humanen System ca. 200 Gene beinhaltet. Viele dieser
. mmune-Response” Gene kodieren Proteine, die fur eine konstruktive Immunantwort
unerlasslich sind. So liegen in diesem Genbereich beispielsweise die genetischen
Bauanleitungen fur die a-Ketten der MHC-Klasse | Molekile, die Gene der a- und §-
Ketten der MHC-Klasse Il Molekile, die TAP-1 und -2 Gene, die LMP2 und -7 Gene,

-11 -
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um nur die prominentesten unter den vielen wichtigen zu nennen. Die MHC-Molekiile
sind durch Disulfidbricken verbundene, membranstandige, glykosylierte
Heterodimere, wobei sich Klasse | und Il Molekule im Aufbau leicht unterscheiden.
MHC-Klasse | Molekile bestehen aus einer die Membran durchquerenden a-Kette
(43 kDa), deren drei Domanen umfassender extrazellularer Teil mit dem
ausschliesslich extrazellularen p,-Mikroglobulin  (B2M, 12 kDa) nichtkovalent
assoziiert ist. Sie sind auf allen kernhaltigen Zellen zu finden und werden von CD8
positiven T-Zellen erkannt. Im Gegensatz hierzu bestehen Klasse Il Molekiile aus je
einer die Membran durchquerenden a- und B-Kette (34 kDa und 29 kDa), die beide
zwei extrazellulare Domanen aufweisen und ebenfalls nichtkovalent verknipft sind.
Sie sind nur im Thymusstroma und auf antigenprasentierenden Zellen nachzuweisen
und werden von CD4 positiven T-Zellen erkannt. Das entscheidende
Charakteristikum beider MHC-Molekile ist jedoch die raumliche Gestaltung der
extrazellularen Domanen, die in beiden Fallen eine Bindung von antigenen Peptiden
ermdglicht, sich aber wiederum im Detail unterscheidet. MHC-Klasse | Molekile
bilden mit der a1 und a2 Doméne eine plastische Struktur, die im Aufblick als eine
von zwei a-Helices seitlich begrenzte und auf einem antiparallelen p-Faltblatt
liegende Grube erscheint, die seitlich begrenzt ist. Diese Struktur stellt die
Bindungsfurche fur die Peptidantigene dar, die in gestreckter Konformation mit einer
durchschnittlichen Lange von 8 - 10 Aminosauren Uber MHC-Allel-spezifische
Ankerpositionen gebunden werden kénnen (Falk et al. 1991;Madden et al. 1992).
Ahnlich ist die Struktur der Klasse Il Bindungstasche, die jedoch aus den Doménen
ol und B1 aufgebaut ist. Der Hauptunterschied zwischen beiden Molekilen besteht
darin, dass die zwar seitlich ebenso begrenzte Furche der Klasse Il Molektle an den
Seiten offen ist und so viel langere Peptidfragmente aufnehmen kann (12 — 25
Aminosaurereste) (Brown et al. 1993;Stern et al. 1994). Die Amino- und
Carboxytermini und Seitenketten der Peptide beider MHC-Molekile binden utber
bestimmte Ankerpositionen oder Bindungsmotive die von taschenartigen
Ausbuchtungen der Grube bestimmt werden (und im Ubrigen fur Klasse | Molekule
viel feiner definiert sind), via Wasserstoffbriickenbindung und hydrophobe
Wechselwirkungen an Aminosaurereste der Grube. Die verschiedenen MHC-Allel
Produkte bestimmen somit das von ihnen gebundene Spektrum an Peptiden (Falk et
al. 1991;Rotzschke et al. 1991); ein Phanomen, was mittlerweile sogar fir die
biotechnologisch-immunologische Forschung in der Krebsbekdmpfung ausgenitzt

-12 -
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wird (www.immatics.de). Der erwahnte allelische Polymorphismus der MHC Molekile
spiegelt sich dabei im Wesentlichen in der der raumlichen Struktur der Peptidgrube
wieder, da hier der Austausch lediglich einer Aminosaure die Oberflachen- und
Taschenstruktur und somit die Natur der akzeptierten Peptidliganden stark
beeinflussen kann. Durchschnittlich exprimiert ein Mensch 6 verschiedene MHC-

Klasse | und 8 verschiedene MHC-Klasse || Molekdle.

1.5 Antigenerkennung durch T-Lymphozyten

Die bereits erwahnten T-Zell-Patrouillen detektieren die MHC-Klasse | oder 1l/ Peptid-
Komplexe mit Hilfe ihres T-Zell-Rezeptors (TCR), wobei die T-Lymphozyten sich in
der Expression ihrer CD4 oder CD8 Korezeptoren unterscheiden und CD8 positive T-
Zellen Peptide auf MHC-Klasse | und CD4 positive T-Zellen Peptide auf MHC-Klasse
[l Molekilen erkennen. Die TCR sind membranstandige, glycolsylierte Heterodimere,
die aus a- und B-Ketten aufgebaut sind (auf die Ausnahme der y3-T-Zellen soll hier
nicht weiter eingegangen werden). Sie haben strukturelle Ahnlichkeit mit den
Immunglobulinen, da der den MHC-Peptid-Komplex erkennende aminoterminale Teil
des TCR ebenfalls durch somatische Rekombination mehrerer genetischer Elemente
(V-, D- und J-Regionen) variiert wird. Hochgerechnet liegt die Zahl der potentiell
moglichen unterschiedlichen TCR-Spezifititen bei etwa 104, wobei wie bei den
Immunglobulinen auch pro T-Zelle nur ein einzigartiger, spezifischer TCR vorliegt.
Die hohe Sequenzvariabilitat wahrend der T-Zell-Reifung betrifft lediglich die
~.complementary Determining Regions" oder CD-Regionen 1, 2 und 3, welche in den
membrandistalen Bereichen der o- und pB-Ketten raumlich beieinander liegen und fur
die Bindung des TCR an die MHC-Peptid-Komplexe verantwortlich sind. Die Bindung
von TCR and MHC-Molekule erfordert daneben noch die Ko-Rezeptormolekile CD4
auf T-Helferzellen und CD8 auf zytotoxischen T-Zellen: CD4 bindet hierbei an
nichtvariable Abschnitte des MHC-Klasse Il Molekils, wahrend CD8 an konservierte
MHC-Klasse | Motive bindet; beide Korezeptoren erhdhen die Sensitivitat der

Antigenerkennung im Kontext mit MHC um das den Faktor 100.
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1.6 Antigenprozessierung und —prasentation fir MHC-Klasse |

Die auf MHC-Klasse | Molekilen préasentierten Peptide sind hauptsachlich
zytosolischen Ursprungs und stammen von intrazellularen Proteinen. Ohne Rulcksicht
auf ihre Herkunft (endogen, mutiert, viral) werden intrazellulare Proteine durch
zytosolische Proteasen kontinuierlich degradiert, wobei das Proteasom als
dominanteste Endopeptidase im Zytosol den grossten Anteil an der Proteolyse und
somit den gréssten Einfluss auf sie hat (Kloetzel 2004). Als Substrate kommen nicht
mehr bendétigte oder bereits direkt nach der Synthese falsch gefaltete Proteine
(,Defective Ribosomal Products”, DRIiP’s) in Frage, die durch Polyubiquitinylierung
durch das Ubiquitinsystem fir den Abbau quasi markiert werden (Schubert et al.
2000;Yewdell 2002;Yewdell et al. 2001). Wurde das Auftreten der ,DRiP’s" zunachst
nur phanomenologisch beschrieben aber immunologisch nur unzureichend
begrindet, konnten Herter et. al (Herter et al. 2005) mit der Untersuchung von DALIS
(,Dendritic Cell Aggresome-Like Induced Structures®) (Lelouard et al. 2002;Lelouard
et al. 2004) in Dendritischen Zellen einen konkreten Hinweis fir den Funktion dieser
Strukturen liefern. Sie koénnen in professionellen APCs anscheinend die
Prozessierung und Présentation von Antigen solange zurtckhalten, bis die fur eine
effektive T Zell Aktivierung noétigen kostimulatorischen Signale ebenfalls voll
ausgepragt sind. Ist die Maschinerie der Kostimulation angelaufen, werden die
Polyubiquitinsubstrate der DALIS durch das 20S Proteasom abgebaut und die
Fragmente auf der Zelloberflache prasentiert.

1.7 Das 20S Proteasom und der Einfluss von IFN-y

Das 20S Proteasom als proteolytische Hauptaktivitat im Zytosol setzt sich aus vier
Ringen a sieben Untereinheiten zusammen . Die vier Ringe liegen Ubereinander und
bilden eine fassférmige Struktur mit a-p-B-a. Ringabfolge aus (Groll et al. 1997). Nur
drei der B-Untereinheiten (Bi1, B2, PBs, um nur eine Nomenklatur zu verwenden)
weisen, nach innen liegend, proteolytische Aktivitat auf, so dass im 20S Proteasom
insgesamt 2 x 3 aktive Zentren vorliegen, die als Chymotrypsin-ahnlich (Schnitt C-
terminal nach grossen, hydrophoben Aminosauren), Trypsin-ahnlich (Schnitt C-
terminal nach basischen Aminoséuren) und Kaspase-ahnlich (Schnitt C-terminal

nach sauren Aminosauren) beschrieben werden. Die Anzahl der verfligbaren f-
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Untereinheiten wird jedoch durch die Interferon-y induzierbaren Untereinheiten LMP2
(Glynne et al. 1991), LMP7 (Kelly et al. 1991) und MECL-1 (Nandi et al. 1996)
erganzt, welche B1, B2 und Bs ersetzen kénnen und ebenfalls innerhalb des MHC-
Genlokus kodiert werden. Alle proteolytisch aktiven Untereinheiten entstehen in der
Biosynthese zunéachst als inaktive Propeptide, deren N-terminalen Prosequenzen im
Laufe der Proteasom-Synthese abgespalten werden (Chen and Hochstrasser 1996).
Im Gegensatz zum konstitutiv vorliegenden ,Standardproteasom” bei wird das
Proteasom nach dem durch IFN-y induzierbaren Austausch der konstitutiven
Untereinheiten und Ersatz durch LMP2, LMP7 und MECL-1 als ,Immunoproteasom*
bezeichnet (Boes et al. 1994;Monaco and McDevitt 1986). Der Einbau der ,Immuno*-
Untereinheiten erfolgt dabei hierarchisch: MECL-1 kann nur eingebaut werden, wenn
LMP2 ebenfalls in die Biosynthese einbezogen wird; LMP2 wiederum ist vom
Vorhandensein von LMP7 abhangig . Die entsprechenden Knock-Out Tiere (Fehling
et al. 1994;Van Kaer et al. 1994) liefern aber zumindest keinen eindeutigen Phanotyp
und zeigen eher Epitop-spezifische Abweichungen von der Wild-Typ Kontrollen (s.u.,
Schnittpraferenz). Mit Modellpeptiden und —proteinen, die mit chromatografisch aus
Zelllinien aufgereinigten konstitutiven- und Immuno-Proteasomen in vitro verdaut
wurden, konnte nach Analyse und Vergleich der Abbauprodukte ein Klarer
Unterschied beziglich der Schnittspezifitdt beider Proteasomen-Spezies festgestellt
werden (Morel et al. 2000b;Toes et al. 2001b). Das Immunoproteasom scheint
bevorzugt Peptide mit hydrophoben und basischen C-Termini zu produzieren (Tenzer
et al. 2004b), welche tendenziell eine héhere Affinitat fir die meisten MHC-Klasse |
Molekile besitzen (Niedermann et al. 1997) und auch von TAP bevorzugt ins ER
transportiert werden. Schnitte nach sauren Aminosduren werden durch das
Immunoproteasom anscheinend vermindert gesetzt. Es gibt aber zudem zahlreiche
Publikationen, die je nach untersuchtem Antigen auf eine absolute Notwendigkeit der
jeweils einen oder anderen Proteasomen-Spezies fur die Generation des korrekten
C-Terminus eines bestimmten Peptid-Epitops hindeuten, bzw. die die eine oder
andere Proteasomen-Spezies gar fur die Zerstérung eines Epitops verantwortlich
machen (Cerundolo et al. 1995;Morel et al. 2000a;Sibille et al. 1995;Van den Eynde
and Morel 2001;van Hall et al. 2000). Es lasst zum jetzigen Zeitpunkt also nicht
dogmatisch oder abschliessend feststellen, dass Immunoproteasomen im Vergleich
zu konstitutiven Proteasomen generell die ,besseren* Peptide herstellen (,besser* im

Sinne von besser geeignet, um auf Klasse | Molekilen préasentiert zu werden). Nur
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kurz erwahnt sei, dass es neben dem Proteasom noch zahlreiche weitere
intrazellulare Proteasen gibt, die eventuelle Epitopvorlaufer, deren korrekten C-
Terminus das Proteasom produziert hat, dann N-terminal weiter prozessieren.
Besonders hervorzuheben ist hier die Tripeptidypeptidase Il (TPPII) (Levy et al.
2002;Reits et al. 2004;Seifert et al. 2003), die mit der Herstellung einiger Peptid-
Antigene in Verbindung gebracht wird. Neben TPPII gibt es noch die Bleomycin-
Hydrolase (BH) (Stoltze et al. 2000), die Leucin-Aminopeptidase (LAP) (Beninga et
al. 1998) oder die Puromycin-sensitive Aminopeptidase (PSA) (Stoltze et al. 2000).
Auch im ER kdnnen verlangerte Peptid-Liganden weiter getrimmt werden (Saric et al.
2002;York et al. 2002).

1.8 Der Proteasom Aktivator PA28 und der 19S Regulator

Neben dem Austausch der proteolytischen Zentren im Kern des 20S Proteasoms
wird dessen Aktivitdt zudem noch durch Interaktionspartner des Proteasoms
beeinflusst. Der Regulator PA28 ist ein ATP-unabhangiger Aktivator des 20S
Proteasoms, der sich aus je drei a- und B-Untereinheiten heterohexamerisch
zusammensetzt und ebenfalls eine ringahnliche Struktur ausbildet (Dubiel et al.
1992;Kuehn and Dahlmann 1996). Die Expression der a- und p-Untereinheiten ist
ebenfalls durch Interferon-y induzierbar und suggeriert durch diese Abhangigkeit
zumindest die Einflussnahme bei der Generierung von T-Zell-Epitopen.
Experimentelle Daten hierzu liegen jedoch nicht in aussagekraftiger Menge vor.
Publiziert jedoch ist die Beobachtung, dass die Proteolyserate von flourogenen
Modellsubstraten durch die Bindung des PA28 Regulators and das 20S Proteasoms
erhoht wird und die dann generierten Fragmente durch koordinierte Doppelspaltung
entstehen kdonnen (Dick et al. 1996). Die Knock-Out Maus liefert auch hier keine
eindeutigen Befunde und lasst je nach untersuchtem Peptid auf eine forderliche oder
hinderliche Rolle schliessen. Ein weiterer Interaktionspartner des 20S Proteasoms ist
die so genannte ,19S cap“, der an ein oder beide Ende(n) des Kern-Partikels binden
kann und dann zur Bezeichnung ,26S“ Proteasom fuhrt (Glickman et al. 1998).
Dieser auch ,Regulatorischer Partikel* genannte Interaktionspartner ist im Komplex
mit dem 20S Proteasom fur die Erkennung von Polyubiquitin-Strukturen (Hershko
and Ciechanover 1998) und im Folgenden fur die ATP-abhangige Entfaltung der
Substrate (Jentsch and Schlenker 1995), deren Deubiquitinylierung und Einspeisung
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in den proteolytischen Zylinder zustandig (Chu-Ping et al. 1994;Hoffman et al.
1992;Udvardy 1993). Die herausragende Stellung des Proteasoms in der
Antigenprozessierung und —prasentation konnte vor allem auch durch
Inhibitorstudien mit Lactacystein manifestiert werden (Craiu et al. 1997;Rock et al.
1994), die eine eindeutige Korrelation zwischen proteasomaler Aktivitat und somit
Peptidgeneration und der Expression von MHC-Molekuilen auf der Zelloberflache, die

ohne Peptidliganden ausserst unstabil sind, aufzeigten.

1.9 Der TAP-Transporter

Nach der proteolytischen Zersetzung der Proteine durch das Proteasom muissen die
Peptidfragmente, um erstens der vollstandigen Zerstérung zu entgehen und zweitens
Uberhaupt auf MHC-Klasse | Moleklle beladen werden zu kdénnen, mit dem
Heterodimer ,Transporter Associated with Antigenprocessing“ (Click et al. 1992),
kurz TAP (TAP1l/ TAP2) ATP-abhangig (Neefjes et al. 1993) in das
Endoplasmatische Retikulum geschleust werden. Der Transport vom Proteasom zu
den ER-Membran-standigen TAP-Molekilen erfolgt wahrscheinlich mit Hilfe von
Shuttle-Molekilen, ,Chaperonen® (Suto and Srivastava 1995), da die
Peptidfragmente im Zytosol permanent der Gefahr von Exopeptidase-Aktivitat
ausgesetzt sind. In das ER transportiert erfolgt hier das eventuell notwendige finale
Trimmung des N-Terminus durch endoplasmatische Aminopeptidasen (ERAP-1,
ERAP-2) (Saric et al. 2002;Saveanu et al. 2005;York et al. 2002) und dann die
Beladung der Klasse | Molekule. TAP, welches ebenfalls im MHC-Lokus codiert
vorliegt, translociert ATP-abhangig praferentiell Peptide mit einer Lange von 8-13
Aminosauren in das ER (Momburg et al. 1994), ist jedoch auch in der Lage, langere
Polypeptide mit bis zu 40 Aminosaureresten (Koopmann et al. 1996) zu
transportieren. TAP zeigt wie die MHC-Molekule eine Vorliebe fur hydrophobe oder
basische C-Termini, die N-terminalen drei Aminosauren haben jedoch ebenfalls

einen Einfluss.
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1.10 Beladung der MHC-Klasse | Moleklle

Nach proteasomalem Abbau, ggf. Prozessierung durch Aminopeptidasen im Zytosol,
erfolgreichem Transport in das ER und eventuellem Trimming durch ERAP-1 und
ERAP-2 erfolgt dann die Beladung der MHC-Klasse | Molekule. Wie bereits erwahnt
sind MHC-Molekile ohne gebundenes Peptid sehr unstabil, weshalb die komplette
Biosynthese von MHC-Molekilen von Chaperonen unterstitzt wird. Ist die
Erbinformation fur den Aufbau eines MHC-Klasse | Molekuls translatiert, wird es in
das ER geschleust und assoziiert dort zunachst mit Calnexin. Nach Bindung von .M
wird Calnexin durch Calreticulin ausgetauscht und ein weiteres Hilfsmolekl,
Tapasin, ebenfalls im MHC-Lokus kodiert, bringt das noch leere und somit unstabile
MHC-Molekul in die Nahe des TAP-Transporters, wahrscheinlich um eine schnellere
oder effizientere Beladung mit Peptiden zu gewahrleisten. Eine weitere Funktion von
Tapasin scheint die Qualitatskontrolle der Peptidbeladung zu sein, da es schwach
gebundene Peptide gegen hoher affine Peptidliganden katalytisch austauschen kann
und somit die Stabilitat und Lebensdauer der MHC-Klasse | Molekule erhoht bzw.
verbessert. Das Protein ERp57 (Dick et al. 2002) ist in diesem Prozess anscheinend
fur die korrekte Ausbildung der Disulfidbricken innerhalb der Klasse | o-Kette
zustandig und interagiert zu diesem Ziel mit sowohl Calreticulin als auch Tapasin.
Hat ein Peptid an ein leeres MHC-Klasse | Molekil gebunden, dissoziiert der MHC-
Klasse | / Peptid-Komplex vom Beladungskomplex ab und verlasst das ER in
Richtung Golgi-Apparat, von wo er auf die Zelloberflache transportiert wird (Pamer
and Cresswell 1998). Gesunde Zellen ,prasentieren® den patrouillierenden
zytotoxischen T-Zellen also ausschliesslich ,Selbst-Peptide“, gegen die
immunologische Toleranz vorliegen sollte. Ist die Zelle jedoch infiziert oder mutiert,
werden z.B. auch viral Proteine oder stark Uberexprimierte Proteine von entarteten
Zellen den Weg in die MHC-Klasse | Beladungsmaschinerie finden und schliesslich
auf der Zelloberflache préasentiert. Dieser Kontrollmechanismus erlaubt dem
Immunsystem eine konstante Uberwachung des ganzen Organismus und sorgt
dafur, dass Pathogene schnell entdeckt und Gegenmassnahmen gestartet werden
konnen. Dass der gesamte Prozess der Antigenprasentation ein insgesamt sehr
ineffektiver Vorgang ist zeigt die zumindest theoretisch durchgerechnete
durchschnittliche Anzahl von 10000 Kopien eines Proteins, die fur die Prasentation
eines MHC-Klasse |/ Peptid-Komplexes nétig ist (Chen et al. 2001a;Yewdell 2001).
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Neben dem beschriebenen klassischen Weg der MHC-Klasse | Prasentation spielt
ein weiterer Mechanismus eine grosse Rolle, Uber den auch exogene Antigene in
den Klasse | Weg eingespeist werden konnen. Professionelle APCs wie
Makrophagen und DCs konnen Antigen phagozytieren oder Fc-Rezeptor-vermittelt
aufnehmen, prozessieren und Uber TAP ins ER bringen. Man nennt diesen Prozess
,Cross-Priming“ (Bevan 1976;Bevan 2006;Groothuis and Neefjes 2005;Heath and
Carbone 2001) und obwohl in der Literatur immer noch kein endgultiger Konsens
Uber das tatsachliche Auftreten von ,Cross-Priming” in vivo zustande gekommen ist,
wird diese Phanomen intensiv erforscht, um eventuell einen klinischen Nutzen aus

den Ergebnissen ziehen zu kénnen.

1.11 Antigenprozessierung und —prasentation fur MHC-Klasse Il

Die auf MHC-Klasse Il Molekilen prasentierten Peptide sind im Gegensatz zur
Klasse | Prasentation hauptsachlich exogenen Ursprungs und stammen von
extrazellularen Antigenen. Sie werden in der Regel endozytotisch aus dem
extrazellularen Raum aufgenommen und in den endosomal-lysosomalen Abbauweg
eingeschleust oder befinden sich bereits in intrazellularen Vesikeln, die ebenfalls mit
Lysosomen verschmelzen kdnnen. Durch zunehmende Ans&uerung der Endosomen
bzw. Verschmelzung der Phagosomen mit Lysosomen werden saure Proteasen, die
Cathepsine, aktiviert und kdnnen die Proteine in Peptide zerlegen (Chapman 2006).
Die wichtigsten Vertreter dieser Proteasen sind die Cathepsine S und L. Damit die
Peptidfragmente nun mit der Bindungsfurche von MHC-Klasse Il Molekile in Kontakt
kommen kdnnen, muissen die Epitope noch in physische Nahe der leeren, neu-
synthetisierten Klasse Il Molekile gebracht werden. Ahnlich den MHC-Klasse |
Molekilen werden auch die Klasse Il Heterodimere nach ihrer Translation in das ER
translociert, damit dort post-translationalen Modifikationen erfolgen kénnen. Da die
leeren Klasse Il Molekile im ER nicht einen der vielen Klasse | Liganden binden
sollen, ist die Peptidgrube des MHC-Klasse 1l Molekils durch die als Trimer
vorliegende so genannte invariante Kette ausgeflllt. Auch hier unterstitzt Calnexin
den Faltungsprozess und verlasst den Komplex erst, wenn das Klasse Il Molekll das
ER wieder verlasst. Die invariante Kette dirigiert das MHC-Klasse 1l Molekil zu den
Lysosomen bzw. Endosomen mit niedrigem pH-Wert. Nach Verschmelzung des

Vesikels, das Klasse Il mit der invarianten Kette enthalt und den endosomal/
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lysosomalen Vesikeln wird die invariante Kette von Cathepsin S bis auf ein lediglich
die Peptidgrube ausflillendes CLIP Fragment (,Class Il associated invariant chain
Peptid“) abgebaut. Um nun den Austausch von CLIP durch Peptide der proteolytisch
verdauten extrazellularen Antigene zu gewahrleisten, kommt ein weiteres Chaperon-
Molekdl, im humanen System HLA-DM genannt, zum Einsatz (Watts 2004). Es sorgt
einerseits fur die Dissoziation des CLIP Fragments und stabilisiert andererseits die
leeren Klasse Il Molekiile so lange bis sie ein Klasse Il Peptid erfolgreich und stabil
gebunden haben (Pieters 1997). Die fertigen MHC-Klasse Il / Peptid-Komplexe
werden an die Zelloberflache gebracht und kénnen dort T-Helfer Zellen tber den
Immunstatus der Zelle Auskunft geben. Dieser klassische Weg der Klasse Il Antigen
Prozessierung wird ergéanzt durch das kurzlich publizierte Phanomen der Autophagie.
Bei diesem Prozess gelangen intrazellulare Proteine durch Vesikelbildung in den
endosomal/ lysosomalen Abbauweg und kdénnen auf diese Weise das auf Klasse Il
prasentierte Spektrum von Peptiden stark erweitern (Dengjel et al. 2005). Da
Autophagie hauptséachlich bei Nahrstoffmangel auftritt, ware es mdoglich, dass das
vermehrte Einschleusen von intrazellularen Proteinen in den Klasse-lI-
Préasentationsweg eine verbesserte Kontrolle im Stressfall auch durch CD4 positive

T- Zellen erméglicht.

1.12 Aktivierung naiver T-Zellen

Da die TCR «a- und B-Ketten lediglich in der Membran verankert sind, aber nicht tber
zytoplasmatische Domanen zur Signaltransduktion ins Zellinnere verfligen, stehen
dem TCR zusatzlich CD3-Komplexe zur Seite, die diese Aufgabe Ubernehmen.
Kommt es zu einer Antigenerkennung durch den TCR/ CD4- oder TCR/ CD8-
Korezeptor-Komplex ist es von entscheidender Bedeutung fiir die Signaltransduktion
und Aktivierung der T-Zelle (das ,Priming“), dass gleichzeitig ein zweites,
kostimulatorisches Signal an die T-Zelle gegeben wird, welches im allgemeinen von
der professionellen APC kommt. CD28 auf der T-Zell-Oberflache ligiert hierbei z.B.
die kostimulatorischen Proteine CD80 und CD86 auf der Oberflache von APCs. Ohne
erfolgreiche Kostimulation fehlt der T-Zelle das notwendige zweite Signal nach der
Antigenerkennung und sie wird anergisch, d.h. ist nicht in der Lage, ihre
Effektorfunktionen auszutben. Ist die T-Zelle jedoch mit beiden Signalen versorgt,

kann ein Proliferations- und Differenzierungsprogramm gestartet werden, welches mit
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der autokrinen Produktion und Sekretion des T-Zell-Wachstumsfaktors Interleukin-2
und der Expression des hochaffinen IL-2-Rezeptors CD25 beginnt (Minami et al.
1993). Gleichzeitige Ligation des hochregulierten CD40L-Molekils auf der T-Zell-
Oberflache mit CD40 auf der APC fiihrt Gber die Stabilisierung der IL-2 mRNA in der
T-Zelle zu einer weiteren Verstarkung der positiven Ruckkopplung (Linsley et al.
1991;Linsley and Ledbetter 1993). Im Verlauf der rasch voranschreitenden klonalen
Expansion andert sich zudem die Expression weiterer Oberflachenmolekile auf der
T-Zelle. CD28 interagiert mit den kostimulatorischen Molekilen CD80 und CD86, z.B.
auf Dendritischen Zellen, parallel werden Zell-Zell-Adhasionsmolekiile wie CD44
hoch reguliert und komplettieren die Aktivierungsphase der T-Zellen. Andererseits
wird das ,CTL-activation-associated-protein 4, kurz CTLA-4, ebenfalls verstarkt
exprimiert und kann aufgrund seiner héheren Affinitat als CD28 zu CD80 und CD86
die Aktivierung der T-Zelle regulieren bzw. bremsen.

Wahrend zytotoxische CD8 positive T-Zellen nach ihrer Aktivierung gezielt
porenbildende Mediatoren wie Granzym B oder Perforin freisetzen (Peters et al.
1991) und Uber Fas-Ligand — Fas-Interaktion die Zielzelle in die Apoptose (Apasov et
al. 1993) drangen und dadurch virusinfizierte oder entartete Zellen abtdten kénnen
(daher ,zytotoxische* CD8 positive T-Zellen), unterteilt man die CD4 positiven T-
Zellen in die zwei Untergruppen Ty und Ty, die jeweils unterschiedliche Funktionen
haben. Die Hauptaufgabe der ,inflammatorischen” Ty;-Zellen ist die Aktivierung von
Makrophagen und CTLs indem sie CD40L hoch-regulieren und TNF-o und das stark
.immune-Response-Gene* aktivierende Interferon-y sezernieren. Die eigentlichen ,T-
Helferzellen” sind die Ty,-Zellen, die ebenfalls CD40L hoch-regulieren und B-Zellen
uber deren CD40 Molekile aktivieren kdnnen. Dies geschieht, wenn sie Antigen aus
demselben Pathogen erkennen, gegen das die B-Zelle Antikdrper bildet (,linked
recognition”). Typ-Zellen sezernieren dann vor allem TGF-B, IL-4, IL-6 oder IL-10.
Diese Mediatoren hemmen eine Ty;-polarisierte Antwort und regen (im Fall von IL-4)
nach extensiver B-Zell-Proliferation den Antikorper-Klassenwechsel von IgM nach
IgG und IgA/ IgE an. Beiden T-Zell-Typen gemein ist die Produktion einer grossen
Bandbreite verschiedenster anderer Zytokine, deren Auswirkungen systemischer
Natur sind und die Aktivierung von weiteren Zellen des Immunsystems vorantreiben

und fordern.
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1.13 Regulatorische T-Zellen

Neben den erwahnten ,klassischen* CD4-positiven T-Helferzellen kennt man seit
langem CD4-positive T-Zellen, die konstitutiv die o-Kette des IL-2 Rezeptors
exprimieren. Diese T-Zellen werden als regulatorische T-Zellen (Tigs) bezeichnet
und kénnen Immunantworten bremsen, beenden oder gar nicht erst zulassen. Die
Hauptfunktion dieses T-Zell-Typs liegt vermutlich in der Erhaltung der Selbst-
Toleranz, da die Diversitat der Antigenrezeptoren, die sich das Immunsystem
Jleistet’, immer auch einen Angriff gegen ,Selbst* und damit Autoimmunitét zur Folge
haben kann. Die Vermutung, dass ein wohl kontrolliertes Regulationssystem
bestehen muss, um Autoimmunitdt zu verhindern und so etwas wie Toleranz zu
gewahrleisten, hatte bereits Paul Ehrlich vor fast 100 Jahren erkannt und postuliert
(Ehrlich 1910). Die Idee von einer spezialisierten Zellpopulation von ,Suppressor-T-
Zellen®, die sowohl normale Immunreaktionen beenden als auch Autoimmunitat
verhindern kann wurde dann 1971 von Gershon vorgeschlagen (Gershon and Kondo
1971). Ende der 80’er stellten sich jedoch friihe Schliisselexperimente als nicht
akkurat durchgefuhrt heraus (Moller 1988) und das Feld der Suppressor-T-Zell-
Biologie wurde lange Zeit diskreditiert. Die Verdoffentlichungen von Sakaguchi 1995
und im folgenden auch von Shevach (Sakaguchi et al. 1995;Thornton and Shevach
1998) hauchten dem totgesagten Forschungsgebiet schliesslich wieder neues Leben
ein und so wurden Kkonstitutiv CD25-exprimierende CDA4-positive T-Zellen als
diejenige Zellpopulation identifiziert, die dominante Toleranz vermitteln kann. Die
Identifikation von CD25 als ein Oberflachenmarker, der fir die magnetische
Anreicherung verwendbar ist sowie die Etablierung von in vitro Suppressions-
Versuchen (Read et al. 1998;Takahashi et al. 1998) erlaubte eine genauere
Charakterisierung der T-Zell-vermittelten Toleranz, auch wenn CD25 als primarer
Marker der Zellanreicherung nattrlich nicht ideal ist, da es ja auch auf allen frisch
aktivierten T-Zellen exprimiert wird. Nach TCR Ligation in vitro sind regulatorische T-
Zellen nicht in der Lage, zu proliferieren oder IL-2 zu produzieren. Sie sind dann aber
sehr wohl in der Lage, die Proliferation von T-Zellen und die Zytokin-Produktion von
Effektor T-Zellen zu hemmen. In vivo verhalten sich die regulatorischen T-Zellen
jedoch nicht ganz so dogmatisch anergisch und zeigen nach adoptivem Transfer die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung, da schon kleinste Mengen transferierter Zellen

ausreichen, um lang anhaltende Autoimmunitat zu sichern. Die Bezeichnung
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.-anergisch” ist daher irrefihrend, weil sie nicht das gesamte, also auch in vivo
Verhalten dieser T-Zell-Population beschreibt (Fontenot and Rudensky 2005).
Obwonhl auf diesem Gebiet in den letzten Jahren sehr viel geforscht und veroéffentlicht
wurde, ist der genaue Mechanismus, mit der regulatorische T-Zellen die Suppression
ausuben, nicht bekannt (von Boehmer 2005). Die in vitro Hemmung ist zwar Kontakt-
abhéangig aber unabhangig von der Blockierung von TGF-$ oder IL-10, obwohl beide
Molekdle in verschiedenen in vivo Modellen als notwendig beschrieben worden sind.
CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Antigen 4) wurde ebenfalls in die
Diskussion gebracht, schied aber ebenso wie die bereits genannten Molekile aus,
da isolierte CD4+CD25+ T-Zellen aus CTLA-4 Knock-Out Méausen, wie auch aus
TGF-B- und IL-10- Knock-Out Mausen in vitro noch immer supprimierende
Eigenschaften aufweisen (Asseman et al. 1999;Green et al. 2003;Piccirillo et al.
2002;Shevach 2002;Tang et al. 2004). Ausserdem wurde von verschiedenen
Gruppen publiziert, dass die regulatorischen T-Zellen den T-Zell-Wachstumsfaktor IL-
2 ,aufsaugen“ und somit den T-Zellen, die es fur ihre Proliferation bendtigen,
entziehen (Klein et al. 2003). Daher war es nicht verwunderlich, dass grosse Mengen
an exogen bereitgestelltem IL-2 den Effekt der Suppression durch regulatorische T-
Zellen wieder umkehren konnten. Neuere Studien diesbezlglich stellten wiederum
fest, dass regulatorische T-Zellen die IL-2 mRNA Induktion in Zielzellen selbst dann
noch hemmen konnen, wenn grosse Mengen an IL-2 zur Verfligung stehen
(Thornton et al. 2004). Wahrscheinlich ist also, dass in der Tat eine Vielzahl von
Mechanismen fir eine Suppression verantwortlich ist und diese von Modell zu Modell
variieren konnen. Was sind aber auf der anderen Seite die Mechanismen, die mit
einer Suppression durch regulatorische T-Zellen interferieren kdnnen? Diese Frage
wurde sehr elegant in einer Studie von Pasare und Medzithov angegangen, die 2003
in Science publiziert worden ist (Pasare and Medzhitov 2003). Sie konnten zeigen,
dass TLR-stimulierte APCs (via CpG oder LPS), die zu in vitro Suppressionskulturen
gegeben werden, die Suppression durch regulatorische T-Zellen praktisch aufheben
konnen. Weiterhin waren sogar Uberstande der TLR-stimulierten APCs in der Lage,
diesen Effekt zu bewirken, was eindeutig auf einen loslichen Bestandteil hinweist,
den die APC sezernieren kann, wenn sie Uber TLRs stimuliert wird. Als essentieller
aber nicht einziger Mediator des mit der Suppression-interferierenden APC-
Uberstandes konnte IL-6 identifiziert werden, das wahrscheinlich mit einem noch

unbekannten Faktor synergistisch einer Suppression entgegenwirkt. Die Tatsache,
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dass einige Immunreaktionen in IL-6 Knock-Out Mausen anscheinend schwacher
ausfallen als in Wild-Typ Kontrolltieren unterstreicht die mogliche Rolle von IL-6 in
diesem Zusammenhang. Mit diversen Knock-Out M&ausen bzw. neutralisierenden
Antikdrpern konnte in derselben Veroéffentlichung eine Reihe von potentiell in Frage
kommenden Kandidaten ausgeschlossen werden: So ist der Faktor ,X*“ weder IL-2,
IL-12, IL-15, TNF-q, IL-7, GITR, noch IL-1 oder IL-18. Auch samtliche Chemokine
wurden durch die Verwendung von Pertussis Toxin ausgeschlossen, da es die
benefiziellen Eigenschaften von LPS-stimulierten DC Uberstand nicht beeintrachtigt
hat und alle Chemokin-Rezeptoren ihre Signale tber G-Proteine in das Zellinnere

leiten, die wiederum von Pertussis Toxin gehemmt werden.

1.14 Positive und Negative Selektion im Thymus

Um die Aktivierung von potentiell autoreaktiven T-Zellen und somit schédliche
Autoimmunitat zu verhindern, hat das Immunsystem mindestens drei verschiedene
Mechanismen entwickelt, um die Selbst-Toleranz zu gewéhrleisten. Die zwei in der
Peripherie auftretenden Mechanismen der strikten Kopplung der T-Zell-Aktivierung
an Kostimulation bzw. der Regulierung von Immunantworten durch regulatorische T-
Zellen sind in den vorherigen Abschnitten bereits kurz benannt worden. Der
wichtigste Mechanismus jedoch wird als ,Zentrale Toleranz* bezeichnet und
gewahrleistet, dass sich entwickelnde Lymphozyten, die mit hoher Affinitat Selbst-
Antigene erkennen, in den zentralen lymphoiden Organen klonal deletiert werden. Im
Knochenmark und in der Milz werden unreife B-Zellen, die an membrangebundenen
Selbst-Antigene binden, entfernt. Diejenigen, die mit l6slichem Selbst-Antigen in
Kontakt kommen und daran binden, werden anergisch, bleiben von den Follikeln in
Milz und Lymphknoten ausgeschlossen und werden ebenfalls in den apoptotischen
Zelltod gedrangt.

T-Zellen stammen von hematopoetischen Vorlaufern ab, die fur ihre Entwicklung zu
naiven T-Zellen Signale von verschiedenen, nicht-hamatopoetischen Thymus-
Epithelien (,TEC’s", Thymic Epithelial Cells) und mesenchymalen Fibroblasten
bendtigen. Da diese Zellen innerhalb des Thymus anatomisch getrennt vorliegen,
erfordert dies eine kontinuierliche Wanderung der T-Vorlauferzellen zwischen diesen
Mikro-Umgebungen, um alle Differenzierungssignale empfangen zu konnen. Die

Differenzierung beinhaltet die zeitlich koordinierte Expression von membransténdigen
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Oberflachenproteinen (CD4, CD8, CD44 und CD25, um die wichtigsten zu nennen)
auf den jungen Thymozyten. Nach dem Eintritt in den Thymus Uber die Cortico-
Medullare Grenzregion sind die Vorlaufer doppelt-negativ fir sowohl das CD4 als
auch das CD8 Molekul (,DN“, double-negative). Nacheinander werden dann die
Stadien ,DN1* (CD44'/ CD25) und ,DN2“ (CD44'/ CD25") und ,DN3* (CD44/
CD25") durchlaufen. An diesem Punkt findet die Umlagerung der TCR y-, §-, und B-
Ketten statt. Die unterschiedlichen y/6 und o/f T-Zell-Linien trennen sich
wahrscheinlich an diesem Punkt. Obwohl die genauen Erfordernisse flir das jeweilige
.lineage-commitment* nicht bekannt sind, besteht weitestgehend Klarheit dartber,
dass die Signaltransduktion nach konstruktiver Umlagerung fiir das Uberleben und
die weitere Entwicklung bendtigt wird. Im Fall der o/p T-Zellen ist hierfir ein Komplex
aus CD3, dem TCRp und der invarianten pre-TCRa-Kette erforderlich. Liegt dieser
Komplex vor, fuhrt dies zu einer Expansion, anschliessender Expression der CD4-
und CD8 Ko-Rezeptoren und im Folgenden zur Umlagerung des TCRa-Lokus. In
diesem Stadium wandern die nun doppelt-positiven (,DP“, double-positive)
Thymozyten wieder in den Kortex und es ist die Spezifitit des konstruktiv
umgelagerten o/p TCR, die Uber das weitere Schicksal der T-Zellen entscheidet. Im
Kortex werden CD4" CD8" doppelt-positive T-Zellen (,DP*) zunachst daraufhin
selektioniert, dass sie nach produktiver somatischer Rekombination ihres TCRs die
Organismus-eigenen MHC-Molekile erkennen. Dieser Prozess wird als positive
Selektion bezeichnet. Erkennen T-Zellen die eigenen MHC-Molekile nicht, sterben
sie durch ,Vernachlassigung® (,Death by Neglect). In einem zweiten
Auswahlprozess, der in der kortiko-medullaren Grenzregion stattfindet (vermittelt
durch das Medulla-Epithelium), werden dann all diejenigen T-Zellen durch Apoptose-
Signale deletiert, die zu stark an Selbst-MHC/ Selbst-Peptid-Komplexe binden und
somit potentiell autoreaktiv sind. Man spricht hier von negativer Selektion.
Wahrscheinlich  kontrolliert der Transkriptionsfaktor AIRE (Anderson et al.
2005;Derbinski et al. 2005) die ektopische Expression von Genen im Thymus, die
normalerweise nur in der Peripherie exprimiert werden und dort spezifische
Funktionen haben. Auf diese Art und Weise scheint gewdahrleistet, dass die T-Zell-
Vorlaufer noch wahrend ihres Selektionsprozesses mit mdglichst vielen Selbst-
Peptiden in Kontakt treten kdonnen, auf die sie auch in der Peripherie stossen
werden. Die wenigen T-Zellen, die positiv selektioniert wurden und die negative
Selektion Uberstanden haben (etwa 5 %), regulieren die Expression eines ihrer
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Korezeptoren herunter, verlassen den Thymus und wandern als naive, CD4" oder
CD8" T-Zellen in die Peripherie aus. Die meisten bzw. aussagekraftigsten
Untersuchungen zur Entwicklung von T-Zellen liefern Mausmodelle, in denen Uber
genetische Manipulationen die Entwicklung nur eines TCRs mdglich ist. Man
bezeichnet diese Tiere als ,TCR-transgen“. Es gibt in der Literatur viele Theorien,
welche Eigenschaften ein Selbst-Peptid aufweisen muss, um positiv selektionierend
zu wirken: stimulierende Peptide in sehr niedriger Konzentration wurden
vorgeschlagen aber wieder verworfen (Ashton-Rickardt et al. 1994;Cook et al.
1997;Kraj et al. 2001); Peptide, die reife T-Zellen antagonisieren wurden von einigen
Gruppen in ,FTOCs" (Fetal Thymic Organ Cultures) als positiv selektionierend
beschrieben (Hogquist et al. 1994a;Jameson et al. 1994;Smyth et al. 1998), wéahrend
andere diese Befunde in ihren Systemen nicht nachweisen konnten (Basu et al.
1998;Williams et al. 1996); so genannte ,Altered Peptide Ligands”, APLs, wurden
diskutiert (und auch Uber den Einsatz solch modifizierter Peptid-Liganden fir die in
vivo Modulation des TCR Repertoires spekuliert) (Fridkis-Hareli and Reinherz 2004);
einige wenige Publikationen beschrieben MHC-Peptid-Komplexe, die mit dem
antigenen Peptid keinerlei Sequenz- oder Struktur-Ahnlichkeiten hatten (Ignatowicz
et al. 1997;Nakano et al. 1997;Pawlowski et al. 1996). Wahrscheinlich aber ist, dass
die Selbst-Peptide zumindest an den Positionen, an denen sie mit dem TCR
interagieren, gewisse Motiv-Konservierungen, z.B. bezuglich der Ladung der
jeweiligen Aminosaure, aufweisen (Santori et al. 2002). Das grosse Problem all
dieser Studien ist jedoch, dass sie mehrheitlich in vitro durchgefihrt wurden und
somit die reale Situation in vivo wohlméglich nicht widerspiegeln. Welche Selbst-
Peptide fur welchen TCR in vivo tatsachlich positiv selektionierend wirken, ist daher
lediglich fur einige wenige sehr gut untersuchte T-Zell-transgene Mause publiziert
(Hogquist et al. 1997;Santori et al. 2002;Sasada et al. 2001).

1.15 Reifung und Aktivierung von Dendritischen Zellen

Dendritische Zellen sind gewissermassen die ,creme de la creme” der
professionellen APCs und bilden das Bindeglied zwischen angeborener und
adaptiver Immunantwort. lhren Namen verdanken sie ihren charakteristischen
Zellfortsatzen, die an Verastelungen von Baumen erinnern (,dendron“, griech. far

Baum) und sowohl der effizienten Antigenaufnahme als auch der Interaktion mit T-
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Zellen dienen. Sie wurden zuerst von Steinman und Cohn 1973 in den Milzen von
Mausen beschrieben (Steinman and Cohn 1973). Man unterscheidet die drei grossen
Populationen der myeloiden und der plasmazytoiden Dendritischen Zellen sowie der
Langerhanszellen, die aber alle wiederum, abhéngig von weiteren
Oberflachenmarkern, in Subpopulationen unterteilt werden kénnen. Die Vorlaufer von
dendritischen Zellen entstammen dem Knochenmark, wo sie aus pluripotenten CD34
positiven h&matopoetischen Stammzellen hervorgehen und, noch unreif, Gber die
Blutbahn in fast alle Gewebe gelangen. Unreife DCs sind durch ihre Zellmorphologie
hervorragend fur das Endozytieren und anschliessende Prozessieren von Antigenen
geeignet. Erkennen sie wahrend der Antigenaufnahme Pathogen-assoziierte Muster
uber ihre ,Pattern-Recognition-Rezeptores® (PRRs) fihrt das automatisch zum
Reifen der DC. Die Antigenaufnahme wird gestoppt (Banchereau et al. 2000),
kostimulatorische Signalmolekile werden hoch-reguliert (Benvenuti et al. 2004) und
die Zellen wandern als reife, aktivierte DCs in die lymphatischen Organe, um dort mit
den T-Zellen zu interagieren. Die Hochregulation der immunrelevanten Proteine
betrifft besonders die MHC-Molekile, die kostimulatorische Oberflachenmolekdle
CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) und die Chemokin-Rezeptoren fir CXCR4 und CCR7
(Sallusto and Lanzavecchia 2000), mit deren Hilfe die DCs entlang der Chemokin-
Gradienten (Gunn et al. 1998) ihren Weg in die T-Zell-Bereiche der Lymphknoten
finden. Zudem produzieren aktivierte DC je nach Aktivierung einen Cocktail aus
unterschiedlichsten inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen (TNF-a, IL-6, IL-
10, RANTES, usw.), um ihrerseits andere DCs anzulocken oder die adaptive T-Zell-
Antwort zu instruieren. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass es wahrend
des Reifungsprozesses in den Dendritischen Zellen zur Ausbildung von aggregierten
Strukturen innerhalb des Cytosols kommt, die grosse Mengen an mono- und poly-
ubiquitinylierten Proteinen enthalten. Diese als ,DALIS" (Dendritic-Cell-Aggresome-
Like-Struktures) bezeichneten Aggregate sind von kontinuierlicher
Proteinbiosynthese abhéngig, treten bereits vier Stunden nach Aktivierung auf und
erreichen ihre maximale Grosse nach 8 - 12 Stunden (Lelouard et al. 2002). Nach 24
- 36 Stunden sind sie nicht mehr nachweisbar. Der Abbau der poly-ubiquitinylierten
Aggregate, dessen genaue Zusammensetzung momentan noch nicht geklart ist,
erfolgt erwartungsgemass durch das Proteasom. Die Analyse der ubiquitin-
markierten Proteine ergab, dass es sich beim tUberwiegenden Teil um fehlgefaltete

und somit nicht-funktionelle Proteine handelt, die als DRiPs bezeichnet werden und
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ein Drittel bis drei Viertel des Prozentsatzes der Proteinneosynthese ausmachen
(Yewdell 2001). In den DALIS sind die DRIiPs vor proteasomalem Abbau geschitzt,
wodurch sich ihre Halbwertszeit von zehn Minuten in Fibroblasten auf etwa vier
Stunden in DCs verlangert (Lelouard et al. 2004). Diese Daten sowie experimentelle
Befunde von Herter et. al (Herter et al. 2005) legen den Schluss nahe, dass die
DALIS in DCs auftreten, um der Dendritischen Zelle nach einer Virusinfektion oder
anderweitiger  Antigenaufnahme Zeit zu geben, die Maschinerie der
kostimulatorischen Signale zu starten, ohne die die DCs T-Zellen nicht effizient
~primen“ konnte. Erst wenn auch die Kostimuli hoch-reguliert worden sind, werden
die DALIS-Proteine durch das Proteasom abgebaut und das Immunsystem lber den

Zellstatus informiert.

1.16 Toll-Like Rezeptoren

Die Aktivierung von Dendritischen Zellen kann auf mannigfaltige Art und Weise
erfolgen. Es gibt verschiedenste ,Pattern-Recognition-Receptors” oder PRRs auf
Dendritischen Zellen, die distinkte Funktionen, wie beispielsweise die Aktivierung der
Komplement-Kaskade oder die Phagozytose, innehaben. Eine erst vor einigen
Jahren entdeckte Klasse von PRRs umfasst die der Toll-Like Rezeptoren (TLRS)
(Rock et al. 1998), die allesamt Pathogenstrukturen erkennen oder Molekile
detektieren kdnnen, die nur auf der Oberflache von Pathogenen vorkommen (Takeda
et al. 2003). Der Name stammt aus der Entwicklungsbiologie, wo man bereits vor
Jahren in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster ein Protein entdeckte, was
innerhalb der dieses Organismus fur die Erkennung von Pilzinfektionen
verantwortlich ist (Lemaitre et al. 1996). Da die in Sdugern gefundenen PRRs eine
gewisse Homologie zu dem Drosophila-Protein , Toll* aufweisen, lag der Name des
.10ll-Like Rezeptors® nahe. Die TLRs sind mittlerweile die wohl am besten
charakterisierten PRRs in S&ugetieren. Die Ligation der Pathogen-assoziierten
molekularen Muster mit dem entsprechenden Rezeptor fihrt unweigerlich zur
Aktivierung einer Signalkaskade innerhalb der DCs und damit zur Aktivierung der
professionellen APC. Bis heute sind 11 verschiedene TLRs identifiziert worden, die
allesamt molekulare Muster erkennen, die mit verschiedenen Pathogen in
Verbindung gebracht werden kénnen. Die TLRs 1 - 9 sind im humanen und murinen

System konserviert, wahrend TLR10 anscheinend nur bei Menschen vorkommt und
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TLR11 nur in der Maus (Takeda et al. 2003). Die Bandbreite der erkannten
Strukturen umfasst Lipopolysaccharid gramnegativer Bakterien (LPS), das von TLR4
detektiert wird, bakterielle Lipoproteine, die von TLR2 in Heterodimeren mit TLR1
oder TLR6 erkannt werden, Flagellin (TLR5), unmethylierte CpG DNA von Bakterien
und Viren (TLR9), doppel-strangige RNA wie poly I:C (TLR3), einzel-strdngige RNA
oder synthetische RNA-Analoga wie Imidazoquinoline (TLR7), um die prominenten
Vertreter der unzahligen Liganden und Rezeptoren zu nennen. Ausserdem koénnen
TLRs vermutlich auch LPS oder Pam3Cys erkennen, welches an
Hitzeschockproteine (,HSPs") gebunden sein kann, was immunologisch deshalb
interessant ist, da diese mit immunogenen Peptiden von lysierten Pathogenen oder
Tumorzellen beladen sein kbnnen. HSPs wie Gp96 scheinen dabei in der Lage zu
sein, Endotoxine anzureichern und durch Bindung an sich die Sensitivitat die
Endotoxin-Detektion um mehrere Zehnerpotenzen zu senken (Warger, Manuskript in
Druck, personliche Mitteilung). In diesem Zusammenhang ist das Phanomen der
,Cross-Presentation“ bereits kurz erwahnt worden. Allgemein betrachtet scheinen
sich die TLRs 1, 2, 4, 5 und 6 in der Hauptsache auf die Detektion von bakteriellen
Produkten spezialisiert zu haben, die im Organismus ansonsten nicht vorkommen
und somit eine klare Unterscheidung zwischen ,Selbst* und ,Fremd“ erméglichen.
TLR 3, 7, 8 und 9 hingegen erkennen die Nukleinsdure-Strukturen viraler
Eindringlinge, die aber nicht allein in diesen Pathogenen vorkommen, sondern auch
im Zellkern des eigenen Organismus. In diesem Fall ist die ,Selbst"-,Fremd*
Unterscheidung dadurch gewahrleistet, dass die TLR innerhalb der Zelle in Vesikeln
exprimiert werden und endosomale Reifung bendétigen. Da die Nukleinsauren des
Saugerorganismus unter normalen Umstanden im Zytosol nicht auftauchen, ist hier
also die Lokalisierung der TLRs entscheidend. Unter bestimmten Umsténden,
beispielsweise der unvollstandigen Beseitigung von apoptotischen Zellen, kann es
jedoch zu einer unerwinschten Aktivierung der TLRs durch eigene DNA/ RNA-
Protein-Aggregate kommen, was durch den Bruch der immunologischen Toleranz zu
Autoimmunitat fihren kann. Ausser in der Ligandenspezifitat unterscheiden sich die
TLRs noch in ihren Expressionsmustern innerhalb der verschiedenen Zellen des
Organismus und vor allem in den Signaltransduktionswegen, die sie nach Ligation
aktivieren. Die Stimulation durch Dimerisierung der TLRs bewirkt jedoch immer eine
Rekrutierung von Adaptermolekulen, die Gber ihre Toll-IL-1 Rezeptor-Domaéane (,TIR-

Domane") intrazellular an die TIR-Domanen der TLRs binden. Es konnten bisher vier
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verschiedene Adaptoren identifiziert werden (Myd88, TIRAP, TRIF und TRAM)
(Fitzgerald et al. 2003;Horng et al. 2001b;Medzhitov et al. 1998b;Yamamoto et al.
2003), die allerdings teilweise mit denselben TLRs interagieren. Man unterscheidet
jedoch grob die MyD88 abhangigen von den MyD88 unabhiangigen TLRs. Uber die
unterschiedlichen Transduktionskaskaden gelangen die Signale schliesslich in den
Zellkern und fuhren dort Uber die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-xB, AP-1
und IRF-3 (Fitzgerald et al. 2003;Kawai et al. 2001) zur Expression der
proinflammatorischen Zytokine IL-1 (unterstitzt die IL-2 Produktion), IL-6 (wirkt T-
und B-Zell-aktivierend), IL-12 (ein Proliferations-Kofaktor) oder TNF-a (s. IL-12,
ausserdem ein Phagozytose Mediator) und der wichtigen kostimulatorischen
Molekile CD80 und CD86 oder beispielsweise GM-CSF (Differenzierungsfaktor fur
Makrophagen). Die IFR-3 Phosphorylierung miindet schliesslich in der Synthese von
Interferonen des a- und B-Typs, die ihrerseits weitere Transkriptionsfaktoren (STATS)
aktivieren, denen die Transkription weiterer immunmodulatorischer Gene
untergeordnet ist (Decker et al. 2002). Abschliessend soll angemerkt werden, dass
obwohl z.T. die gleichen Signalmolekile von Drosophila ,Toll* und S&ugetier-TLRs
verwendet werden, die letztendliche Erkennung pathogener Muster in beiden
Spezies vollig unterschiedlich ablauft. Im Besonderen sei darauf hingewiesen, dass
in Drosophila melanogaster lediglich ein ,Toll* an der angeborenen Immunantwort
beteiligt ist. Die Tatsache, dass alle anderen Mitglieder der Drosophila , Toll*-Familie
(,18-Wheeler*, ,Toll-2* bis ,Toll-9*) keinerlei immunologische Funktion haben, deutet
darauf hin, dass die urspringliche Rolle der ,Toll*-Familie in Drosophila
melanogaster wahrscheinlich nicht in der Vermittlung einer Immunantwort liegt. Im
Gegensatz dazu sind die TLRs in Saugern hochspezialisiert auf die Erkennung
spezifischer Pathogenmuster. Dies weist auf die Abstammung von einem
gemeinsamen Ursprungsmolekil hin, das von Anfang an dieser Funktion diente.
Somit haben sich die Systeme, mit denen Insekten und Wirbeltiere Pathogene
erkennen, vermutlich doch separat von einander aber strukturell eben sehr ahnlich
entwickelt.

1.17 Zielsetzung

Der erste Teil dieser Arbeit befasst sich mit dem Einfluss von Immunoproteasomen

auf das T-Zell-Rezeptor-Repertoire. Aufgrund von vorab generierten experimentellen
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Daten wurde nach einem in vivo System gesucht, welches eine Fehlfunktion des
Immunoproteasoms mit einem sehr gut charakterisierten transgenen T-Zell-Rezeptor
vereint, fur den zusatzlich ein positiv selektionierendes Peptid bekannt sein sollte.
Obwohl sich die immunologische Forschung Mause mit transgenen T-Zell-
Rezeptoren immer mehr zu eigen macht, um dringende Fragen zur Entwicklung der
T-Zell-Entwicklung und -Antwort zu klaren, ist besonders beziglich der positiven
selektionierenden Peptide fur die transgenen TCRs leider immer noch sehr wenig
bekannt. Nur fir einige ausgewéhlte und sehr gut studierte T-Zell-transgene
Mausmodelle sind solche Daten veroffentlicht. Nach aufwendigen Studien und den
sich daran anschliessenden hochrangigen Veroéffentlichungen des Labors von Kristin
Hogquist in den Jahren 1997 und 2002 (Hogquist et al. 1997;Santori et al. 2002)
waren diejenigen Selbst-Peptide bekannt, die den OT-1 TCR in vivo selektionieren
konnen. Es lag fur diese Arbeit daher auf der Hand, LMP7 defiziente Mause (B6
Hintergrund), die keine funktionellen Immunoproteasomen besitzen mit OT-1 Méausen
(B6 Hintergrund) zu kreuzen, welche einen transgenen T-Zell-Rezeptor fur das
Epitop SIINFEKL aus dem Modellantigen Ovalbumin (kurz OVA) besitzen. Mit Peptid-
Immunisierungen von Wild-Typ und LMP7 defizienten M&usen, Untersuchungen der
gekreuzten OT-1 x LMP7 Knock-Out Mause, Studien von OT-1 Knochenmark-
rekonstituierten LMP7 defizienten Mausen, sowie der experimentellen Infektionen der
LMP7 Knock-Out Mause mit OVA-transgenen Listerien sollten diese Untersuchungen
zum TCR-Repertoire von vielen Punkten aus bearbeitet werden.

Der zweite Teil der Arbeit untersucht den synergistischen Einfluss der gleichzeitigen
Ligation von zwei verschiedenen Toll-Like Rezeptoren auf die Induktion einer T-Zell -
Antwort und dabei vor allem den Einfluss, den doppelt stimulierte Dendritische Zellen
auf die Funktion von regulatorischen T-Zellen haben. Die Toll-Like Rezeptor-
vermittelte Aktivierung der adaptiven Immunantwort sowie die besondere Rolle der
Dendritischen Zellen in diesem Zusammenhang ist in der Einleitung bereits mehrfach
erwahnt worden. Da die unterschiedlichen TLR sowohl MyD88/ TRIF-abhangige als
auch —unabhangige Signalwege beschreiten kdnnen, stellte sich die Frage nach
einem eventuellen Synergismus bei simultaner  Auslésung beider
Signaltransduktionswege in Bezug auf die DC Aktivierung. Nach initialen in vitro
Studien, die Tobias Warger am Institut fur Immunologie in Mainz diesbeziglich

durchfihrte, wurde schnell evident, dass bestimmte TLR Kombinationen in der Tat
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synergistische und sehr vielversprechende Effekte auf DC Ebene lieferten. TLR3 und
TLR7 doppelt stimulierte DCs riefen eine schnellere, bessere und langer anhaltende
DC-Aktivierung hervor, was durch Messung von Aktivierungsmarkern (CD40, CD70,
CD86) und Analyse von sekretierten pro-inflammatorischen Zytokinen (IL-6,
RANTES) gezeigt werden konnte. Um die in vivo Relevanz dieser Beobachtungen zu
untersuchen, sollte zunachst in adoptiv-transferierten und spater auch in Wild-Typ
Mausen untersucht werden, ob sich die tGberlegene DC-Aktivierung in die Induktion
einer effizienteren T-Zell-Antwort Ubertragen lasst. Die Arbeiten beztglich des in vivo
T-Zell-Primings wurden in Kooperation mit Tobias Warger durchgefihrt. Weiterhin
sollten sich besondere Anstrengungen darauf konzentrieren, ob diese
»superstimulierten* Dendritischen Zellen die Funktion der naturlich vorkommenden

regulatorischen T-Zellen beeinflussen und modulieren kénnen.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Mausstamme

B6 C57BL/6

LMP7 KO Knock-Out der proteasomalen Untereinheit LMP7, B6-
Hintergrund

129/ola 129/ola Wild-Typ

129/ola LMP7 KO s. LMP7 KO, auf 129/ola-Hintergrund

OT-l transgener TCR fiir MHC-I KP-prasentiertes SIINFEKL (B6)

oT-ll transgener TCR fur MHC-I1I la-prasentiertes ISQAVHAAH
AEINEAGR (B6)

ST-42 transgener TCR fiir MHC-I D°-prasentiertes SGPSNTPPEI (B6)

2.1.2 Grundmedien

2.1.2.1 DC-Medium (BMDC Differenzierungsmedium, ,DCM*)

Iscove’s Medium (IMDM, Invitromex), 1 % Penicillin/ Streptomycin (Serva, 10 mg/
ml), 1 % Natrium-Pyruvat (Seromed), 1 % GM-CSF (wird im Institut fur Immunologie,
Mainz; aus Kulturiberstanden hergestellt), 1 % L-Glutamin (Roth), 5 % FCS

(Vitromex),

2.1.2.2 Testmedium (, TM*)

Iscove’s Medium, 1 % Pen/ Strep, 1 % Na-Pyruvat, 1 % L-Glutamin, 5 % FCS
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2.1.2.3 T-Zell-Medium (* TZM")

o-MEM (Minimal Essential Medium, GIBCO, Ribonucleinsaurefrei), 1 % Pen/ Strep, 1
% Na-Pyruvat, 1 % L-Glutamin, 50 uM B-Mercaptoethanol, 10 % FCS

2.1.2.4 Einfriermedium

90 % FCS, 10 % DMSO (Sigma)

2.1.3 Primare Antikorper

(bezogen von: BD Biosciences ,BD*, e-Biosciences ,eBio“, Immunotools ,I-T*)

2.1.3.1 FITC-konjugiert:

Anti-mouse CD4 (I-T 221500-43), anti-mouse CD8 (I-T 221500-83), anti-mouse
CD44 (I-T 22150443), anti-mouse CD40 (BD 553790), anti-mouse CD80 (BD
553768), anti-mouse CD86 (BD 553691), anti-mouse V-2, -3, -4, -5.1/.2, -6, -7, -
8.1./.2,-8.3, -9, -10b, -11, -12, -13, -14, -17a (panel, BD 557004).

2.1.3.2 PE-konjugiert:

Anti-mouse CD4 (BD 553652), anti-mouse CD8 (eBio 12-0081-82), anti-mouse Va2
(eBio 12-5812-82), anti-mouse CD62L (I-T 22159624), anti-mouse IL-2 (eBio 12-
7021-81), anti-mouse IL-4 (eBio 12-7041-82), anti-mouse Ox40L (eBio 12-5905-81),
anti-mouse CD70 (BD 555286), anti-mouse CD86 (BD 553692).

2.1.3.3 PerCp-konjugiert:

Anti-mouse CD8 (BD 553036), anti-mouse CD90.1 (BD 557266)
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2.1.3.4 PerCp-Cy5.5-konjugiert:

Anti-mouse CD25 (BD 551071)

2.1.3.5 PE-Cy7-konjugiert:

Anti-mouse CD4 (BD 552775), anti-mouse CD25 (BD 552880)

2.1.3.6 APC-konjugiert:

Anti-mouse CD4 (BD 553051), anti-mouse CD8 (BD 553035), anti-mouse CD11c
(eBio 17-0114-81), anti-mouse CD44 (BD 559250), anti-mouse CD62L (BD 553152),
anti-mouse CD90.2 (BD 553007), anti-mouse IFN-g (BD 557654)

2.1.3.7 APC-Cy7-konjugiert:

Anti-mouse CD4 (eBio 10-0042-81), anti-mouse CD8 (BD 557654)

2.1.3.8 Anti-mouse Isotyp Antikorper:

Rat anti-mouse IgG1 (BD 553447)

Anti-mouse CD4-bio (Klon H.129.19, Bezugsquelle: Institut fir Immunolgie, Mainz),
anti-mouse CD25 (BD 553070), anti-mouse CD8-beads (Miltenyi 130-049-401),

2.1.3.9 Sekundare Antikorper:

PE-anti-mouse IgG1 (BD 550083)
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2.1.4 ELISA-Standards und ELISA-Kits

IFN-y (,hauseigener capture” Klon R46A2, 0,1 mg/ml, ,hauseigener detection“ Klon
AN18.1724, 0,5 mg/ml, Standard: Eigenproduktion, 200 U/ pul)

IL-2, (BD ,capture” 554424, BD ,detection” 554426, Standard: BD 556069)
Streptavidin-HRP (BD 554066)

2.1.5 Standard Chemikalien

(i.d.R. von Fluka, Merck, Roth und Sigma):
B-Mercaptoethanol, DMSO, EDTA, Ethanol, Formaldehyd, Glycerol, H,SO,4, IGEPAL

(Nonident-40), KHCO3, Natriumazid, NaCl, Na,HPO4, NH4Cl, Saponin, Tris, Tween-
20)

2.1.6 Weitere Materialien:

BSA Roth

FCS diverse Hersteller

Cytofix/ Cytoperm BD Bioscience (BD 557422)
TMB Sigma

Trypanblau 0,05 % (w/v) Gibco

Pl Sigma

DimerX-K® BD Biosciences (BD 550750)
Proteinase K Sigma

Penicillin/ Streptomycin  Sigma

Glutamin PAA
Natriumpyruvat Sigma
a-Methylmannosid Sigma
Concanavalin A Sigma
Szintillationslésung Roth
3H-Thymidin MP Biomedicals
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2.1.7 Verwendete Puffer

ACK 150 mM NH,CI, 1 mM KHCOg3, 0,1 mM EDTA
ELISA-Binding 0,1 mM in Na;HPO4 in ddH,0

ELISA-Blocking 0,05 % Tween-20, 1 % BSA in PBS

ELISA-Washing 0,05 % Tween-20 in PBS

GM-Puffer 0,5 % BSA, 5 mM EDTA, 0,01 % Natriumazid in PBS
FACS-Puffer 1 % BSA, 0,02 % Natriumazid in PBS

Saponin-Puffer 1 % BSA, 0,02 % Natriumazid, 0,1 % Saponin in PBS
“Blut™-Puffer 30 mM EDTA, 0,1 % Natriumazid in PBS
Ohrbiopsie-Puffer 300 mM NacCl, 25 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8, 0,2 %

SDS, 0,5 mg/ml Proteinase K (immer frisch zugegeben)

2.1.8 Verwendete Gerate und andere Hilfsmittel

SpectraFlourPlus (Tecan), TopCount NXT Microplate Counter (Packard),
FACSCanto mit FACSDiva-Software (BD Bioscience), LKB 1295-001 Cell-Harvester
(Wallac), LKB 1205 Beta-Plate Liquid Scintillation Counter (Wallac), Gammacell
2000, ¥*'Cs - Quelle (Molsgaard Medical, Danemark) zum Bestrahlen von
Zellmaterial und *’Cs - Quelle (Buchler) zum Bestrahlen von Versuchstieren,

ferner Magnetruhrer, Mouse-Restrainer (fir i.v. Injektionen), pH-Meter, Pipetten,
Pipettierhilfe (,Pipettboy”), Prazisionswaagen, Sterilbank, Vortexer, Wasserbad, Zell-
Inkubator (Heraeus), Tisch- und andere Zentrifugen (Heraeus), Thermocycler,

Elektrophoresekammer fur Agarose-Gelelektrophorese

2.1.9 Plastik und Glaswaren

ELISA-Platten Nunc
FACS-Ro6hrchen Greiner
Petrischalen Greiner
Reaktionsgefasse Eppendorf

14 ml und 50 ml Réhrchen Falcon (Greiner)
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6-Well, 24-Well und 96-Well Platten Greiner

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zelllinien

Arbeiten mit Zelllinien werden samtlich unter einer Sterilbank durchgefuhrt und alle in
die Sterilbank eingebrachten Gegenstande vorher griindlich mit Ethanol desinfiziert.
Die Kultur aller Zellen erfolgt bei 37 °C, 5 % CO, und feuchtigkeitsgesattigter
Atmosphére in entsprechenden Brutschrénken. EL-4 Zellen (Maus-Thymom-Zelllinie)
werden in 6-Well Platten in supplementiertem IMDM kultiviert, wobei die Zellen in
den sechs Wells titriert werden, um zu jeder Zeit optimal vitale Zellen vorzufinden.
Ca. ein bis zwei Mal pro Woche wird das bestaussehende Well geerntet und in

frischem Medium auf eine neue 6-Well Platte verteilt.

2.2.1.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Bestimmung der Lebendzellzahl dient der Abschéatzung der Vitalitdt von Zellen
und in vielen Fallen der Angleichung von Zellzahlen in Versuchen mit mehreren
Gruppen. Hierzu werden die Zellen in einem geeigneten Volumen Medium oder PBS
aufgenommen, gut resuspendiert und schliesslich wird eine Faktor-basierte
Verdinnung der nun homogenen Zelllosung mit Trypanblau hergestellt. Trypanblau
kann nur durch die Membran toter Zellen in das Zellinnere gelangen und dort
Proteine kraftig blau anfarben, wodurch diese tiefblau im Mikroskop von den noch
lebenden, hellen Zellen unterscheidbar sind. Die absolute Zellzahl wird mit einer
Neugebauer-Kammer bestimmt, indem 16 Grossquadrate ausgezéhlt werden, der
Mittelwert gebildet und mit 1 * 10*, dem Verdiinnungsfaktor und der Anzahl der ml

multipliziert wird.
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2.2.1.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Fir das Einfrieren von Zellen wird eine méglichst grosse Anzahl (mind. 5 * 10°
besser 1 * 107) an Zellen abzentrifugiert, in einem ml Einfriermedium aufgenommen
(90 % FCS, 10% DMSO) und in beschriftete Kryogefasse (Merck) uberfihrt. Die
einzufrierenden Ro6hrchen werden zunachst in ein auf 4 °C vortemperiertes
isopropanolgepuffertes Einfriergefass (Nalgene) gestellt, welches dann bei -80 °C flur
2 bis 3 Tage gelagert wird, bevor die Zellen endgultig in flissigen Stickstoff Uberfuhrt
werden.

Das Auftauen von Zellen sollte nach Entnahme aus dem Stickstofftank zlgig
erfolgen, um die Zellen schnell in DMSO-freies Medium zu uUberfihren. Die
Kryoréhrchen werden hierzu im 37 °C Wasserbad aufgetaut, der eine ml Zellen in
mindestens 9 ml oder mehr (beliebig) Medium aufgenommen und sofort
abzentrifugiert. Die aufgetauten Zellen werden erneut in Medium gewaschen und
abzentrifugiert, bevor sie in gewinschten Platten kultiviert werden. Generell ist es
leicht mdoglich, Zelllinien einzufrieren; einige Primarzellen, z.B. BMDCs kdnnen

jedoch ebenfalls kryokonserviert werden.

2.2.1.4 Praparation und Aktivierung von BMDCs

Aufgrund des mehrtadgigen in vitro Reifungsprozesses der BMDCs erfolgt die
Praparation des murinen Knochenmarks zwingend unter sterilen Bedingungen. Die
Versuchstiere werden mit CO, getttet und grundlich mit Ethanol eingespriiht. Die
Hinterbeine werden durch Schnitte und gezieltes Reissen vom Rumpf abgetrennt
und die Ober- und Unterschenkelknochen frei-préapariert. Die Knochen werden an der
Ober- und Unterseite aufgeschnitten und das Knochenmark mit einer Spritze und
passender Kantle (BBraun, 100 Sterican Groésse 18) in ein vorbereites 50 ml Gefass
gespult. Die Zellen werden abzentrifugiert (1500 rpm, drei Minuten), in BMDC
Medium aufgenommen und sorgfaltig respuspendiert (Wichtig! Das teilweise sehr
fest verklumpte Knochenmark muss auf jeden Fall sehr gut resuspendiert werden!).
Nach erneutem Zentrifugieren wird das Zellpellet nun in BMDC-Differenzierungs
Medium aufgenommen und die Lebendzahl bestimmt. Es werden 3 - 4 * 10° Zellen

pro 6-Well ausgesat und das Medium auf vier ml eingestellt. Die Ausbeute variiert
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sehr stark und kann zwischen zwei und vier 6-Well Platten pro Maus betragen. Die
Differenzierung der Zellen erfolgte in sechs bis sieben Tagen Kultur mit
Mediumwechsel an den Tagen 2 und 4. An Tag 2 (,Futtern”) werden die vier ml eines
Wells herauspipettiert und das Well sehr vorsichtig durch Spilen am Rand entlang
einmal gewaschen. Die nicht-adharenten Zellen werden auf diese Weise aus der
Kultur entfernt. Die Wells sollten hierbei nicht trocken liegen, um die Zellen keiner Art
von Stress auszusetzen. Die gespulten drei bis vier ml werden verworfen und durch
frisches, vorgewarmtes Medium ersetzt. An Tag 4 (,Futtern®) werden die drei bis vier
ml ohne Spiilen ersetzt, da sich nun bereits semi-adharente Zellen in der Kultur
befinden, die man nicht durch Spulen verlieren mochte. Nach sechs Tagen liegen
ausdifferenzierte, unreife CD11c positive Dendritische Zellen (DCs) vor, die
variierend zwischen 60 bis 85 % der Kultur ausmachen und in der Regel einen
nichtaktivierten Phanotyp aufweisen, d.h. negativ oder niedrig fur die
Oberflachenmarker CD40, OX40L, CD70, CD80 und CD86 sind. Um die im zweiten
Teil dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen zu verschiedenen
Aktivierungsstimuli exakt bewerten zu kdnnen, ist es Vorraussetzung, dass die Zellen
an Tag 6 in der Tat einen naiven, d.h. nicht-aktivierten Phénotyp aufweisen. Zu
diesem Ziel ist es dringend notwendig, die Zellen wahrend des
Differenzierungsprozesses keinem unnétigen Stress auszusetzen, d.h. die Medien
vorzuwarmen, die Zentifugationen kurz zu halten und die gesamte Pré&paration zlgig
durchzufiihren. Tag 6 BMDCs werden durch vorsichtiges Spulen aus den 6-Well
Platten geerntet und gezahlt. Jeweils 3 * 10° Tag 6 BMDCs werden pro Well einer 6-
Well Platte pipettiert und das Volumen mit BMDC Medium auf drei ml eingestellt. Nun
konnen die unterschiedlichen Stimuli, in diesem Fall ausschliesslich TLR-Liganden,
auf die Zellen pipettiert werden. Folgende TLR-Agonisten wurden einzeln oder in

Kombination in den angegebenen Konzentrationen eingesetzt:

TLR 3 Ligand Poly I:C 50 pgr/ml
TLR 4 Ligand LPS 100 ngr/ml
TLR 7 Ligand R-848 1 pgr/ml

TLR 1 Ligand Pam3Cys-SKKK 1 ugr/ml

Die Dauer der Stimulation variiert zwischen 6 (,kurzer Stimulus®) und 20 Stunden

(,langer Stimulus®); fur bestimmte Fragestellungen wurde das Medium nach 20
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Stunden durch TLR-Agonist-freies, frisches Medium ausgetauscht, um so genannte
~Stimulus-Removal“-Experimente durchfihren zu koénnen. Nach den 6 oder 20
Stunden Stimulus werden die Zellen zwei Mal in BMDC Medium gewaschen, um
samtliche TLR-Liganden zu entfernen und anschliessend werden die DCs mit Peptid
in unterschiedlicher Konzentration beladen, in dem das Peptid auf die Zellen
pipettiert und eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert wird. Danach werden die DCs
ausgiebig gewaschen, um freies Peptid zu entfernen.

2.2.1.5 Primarzellen

Es wurden folgende Organe von Versuchstieren entnommen und fir die
durchzufihrenden Experimente zu Einzelzellsuspensionen verarbeitet: Milz,
Lymphknoten, Thymus und Knochenmark. Hierzu werden die fur den Versuch
verwendeten Mause mit CO, getdtet und, falls Sterilitdt gewiinscht ist, unter einer
Sterilbank aseptisch getffnet. Organe, die fur Kurzzeitkulturen von nur einigen
Stunden (s. Intrazellulare Zytokinfarbung) bendtigt werden, kénnen auch unsteril
entnommen werden. Die Mause werden mit Ethanol bespriht und das Fell durch
einen kleinen Dreiecksschnitt geoffnet. Nun kann das Fell einfach durch Ziehen
grossflachig entfernt und die Bauchhohle freigelegt werden. Um die relevanten
intestinalen Organe praparieren zu kénnen (Milz, inguinale Lymphknoten), wird die
Bauchdecke geoffnet und das gewildnschte Organ entnommen. FUr eine
Thymusentnahme werden die Rippen des Brustkorbs vom Zwerchfell in Richtung
Kopf rechts und links aufgetrennt und der Brustkorb wie ein Deckel in Richtung Kopf
aufgeklappt. Der weissliche Thymus liegt nun klar erkennbar Gber dem Herzen und
zwischen den Lungenfligeln. Idealerweise wird der Thymus ohne Verletzung der
herznahen Blutgefasse entnommen, um eine Verunreinigung der Probe mit
Erythrozyten zu vermeiden. Poplietale Lymphknoten liegen in den Kniebeugen und
werden durch gezielte Schnitte und Freipraparieren unter Zuhilfenahme einer
Pinzette freigelegt. Knochmark wird wie oben beschrieben (s. BMDCs) prapariert und
wurde in den Versuchen immer CD8" T-Zell-depletiert (s. Magnetische Zell-an- bzw.
in diesem Fall -abreicherung). Alle entnommenen Organe werden in sterilem PBS
aufgenommen und mit einem Spitzenstempel durch ein Molekularsieb (,Cell-
Strainer”, 70 um, BD Falcon) gepresst. Die Zellen werden bei 1700 bis 1800 rpm fur
drei Minuten pelletiert und im folgenden mit funf ml ACK Puffer versetzt, falls die
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Probe grosse Mengen an Erythrozyten enthalt (ist lediglich bei Milz der Fall;
Lymphknoten und Thymus sind bei sauberer Praparation nicht wesentlich durchsetzt
mit roten Blutkdrperchen). Der ACK Puffer kann als hypotone Pufferldsung lysierend
besonders auf die Erythrozyten wirken, die nicht Gber ausreichende
Membrantransportproteine verfligen, um dem osmotischen Druck standhalten zu
kénnen. Nach funf Minuten wird die Lyse durch Zugabe von 10 ml PBS gestoppt, um
eine Schadigung der Lymphozyten zu vermeiden. Durch zweimaliges Waschen
werden alle Reste des ACK Puffers entfernt, die Zellen in TZM aufgenommen und
gezahlt. Die so erhaltenen Primarzellen aus Milz und Lymphknoten wurden nun vor
allem in T-Zell-Assays eingesetzt, die im Folgenden beschrieben werden. Thymi
wurden lediglich fur eine sofortige FACS-Farbung verwendet und nicht kultiviert;
Knochenmark wurde ausser fur BMDCs nur fir Rekonstitutionen nach lethaler
Bestrahlung von Versuchstieren verwendet und ebenfalls nicht fur Kulturzwecke

eingesetzt.

2.2.2 Typisierung der verwendeten Mausstamme

Typisiert werden sporadisch die LMP7 Knock-Out Mause mittels PCR und
routinemassig die Zuchten LMP7 Knock-Out/ OT-1 bzw. LMP7 Wild-Typ/ OT-1
mittels PCR- bzw. mittels FACS-Analyse. Die PCR fur die Amplifikation der
Neomycin-Resistenz Geninformation in LMP7 Knock-Out Mé&usen erfolgt nach
Ohrbiopsie und Proteinase K Uber-Nacht-Verdau der Gewebeproben. Fiir die (50 pl)
PCR werden standardmassig 5 ul der Ohrbiopsie eingesetzt und dann folgendem

PCR-Protokoll unterzogen:

5 Minuten 95 °C (Aufspaltung der DNA-Matrize)

30 Sekunden 95 °C (Aufschmelzen der DNA-Strange)

30 Sekunden 58 °C (Hybridisieren der Primer an die Einzelstrange)
60 Sekunden 72 °C (Verlangerung der Primer durch die Polymerase)
10 Minuten 72 °C (Beenden der Kettenreaktion)
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Die Zyklen zwei bis vier werden 35 x wiederholt und die relevante DNA-Information
auf diese Weise amplifiziert. Nach der PCR werden die Anséatze mit DNA-Ladepuffer
versetzt, in einem Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und die Produkte
mittels eines DNA-Markers auf ihre Lange Uberpruft. Die sequenzspezifischen Primer
(Sequenzen: Neo-A 5-CTTGGGTGGAGAGGCTATTC, Neo-B 5-
AGGTGAGATGACAGGAGATC, LMP7-A 5 -TCTATGGTGGCATCACTATGTT und
LMP7-B 5-TGGTACACTGTGGGCGATTGAG) amplifizieren einen ca. 300 bp langen
Abschnitt im Gen fur die Neomycin-Resistenz in den LMP7 Knock-Out Mausen.
Zusatzlich werden die Mause mit LMP7 spezifischen Primern auf die Prasenz des
LMP7 Gens getestet. Wild-Typ Mause sollten daher in der ,WT"“-PCR eine Bande
zeigen (ca. 550 bp), nicht aber in der ,Neo“-PCR, LMP7-heterozygote Tiere sollten in
beiden PCR-Anséatzen spezifische Banden zeigen, da sie ja die genetischen
Informationen fur sowohl LMP7 als auch die Neomycin-Resistenz tragen. LMP7
Knock-Out Mause ergeben in den beiden Ansatzen lediglich eine Bande bei der
.Neo“-PCR.

Die Transgenitadt bezuglich des OT-1 T-Zell-Rezeptors wird mit Hilfe der
Durchflusszytometrie nach Antikdrperbindung an CD8 und Va 2/ VB 5.1 Uberprift.
OT-1 transgene CD8" T-Zellen verwenden fiir ihren T-Zell-Rezeptor die Ketten Va. 2

und VB 5.1 und sind uber diese Marker leicht nachweisbar

2.2.3 Blutentnahme bei Versuchstieren

Fur bestimmte Fragestellungen ist es notwendig, den Immunstatus der im Versuch
befindlichen Tiere zu Uberprifen, ohne die Tiere zu téten, damit sie weiterhin im
Experiment verbleiben kdnnen. Zu diesem Zweck werden die Mause in einen Maus-
.Restrainer* gezogen, in dem die Tiere zwar immobilisiert sind, der Schwanz fir den
Experimentator jedoch fur Manipulationen zugéanglich ist. Der Schwanz wird durch
Rotlichtbestrahlung erwarmt, um die Blutgefasse zu erweitern. Durch einen gezielten
Schnitt mit einem Skalpell wird eine Schwanzvene verletzt und das Blut in ca. 500 pl
eines gerinnungshemmenden ,Blut-Puffers* aufgefangen. Fir Typisierungen reichen
in der Regel ein bis zwei Tropfen Blut, falls mehr Blut bendtigt wird, kdbnnen bis zu
zehn Tropfen entnommen werden. Die Weiterverarbeitung erfolgt wie im Prinzip wie

bei der Prozessierung der Organe, d.h. das Blut-Puffer Gemisch wird in 5 ml ACK
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Puffer pipettiert, um die Erythrozyten fuinf Minuten zu lysieren und alle folgenden
Schritte entsprechen den bereits oben beschriebenen. Auf eine Z&hlung der Zellen
wird jedoch verzichtet, da diese sofort fir FACS-Farbungen eingesetzt werden.

2.2.4 Immunisierung von Mausen

Um Peptid-spezifische CD8" aber auch CD4" T-Zellen in den Versuchstieren zu
induzieren, kommen verschiedenste Immunisierungsrouten zum Einsatz, die hier

kurz erlautert werden sollen.

2.2.4.1 Subkutane Immunisierung (s.c.)

Mit einem 1:1 Gemisch aus Peptid und komplettem Freud schen Adjuvants. Es
werden ca. 100 bis 150 ug Peptid in einem geringen Volumen (200 pul) mit demselben
Volumen an komplettem Freud schen Adjuvants vermengt und fur zehn Minuten gut
ge-vortext, um eine homogene Fett-Peptid-Emulsion herzustellen. Die nun weisslich-
cremige Masse wird den Versuchstieren unter die Haut im Nackenbereich oder in die
Fusssohlen injiziert. Nach sieben Tagen werden die Tiere mit CO, getdtet und die
gewilnschten Organe entnommen. Bei Immunisierung im Nacken ist das in der Regel
die Milz, bei Immunisierung Uber die ,footpads sind es meist die poplietalen
Lymphknoten und auch die Milz.

2.2.4.2 Intraperitoneale Immunisierung (i.p.) mit aktivierten, Peptid-beladenen
Dendritischen Zellen

BMDCs werden wie beschrieben prapariert und differenziert. An Tag 6 werden sie
Uber Nacht (20 Stunden) wie beschrieben mit LPS oder Poly I:C aktiviert, am
folgenden Tag geerntet und fur eine Stunde mit Peptid beladen. Die Beladung erfolgt
nicht in jedem Fall gleich und variiert von Versuch zu Versuch. Fir eine Standard-
Immunisierung von Wildtyp-Mausen werden die aktivierten DCs mit 100 nM Peptid in
BMDC-Medium beladen und vor der Injektion mit PBS gewaschen und dann in PBS
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in den Bauchraum injiziert. Die Menge der injizierten DCs ist ebenfalls sehr

unterschiedlich und ist im Einzelfall den Versuchsbeschreibungen zu entnehmen.

2.2.4.3 Transkutane Immunisierung tber die Haut (TCI)

Den Mausen wird einen Tag vor Beginn der Immunisierung unter Narkose (Ketamin/
Rompun) der Rucken mit einem handelstblichen Langhaarschneider geschoren und
mit einem mit einem Elektrorasierer der Ricken glatt rasiert (Tag -1). Am nachsten
Tag werden die Mause ebenfalls unter Narkose mit ca. 50 mg Aldara-Salbe
eingecremt, in die zuvor grundlich 100 pg Peptid (10 mg/ ml stock in DMSO)
gemischt wurde. Die bereits fur die humane Anwendung zugelassene Aldara-Creme
enthdlt den R-848 &hnlichen Wirkstoff Imiquimod, der Gber Toll-Like Rezeptor 7
vermittelt in der Lage ist, die Dendritischen Zellen (der Haut) zu aktivieren. Durch die
Beimischung von Antigen in Form von Peptid wird so aus der Creme ein Vehikel fir
die Antigen-spezifische Induktion einer CTL-Antwort. Das Cremen wird an den Tagen
0 und +1 durchgefuhrt. Um CD4-Hilfe in diesem Modell zu simulieren, wird an den
Tagen 0, +1 und +2 zusatzlich pro Maus 100 ug anti-CD40 Antikorper pro Maus i.v.
injiziert. Die Mause werden in der Regel an Tag 6 an der Schwanzvene geblutet, um
die Induktion der Immunantwort mittels ,DimerX“- oder Tetramerfarbung und
Oberflachenfarbung zu Uberprifen. An Tag 7 werden die Versuchstiere wie
beschrieben getotet und die gewildnschten Organe prapariert und zu

Einzelzellsuspensionen verarbeitet.

2.2.5 Ansetzen einer klassischen CTL-Kultur

Die Milzen der im Versuch befindlichen Tiere werden an Tag 7 entnommen,
verarbeitet, gezahlt und die Zellzahlen angeglichen. Etwa 5 * 10° Milzzellen werden
pro Well einer 24-Well Platte ausgesat und jedes Well wird mit ca. 100nM Peptid
versetzt. Das Peptid bindet an alle Zellen der Milz, die tber MHC-Klasse | Molekile
verfigen und die so mit Peptid beladenen Milzzellen kénnen als APCs fungieren. Da
sich in der Milz ca. 50 % B-Zellen befinden, ist diese Methode durchaus angebracht,
um die Antigenprasentation fur die CTLs zu gewabhrleisten, jedoch sind die B-Zellen

nicht die optimalen APCs.
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Aus diesem Grund wurden die weitaus meisten T-Zell-Kulturen in dieser Arbeit mit
aktivierten und Peptid-beladenen DCs als APCs durchgefiihrt, weil diese viel besser
in der Lage sind, neben der Antigenprasentation die fir eine optimale T-Zell-
Aktivierung ebenfalls erforderlichen kostimulatorischen Signale zu vermitteln. Zu
diesem Zweck werden die etwa 5mio ausgesaten Milzzellen pro Well einer 24-Well
Platte mit ca. 2,5 — 5 * 10° von Tag 6 auf Tag 7 aktivierten (LPS, Poly I:C, 20
Stunden), mit Peptid-beladenen DCs versetzt. Nach funf Tagen koénnen bei
erfolgreicher Immunisierung und Restimulation in vitro die CTLs fur Effektorassays
wie Peptid-spezifische °'Cr-Freisetzung (s.u.) oder eine Peptid-spezifische

intrazellulare Zytokinfarbung (z.B. IFN-y, s.u.) eingesetzt werden.

2.2.6 Restimulation von T-Zellen

An Tag 7 nach Ansetzen einer klassischen CTL-Kultur kénnen die CTLs in vitro
restimuliert werden. Diese Restimulation erfolgt auf gleiche Weise wie das Ansetzen
einer CTL-Kultur. Bei zu grosser Vereinzelung innerhalb der Wells einer 24-Well
Platte werden die CTLs geerntet, abzentrifugiert, gezahlt und etwa 2 - 3 * 10° Zellen
pro 24-Well wieder ausgesat, wobei diese Zahl stark von dem Anteil der T-Zellen
abhangt, den der Experimentator durch Erfahrung beurteilen muss. Wieder werden
aktivierte, Peptid-beladene DCs als APCs (,feeder”) eingesetzt, die das gewilnschte
Antigen prasentieren kénnen. Im Prinzip kénnen diese Restimulationen unbegrenzt
fortgesetzt werden, wodurch T-Zelllinien entstehen, die nach einigen Runden der
Restimulation bis zu 80 bis 90 % der Kultur ausmachen kdnnen. In der Praxis gelingt
die Generierung von T-Zelllinien jedoch nur selten, weil es schwer ist, ein
ausreichend gutes T-Zell-,Priming“ zu erreichen und die T-Zellen mit der Zeit in der

Kultur absterben.

2.2.7 Magnetically Assisted Cell Sorting (MACS)

Fur viele Fragestellungen und Experimente, in vitro wie in vivo, ist es notwendig, die
im Versuch benétigten CD4", CD8*, oder regulatorischen T-Zellen vorher

anzureichern. Die Milzen der Tiere, aus denen die Zellen isoliert werden sollen
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werden entnommen und prozessiert. Folgende Protokolle kommen fir die

Anreicherung der oben genannten T-Zell-Populationen zum Einsatz:

2.2.7.1 Anreicherung naiver CD4" T-Zellen

Die Milzen der Versuchstiere, aus denen die CD4" T-Zellen aufgereinigt werden
sollen werden entnommen und prozessiert. Sie werden in GM-Puffer in einer
Konzentration von 1 * 10° aufgenommen und mit einem biotinylierten anti-CD4"
Antikorper fur 20 bis 30 Minuten auf einem Schittler inkubiert (Klon H.129.19bio;
Verdinnung: 1/400, Quelle: Institut fir Immunologie, Mainz). Die Zellen werden
anschliessend zwei Mal in GM-Puffer gewaschen und dann mit Streptavidin-Beads
(Miltenyi Bioscience, #130-048-101; Verdinnung 1/40) fur weitere 30 Minuten
versetzt. Im Anschluss werden die Zellen gewaschen, Uber ein Molekularsieb filtriert
(,Cell-Strainer”, BD Falcon) und dann tber Saulen von Miltenyi Bioscience gegeben,
die in einem Magnetischen Feld nach Anleitung des Herstellers aufgehéngt sind. Das
Prinzip hierbei ist, dass die Uber die Antikbrper an die magnetischen Beads
gebundenen Zellen im magnetischen Feld in der S&ule zurtickgehalten werden,
wahrend alle anderen Zellen die Saule ungehindert passieren und als Durchfluss
austreten. Nach einem Waschschritt wird die Séule aus dem magnetischen Feld
genommen und die angereicherten Zellen werden mit Hilfe eines Spritzenstempels
aus der Saule gedrickt. Die Reinheit betragt in der Regel > 85 % und ist fur die
Versuche absolut ausreichend. Sind reinere Fraktionen erwinscht, wird das erste
Eluat ein zweites Mal auf die Saule gegeben und nach ausgiebigem Waschen erneut

eluiert.

2.2.7.2 Anreicherung von Regulatorischen T-Zellen

Erfolgt vom Prinzip her gleich wie bei der Anreicherung der naiven CD4" T-Zellen, es
kommen lediglich andere Antikérper zum Einsatz. Zuerst werden die Zellen mit
einem biotinylierten anti-CD25 Antikérper (Klon 7D4-bio, BD 553070) inkubiert,
gefolgt von Streptavidin-Beads (Miltenyi Bioscience, 130-048-101). Die Zellen
werden wie oben beschrieben zwei Mal Uber MACS-Saulen aufgereinigt. Danach
erfolgt jedoch zusétzlich eine Inkubation mit anti-B220-(DYNAL, 114.01), anti-CD8"-
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(DYNAL, 114.07) und anti-MAC-Beads (ADCC Antikorper-Klon M1/70.15.11.5,
Kopplung an Beads im Institut fir Immunologie), die ebenfalls magnetisch sind. Nach
der halbstiindigen Inkubation mit den Dynal-Beads wird das Volumen mit GM-Puffer
auf 10 ml erhéht und das 50 ml Tube in einen speziellen Magnetstand gestellt. In
diesem werden die Zellen, die die magnetischen Dynal-Beads gebunden haben
durch den starken Magneten an die Wand des Gefasses gezogen und der Uberstand
kann bequem abgenommen werden. Diese Prozedur wird ein zweites Mal
wiederholt, so dass die letztendlich vorliegenden regulatorischen T-Zellen zu 90 %
und hoher rein vorliegen. Werden voraktivierte regulatorische T-Zellen fir den
Versuch benétigt, gibt man jeweils 1 * 10° Tregs Pro Well einer 24-Well Platte, an die
zuvor anti-CD3 (3 pg/ ml) und anti-CD28 (10 ug/ ml) gebunden wurde. Nach zwei
Tagen liegen vor-aktivierte, d.h. so genannte ,pre-T.egs“ vor, deren inhibitorischen
Eigenschaften die von frisch isolierten Tegs Noch deutlich Gbertreffen.

2.2.7.3 Anreicherung naiver CD8" T-Zellen

s. Anreichung von CD4" T-Zellen; es kommen hier allerdings Beads zum Einsatz, an
die der CD8-Antikorper direkt gekoppelt ist, so dass der zweite Schritt mit den
Streptavidin-gekoppelten magnetischen Partikeln entfallt. Nach Inkubation mit den
Beads konnen die Zellen direkt Uber eine MACS-Saule aufgereinigt werden und

liegen Ublicherweise zu > 90 % rein vor.

2.2.7.4 Depletion von CD8" T-Zellen aus dem Knochenmark

Fir die durchgefuhrten Knochmarkstransfers ist es sehr wichtig, dass nicht
kontaminierende CD8" T-Zellen in die bestrahlten Tiere gegeben werden, die dann
das Ergebnis verfalschen konnten. Aus diesem Grund wird das Knochenmark vor der
Rekonstitution der bestrahlten Tiere iber Dynal-Beads von CD8" T-Zellen befreit. Es
wird davon ausgegangen, dass etwa 10 % des isolierten Knochmarks CD8" T-Zell-
Verunreinigungen darstellen konnten, wobei dieser Wert sicherlich sehr hoch
angesetzt ist. Es wird die 2,5 fache Menge an anti-CD8" Dynal-Beads zu der
Knochenmarkslosung hinzugegeben und fir 30 Minuten inkubiert. Nach der

Inkubationszeit wird das kleine Volumen (~ 1 ml) mit GM-Puffer auf 10 ml aufgefillt
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und in den DYNAL-Magneten gestellt. Nach 2 Minuten wird der Uberstand
abgenommen, wahrend die verunreinigenden CD8" T-Zellen aufgrund der Bindung
an die magnetischen Beads im Magnetfeld im 50 ml Falcon verbleiben. Das CD8" T-
Zell-depletierte Knochenmark wird mit einer FACS-Analyse auf die Effektivitat der

Depletion Uberprift und dann intravends in die Rezipiententiere injiziert.

2.2.8 T-Zell Proliferations-Assay

Fur den klassischen Proliferations-Assay werden meist magnetisch-aufgereinigte
CD8" oder CD4" T-Zellen mit Peptid-beladenen APCs in Triplikaten in einer 96-Well
Platte inkubiert und drei bis finf Tage spater entweder die Inkorporation von 3H-
Thymidin in die T-Zellen oder die CFSE-Verdinnung der vorher CFSE-markierten T-
Zellen bestimmt. Beide Read-Out Methoden kommen zum Einsatz, wobei oftmals die
CFSE-Methode die elegantere ist, weil tatsdchlich NUR die relevanten Zellen und
ihre Aktivierung betrachtet und analysiert werden kdénnen. Standardmassig werden
ca. 2 * 10* T-Zellen mit 2 * 10° (via TLR aktivierten) Tag 6 Dendritischen Zellen oder
anderen APCs zusammengegeben, die mit variabler Peptidmenge gepulst wurden.
Kommen nicht aufgereinigte Milzzellen als APCs zum Einsatz, werden diese nach
der einstindiger Peptid-Inkubation und vor dem Pipettieren in die T-Zell Kulturen mit
3 Gray bestrahlt, um eventuell kontaminierende Proliferation innerhalb der APCs zu
vermeiden. Je nach Versuchsansatz und —frage konnen die T-Zellen, DCs, APCs
oder das Antigen titriert werden bzw. das Experiment durch Zusatz von (vor-
aktivierten) Regulatorischen T-Zellen erganzt werden. Das Gesamt- bzw.
Endvolumen in den Wells einer 96-Well-Platte betragt Gblicherweise 200 ul und der
Read-Out erfolgt meist an den Tagen 3, 4 oder 5. Um die Proliferation der T-Zellen
zu verfolgen, werden jeweils 0,5 puCi *H-Thymidin an den Tagen 2, 3 oder 4 (abends)
pro Well pipettiert. Nach 16 - 20 Stunden werden die Platten ,geerntet’, d.h. die
Zellen und ihre (meist in DNA) inkorporierte Radioaktivitat Uber eine
Absaugvorrichtung auf spezielle Glasfaserfilter aufgebracht und mit einer
Szintillationsflissigkeit in messbare Lichtsignale transformiert. Diese werden mit
einem so genannten ,[-Counter” ausgelesen. Durch das Pipettieren von Triplikaten
lassen sich bequem die Mittelwerte mit den Standardabweichungen bilden. Der

Vorteil dieser *H-Inkorporation liegt in der einfachen Quantifizierung der Proliferation
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Uber Stimulations-Indices und somit in der guten Vergleichbarkeit von verschieden
manipulierten Proliferations-Ansatzen. Der Nachteil liegt darin, dass nie eindeutig
geschlossen werden kann, welche Zellen wirklich proliferiert haben, da alle sich
teilenden Zellen das *H-Thymidin inkorporieren. Um dieses Problem zu ,umgehen®
kann man die zu untersuchenden T-Zellen mit CFSE (meist 2,5 uM, Protokoll: wie ,In
Vivo Zytotoxizitats-Assay”, s.u.) markieren und an den jeweiligen Tagen die (CFSE-
positiven) T-Zell Kulturen mittels Durchflusszytometrie auslesen. Der Nachteil liegt
hier hochstens in der etwas aufwendigeren Verarbeitung der zu farbenden Proben,
die zusatzlich meist noch mit Antikdrpern gegen Aktivierungsmarker (z.B. CD25,
CD44, CD62L) oder intrazellulare Zytokine (z.B. IFN-y, IL-2, IL-4) gefarbt werden.
Der Nachteil ist aber lediglich ein zeitlicher, da die durch die Antikdrper-Farbung
zusatzlich gewonnenen Informationen bezuglich der T-Zellen ein Vielfaches der
Aussagen zulasst, die ein *H-Thymidin Proliferation Assay bereitstellt. So kénnen
beispielsweise Uber die Verwendung von kongenen Markern (CD90.1 oder CD90.2
bzw. CD45.1 oder CD45.2) zwei verschiedene CFSE-markierte T-Zell-Populationen
(z.B. CD8" T-Zellen und Regulatorische T-Zellen) gleichzeitig untersucht werden, die
CFSE-Verdunnung (= Proliferation) mit den Aktivierungsmarker oder intrazellularen
Zytokinen in Verbindung gebracht werden. Somit erlauben CFSE-basierte
Proliferation Assays eine eher qualitative Aussage der T-Zell-Proliferation im
Vergleich zu der standardméassigen >H-Thymidin-Inkorporation. Gerade in
transgenen Systemen muss man jedoch in CFSE Proliferation Assays mit einiger
Optimierungszeit far die Assay Entwicklung rechnen, da man
Proliferationsunterschiede aufgrund von APC (DC) Unterschieden meist nur schwer

und nur unter Bereitstellung von suboptimalen Bedingungen detektieren kann.

2.2.9 Suppressions-Ansatz mit Regulatorischen T-Zellen (T egys)

Die regulatorischen T-Zellen werden wie oben beschrieben aufgereinigt und falls
erforderlich 2 Tage mit platten-gebundenem anti-CD3 / anti-CD28 voraktiviert (vor-
aktivierte Tregs Oder ,pre-Trgs®). Die naiven oder voraktivierten CD4'CD25"
regulatorischen T-Zellen werden in titrierten Verhéltnissen zu den Proliferations-
Ansatzen (s. T Zell Proliferation Assay) hinzupipettiert und die Kultur durch Zugabe

von *H-Thymidin tiber Nacht von Tag 2 auf Tag 3 oder einen Tag spéater ausgelesen.
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2.2.10 °'Cr-Freisetzungs-Assay

Der klassische *!Cr-Freisetzungs-Assay dient der Abschatzung und Quantifizierung
einer wichtigen Effektorfunktion von CTLs, der peptid-spezifischen Lyse von
Zielzellen. Grundlage fur diese Methode ist die Tatsache, dass lebende Zellen
Na,*'CrO, aufnehmen konnen und das *'Cr®* Kation zum >*Cr®* Kation reduzieren.
Dieses kann durch Salzbrickenbildung an zellulare Anionen wie DNA
(Phosphorrickrat) und freie, dissoziierte Carboxylgruppen von Proteinen und
Kohlenhydraten binden. Da diese Molekile die Zellmembran lebender Zellen unter
normalen Umstanden nicht passieren, ist die unspezifische Freisetzung von >*Cr®*
recht gering, zudem kann einmal freigesetztes *'Cr®* nicht wieder aufgenommen
werden. Die antigen-spezifische Lyse der Zielzellen, vermittelt durch peptid-
spezifische CTLs, setzt, abhangig von der Effektivitat der CD8" T-Zellen, mehr oder
weniger Radioaktivitat frei, deren y-Strahlung man quantifizieren kann. Technisch
wird dabei wie folgt vorgegangen: Geeignete Zielzellen (Vorraussetzung 1:
Vorhandensein von MHC-Klasse |, Vorraussetzung 2: Vorhandensein des korrekten
MHC-Klasse | Allels zur Bindung des relevanten Peptid-Antigens) werden fur eine
Stunde mit >*Cr inkubiert. Fir eine 96-Well Platte benétigt man z.B. ca. 2 * 10° EL-4
Zielzellen, die man in 2 Portionen & 1 * 10° aufteilt. Der einen Fraktion setzt man das
Peptid zu, gegen das die T-Zellen gerichtet sind. Der anderen Fraktion setzt man ein
irrelevantes Peptid zu. Beide Ansatze werden anschliessend mit 10 bis 20 ul einer
Na-Chromatlésung versetzt (Aktivitat: 10 uCi/ ml) und eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Nach einer Stunde werden die Zielzellen zwei Mal mit Medium gewaschen und
erneut eine halbe Stunde bei 37°C inkubiert, um eventuell bereits jetzt sterbende und
*ICr-freisetzende Zellen zu entfernen. Nach erneutem Waschen werden beide
Populationen so in Medium aufgenommen, dass ihre Konzentration 1 * 10° pro ml
betragt. 100 pl (entsprechen 1 * 10%) werden dann pro Well einer 96-Well
Rundbodenplatte pipettiert. Die T-Zellen werden vor dieser Prozedur in funf Wells
untereinander titriert, um eine quantitative Aussage Uber die Lyse machen zu
konnen. Hierzu wurden vorher die zu untersuchenden T-Zellen in 300 ul
aufgenommen und je 150 ul in das 3. Well von oben (Reihe ,C") einer 96-Well Platte
pipettiert. Alle Wells darunter werden mit 100 ul Medium beflllt. Mit einer
Multikanalpipette werden nun insgesamt vier 1/3 Verdinnungen in die

darunterliegenden Wells hergestellt. Als Positivkontrolle kommen in das erste Well
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(Reihe ,A) 100 pl Triton-X-100, die die Zielzellen komplett lysieren und somit den
Wert fur die maximal freisetzbare Radioaktivitat liefern. Die Reihe ,B* wird zur
Sicherheit freigelassen, damit es nicht zu einer Kontamination der folgenden Wells
mit dem Detergenz kommen kann. Die Reihen ,C* bis ,G" enthalten die T-Zell
Verdinnungen und die Reihe ,H“ liefert den Wert der spontanen Lyse, d.h. es
werden hier nur die Zielzellen zugegeben. Ist die 96-Well Platte auf diese Weise
prapariert, werden Uberall die 1 * 10* Zielzellen in 100 ul hinzupipettiert und der
Assay fir 4 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach 4 Stunden werden mit
einer Mehrkanalpipette 50 pl Uberstand vorsichtig entnommen und auf eine 96-Well
Festphasen-Szintillationsplatte Uberfuhrt (Perkin-Elmer). In der Szintillationsplatte
wird die im Uberstand befindliche Radioaktivitat in Lichtsignale umgewandelt, die mit
einem Szintillationszahler (Wallac, Deutschland) messbar sind. Wéhrend die Peptid-
beladenen Zielzellen in Abhéngigkeit des Effektor- zu Zielzell-Verhaltnisses lysiert
werden, sollten die mit einem irrelevanten Peptid-inkubierten Zellen intakt bleiben
und nur Hintergrundstrahlung freigesetzt haben, die als ,Spontanlyse” verbucht wird.
Die Berechnung der spezifischen Lyse erfolgt nach der Formel: [Cpm(gemessen) —

Cpm(sponta\n)] / [(Cpm(Triton—X—loo) - Cpm(spontan)] X 100 %.

2.2.11 In vivo Zytotoxizitats-Assay

Eine zweite, sehr elegante und vor allem nicht-radioaktive Methode, T-Zellen
beziglich ihrer lytischen Effektoreigenschaften zu untersuchen stellt der in vivo
Zytotoxizitat-Assay dar. Hierbei erfolgt die Quantifizierung der T-Zell-vermittelten
Lyse direkt in vivo, also ohne vorherige Restimulation in Kultur. Diese Methode ist
mittlerweile fir viele Anwendungen und Fragestellungen eine hervorragende
Alternative zum radioaktiven >'Cr-Freisetzungsassay. Die Zielzellen sind in diesem
Fall nicht Peptid-beladene EL-4 Thymomzellen, sondern Milzzellen einer syngenen
Donormaus, die das relevante MHC-Allel exprimiert. Nachdem in den Versuchstieren
eine Immunantwort induziert wurde (s. Immunisierung von Mausen), wird der in vivo
Zytotoxizitats-Assay in der Regel an Tag 7 durchgefuhrt, Abweichungen sind in den
betreffenden Versuch aufgefiihrt. Die Faustregel fir die Anzahl an Donorméusen, die
man fur die Aufreinigung von Zielzellen bendétigt, besagt, dass man pro Versuchstier

ca. %2 Milz einer syngenen Donormaus fur die Zielzellen bendtigt. Die Donormilzen
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werden entnommen und zu Einzelzellsuspensionen verarbeitet. Nach der
Erythrozytenlyse und dem Zahlen wird der Ansatz in zwei gleich grosse Fraktionen a
2 * 10" Milzzellen pro ml in PBS aufgeteilt. Nun wird die eine Population mit 4 pM
CFSE, die andere mit 0,4 uM CFSE markiert. Die CFSE Markierung erfolgt
weitgehend nach dem Protokoll des Herstellers und soll hier nur kurz ausgefihrt
werden. Es werden zwei CFSE Markierungslosungen gleichen Volumens wie die zu
markierenden Zellen hergestellt, die allerdings mit 8 und 0.8 uM CFSE doppelt
konzentriert sind. Diese beiden Losungen werden mit den beiden Zellansatzen
vereint, schnell gemischt und fur funf Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. In
dieser Zeit dringt das CFSE in die Zellen ein und bindet irrreversibel an zelluléare
Proteine. Die Reaktion wird durch Zugabe von FCS bis mindestens 20
Volumenprozent gestoppt und abzentrifugiert. Die Pellets lassen durch ihre starke
und etwas schwachere Gelbfarbung bereits eindeutig zwischen den beiden Ansétzen
unterscheiden und werden erneut in 5 bis 10 ml FCS gewaschen. Die Zellen werden
dann in Medium aufgenommen und eine der beiden Populationen (meist die 0,4 uM
CFSE markierten Zellen, ,CFSE-") mit 1 uM antigenem Peptid inkubiert, wahrend
die andere Population kein oder ein irrelevantes Peptid bekommt. Auf diese Art und
Weise hat man zwei Uber die CFSE Intensitdit im FACS-unterscheidbare
Zielpopulationen generiert, von denen die eine, Peptid-beladene Population genau
den Peptid-beladenen EL-4 Zielzellen entspricht. Die beiden Ansatze werden
ausgezahlt und eine mdglichst exakte 1:1 Mischung der Zellen hergestellt. Von
dieser Mischung werden den Versuchsmausen ca. 2 * 10” Zellen, d.h. 1 * 10" jeder
CFSE Intensitat, intravends in die Schwanzvene injiziert. Am néchsten Tag werden
die Tiere mit CO, getétet und die Milzen entnommen. Ohne weitere Farbung werden
die Milzzellsuspensionen dann im FACSCanto analysiert. Durch die unterschiedliche
CFSE Markierung sind die beiden Populationen gut getrennt tber ihre CFSE
Fluoreszenz zu analysieren. Als Negativ-Kontrolle dient hierbei eine naive Maus, d.h.
eine, die nicht immunisiert worden ist und ergo keine aktivierten peptid-spezifischen
T-Zellen in relevanter Menge aufweisen sollte. In dieser Maus liegen die Zielzellen in
ihrem Verhaltnis unverandert 1:1 vor, bzw. in dem Verhaltnis, das der Experimentator
durch Auszéhlen und Mischen am Tag zuvor injiziert hat. In allen anderen
Versuchsmausen wird sich das Verhaltnis von Peptid-beladenen ,CFSE™ zu
Kontroll-,CFSE™ Zielzellen entsprechend der vorhandenen Immunantwort gegen

das untersuchte Peptid verandert haben. Man misst eine festgelegte, konstante (z.B.
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1 * 10%, Anzahl von ,CFSE™ Zellen und kann anhand der im selben Zeitraum
gemessenen ,CFSE™ Zielzellen den Grad der Lyse bestimmen. Die exakte
Berechnung der Prozent Lyse erfolgt dabei nach der Formel: 100 — [(Zellzahl CFSE"
pro konstante Anzahl CFSE™ Zellen in naiver Maus) / (Zellzahl CFSE" pro konstante
Anzahl CFSE" Zellen im Versuchstier)] in Prozent [%].

2.2.12 FACS-Farbung (Durchflusszytometrie)

Die Analyse von Zellen mittels Durchflusszytometrie ist die bei weitem wichtigste
Methode, Lymphozyten zu charakterisieren. Sie beruht auf Fluorochrom-gekoppelten
Antikodrpern, die gegen spezifische Oberflachenstrukturen von Lymphozyten gerichtet
sind. Die zu analysierenden Zellen (Priméarzellen, Zellen aus einer in vitro Kultur,
usw.) werden nach zweimaligem Waschen in 100 ul FACS-Puffer aufgenommen und
mit den Antikdrpern, entsprechend den titrierten Verdinnungen, versetzt. Die
Inkubation erfolgt in der Regel in 96-Well ,V“-Boden Platten. Nach 30 bis 60 Minuten
Inkubation werden die Zellen abzentrifugiert und erneut zwei Mal in FACS-Puffer
gewaschen. Die Zellen werden nun in kleine FACS-R6hrchen (Greiner) Uberfiihrt und
konnen sofort im FACSCanto analysiert werden. Im FACS-Gerat passieren die
Zellen einzeln zwei nacheinander geschaltete Laserstrahlen. Das entstehende
Streulicht gibt Auskunft sowohl tUber die Grosse (,FCS": Forward Scatter) als auch
Granularitat (,SSC*: Side Scatter) der untersuchten Zellen. Durch die zwei Laser
werden ausserdem die Fluorochrome der verwendeten Antikérper angeregt und das
emittierte Licht durch entsprechende Filter detektiert. Die Antigenmenge ist dann
proportional zur gemessenen Lichtintensitat. Mit der FACS-Analyse kdnnen
Subpopulationen von Zellen durch die Verwendung von Antikdrpern gegen
verschiedenen Oberflachenmarker sehr gut analysiert werden, was die enorme

Bedeutung dieser Methode erklart.

2.2.13 Intrazellulare Zytokin-Farbung

Eine weitere in vitro Methode, um eine wichtige Effektoreigenschaft von aktivierten T-
Zellen zu Uberprufen, namlich die Synthese von immun-modulierenden Zytokinen,
wie z.B. IL-2, IFN-y oder IL-4, ist die intrazellulare Féarbung mit Fluoreszenz-
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markierten Antikérpern. Weil intrazellulare Zytokine fir eine Detektion selbst in
aktivierten T-Zellen ex vivo und ohne vorherige Manipulation nicht in ausreichender
Menge vorliegen, werden die Zellen (Priméarzellen, Zellen aus einer in vitro Kultur,
usw.) zunachst fir mehrere Stunden mit dem antigenen Stimulus und Brefeldin A (2
ug/ ml) inkubiert. Brefeldin A wird auch als ,,Golgi-Stop“ bezeichnet und verhindert die
Sezernierung von intrazellularen Proteinen aus dem Golgi-Apparat. In der
mehrstindigen Inkubation reichern sich also all diejenigen Proteine an, die eigentlich
von der Zelle fur die Sezernierung synthetisiert worden sind. Nach vier bis sechs
Stunden sind die Zytokine derart angereichert, dass sie nach Farbung mit
spezifischen Antikérpern durchflusszytometrisch nachweisbar sind. Bei der Farbung
wird zundchst wie bei der normalen FACS-Farbung verfahren, d.h. die
Oberflachenantigene werden wie oben beschrieben angefarbt. Nach halbstiindiger
Inkubation und zweimaligem Waschen werden die Zellen fir 30 Minuten mit 100 pl
Cytofix/ Cytoperm Reagenz (BD 554722) pro Farbeansatz behandelt, um die Zellen
erstens zu fixieren und zweitens die Zellmembran zu permeabilisieren. Die Zellen
werden im Anschluss in Saponin-Puffer gewaschen, welcher die Poren, die durch
das Cytoperm Reagenz in der Zellmembran entstanden sind, stabilisiert und offen
halt. Um die intrazellular angereicherten Zytokine anzufarben werden die Antikorper
in 100 ul Saponin-Puffer verdinnt zu den Zellen gegeben und inkubiert. Nach
weiteren 30 Minuten werden die Zellen gewaschen, in Saponin- oder FACS-Puffer

aufgenommen und im FACS-Gerét analysiert.

2.2.14 Knochenmarkstransfer

Die Versuchstiere werden drei bis vier Stunden vor der Rekonstitution mit fremdem
Knochenmark mit 8,5 Gray letal bestrahlt. In der Zwischenzeit wird das Knochenmark
der Donorméause wie oben beschrieben aufgearbeitet und CD8" T-Zell-depletiert. Pro
Rezipienten-Maus werden 1 — 1,5 * 10” Knochenmarkszellen intravends injiziert. Fir
die Rekonstitution werden pauschal vier Wochen berechnet, in denen die Tiere ruhen

und nicht manipuliert werden.
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2.2.15 Listerieninfektion

Listeria. monocytogenes (L.m. OVA) ist ein Gram-positives Bakterium und wird
sowohl fUr Studien der angeborenen und erworbenen Immunitat verwendet, weil man
die Infektion sehr gut verfolgen kann. Die erworbene Immunantwort gegen Listerien
ist durch eine starke CTL-Antwort charakterisiert und hat ihren Héhepunkt an Tag 7
oder 8 nach Infektion. Da fir Versuchsmause auf H2-° Hintergrund leider keine
Epitope bekannt sind, wurden fur die Versuche in dieser Arbeit Listerien verwendet,
in die transgen das Ovalbumin-Gen eingefuhrt wurde (L.m. OVA). Neben dem aus
Ovalbumin-Protein stammenden SIINFEKL CD8 Epitop ist auf dem H2-° Hintergrund
noch ein subdominantes MHC-Klasse Il Epitop aus einem Listerien-Protein bekannt,
LLO1gs-201- LLO spielt eine wichtige Rolle fir das Austreten der Bakterien nach der
Phagozytose und zudem fir das Verbreiten der Bakterien in Nachbarzellen. Die
Bakterien-Titer erreichen drei Tage nach subletaler Infektion (ca. 10 % der LDsg
Menge) ihren Hohepunkt, sind aber nach 7 Tagen quasi nicht mehr nachweissbar.
Sowohl o/ als auch y/d T-Zellen sind an der Bekdmpfung der bakteriellen Pathogene
beteiligt, wobei die klassischen o/ T-Zellen den Hauptteil der Antwort ausmachen.
Da sehr effizient Memory-T-Zellen induziert werden, kommt es nach einer Re-
Infektion (,Recall*) zu einer sehr viel schnelleren Immunantwort, selbst wenn die 10-
fache LDsy Menge an Bakterien inokuliert wird. Die Memory-Antwort hat ihren
Hohepunkt an Tag 5 und immunkompetente Tiere haben die Bakterieninfektion nach
zwei Tagen effizient unter Kontrolle. Die Bakterien werden in 6 ml BHI Medium
inokuliert und geschuttelt, bis sie eine ODgypo von 0,05 — 0,1 erreicht haben. Die
Bakterienanzahl pro ml wird dabei wie folgt berechnet: L. m. OVA: ODgy 0,1 = 8,0 *
10" Bakterien/ ml. Fir eine Primérinfektion werden die Mause intravends mit 2 * 10°
Bakterien in 200ul inokuliert wahrend fir eine ,Recall“-Infektion eine hundertfach

héhere Dosis verwendet wird.

2.2.16 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Mittels eines ELISA konnen in in vitro Kulturen in den Uberstand sezernierte Zytokine
mit einer hohen Sensitivitdt nachgewiesen und quantifiziert werden. Definierte

Zellmengen werden in Wells einer 96-Well Platte gegeben und mit antigenem (z.B.

-56 -



2 Material & Methoden

Peptiden bei T-Zellen) oder anderweitig aktivierenden Stimuli (z.B. bei BMDCs)
versetzt. Nach 24 oder 48 Stunden wird der Uberstand vorsichtig abgenommen und
bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert. Fur den eigentlichen ELISA wird der
entsprechende Detektions-Antikoérper (,capture) gegen das gewilnschte Antigen
Uber Nacht bei 4 °C in speziellen 96-Well Platten (Maxisorb) in 50 ul ,ELISA-Binding*
Puffer gebunden. Am néchsten Tag wird mit ,ELISA-Wash* Puffer gewaschen und
die Platte anschliessend mit ,ELISA-Block® Puffer gegen unspezifische Bindung
blockiert. Nach erneutem Waschen werden die Proben, unverdinnt oder verdinnt, in
Triplikaten auf die 96-Well Platte pipettiert und zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Proben werden dann abzentrifugiert und die Platte vier Mal ausgiebig
gewaschen. Es folgt eine einstindige Inkubation mit dem zweiten
Detektionsantikorper, der erneut gegen das Zytokin gerichtet ist (daher der
verbreitete Name ,Sandwich-ELISA®). Die Platten werden nochmals ausgiebig
gewaschen und fur 60 Minuten mit dem biotinylierten Sekundarantikdrper, der gegen
den zweiten Detektions-Antikdrper gerichtet ist, inkubiert. Der letzte Schritt besteht
nach mehrfachem Waschen in der Zugabe von Streptavidin-gekoppelter Peroxidase
(,horse-radish-peroxidase” HRP), die in der Lage ist, das Substrat TMB farbig
umzusetzen. Die Farbreaktion wird nach Ermessen des Experimentators durch

Zugabe von 2 M H,SO, gestoppt und in einem ELISA-Reader ausgelesen.

2.2.17 Aufreinigung von c20S und i20S

s. Dissertation Dr. Stefan Tenzer; die Isolation und Aufreinigung von humanen c20S
und i20S aus den Zelllinien LCL721 und LCL721.174 wurden von Dr. Stefan Tenzer
in Kooperation durchgefiihrt. Als Ausgangsmaterial dienten pro Praparation 30 ml
Zellpellet der jeweiligen Zelllinie. Das Pellet wird in Triton-X-100 haltigem Lysepuffer
lysiert, im Dounce-Homogenisator behandelt und nach zweimaliger sequentieller
Passage durch Spritzenkanulen der Grosse 25G abzentrifugiert. Danach wird das
Lysat mit 5 M NaCl auf 300 mM NaCl gebracht, auf einem DEAE-
Anionenaustauscher (pra-aktiviert mit 500 mM NaCl) separiert und 50 ml Eluat-
Fraktionen durch Eluierung mit 300 mM NaCl aufgefangen. Die proteasomale
Aktivitat enthaltenen Fraktionen werden vereint. Es folgt eine Ammoniumsulfat-

Fallung und eine Anionenaustausch HPLC, dann die Glyzeroldichte-

-57-



2 Material & Methoden

Ultrazentrifugation und am Ende die Aufkonzentrierung sowie die abschliessende

Reinheitsbestimmung im Western Blot.

2.2.18 In vitro Verdau von Peptiden

s. Dissertation Dr. Stefan Tenzer; der in vitro Verdau des Cpla Vorlaufers mit den
beiden Proteasomspezies c20S und i20S wurde von Dr. Stefan Tenzer durchgefihrt.
Jeweils 10 nmol des in DMSO oder 50 % ddH,O/ 50 % DMSO geldsten Peptides
wurden zusammen mit 0,5 ug aufgereinigtem 20S Proteasom in Verdaupuffer (20
mM HEPES-NaOH pH 7,6; 2 mM MgCI) inkubiert. Nach 3, 6 und 18 Stunden wurde
die Reaktion durch Zugabe von TFA zu einer Endkonzentration von 0,1 % (v/v)
gestoppt und die Proben bis zur chromatographischen Auftrennung und weiteren
Analyse mittels Reversed-Phase HPLC bei -20°C gelagert. Um magliche Prazipitate
zu entfernen, wurde die Probe anschliessend fir 30 Minuten bei 15.000 rpm bei 4 °C
zentrifugiert. Fur die Separation tber die HPLC wurde eine Flussrate von 150 ul pro
Minute eingestellt; als Puffer ,A“ wurde ddH,O, 0,1 % TFA, als Puffer ,B* 80 %
Acetonitril, 0,081 % TFA verwendet. Die verwendete uRPC PC 2.1/10 Saule wurde
mit 100 % ,B“ und danach 100 % ,A“ gewaschen und voraquilibriert. Die zu
separierende Probe wurde tber eine 500 pl Probenschleife mit einer Flussrate von
150 pl pro Minute auf die Saule appliziert. Die Elution erfolgte schrittweise tber die
Programmierung eines Gradienten: in 5 Minuten von 0 % auf 10 % ,B*, dann in 60
Minuten auf 50 % ,B* und in 20 Minuten auf 100 % ,B“. Abschliessend wurde die
Saule fur 15 Minuten mit 100 % ,B“ gewaschen. Wahrend des Elutionsvorganges
werden durch automatische Peakfraktionierung Fraktionen von maximal 500 pl
gesammelt. Diese werden bei RT in einer Speed-Vac getrocknet, in 50 % Methanol/
1 % Ameisensaure gelost und bei -80°C bis zur weiteren Analyse eingefroren.
Anschliessend erfolgt die Analyse der Fraktionen mit MALDI-TOF-
Massenspektrometrie. Diese Technik beruht auf der Kokristallisation des Analyten
mit der niedermolekularen, UV-Licht absorbierenden Matrix, die in der Lage ist,
Laserenergie zu absorbieren und diese auf den Analyten zu Ubertragen. Durch die
besonders schonende lonisierungstechnik konnen auch empfindliche Biomolekile
ionisiert und unfragmentierte Spektren der meist einfach geladenen Analytionen

generiert werden. Parallel zur MALDI-TOF Massenspektrometrie erfolgt die Analyse
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der HPLC-fraktionierten Verdauprodukte mittels Edman-Abbau. Dieser mittlerweile
automatisierte Prozess erlaubt die Sequenzierung von Peptiden von N-Terminus
aus, in dem die drei Schritte Kupplung, Spaltung und Konvertierung zyklisch
wiederholt werden. Die jeweils derivatisierte N-terminale Aminosaure wird mit TFA
abgespalten, ohne das andere Peptidbindungen hydrolysiert werden. Die
abgespaltene N-terminale Aminosdure kann nun chromatographisch Uber einen
Vergleich mit den Retentionszeiten einer Referenzprobe identifiziert und genau
quantifiziert werden. Auf eine detailliertere Beschreibung der beiden letztgenannten
Techniken soll hier verzichtet, bzw. auf die Dissertation von Dr. Stefan Tenzer

verwiesen werden.
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3.1 Erste Anhaltspunkte fir eine Beeinflussung des T-Zell
Repertoires durch Immunoproteasomen

Erste Hinweise, dass Immunoproteasomen in der Tat Einfluss auf das T-Zell
Rezeptor Repertoire haben kénnen, erbrachten neben der Veroéffentlichung von
Chen (Chen et al. 2001b) initiale Arbeiten von Dr. Matthias Hofmann im Labor von
Hans-Georg Rammensee. Er infizierte C57BL/6 Wild-Typ und LMP7 Knock-Out
Mause mit Adenovirus und setzte nach sieben Tagen mit den entnommenen Milzen
klassische CTL-Kulturen an. Dabei wurde eine Milz jeweils in zwei Ansatze aufgeteilt
und die eine Kultur mit dem Peptid SGPSNTPPEI aus dem adenoviralen Protein Ela
zur in vitro Restimulation versetzt und der verbliebene Teil mit dem aus dem
adenoviralen Protein E1b stammenden Peptid VNIRNCCYI (s. M&M, ,Klassische T-
Zell Kultur®). Nach funf Tagen wurde mit den aktivierten und in vitro restimulierten T-
Zell Kulturen ein *!Cr-Freisetzungsassay durchgefiihrt. Syngene EL-4 Zielzellen
wurden mit >*Natrium-Chromat markiert und zur Halfte mit E1a oder nicht mit Peptid
beladen (Negativkontrolle). Wie aus Abbildung 1 A) zu entnehmen, waren sowohl die
Wild-Typ als auch die LMP7 Knock-Out T-Zellen in der Lage, mit Ela beladene
Zielzellen (EL-4) spezifisch zu lysieren, die peptid-unbeladenen Zielzellen
(Negativkontrolle) wurden wie erwartet nicht lysiert. Eine Vp-Analyse der zwei Mal
restimulierten T-Zell-Kultur ergab, dass die Ela-spezifischen T-Zellen aus beiden
Mausen ausschliesslich VB6 fur ihren T-Zell-Rezeptor verwenden. Im Gegensatz
dazu ergab die °!Cr-Freisetzung der mit Elb-stimulierten T-Zellen ein anderes
Ergebnis: Wahrend die T-Zell-Kulturen der Wild-Typ Mause wieder spezifisch die
Elb-beladenen EL-4 Zielzellen lysieren konnten, waren die T-Zellen der LMP7
Knock-Out Kulturen nur sehr schwach in der Lage, eine spezifische Lyse der
Zielzellen zu vermitteln (Abbildung 1 B)). Diese lag zwar eindeutig Uber dem Wert der
Negativ-Kontrolle (keine Peptid-Beladung) aber auch erheblich unter dem Wert der
Wild-Typ Mause. Da sich diese Beobachtung reproduzieren liess, war auf jeden Fall
klar, dass Elb von Immunoproteasomen wahrscheinlich schlechter generiert wird
und es dadurch in vivo zu deutlich schlechterem Priming gegen E1b kommt. Damit

reiht sich diese Epitop in die lange Liste von MHC-Liganden ein, deren Generation
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entweder abhangig oder unabhéngig von Immunoproteasomen ist (Chapiro et al.
2006;Morel et al. 2000a;Schwarz et al. 2000;Sijts et al. 2000a;Sijts et al. 2000b;Van
den Eynde and Morel 2001).

A B
CTL Kultur + E1a CTL Kultur + E1b
) 70 -
50
@ 60 1
2 40 A
é %0 ] 2> VB51/.2
5 > VB6 A
% 30 A ﬁ 40 -
=
N
2 20 - 30
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10 - -> VB 8.1/.2
10
0 ———"8—0 0
10 100 1 10
Effektor : Target Effektor : Target

Abbildung 1. LMP7 Knock-Out Mause verwenden andere VB-Ketten fur die Elb-spezifische
Immunantwort als Wild-Typ Méause.

Immunisierung von B6 Wild-Typ Mausen ( @ Al ) und LMP7 Knock-Out Méausen (O A [ ) mit
Adenovirus. 7 Tage spater Entnahme der Milzen und Kultur mit

A) Ela oder B) Elb. Nach 7 und 14 Tagen Restimulation der T-Zellen und an Tag 21 Ernte fir den
*ICr-Freisetzungs-Assay. Parallel Farbung der CD8" T-Zell-Kulturen mit einem Panel von Antikdrpern

gegen die TCR Vp-Ketten.

Symbole: Wild-Typ (schwarz), LMP7 Knock-Out (offen). Dreieck/ Quadrat: je 2 verschiedene Wild-Typ
Mause (A O ) / LMP7 Knock-Out Mause (A Hl) mit Peptid-beladenen Zielzellen; Kreis: Negativ-
Kontrollen (@ O ) mit Zielzellen ohne Pepdidbeladung.

Die spannendere Beobachtung konnte jedoch gemacht werden, als auch hier die T-
Zellen parallel zur **Cr-Freisetzung bzgl. der Verwendung lhrer VB-Ketten untersucht
wurden. In Wild-Typ CD8" T-Zellen wurde ausschliesslich VB 5.1 fiir den T-Zell
Rezeptor verwendet, wahrend die T-Zellen der LMP7 Knock-Out Mause Vp 8.1
praferieren und Vf 5.1 gar nicht verwenden (s. Abbildung 1 A) und 1 B)).

Die von Chen (Chen et al. 2001b) veroffentlichten Daten basierten auf
Untersuchungen an LMP2 Knock-Out Mausen im Influenza-Modell und zeigen fir ein
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Epitop (NP366.374) €benfalls eine T-Zell-Repertoire-Anomalie in den LMP2-defizienten
Mausen. Im Gegensatz zu Van Kaer (Van Kaer et al. 1994) konnten Chen et al.
namlich keinen Defekt in der Antigenprasentation des Nukleoprotein-Epitops
detektieren. Vielmehr wiesen sie nach, dass die Prozessierung des NP3g6.374 aus PR
8 Nukleoprotein auf dem LMP2 Knock-Out Hintergrund prinizipiell gleich effizient
erfolgt und die schlechtere T-Zell-Antwort gegen NP3g.374 iIn LMP2 Knock-Out
Mausen daher wahrscheinlich auf einen T-Zell-Repertoire-Defekt zuriickzufuhren ist.
Diese Theorie passt insofern sehr gut in das Bild von LMP2 Knock-Out M&usen, als
dass diese ca. 20 % weniger CD8" T-Zellen aufweisen (Van Kaer et al. 1994). Da
funktionelle Immunoproteasomen durch Inkorporation von LMP7 und MECL-1 z.T.
auch ohne LMP2 assemblieren kénnen, liessen die Ergebnisse von Chen et al. im
grossen und ganzen nur eine eher grobe Abschéatzung Uber die Rolle von
Immunoproteasomen bei der Generierung des T-Zell-Rezeptor-Repertoires zu. Aus
diesen Grinden sollte in der vorliegenden Arbeit anhand von verschiedenen in vivo
Modellen, in denen durch LMP7 Knock-Out die Bildung von Immunoproteasomen
vollstandig  ausgeschlossen ist, die Frage nach dem Einfluss von
Immunoproteasomen auf die T-Zell-Repertoire-Bildung eingehender beleuchtet

werden.

3.2 Abhéangigkeit der Cpla—Prozessierung von Immuno-
proteasomen

Da die positiv selektionierenden Peptide fur den OT-1 T-Zell-Rezeptor bekannt
waren (Santori et al. 2002), bot sich eine sehr elegante Mdoglichkeit, diese
Fragestellungen mit in vivo Modellen zu untersuchen. In einem in vitro Verdau sollte
deshalb anfanglich geklart werden, ob die Prozessierung der positiv
selektionierenden Peptide eventuell Immunoproteasom-abhéangig ist. Ware dies der
Fall, konnte man mit einem einfachen in vivo Modell diverse Fragen bezuglich
positiver Selektion und Beteiligung von Immunoprotesomen beantworten. Ein
Vorlaufer des Cpla-Peptids wurde mit aufgereinigten konstitutiven und Immuno-
Proteasomen verdaut und die Verdauprodukte nach Auftrennung Gber HPLC mit
Edmann-Abbau und Massenspektroskopie analyisert. Die diesbezlglich
durchgefuhrten Arbeiten wurden in Kooperation mit Dr. Stefan Tenzer am Institut fur
Immunologie in Tubingen (Sequenz: LDPRNQISFKFDHLRKEADPQPE) mit 0,5 ug
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Abbildung 2. Quantifizierung der konstitutiven Proteasom-Untereinheit Bs in Immuno- und
konstitutiven Proteasomenpreparationen.

A) SDS-PAGE von 1 pg i20S und c20S Proteasomen. B) Western Blot gegen die Proteasomen-
Untereinheiten Bs; (LMP7) und Bs (X). C) Quantifizierung von tryptischen Peptiden der ag und Bs
Untereinheiten durch LC-MS. Dargestellt sind die Verhaltnisse der lonen- Intensitéaten fir 3 tryptische
Peptide der jeweiligen Untereinheit. Die Werte sind Mittelwerte +/- Standardabweichung aus 3
unabhangigen Experimenten.

aufgereinigtem Proteasom durchgefuhrt. Fir den Verdau wurden jeweils 10 nmol des
Cploa-Vorlaufers in Verdaupuffer (20 mM HEPES-NaOH pH 7,6; 2 mM MgCI)
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inkubiert. Nach 3, 6 und 18 Stunden wurde die Reaktion durch Zugabe von TFA zu
einer Endkonzentration von 0,1 % (v/ v) gestoppt und die Proben bis zur
chromatographischen Auftrennung und weiteren Analyse mittels Reversed-Phase-
HPLC bei -20°C gelagert. Die Reinheit der jeweiligen Proteasomenspezies wurde
durch Western-Blots gegen jeweils eine konstitutive oder IFN-y induzierbare
Untereinheit und weitere massenspektroskopische Untersuchungen sichergestellt
(Abbildung 2). Generell unterscheiden sich die konstitutiven und durch IFN-y
induzierten 20S Proteasomen eindeutig in ihren Schnittspezifitaten, wie inzwischen
mehrere Veroffentlichungen zeigen konnten, die sich ausschliesslich der Aufdeckung
von Schnittmotiven mit Hilfe von bis zu 25 AA langen Polypeptiden gewidmet haben
(Tenzer et al. 2004a;Toes et al. 2001a). Leuzine, Isoleuzine und Phenylalanine
werden vom i20S an P1 praferiert und kleine, polare Aminosauren wie Serin und
Threonin werden an P1" bevorzugt; beide Proteasomen Spezies bevorzugen Glyzin
und Alanin an P1". Vergleicht man die groben ,Schnittegeln“ oder Schnittmotive, die
aus den in vitro Verdaus mit den zwei verschiedenen Substraten Hefe-Enolase
(Disseration Dr. Alexander Nussbaum, Universitat Tabingen 1999) und Prion-Protein
(Dissertation Dr. Stefan Tenzer, Universitat Tubingen 2004) abzulesen sind, wird
offensichtlich, dass auch das Substrat selber einen relativen Einfluss auf die
beobachteten Schnittspezifitaten haben kann, da nicht alle Schnittmotive der c20S
und i20S Proteasomen fir alle Substrate gleich eindeutig gelten. Ausserdem konnte
beispielsweise fur den Verdau den Prion-Proteins zusatzlich ein hdherer Umsatz des
Substrates durch Immunoproteasomen bei ansonsten gleichen
Versuchsbedingungen beobachtet werden. Dieser Effekt kann sowohl Substrat-
spezifisch sein als auch auf eine erhohte katalytische Aktivitat des
Immunoproteasomes hindeuten.

Abbildung 2. zeigt eindeutig, dass die beiden Praparationen rein und zu weniger als
10% mit der jeweils anderen Proteasomenspezies kontaminiert waren. Die durch
automatische Peakfraktionierung gewonnenen HPLC Fraktionen von maximal 500 pl
werden gesammelt und anschliessend bei Raumtemperatur in einer Speed-Vac
getrocknet, in 50 % Methanol/ 1 % Ameisensaure gelost und anschliessend mittels

Edmann-Sequenzierung analysiert. Die Auswertung der Sequenzierungen ist in
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Abbildung 3. Das Peptid, das fiir die positive Seletion des OT-1 T-Zell-Rezeptors verantwortlich
ist, kann nur durch Immunoproteasomen prozessiert werden.

Inkubation von 10 Nanomol des Cpla-Vorlaufers (LDPRNQISFKEDHL RKEASDPQPE) fur 6 Stunden
mit 2 pg aufgereinigten konstitutiven Proteasomen (schwarze Balken) bzw. Immuno-Proteasomen
(gestreifte Balken). Auftrennung der Peptid-Fragmente auf einer Reversed-Phase-HPLC und Analyse
der gesammelten Fraktionen mittels Edman-Abbau und MALDI-MS. Dargestellt sind detektierte und
quantifizierte Fragmente > 25 Picomol beider Proteasomen-Verdaus. Das positiv selektionierende
Peptid ist hervorgehoben.
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Abbildung 3 graphisch dargestellt, wobei nur solche Fragmente aufgefiihrt sind, die
mehr als 25 pmol reprasentieren. Man kann klar erkennen, dass das konstitutive
Proteasom weder den relevanten C-terminalen Schnitt nach dem Leucin an Position
14 des Cpla-Vorlaufers durchfihrt noch das Peptid an sich aus dem Vorlaufer
freisetzen kann. Im Gegensatz hierzu stellt der Schnitt nach dem Leucin an Position
14 mit 2000 pmol den starksten Schnitt des Immunoproteasoms dar. Ausserdem
konnte als direktes in vitro Verdauprodukt das Cpla-Peptid nachgewiesen werden
(fett hinterlegt), welches fur die positive Selektion des OT-1 T-Zell-Rezeptors
verantwortlich ist. Diese Daten zeigen somit eindeutig, dass die Prozessierung des
Peptids, zumindest in vitro, Immunoproteasom-abhangig ist. Aufgrund dieser
vielversprechenden Daten wurde das geplante in vivo Modell realisiert und eine
Zucht von LMP7 Knock-Out Mausen mit OT-1 Mausen begonnen. Ziel war es, den
sehr gut charakterisierten T-Zell-Rezeptor, fir den positiv selektionierende Peptide
bekannt waren auf einen Hintergrund zu ziichten, der Immunoproteasom-defizient
ist. Wenn die in vitro Verdau Daten auch in vivo Relevanz haben, sollte in LMP7
Knock-Out Mausen das Cpla-Peptid aus dem F-Actin Capping Protein (Subunit
algrg9) ebenfalls nicht mehr prozessiert werden kénnen. Somit ware es maoglich,
dass das Fehlen des Cpla-Peptids auf dem OT-1 Hintergrund eine verdnderte

positive Selektion nach sich zieht.

3.3 Veranderte T-Zell-Selektion des OT-1 T-Zell-Rezeptors auf
LMP7 Knock-Out Hintergrund

Um diese Theorie zu Uberprifen, wurden LMP7 Knock-Out Mause (129/ ola
Hintergrund) mit OT-1 Mausen (B6 Hintergrund) verpaart (Abbildung 4). Die fur beide
Merkmale heterozygoten Tiere der F1-Generation werden erneut verpaart und sollten
laut Mendel zu einem Viertel homozygote OT-1/ LMP7 Knock-Out Mause ergeben.
Die Transgenitat beziglich des OT-1 T-Zell-Rezeptors wird mit Hilfe der
Durchflusszytometrie (FACS) nach Antikdrperbindung an CD8 und Va 2 bzw. V3 5.1
Uberpruft. OT-1 transgene CD8+ T-Zellen verwenden fiur ihren T-Zell-Rezeptor die
Ketten Va2 und VB 5.1 (Hogquist et al. 1994b) und sind Uber diese Marker leicht
nachweisbar. Defizienz bezlglich LMP7 wird in einer Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) getestet, in der sequenzspezifische Primer einen ca. 280 bp langen Abschnitt
im Gen fur die Neomycinresistenz in den LMP7 Knock-Out Mausen amplifizieren.
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—

OT-1, (H-2b) LMP7 Knock-Out, (H-2)

Abbildung 4. Maus-Modell fir die Untersuchung der Positiven Selektion auf LMP7 Knock-Out
Hintergrund. Quelle der Mausfotos: www.aceanimals.com; die Fotos stellen nur exemplarisch
und zu Anschauungszwecken 2 verschiedene Mausstdmme dar (sind aber identisch).

Zusatzlich werden die Mause mit LMP7-spezifischen Primern auf die Prasenz des
LMP7 Gens getestet. Wild-Typ Mause sollten daher in der ,WT"“-PCR eine Bande
zeigen (ca. 550bp), nicht aber in der ,Neo“-PCR, LMP7-heterozygote Tiere sollten in
beiden PCR-Ansatzen spezifische Banden zeigen, da sie ja die genetischen
Informationen fir sowohl LMP7 als auch die Neomycinresistenz tragen. LMP7
Knock-Out Mause ergeben in den beiden Ansatzen lediglich eine Bande bei der
.Neo“-PCR. Das PCR-Programm zum Nachweis der beiden relevanten
Erbinformationen ist ein Standardprogramm, dass aus den folgenden Elementen

aufgebaut ist:

5 Minuten 95°C (Aufspaltung der DNA-Matrize)

30 Sekunden 95°C (Aufschmelzen der DNA-Strange)

30 Sekunden 58°C (Hybridisieren der Primer an die Einzelstrange)
60 Sekunden 72°C (Verlangerund der Primer durch die Polymerase)
10 Minuten 72°C (Beenden der Kettenreaktion)

Die Zyklen 2 bis 4 werden 35 x wiederholt und die relevante DNA-Information auf
diese Weise amplifiziert. Nach der PCR werden die Ansatze mit DNA-Ladepuffer
versetzt, in einem Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und die Produkte
mittels eines DNA-Markers auf ihre Lange tUberpruft. Abbildung 5 zeigt exemplarisch,
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welche Bandenmuster man in den jeweiligen PCR’s erwarten kann. Als Kontrolle
wird DNA

750 | =
500 |

250
[bp]

750 | =
500

250 —— —-—-----

[bp] - P——

Abbildung 5. Typisierungs-PCR der OT-1 x LMP7 Knock-Out/ LMP7 Wild-Typ Zucht.

Die Nummern 63 bis 76 bezeichnen exemplarisch 14 Tiere, die typisiert wurden. ,KO*, HT* und ,WT*"
sind die jeweiligen Knock-Out-, Heterozygot- und Wild-Typ-Kontrollen. In den oberen Taschen ist die
PCR mit Wild-Typ-Primern fiir die Amplifikation der genetische Information innerhalb des LMP7 Gens
aufgetragen, in den unteren Taschen die PCR mit den Primern fiir die Neomycin-Resistenz.

* zeigt das ca. 550 bp grosse Amplifikat innerhalb des LMP7 Gens, ** zeigt das ca. 270 bp grossen
Amplifikat innerhalb der Neomycin-Resistenz, ,n.s.“: unspezifische Bande.

aus Wild-Typ Mausen, aus F1-Tieren (definiert heterozygot) und LMP7 Knock-Out
Tieren eingesetzt, um den korrekten Verlauf der Amplifikation zu Gberprufen. In der
vorliegenden PCR-Typisierung tragen z.B. die Mause 63, 64, 67, 70 und 76 den
LMP7 Knock-Out, da in der PCR zwar die Information innerhalb der Neomycin-
Resistenz, nicht aber die des LMP7 Proteins amplifiziert werden konnte. Da die OT-1
Méause nicht nachprufbar homozygot fur den T-Zell-Rezeptor sind (zumindest nicht
im FACS), traten selbst in spateren Generationen immer wieder Mause auf, die im
FACS negativ fur den Rezeptor waren. Es wurden also samtliche Mause der Zucht
immer sowohl durchflusszytometrisch auf die Va 2 bzw. VB 5.1 Expression, als auch
per PCR auf den LMP7 Genlocus untersucht. Die Gewinnung der Lymphozyten
erfolgte praktischerweise nach Punktieren der Schwanzvenen aus Blut. Tabelle 1
zeigt exemplarisch die Typisierung von etwa 20 Tieren aus beiden Zuchten. Man
erkennt sofort, dass in den Tieren, die den OT-1 T-Zell-Rezeptor auf dem LMP7
Knock-Out Hintergrund tragen, fast 50 % weniger transgene T-Zellen im Blut
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zirkulieren. Die FACS Dot-Blots in Abbildung 6 zeigen exemplarisch die Typisierung
der Zuchten. Dieselben Werte ergeben sich, wenn man die Milzen und Lymphknoten

TWTxOT-l | %CD8 | %CD4 || 7KOxOTd | %CD8 | %CD4 |
598 476 32 | 579 285 25
602 | 477 | 25 | 572 284 14
609 | 428 | 49 | 574 | 273 | 07
611 491 | 29 | 576 265 25
612 554 27 | 577 325 | 1
613 349 33 | 578 272 12
614 | 561 | 23 579 | 316 | 08
616 | 43 | 23 | 581 | 207 | 24
619 | 434 | 33 | 582 186 16
631 465 | 42 | 585 218 13
632 392 | 29 | 586 17,7 31
634 | 439 | 33 | 588 | 275 | 11
635 3% 15 | 589 | 162 | 07
63 354 14 500 349 | 3
637 307 | 14 | 591 227 19
638 344 05 | 592 166 | 1
639 41 28 | 503 | 194 | 13
640 245 | 14 | 594 226 29
641 325 18 | 595 28 26
643 327 | 14 621 255 29
645 329 | 22 | 622 167 07
646 33 2,3 624 28,4 0.9

Mittel (n=22) | 40,1 2,5 Mittel (n=22) | 24,5 1,7

Std. Abw. 82 | 1 || Std.Abw. = 55 | 09

Tabelle 1. Lymphozyten-Typisierung (Blut) der OT-1 x LMP7 Knock-Out/ LMP7 Wild-Typ Zucht.

Exemplarische Ubersicht von jeweils 22 M&ausen.

der Tiere untersucht (Daten nicht gezeigt). In der Peripherie der Tiere auf LMP7
Knock-Out Hintergrund liegen also im Vergleich zu Wild-Typ Kontrollen erheblich
reduzierte Zahlen von sowohl CD8" T-Zellen generell und auch transgenen T-Zellen
vor. Ist diese betrachtliche Abweichung in den Mausen mit LMP7 Knock-Out
Hintergrund bereits im Thymus, dem Organ der T-Zell-Reifung, nachweisbar? Die
Antwort ist der Abbildung 7 zu entnehmen und lautet: eindeutig ja. Untersucht man

die Thymi der beiden Mausstamme, so stellt man auch im Organ der T-Zell-
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A B
OT-1x LMP7 WT OT-1 x LMP7 KO
445% 261%
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Abbildung 6. Lymphozyten-Typisierung (Blut) der OT-1 x LMP7 Knock-Out/ LMP7 Wild-Typ
Zucht.

A) Exemplarischer FACS Dot-Blot der Vo. 2%/ CD8" doppelt-positiven peripheren Lymphozyten (Blut).
B) Graphische Zusammenfassung der transgenen Vo 2/ CD8" und der CD4" T-Zell-Population (Blut).
Wild-Typ (schwarze Balken), LMP7 Knock-Out (schraffierte Balken).

Differenzierung in den LMP7 Knock-Out Mausen von der Wild-Typ Kontrolle
abweichende Zahlen fur die CD8" T-Zell-Population fest. Die FACS-Farbung gegen
CD4 und CD8 ergibt etwa gleich viele CD4"/ CD8" Doppeltpositive (Daten nicht
gezeigt) aber erheblich weniger CD8" Einzelpositive oder transgene CD8"/ Va2" T-
Zellen in den LMP7 Knock-Out Thymi. Da die Einzelpositiven CD8" T-Zellen
diejenigen T-Zellen sind, die ihren Rezeptor fertig und konstruktiv umgelagert haben
und als naive T-Zellen kurz vor dem Export in die Peripherie stehen, ist der
erhebliche niedrigere Prozentsatz in den Tieren mit LMP7 Hintergrund ein starkes
Indiz dafiir, dass der Selektionsprozess der OT-1 T-Zellen durch die Abwesenheit

von LMP7 stark verédndert ist.
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OT-1 x LMP7 WT OT-1x LMP7 KO

24,0%, 14,5%
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> : 30 -
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B OT-1xLMP7TWT OT-1x LMP7 KO

SP CD8* tg CD8* / Vo2*

Abbildung 7. Lymphozyten-Typisierung (Thymus) der OT-1 x LMP7 Knock-Out/ LMP7 Wild-Typ
Zucht.

A) Exemplarischer FACS Dot-Blot der Vo 2*/ CD8" doppelt-positiven Lymphozyten im Thymus.

B) Graphische Zusammenfassung der einzel-positiven CD8" T-Zellen und der transgenen Vo 2/
CD8" T-zell-Population im Thymus. Wild-Typ (schwarze Balken), LMP7 Knock-Out (schraffierte
Balken).

3.4 Charakterisierung der LMP7 Knock-Out/ OT-1 und LMP7 WT/
OT-1 T-Zellen

Nachdem der Prozentsatz der transgenen OT-1 T-Zellen in den LMP7 defizienten
Mausen dramatisch niedriger ist als in den Wild-Typ Kontrolltieren, sollte im
folgenden geklart werden, dass die T-Zellen auf LMP7 Knock-Out Hintergrund nicht
generell eine funktionelle Abnomalie aufweisen und sich von den ,normalen* OT-1 T-
Zellen unterscheiden. Hierzu wurden die Milzen und Lymphknoten von LMP7 Knock-
Out/ OT1 wund LMP7 Wild-Typ/ OT-1 Tieren entnommen und zu
Einzelzellsuspensionen verarbeitet. Mit den Milzzellen wurden im wesentlichen drei

Funktionstests durchgefuhrt.
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3.4.1 Proliferation

Erstens werden die Zellen in einem in vitro Proliferationsassay eingesetzt, der die *H
Thymidin-Inkorporation der T-Zellen nach in vitro Stimulation mit SIINFEKL misst.
Die Milzen werden mit gegen CD8 spezifischen Antikbrpern versetzt, die an
magnetische Beads gekoppelt sind. Nach 30 Minuten Inkubation und ausgiebigen
Waschschritten werden die Beads resuspendiert und tUber kleine Sédulchen gegeben,
die in einem magnetischen Feld positioniert sind. Nach dem Auftragen der
Suspension und Auffangen des Durchlaufes wird wieder ausgiebig gewaschen und
schliesslich eluiert. Die CD8" T-Zellen sind nun zu ca. 85 % bis 90 % rein (Daten
nicht gezeigt) und kénnen direkt fir die Versuche eingesetzt werden. 2 * 10*
angereinigte T-Zellen werden dabei in Triplikaten in die wells einer 96-Well Platte
pipettiert. Als antigenprasentierende Zellen wird der Durchlauf der MACS-
Aufreinigung verwendet, der ja im wesentlichen die in der Milz vorliegenden B-Zellen
beinhaltet. Der Durchlauf wird gezahlt und mit unterschiedlichen SIINFEKL
Konzentrationen fir eine Stunde bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit verdrangen die
SIINFEKL Molekule die endogenen MHC-Klasse | Peptide und ersetzen diese
konzentrationsabhéngig auf der Zelloberflache. Nach einer Stunde wird freies Peptid
durch Wasch- und Zentrifugationsschritte entfernt und die Zellen danach mit 3 Gray
bestrahlt, damit sie im Proliferationsassay lediglich als APC’s fungieren und durch *H
Thymidin Inkorporation nicht das Proliferationsergebnis verfalschen. Nach dem
Bestrahlen werden die ,Feeder” fiir den *H-Thymidin-Inkorporationsassay nochmals
gezahlt und 8 * 10* Zellen zu den jeweils 2 * 10* T-Zellen pro Well gegeben. 48
Stunden nach Ansatz der in vitro Kulturen werden die 96-Well Platten mit 0,5 uCi pro
Well fur 16 bis 20 Stunden versetzt und am nachsten Tag geerntet. Die Zellen und
Uberstande werden durch Anlegen eines Vakuums auf einen Glasfaserfilter
gesogen, auf dem die fest-eingebaute Radioaktivitat haften bleibt, wahrend
unverbrauchtes, l8sliches *H-Thymidin vom Filter in den radioaktiven Abfall
gewaschen wird. Nach Trocknen des Filters und Zugabe von Szintillationsflissigkeit
kann jeder Filter ausgelesen werden, da die schwach-radioaktive p-Strahlung durch
den Szintillator in messbare Lichtsignale umgewandelt wird. Exemplarisch ist in
Abbildung 8 die Proliferation der T-Zellen an Tag 2 von je 2 Mausen beider Stamme
gezeigt. Man sieht, dass erstens die *H-Thymidin Inkorporation in etwa vergleichbar

ist, d.h. ahnliche Mengen des Radionuklids aufgenommen wurden und zweitens
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auch die Titration des Antigens SIINFEKL von 0,01 nM nach 1 uM zu einer sehr
ahnlichen Proliferation fihrt. Somit unterscheiden sich die beiden Mausstamme bzgl.

der *H-Thymdin Inkorporation nicht.

OT-1 x LMP7 WT, 2 M&use OT-1 x LMP7 KO, 2 Méuse

“H

20000 A l %

15000 -
I 5
10000 - \ |
5000 A . -
E s | g e B

_— — . e

3H Thymidin Inkorporation [cpm]

[1uM] [0,01nM]
SIINFEKL

Abbildung 8. Charakterisierung der transgenen CD8" T-Zellen der OT-1 x LMP7 Knock-Out/
LMP7 Wild-Typ Zucht. Proliferations-Assay (3H-Thymidin Inkorporation).

A) OT-1 T-Zellen mit LMP7 Wild-Typ Hintergrund, 2 Mause B) OT-1 T-Zellen mit LMP7 Knock-Out
Hintergrund, 2 Mause. Kultur von 8 * 10* iber MACS aufgereinigten T-Zellen mit 2 * 10* Poly I:C
stimulierten BMDCs, die mit verschiedenen SIINFEKL-Konzentrationen (1 uM, 100 nM, 10 nM, 1 nM,
0,1 nM, 0,01 nN, kein Peptid) beladen wurden.

3.4.2 Spezifische Lyse von Zielzellen

Eine weitere Effektorfunktion, die zu untersuchen war, ist die spezifische Lyse von
Peptidbeladenen Zielzellen in einem °'Cr-Freisetzungsassay. Hierzu werden die
Milzen der Tiere wieder zu Einzelzellsuspensionen verarbeitet und in 24 Well Platten
mit bestrahlten und SIINFEKL-beladenen Feeder-Zellen kultiviert. Nach drei Tagen
(oder nach funf Tagen, wenn die Zellen nach drei Tagen noch nicht ,gut* aussehen,
Ermessen des Experimentators) werden die Zellen aus den Wells geerntet und
gezahlt. Die grossen, unférmigen Zellen in der Kultur sind die restimulierten T-Zellen,

die nun optimal aktiviert sein sollten. Man halt in dem °'Cr-Freisetzungsassay die
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Anzahl der Zielzellen konstant bei 1 * 10* und variiert die Anzahl der hinzugegebenen
spezifischen T-Zellen, die man auf ihre lytischen Eigenschaften analysieren mdchte.
So ergibt sich eine Titration des ,E:T", Effektor zu Target (= Zielzell) Verhaltnis tber
einen gewissen Bereich, meist etwa zwei Logstufen. Die Zielzellen sind vor Zugabe
der kultivierten T-Zellen mit **Natrium-Chromat inkubiert und markiert worden, wobei
die eine Population der Zielzellen zusatzlich mit SIINFEKL beladen wurde, wéhrend
die andere Population als Negativkontrolle nicht oder mit einem irrelevanten Peptid
gepulst wurde. Peptid-spezifische T-Zellen erkennen dann ihr Antigen und lysieren
die Zielzellen aufgrund ihrer vorherigen drei- bis funftatigen Aktivierung in vitro. Die
Perforin-vermittelte Porenbildung fihrt zur Freisetzung des vorher aufgenommenen
>Chromats aus den Zielzellen und sammelt sich im Uberstand abhéngig vom Grad
der Lyse bzw. abhangig von der Aktivitat der T-Zellen an.

OT-1 x LMP7 WT OT-1 x LMP7 KO

60 1 60 1
g 50 | 50 |
-
Q
E 40 1 40 -
N 30 30
o
w
X 20 A 20

10 - @E@?—@A‘T@ 10 1 %—@

1 10 100 1 10 100
Effektor : Target Effektor : Target

Abbildung 9. Charakterisierung der transgenen CD8" T-Zellen der OT-1 x LMP7 Knock-Out/
LMP7 Wild-Typ Zucht, *'Cr-Freisetzungs-Assay.

A) OT-1 T-Zellen mit LMP7 Wild-Typ Hintergrund, 2 Mause B) OT-1 T-Zellen mit LMP7 Knock-Out
Hintergrund, 2 Mause. Kreise und Dreiecke stellen je zwei verschiedene Mause pro Gruppe dar.
Geflllten Symbole: Spezifische Lyse von Zielzellen mit Peptidbeladung, offene Symbole: Kontroll-
Lyse von Zielzellen ohne PePtidbeIadung. Kultur der Milzen mit 50 nM SIINFEKL nach Prozessierung
zu Einzelzellsuspensionen. *'Cr-Freistetzungs-Assay an Tag 3.

Wie in Abbildung 9 exemplarisch fur je zwei Mause pro Stamm gezeigt, verhalten
sich auch hier die OT-1 T-Zellen auf beiden Hintergriinden bzgl. der spezifischen
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Lyse von SIINFEKL-beladenen Zielzellen gleich. Sowohl die maximale Lyse als auch
die Lyse auf den einzelnen Titrationsstufen ist vergleichbar und es gibt keinerlei
Anhaltspunkt, dass die T-Zellen auf LMP7 Hintergrund ihre Zielzellen schlechter
lysieren kénnen. Als Negativkontrolle sind jeweils die Spontan-Lysen von Peptid-

unbeladenen Zielzellen beider Mause dargestellt (offene Symbole).

3.4.3 Intrazellulare IFN-y Produktion

Die letzte Effektorfunktion, auf die die OT-1 T-Zellen auf LMP7 Wild-Typ bzw. Knock-
Out Hintergrund hin untersucht werden sollen ist die Sekretion von Interferon-y.
Dieses Zytokin ist neben Perforin und Granzym eines der zentralen ldslichen
Mediatoren, welches zytotoxische T-Zellen sekretieren, wenn sie aktiviert werden.
IFN-y inhibiert beispielsweise direkt die virale Replikation im Falle einer Virusinfektion
und induziert ausserdem die Expression von MHC Klasse | und anderen Molekilen,
die an der Prozessierung von Klasse | Liganden und der Beladung von Klasse |
Molekilen beteiligt sind. Dadurch wird die Chance erhoht, dass infizierte Zellen als
Ziel von CTL’s erkannt werden. Ausserdem aktiviert IFN-y Makrophagen und
rekrutiert diese sowohl als Effektorzellen als auch als antigenprésentierende Zellen
an den Ort der Sekretion. Fur die Untersuchung der Zellen auf Interferon-y Sekretion
werden sie genau gleich behandelt wie fiir einen *'Cr-Freisetzungsassay, d.h. es
wird in vitro eine Standard T-Zell-Kultur angesetzt und an Tag drei bis flinf geerntet.
Parallel zu dem Test auf spezifische Lyse werden einige Zellen (Wells) vier bis sechs
Stunden mit und ohne SIINFEKL aber in beiden Fallen in Anwesenheit von Brefeldin
A restimuliert. Das Brefeldin A verhindert die Abschniirung von Vesikeln aus dem
Golgi-Apparat, so dass samtliche fur die Sekretion bestimmten Proteine/ Zytokine in
der Zelle zuriickgehalten werden. Nach sechs Stunden Inkubation mit Brefeldin A
und Peptid sind die Effektorzytokine innerhalb der Zelle so akkumuliert, dass diese
mit spezifischen Antikdrpern anfarbbar und im FACS nachweisbar sind. Fur die
FACS Farbung werden die Zellen geerntet und zuerst in FACS Puffer gewaschen.
Zuerst werden die Oberflachenmolekiile CD8 sowie die Aktivierungsmarker CD25,
CD44 und CD62L angefarbt. Da die T-Zellen vor der Kultur mit CFSE markiert
worden sind, kann man durch Verfolgung der CFSE Verdinnung zusatzlich noch die
Proliferation abschatzen. Nach Anfarbung der Oberflachenmarker wird die
Zellmembran mit einem speziellen Puffer (Intracellular Staining Kit, BD) durchléchert

-75 -



3 Ergebnisse Teil |

und werden die Zellen im selben Arbeitsschritt fixiert. Danach werden die Zellen
ausgiebig gewaschen und anschliessend mit dem Antikérper gegen (das intrazellular
vorliegende) Interferon-y inkubiert. Dieser gelangt durch die Poren in das Innere der
Zellen und kann dort spezifisch das akkumulierte IFN-y anfarben. Als
Negativkontrolle fur die Farbung dient derselbe Ansatz von Zellen mit Brefeldin A,
jedoch ohne die Addition von Peptid. Jegliches Interferon-y, das in diesem Ansatz
detektiert wird, wird als Hintergrund Produktion des Zytokins betrachtet. Letztendlich
werden die Zellen wieder in FACS-Puffer aufgenommen und koénnen

durchflusszytometrisch untersucht werden.

OT-1 x LMP7 WT OT-1 x LMP7 KO
14,8 % _

(Maus.j)-_ .

11,6 %
‘ (Maus 2)
CD25

Abbildung 10. Charakterisierung der transgenen CD8" T-Zellen der OT-1 x LMP7 Knock-Out/
LMP7 Wild-Typ Zucht, intrazellulare IFN-y Farbung.

i.c. IFN-y

A) OT-1 T-Zellen mit LMP7 Wild-Typ Hintergrund, 2 Mause. B) OT-1 T-Zellen mit LMP7 Knock-Out
Hintergrund, 2 Mause. Kultur der prozessierten Milzen mit 50 nM SIINFEKL. Die intrazellulare IFN-y
Farbung erfolgt an Tag 3 parallel zum *'Cr-Freisetzungs-Assay.

In Abbildung 10 sind diejenigen Zellen gezeigt, die auf die Eigenschaften CFSE" und
CD8" eingegrenzt (,Gate") sind. Man erkennt wieder eindeutig, dass sich die T-Zellen
aus beiden Mausstammen gleich verhalten und in etwa gleiche Prozentsatze and
IFN-y/ CD25 doppelt-positiven Zellen aufweisen. Die leichten Schwankungen, die in
allen drei Untersuchungen (*H-Thymidin, >*Cr-Freisetzung, i.c. IFN-y) innerhalb der

Gruppen auftreten, sind wohl damit zu erklaren, dass es sich eben letztendlich um
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Zellen aus verschiedenen Mausen handelt und diese natirlich leicht unterschiedlich
in den jeweiligen Assays reagieren.

Durch die Tests konnte zusammenfassend geklart werden, dass sich die OT-1 T-
Zellen auf LMP7 Knock-Out Hintergrund in ihren Effektorfunktionen nicht von denen

des LMP7 Wild-Typ Hintergrunds unterscheiden.

3.5 OT-1 Knochenmark-Transfer in bestrahlte LMP7 Knock-Out
Mause

Um die Daten aus der Zucht in einem zweiten in vivo Modell zu bestatigen und
auszuweiten, wurde nach weiteren Mdoglichkeiten gesucht, die Fragestellung nach
der Rolle von LMP7 in der Entwicklung von OT-1 T-Zellen zu untersuchen. Als
geschicktes zweites Modell wurde schliesslich ein Knochenmarkstransfer gewabhilt,
fur den syngenes OT-1 Knochenmark in lethal bestrahlte (B6) Wild-Typ und LMP7
Knock-Out Tiere transferiert wird (Abbildung 11).

OT-1 Knochenmark,
CD8* T Zell depletiert

8,5 Gray
"“=-=_-_)

Rezipienten:

- B6
* LMP7 KO

Abbildung 11. Modell des Knochenmark-Transfers von OT-1 Tieren in Wild-Typ und LMP7
Knock-Out Rezipienten.

Durch die Bestrahlung verlieren die Empfangertiere alle strahlungssensitiven
(hamatopoetischen) Zellen, wahrend z.B. die Zellen des Kortex-Epitheliums erhalten

bleiben, weil sie strahlungsresistent sind. Das intravends-injizierte Knochenmark
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repopuliert in den Wochen nach der Rekonstitution nach und nach die
Empfangertiere, die dann sogenannte Knochenmark-Chimaren darstellen. Die T-Zell-
Vorlaufer missen naturlich auch in diesen Mausen im Thymus heranreifen, um
schliesslich als naive T-Zellen in die Peripherie zu gelangen. Die Theorie bei diesem
Versuch ist, dass die OT-1 Vorlaufer in den (B6) Wild-Typ Mausen durch einen
.normalen® Thymus wandern (,normal“, da das positiv selektionierende
Kompartiment bestrahlungsresistent ist im Gegensatz zu den in den Thymus
einwandernden Dendritischen Zellen und Makrophagen), also das den OT-1 TCR
positiv selektionierende Cpla Peptid vorfinden sollten, wéhrend in den LMP7 Knock-
Out Mausen das Peptid nicht generiert werden sollte. Diese Defizienz sollte genau
wie in den Zuchten zuvor zu einer verminderten Auswanderung der OT-1 T-Zellen
aus dem Thymus und somit zu einer geringeren Frequenz der Zellen in der
Peripherie von LMP7 Knock-Out Empfanger-Tieren fuhren. Als interne Kontrolle fur
die Entwicklung der T-Zellen wird den Tieren eine Mischung aus OT-1 und
kongenem ST-42 Knochenmark injiziert. Die T-Zell-Vorlaufer der letzteren T-Zellen
haben ein anderes positiv-selektionierendes Peptid, was vermutlich nicht abh&ngig
von der Generation durch Immunoproteasomen ist. Nach Bestrahlung der acht bis
zehn Wochen alten Mause mit einer lethalen Dosis von 8,5 Gray (***Cs-Quelle)
ruhen die Tiere fUr etwa vier bis funf Stunden. In dieser Zeit wird das Knochenmark
aus OT-1 Mausen prapariert und, ganz wichtig, CD8" T-Zell-depletiert. Diese
Depletion ist deshalb so wichtig, damit nicht spater das Ergebnis durch T-Zellen
verfalscht wird, die das Knochenmark kontaminiert haben. Solche T-Zellen missten
nicht mehr durch den Selektionsprozess des Thymus gehen und wirden das
Ergebnis sicherlich beeinflussen. Die Notwendigkeit der Depletion ist aus Abbildung
12 klar ersichtlich. Man sieht jeweils die FACS Dot-Blots vor und nach Depletion mit
den magnetischen anti-CD8 DYNAL Beads, sowohl fir das OT-1, als auch fur das
ST-42 Knochenmark. Zwischen 2 und 5 % der Knochenmark Zellen sind CD8 positiv
vor der Depletion. Durch die magnetischen beads kann dieser Prozentsatz auf fast 0
% gesenkt werden. Die Zellzahl des CD8" T-Zell-depletierten Knochenmarks wird
bestimmt und anschliessend werden den bestrahlten Tieren je 1,5 * 10’
Knochenmarkszellen intravends in die Schwanzvene injiziert. Im Falle der Ko-
Injektion von ST-42 Kontroll-Knochenmark werden 7,5 * 10° Zellen injiziert. Nach der
Knochenmark Injektion wird den Tieren ca. vier Wochen Zeit gegeben, das
hamatopoetische System zu rekonstituieren. Vier bis finf Wochen nach dem
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Abbildung 12. Depletion der CD8" T-Zellen aus dem Knochenmark vor dem Knochenmark-
Transfer.

Inkubation des Knochenmarks nach Praparation aus den Oberschenkelknochen mit oaCD8
Antikorpern, die an DYNAL-beads (magnetische Partikel) gekoppelt sind. Dargestellt sind die FACS
Dot-Blots von Proben vor und nach der T-Zell-Depletion.

Knochenmarkstransfer konnen die Mause das erste Mal geblutet werden, um die
Repopulation zu Uberprifen. Das Ergebnis ist in Abbildung 13 dargestellt. Wieder
liegt in den rekonstituierten LMP7 Mausen nur etwa die Halfte der transgenen OT-1
T- Zellen vor, die in den Wildtyp-Kontrollen nachzuweisen sind. Wahrend in den (B6)
Wild-Typ Mausen ca. 25 % der Blutzellen transgenen Ursprungs sind, sinkt die Zahl
dieser Zellen in den LMP7 Mausen auf lediglich 10 bis 12 %. Auch in diesem zweiten

Modell konnte also der erwartete Effekt der LMP7 Defizienz nachgewiesen werden.
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Abbildung 13. Die Selektion von transgenen OT-1 T-Zellen nach Transfer von OT-1
Knochenmark in bestrahlte LMP7 Knock-Out Rezipienten ist stark reduziert.

Blutanalyse der B6 Wild-Typ oder LMP7 Knock-Out Mause vier Wochen nach einer lethalen
Strahlendosis von 8,5 Gray und Rekonstitution mit 1,5 * 10’ CD8 T-Zell-depletierten OT-1
Knochenmarkzellen (+ 5 * 10° CD8 T-Zell-depletierten ST-42 Knochenmarkszellen als Kontrolle).
FACS Analyse der transgenen CD8'/ Va. 2" T-Zellen, der CD4" T-Zellen und der transgenen CD8" T-
Zellen aus ST-42 Knochenmark (CD90.1) in der Peripherie.

3.6 Intravends injiziertes Cpla kann die positive Selektion des
OT-1 TCR wiederherstellen

Um die Theorie der Abhangigkeit der OT-1 T-Zell-Entwicklung vom Vorhandensein
von Cpla als positiv selektionierendem Peptid noch weiter zu untermauern, wurde
eine Manipulation an den bereits Knochenmark-transferierten Mausen unternommen,
die 2004 von Fridkis-Hareli (Fridkis-Hareli et al. 2004) detailliert beschrieben wurde.
Mit Hilfe von sogenannten ,APL’s" (Altered Peptide Ligands) konnte die Gruppe um
Ellis L. Reinherz die positive Selektion von Virus-spezifischen CD8" T-Zellen in vivo
verandern bzw. manipulieren. Hierzu wurden bei CD8" Determinanten (Gpsz.41 von
Lymphozitdrem Choriomeningtitis Virus Glycoprotein und einem Epitop aus VSV8

von Vesikularem Stomatitisvirus Nukleoprotein) diejenigen Aminosaurepositionen,
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die mit dem jeweiligen transgenen T-Zell-Rezeptor laut Kristallstruktur am
wahrscheinlichsten interagieren, verandert bzw. mutiert. Die Effekte dieser
Manipulation auf die Thymozytenreifung sowie den Austritt in die Peripherie wurde
dann in zwei sehr gut definierten, CD8" T-Zell-transgenen in vivo Systemen
untersucht. Durch den gezielten Austausch von Tyrosin durch Serin an Position 4
und Phenylalanin durch Alanin an Position 6 des Gpss.41 Peptids wurde ein
.veranderter” Peptidligand (,APL“) generiert, der eine stark reduzierte T-Zell-
Rezeptor Affinitat besitzt und intravends injiziert in der Lage ist, in vivo die positive
Selektion von P14 transgenen CD8" T-Zellen zu vermitteln (,Thymic Vaccination®).
Es ist davon auszugehen, dass die ,APL’s" Uber die Blutbahn in den Thymus

gelangten und dort die positive Selektion der transgenen T-Zellen erhdht haben.

|

N
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N
o

—_
o

Prozent [%] CD8* / Va2*
o

LMP7 WT LMP7 KO

Tage nach Knochenmark-Transfer:

Tag30 \NTag45 [l Tag95 [M Tag 210
!

3xCplai.v.

Abbildung 14. Wiederherstellung der Selektion von transgenen OT-1 T-Zellen in den OT-1
Knochenmark-rekonstituierten LMP7 Knock-Out Mausen durch Injektion des positiv-
selektionierenden Cpla Peptids.

Dreimalige Injektion (i.v.) von 25ug Cpla in PBS an drei aufeinanderfolgenden Tagen 30 Tage nach
Rekonstitution der bestrahlten Rezipienten. Blutanalyse der Mause 15 Tage, 65 Tage und 180 Tage
spater, um den Anteil an transgenen CD8'/ Va 2" T-Zellen in der Peripherie durchflusszytometrisch zu
bestimmen.
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Das Experiment der intravendsen Peptidgabe wurde auf die OT-1 Knochenmark-
rekonstituierten LMP7 Knock-Out bzw. Wild-Typ Kontroll-Tiere utbertragen. Die im
Versuch befindlichen Tiere erhielten entweder drei Mal 25 pg Cpla an drei
aufeinander folgenden Tagen oder lediglich PBS als Injektions-Kontrolle. 15 Tage
nach der letzten Peptid-Gabe werden die Tiere erneut geblutet, um den Anteil der
transgenen CD8" T-Zellen zu iiberpriifen (Abbildung 14). Das Ergebnis der Injektion
von Cpla ist klar und in seiner Eindeutigkeit sogar etwas tUberraschend: Wie erwartet
erhoht sich der Anteil der transgenen CD8" T-Zellen in der Wild-Typ Mausen nach
Cpla-Gabe nicht weiter und blieb konstant bei ca. 25 %. lhr Anteil in den LMP7
Mausen stieg jedoch von lediglich 10 bis 12 % auf annéhernd den Wert in den Wild-
Typ Mausen, namlich auf durchschnittlich ca. 22 % an. Mit OT-1 Knochenmark
rekonstituierte LMP7 Mause, die kein Cpla Peptid erhalten hatten, wiesen nach den
zwei Wochen die gleichen 10 bis 12 % transgene T-Zellen im Blut auf wie vorher
(nicht gezeigt). Alle Tiere wurden erneut 65 und 180 Tage nach letzter Cpla-
Injektion untersucht und geblutet. Die Zahlen blieben dieselben und der Anteil der im
Blut zirkulierenden Zellen nach Cpla-Gabe in LMP7 Méausen war Uber den
Beobachtungszeitraum konstant bei ca. 20 bis 22 %. Obwohl das Ergebnis eindeutig
ist, war es schon bemerkenswert, was fur eine Auswirkung die dreimalige Injektion
eines Peptids hat, das bisher nur in vitro als positiv-selektionierend beschrieben
worden war (Hogquist et al. 1997). Anhand der vorliegenden Daten muss man auf
eine Einwanderung des Cpla-Peptids in den Thymus der LMP7 Mause schliessen
und im weiteren darauf, dass das Peptid dort im Organ der T-Zell-Reifung die
positive Selektion der OT-1 T-Zellen nachhaltig beeinflusst und deswegen mehr
transgene T-Zellen im Blut nachzuweisen sind. Um eine Aussage Uber die Kinetik
der positiven Selektion machen zu koénnen, wurde in einem Folgeexperiment
untersucht, ob sich die Angleichung der transgenen T-Zell-Population bereits kurz
nach der letzten von drei Cpla-Gaben nachweisen lasst. Hierzu wurden die Tiere
identisch behandelt, wie in Abbildung 14, nur wurden die Mause bereits 18 Stunden
nach der dritten Cpla-Injektion getbtet, um jeweils Blutproben, Milzen und Thymi zu
untersuchen. Wie in Abbildung 15 zu sehen, ist der Anteil der transgenen OT-1 CD8"
T-Zellen bereits 18 Stunden nach der dritten Cpla-Injektion im Blut und in der Milz
um 35 % bzw. 30 % gestiegen. Das Cpla-Peptid gelangt also Uber den Blutkreislauf
offensichtlich sehr schnell in das Thymusepithel und ist dort in der Lage, die positive
Selektion der T-Zellen zu vermitteln, die den OT-1 TCR tragen. Man erkennt aber
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auch, dass dieser Effekt direkt im Thymus nicht nachweisbar ist, da sich die Werte
aller interessanten Zellpopulation im Thymus nach Cpla-Gabe nicht veréandert
haben. Man kann daher nur spekulieren, dass die Anzahl der T-Zellen, die jeweils als
Einzelpositive den Thymus verlassen einfach sehr gering ist und man eine
Verédnderung deswegen nicht oder nur sehr schwer nachweisen kann (Fridkis-Hareli
and Reinherz 2004).
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Abbildung 15. Bereits 18 Stunden nach der letzten von drei Cpla-Injektionen ist der Effekt des
positiv selektionierenden Peptids in der Peripherie nachweisbar.

Bestrahlung der Tiere wie in Abbildung 14, Rekonstitution mit OT-1 Knochenmark und nach 30 Tagen
dreimalige Injektion von Cpla. Dargestellt ist die Veranderung des Anteils der jeweiligen
Zellpopulation in den Organen A) Blut, Milz und B) Thymus 18 Stunden nach der letzten von drei
Cpla-Injektionen.

3.7 Cplahat keinen Einfluss auf die periphere Proliferation von
OT-1 T-Zellen

Dass es sich bei dem beobachteten Phdnomen nicht lediglich um einen peripheren
Einfluss des Cpla-Peptids handelt, liess sich einem Kontroll-Experiment ziemlich

sicher ausschliessen. Es ware ja zumindest mdglich, dass das Cpla-Peptid als
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derjenige Ligand, der den OT-1 T-Zell-Rezeptor selektionieren kann auch
Proliferationssignale vermitteln kann. Um diese Mdglichkeit auszuschliessen, wurde
ein T-Zell-Transfer durchgefuhrt. Sublethal bestrahlte LMP7 Knock-Out Mause und
syngene (B6) Wild-Typ Kontroll Tiere wurden mit 4,5 Gray bestrahlt, um ,Platz" fur
die Injektion von ca. 1 * 10° transgenen, mit CFSE markierten OT-1 T-Zellen zu
machen. Einen Tag nach Injektion der T-Zellen wurde den Tieren entweder 3 Mal an
3 aufeinander folgenden Tagen 25 ug Cpla oder lediglich PBS injiziert. An Tag 6
wurden die Tiere mit CO, getdtet und die Milzen zu Einzelzellsuspensionen

verarbeitet.

kein Cpla + Cpla

LMP7 KO

CD62L

Wild-Typ

Abbildung 16. Adoptiv in Wild-Typ und LMP7 Knock-Out Mause transferierte transgene OT-1 T-
Zellen proliferieren identisch und unabhangig von der Prasenz des Cpla-Peptids.

Adoptiver Transfer von 1 * 10° Gber MACS-beads aufgereinigten und mit CFSE markierten CD8
positiven OT-1 T-Zellen in mit 4,5 Gray sublethal bestrahlte Wild-Typ bzw. LMP7 Knock-Out Mause.
Direkt danach und an den zwei folgenden Tagen Injektion von 25 nug Cpla (insgesamt drei Mal).
Dargestellt ist die homeostatische Proliferation der transferierten transgenen OT-1 T-Zellen an Tag 6
in der Milz.

Man sieht in Abbildung 16 sehr gut, dass sich die transferierten OT-1 T-Zellen
sowohl in den LMP7 Knock-Out und Wild-Typ Mausen und mit oder ohne Cpla-
Gabe genau gleich verhalten. Die CFSE-Floureszenz hat in allen Ansétzen zu etwa
gleichen Anteilen abgenommen, die T-Zellen haben sich in etwa gleich oft geteilt.
Weiterhin sind die sich teilenden Zellen fir alle Aktivierungsmarker FACS-negativ

(nicht gezeigt: CD44, CD62L), was auf eine normale homeostatische Proliferation
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hindeutet. Auch in *H-Thymidin-Proliferationsassays zeigten die Zellen keinerlei
Inkorporation, wenn versucht wurde, sie in vitro mit Cpla zu aktivieren (Daten nicht
gezeigt). Die Daten zeigen somit eindeutig dass Cpla nicht in der Lage ist, periphere
OT-1 T-Zellen zur Proliferation anzuregen, so wie es beispielsweise die Injektion des
Antigens SIINFEKL auslésen wirde. Dieses Kontroll-Experiment schliesst daher
einen peripheren Effekt der Cpla-Injektion aus und untermauert umso mehr die
These, dass das fehlende Cpla-Peptid in den LMP7 Knock-Out Tieren fur eine
veranderte positive Selektion und damit fir den niedrigen Wert der transgenen OT-1
Zahlen verantwortlich ist und es, intravends verabreicht, die positive Selektion

wiederherzustellen vermag.

3.8 Infektion mit OVA-transgenen Listerien

Um die in den beiden beschriebenen Modellen gemachten Beobachtungen in einem
dritten System zu verifizieren, sollten in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dirk
Busch in Minchen Wild-Typ und LMP7 Knock-Out Tiere mit OVA-transgenen
Listerien infiziert und die an der Immunantwort beteiligten SIINFEKL spezifischen
CD8" T-Zellen auf ihre VB-Verwendung untersucht werden. Ratio fiir diese Versuche
waren nattrlich sowohl die Daten, die anfanglich von Dr. Matthias Hofmann generiert
werden konnten (s. Vorarbeiten), als auch die Ergebnisse, die mit den ersten beiden
in vivo Modellen erzielt wurden. Die Tatsache, dass LMP7 Knock-Out Mause die V5
Kette zur Bildung ihres dominanten Elb spezifischen T-Zell-Rezeptors anscheinend
nicht verwendeten und ihre Elb-spezifische T-Zellen ausschliesslich VB8 benutzen,
deutet ebenso auf einen generellen T-Zell-Rezeptor-Repertoire-Unterschied hin wie
die Ergebnisse der in vivo Modelle 1 und 2. Mit den OVA transgenen Listerien
(Schiemann et al. 2003) lag ein etabliertes bakterielles in vivo Infektionssystem vor,
in dem sich genau die Parameter untersuchen liessen, die fir diese Fragestellung
interessant waren. Listeria monocytogenes (L.m.) ist ein Gram-positives Bakterium
und vermutlich eines der am besten charakterisierten humanen Pathogene. Ein
grosser Vorteil des L.m. Modells ist die leichte Verfolgbarkeit der Infektion. Die
adaptive Immunantwort ist durch eine starke CD8" T-Zell-Antwort charakterisiert,
welche etwa an Tag 7 oder 8 nach Priméarinfektion ihren Hohepunkt erreicht. Bei
Wild-Typ Listerien sind immunogene Epitope fir MHC Klasse | lediglich fiir den H2¢
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Hintergrund bekannt (dominant: LLOg;.99, Subdominant: p602;7.225), wohingegen fir
via MHC Klasse Il prasentierte Antigene das LLO1gg.o0; fiir H2° bekannt ist. LLO spielt
eine wichtige Rolle fir das Verlassen des phagosomalen Kompartimentes und ist
ebenfalls wichtig fur die Weiterverbreitung der Bakterien in benachbarte Zellen. P60
ist eine Hydrolase und wichtig fur die bakterielle Zellteilung. Die sublethale Infektion
von Versuchstieren (Mausen) mit einer Dosis von 0,1 x LDs (also einem Zehntel der
Dosis, bei der 50 % der Tiere sterben) fuhrt zu einer bakteriellen Last in der Leber,
die an Tag 3 ihren Hohepunkt erreicht und im immunkompetenten Wirt danach stetig
abnimmt, so dass an Tag 7 keine Pathogene mehr nachweisbar sind. Sowohl o/f als
auch y/6 CD8-positive T-Zellen spielen eine zentrale Rolle bei der Immunantwort,
wobei die a/p T-Zellen den wichtigeren Part ibernehmen. Neutrophile sind ebenfalls
an der Immunantwort beteiligt. Aufgrund der sehr effektiven Induktion einer
protektiven Immun- und Gedéachtnisantwort erreicht die CD8" T-Zell-Antwort nach
Re-Infektion (,Recall* Infektion) mit einer normalerweise lethalen Dosis von L.m.
Bakterien (10 x LDso) ihren H6hepunkt an Tag 5. Bereits drei Tage nach der Recall-
Infektion sind die Pathogene nicht mehr oder nur mit sensitivsten Methoden
nachweisbar. Aufgrund der beschriebenen typischen Merkmale der Immunantwort
auf L.m. wird die Infektion mit L.m. auch von vielen Arbeitsgruppen verwendet, die
die Verbindung und Interaktion von angeborener und adaptiver Immunitat
untersuchen. Die im folgenden beschriebenen Experimente wurden samitlich in
Kooperation mit dem Labor von Dirk Busch von Dr. Kathrin Linkemann in Minchen
durchgefuhrt. Die OVA-transgenen Listerien dienten hierbei der experimentellen
Bereitstellung von Ovalbumin als Antigen im Kontext einer natiurlichen Immunantwort
gegen ein Pathogen. Die genetische Veranderung der Listerien resultiert in der
Insertion des ,full-length* Ovalbumin-Gens in das Genom der Bakterien, die nun das
artifizielle Antigen transkribieren, translatieren und somit exprimieren. Es wird wie
jedes andere zellulare Protein nach Ablauf seiner Lebensdauer in den
proteasomalen Abbauweg und damit in den MHC Klasse | Présentationsweg
eingeschleust und kann als Peptid-Eptiop von CD8-positiven T-Zellen erkannt
werden. Durch die Insertion des Ovalbumin-Gens in die Listerien wird auch fir den
H2P Hintergrund ein sehr immunogenes Epitop (SIINFEKL) bereitgestellt, mit dem
man sehr einfach die CD8" Antwort auf das Pathogen verfolgen kann. Die
experimentelle Infektion wurde wie folgt durchgefiihrt: 6 ml BHI Medium wurden mit
20 ul L.m. OVA Glycerol Stock inokuliert und die Bakterien bei 37°C geschiuittelt, bis
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die Optische Dichte bei 600 nm (ODggo) bei etwa 0,1 lag. Fur die Berechnung der

Bakterienanzahl pro Milliliter wurde dann folgender Bezug verwendet:

L.m. OVA  ODgoo: 0,1 = 8,0 * 10’ Bakterien/ ml

Fur die Primarinfektionen wurden LMP7 Knock-Out Mause oder (B6) Wild-Typ
Kontroll-Tiere mit 2 x 10° L.m. OVA Bakterien in einem Volumen von 200 pl
intravenos infiziert (0,1 x LDsg Dosis), wahrend die Tiere bei der Re-Infektion nach 30
Tagen eine 100-fach hohere Dosis erhielten. Drei Tage nach Priméarinfektion wurde
jeweils einige Tiere beider Versuchsgruppen getotet, um die Bakterienanzahl in der
Leber zu bestimmen. Hierzu wurde wie fur die Milz beschrieben jeweils die Leber
steril entnommen und zu einer Einzelzellsuspension verarbeitet. Nach Herstellung
von mehreren 1/10 Verdinnungen wurden definierte Zellzahlen auf BHI-Agar Platten
ausgestrichen und nach einigen Tagen die L.m. Ova Kolonien gezahlt. Anhand der
gezahlten Kolonien und der Verdiunnungsstufen kann der mittlere Bakterientiter pro
Maus/ Leber einfach zurlckberechnet werden. Abbildung 17 zeigt, dass sich LMP7
Knock-Out und (B6) Wild-Typ Mause in der bakteriellen Last nicht unterscheiden.

5x10°% 1

4 x10°

2

3 x 109 |

2 x105 1

tg OVA L.m. Bakterien

1x105 1

Wild-Typ LMP7 KO

Abbildung 17. Identische bakterielle Last in der Leber 5 Tage nach Infektion von Wild-Typ und
LMP7 Knock-Out Mausen mit OVA-transgenen Listerien.

Infektion von LMP7 Knock-Out Mausen und Wild-Typ Kontrolltieren mit 2 * 10° OVA-transgenen
Listerien. Nach 5 Tagen Analyse des Bakerientiters in der Leber.
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Die tbrigen im Versuch befindlichen Tiere wurden 30 Tage nach Priméarinfektion
erneut und nun mit der 100-fachen Menge der Primardosis ,Recall*-infiziert. Diese
experimentelle Prozedur entspricht letztendlich einer klassischen Prime-Boost
Strategie, in der zuerst eine T-Zell-Antwort mit gutem T-Zell-Gedachtnis induziert
wird und dieses dann nach Abklingen der Primarantwort durch Re-Infektion mit
demselben Pathogen (= Antigen) erneut aktiviert wird. Drei Tage nach Re-Infektion
wurde eine zweite  Gruppe von Versuchstieren getotet und die
Einzelzellsuspensionen der Milzen intrazellular auf IFN-y und TNF-a gefarbt. Um die
antigene Spezifitit der CD4" bzw. CD8" T-Zellen zu gewahrleisten, wurden die
Zellen des CD4" Farbeansatzes zuvor vier bis sechs Stunden mit LLOjgg 201 Und
Brefeldin A bzw. nur mit Brefeldin A inkubiert.

20 A
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IFN-y  TNF-a IFN-y  TNF-a

cDs* CD4*
(Tm-SIINFEKL*/  (LLO 4g0.901-
CD62L'ow) specific/
CD62L'ow)

B Wwid-Typ LMP7 Knock-Out

Abbildung 18. TNF-a. und IFN-y Produktion OVA-spezifischer CD4" und CD8" Recall-T-Zellen 3
Tage nach Re-Infektion von Wild-Typ und LMP7 Knock-Out Mausen.

FACS Analyse der OVA-spezifischen CD4" bzw. CD8" T-Zellen 3 Tage nach Recall-Infektion von
LMP7 Knock-Out oder Wild-Typ Mausen mit OVA-transgenen Listerien.
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Auf diese Weise kann man die an der Immunantwort teilnehmenden LLOjgg 201
spezifischen von den nicht-spezifischen CD4" T-Zellen unterscheiden. Die Spezifitat
der CD8" T-Zellen wurden durch parallele Farbung mit SIINFEKL-Tetramer
sichergestellt, so dass man auch hier die Mdglichkeit hat, nur die CD8" T-Zellen im
FACS zu analysieren, die auch tatsachlich an der Immunantwort gegen SIINFEKL
beteiligt sind. Man erkennt in Abbildung 18 klar, dass sowohl die LLOigg201 -
spezifischen CD4" als auch die SIINFEKL-spezifischen CD8" T-Zellen in etwa gleich
viel IFN-y bzw. TNF-a produzieren. Aufgrund von Abbildung 17 und 18 kann man
also davon ausgehen, dass die Immunantwort gegen L.m. OVA primar unabhéngig
von der Prasenz oder Abwesenheit der proteasomalen Untereinheit LMP7 ist, da
beide Mausstamme die Bakterientiter gleich gut kontrollieren und auch die
sezernierten Zytokine (zumindest die beiden untersuchten, IFN-y und TNF-a) sich

quantitativ in etwa ahneln.

3.9 T-Zell-Rezeptor-Repertoire-Anomalie in LMP7 Knock-Out
Mausen

Nachdem nun also sichergestellt war, das die beiden Mausstamme immunologisch
prinzipiell gleich gut auf L.m. OVA antworten kdnnen, galt es die viel interessantere
Frage zu untersuchen, ob sich die An- oder Abwesenheit von LMP7 auf die Vj-
Verwendung innerhalb der SIINFEKL-spezifischen CD8" T-Zellen auch in diesem
dritten., (Infektions-) in vivo Modell auswirkt. Um zunachst sicherzustellen, dass die
CD8" T-Zellen in Milzen und Lymphknoten von naiven, d.h. weder immunisierten
noch infizierten LMP7 Knock-Out und (B6) Wild-Typ Mausen sich nicht bereits in der
Verwendung der Vp-Ketten unterscheiden, wurden je funf Tiere mit einem Panel
gegen 15 verschiedene VpB-Ketten untersucht. Abbildung 19 zeigt exemplarisch die
durchschnittliche Verwendung der jeweiligen Ketten in den naiven CD8" T-Zellen
(Milz; identisch in Lymphknoten, Daten nicht gezeigt) der beiden Mausstamme. Man
erkennt, dass die VB-Ketten VB 5.1/ .2 und Vf 8.1/ .2 etwas ofter flr naive T-Zell
Rezeptoren verwendet werden als der Rest der untersuchten 15 Vp-Ketten.
Insgesamt ist die Verteilung jedoch identisch in den LMP7 Knock-Out und Wild-Typ
Mausen, d.h. durchschnittlich hat der LMP7 Knock-Out keinen Einfluss auf die
Verwendung von bestimmten Vp-Ketten. Dieses Bild gilt sowohl fiir CD8" T-Zellen
aus der Milz wie auch aus Lymphknoten (Daten nicht gezeigt). Farbt man jedoch die
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Abbildung 19. VB-TCR Screen naiver Wild-Typ und LMP7 Knock-Out Mause (Milz).

Einzelzellsuspensionen von LMP7 Knock-Out oder Wild-Typ Milzen an, die ein
zweites Mal mit L.m. OVA infiziert wurden, so ergibt sich ein eindeutig anderes Bild.
Wie man in Abbildung 20 erkennen kann, unterscheiden sich die SIINFEKL-
spezifischen CD8" T-Zellen aus LMP7 Knock-Out Mausen klar von ihren Wild-Typ
Kontrollen in der Verwendung ihrer VB-Ketten. Wahrend die Verteilung der Vp-Ketten
in den SIINFEKL-spezifischen CD8" T-Zellen in den L.m. OVA infizierten Wild-Typ
Mausen der Verteilung in naiven CD8" T-Zellen gleicht (VB 5.1/ .2 und VB 8.1/ .2
werden in etwa zu gleichen Teilen fur den SIINFEKL-T-Zell-Rezeptor verwendet), ist
in SIINFEKL-spezifischnen CD8" T-Zellen der L.m. OVA infizierter LMP7 Knock-Out
Mause die VB 5.1/ .2 Kette klar gegentuber der VB 8.1/ .2 Kette unterreprasentiert,
bzw. wird die V 8.1/ .2 Kette bevorzugt verwendet. V3 10 ist exemplarisch fur die
anderen 13 Vp-Ketten aufgefiihrt, in denen sich die beiden Mausstdmme nicht
unterscheiden. Untersucht man in derselben FACS-Analyse die Vp-Ketten
Verwendung der nicht-SIINFEKL-spezifischnen CD8" T-Zellen (also aller ubrigen
CD8" T-Zellen), so ergibt sich in beider Mausen erneut das Bild der VB-Ketten
Verteilung in naiven LMP7 Knock-Out und Wild-Typ Mausen. Es lasst sich also auch
in diesem Modell der Infektion mit OVA transgenen Listerien zur experimentellen

Einfuhrung des Ovalbumin-Antigens in beide Mausstamme ein eindeutiger
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Unterschied des T-Zell-Rezeptor-Repertoires fesstellen, der auf die Abwesenheit der
proteasomalen Untereinheit LMP7 zurlckzufuhren ist.
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Abbildung 20. SIINFEKL spezifische CD8" Recall-T-Zellen von re-infizierten Wild-Typ und LMP7

Knock-Out Méausen verwenden unterschiedliche VB-Ketten fir ihre SIINFEKL-spezifischen
TCRs.

FACS-Farbung von Recall-infizierten LMP7 Knock-Out und Wild-Typ Mausen. Dargestellt ist die

Verwendung der TCR VB-Ketten 5.1/.2, 8.1/.2 und 10 innerhalb der A) SIINFEKL-spezifischen CD8"
T- Zellen bzw. B) der SIINFEKL-negativen CD8" T-Zellen.

-01 -



4 Diskussion Teil |

4 Diskussion Teil |

Um den Einfluss von Immunoproteasomen auf das T-Zell-Rezeptor-Repertoire
abzuschatzen wurde anfanglich ein Vorlaufer des Peptides mit aufgereinigten
konstitutiven und IFN-y induzierten Proteasomen aus der humanen Zellline LCL721
in vitro verdaut, welches den OT-1 T-Zell-Rezeptor positiv selektionieren kann
(Hogquist et al. 1997). Die Analyse der generierten Fragmente nach dem Verdau
erbrachte ein eindeutiges Ergebnis: Nur Immunoproteasomen sind in der Lage sind,
den korrekten C-Terminus des Cpla-Peptids aus einem N- und C-terminal
verlangerten Vorlaufer herzustellen. Ausserdem konnten nur Immunoproteasomen
das tatsachlich selektionierende Peptid, also die korrekte Sequenz, direkt aus dem
Vorlaufer freisetzen. Um zu testen, ob diese vielversprechenden in vitro Befunde
auch in vivo funktionelle Konsequenzen haben, wurden OT-1 Mause auf einen LMP7
defizienten Hintergrund gekreuzt bzw. wurde OT-1 Knochenmark in bestrahlte LMP7
Knock-Out Mause und Wild-Typ Kontroll-Tiere transferiert. In den gekreuzten bzw.
Knochenmark-transferierten Tieren wurde dann die Entwicklung der transgenen
CD8" Population im Thymus bzw. in der Peripherie verfolgt. Es konnte eine etwa 50
prozentige Reduktion der transgenen CD8" T-Zellen in den OT-1 Mausen beobachtet
werden, die genetisch LMP7 defizient sind, wobei dieser Effekt sowohl in der
Peripherie als auch im Thymus, dem Organ der T-Zell-Reifung und Selektion, auftrat.
Die Spezifitdt dieses Effekts konnte durch Ko-Transfer von ST-42 Knochenmark und
die Tatsache gezeigt werden, dass die ST-42 T-Zellen, die transgen fur ein
adenovirales Peptid sind, unabhangig von der An- oder Abwesenheit von LMP7
normal selektiert werden. Da der LMP7 Knock-Out lediglich zu einer starken
Reduktion, nicht aber zu einem totalen Verlust der positiven Selektion der OT-1 T-
Zellen fuhrt, ist davon auszugehen, dass das Cplagzg99 Wahrscheinlich nicht das
einzige positiv selektionierende Peptid fur diesen T-Zell-Rezeptor ist. Andere
Selbstpeptide, die ebenfalls positiv selektionierend wirken, kénnten z.B. unabhéngig
von der Prozessierung durch Immunoproteasomen sein und wirden somit auch auf
dem LMP7 defizienten Hintergrund den OT-1 T-Zell-Rezeptor selektionieren kdnnen.
Nichtsdestotrotz ist es erstaunlich, dass die dreimalige Injektion von Cpla den
Prozentsatz von transgenen OT-1 T-Zellen in der Peripherie der Knochenmark-

transferierten LMP7 Knock-Out Mausen sofort und dauerhaft auf das Niveau der
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Wild-Typ Tiere anzuheben vermag. Wahrscheinlich ist, dass das injizierte Cpla-
Peptid den Thymus Uber die Blutbahn erreicht und dann dort zu einer vermehrten
positiven Selektion der transgenen T-Zellen fihrt. Diese Beobachtungen decken sich
genau mit einer Veroffentlichung von Fridkis-Hareli et al. aus dem Jahr 2004, in der
ebenfalls eine Manipulation der positiven Selektion in vivo beschrieben wird,
nachdem Mausen sogenannte ,APL’s" (altered peptide ligands) intravends injiziert
werden. Dass es sich bei den gemachten Beobachtungen nach intravenéser
Peptidgabe nicht um einen generellen Defekt der T-Zell-Expansion oder -Erhaltung
(,T cell maintenance®) in LMP7 defizienten Mausen handelt, konnte durch einfache
T-Zell-Transferexperimente ausgeschlossen werden. Der adoptive Transfer von
transgenen OT-1 T-Zellen in sublethal bestrahlte LMP7 Knock-Out oder (B6) Wild-
Typ Mause fiuhrte in beiden Mausstammen zu einer identischen (homeostatischen)
Expansion bzw. Proliferation der transferierten CD8" T-Zellen. Besonders wichtig in
diesem Zusammenhang: Die Injektion von Cpla hatte in diesem Experiment
keinerlei Einfluss auf die Expansion oder den Prozentsatz von transgenen OT-1
CD8" T-Zellen in der Peripherie. Da Selbstpeptide, die positiv selektionierend wirken,
auch mit der Homeostase von T-Zellen in der Peripherie in Verbindung gebracht
werden, tragen vermutlich andere, Immunoproteasom-unabhangige Peptide dazu
bei, dass sich die OT-1 T-Zellen auch nach 180 Tagen ,normal® in der Peripherie von
LMP7 defizienten Mausen verhalten. Die von dieser Arbeit ausgehenden
Schlussfolgerungen bzgl. des Einflusses von Immunoproteasomen auf das T-Zell-
Rezeptor-Repertoire  werden durch mindestens drei weitere Veroffentlichungen
unterstutzt. W. Chen aus dem Labor von Jonathan Yewdell vero6ffentlichte bereits
2001 im Journal of Experimental Medicine (Chen et al. 2001b), dass die T-Zell-
Antwort gegen ein Epitop des Influenza Nukleoproteins (NPses.374) in LMP2 Knock-
Out Mausen wesentlich schwacher bzw. schlechter ausfallt als in den B6 Wild-Typ-
Kontrollen obwohl die Prozessierung des Epitops unabhéngig von LMP2 ist. Auch die
Autoren dieser Publikation kamen zu dem Schluss, dass Immunoproteasomen in
diesem Fall wahrscheinlich das T-Zell-Repertoire beeinflusst haben, da die
Prozessierung und Antigenprasentation des Epitops NPzes-374 LMP2-unabhangig ist.
Weiterhin kommt Nussbaum 2004 (Nussbaum et al. 2005) mit seinen Experimenten
zu einem Ergebnis, dass mit den Daten dieser Arbeit gut vereinbar ist. Bestimmte
virale Epitope bzw. die T-Zell-Antworten gegen diese Determinanten sind zwar

abhangig von der immunoproteasomalen Prozessierung, LMP2 Knock-Out und (B6)
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Wild-Typ Mause kdnnen aber prinzipiell eine LCMV Infektion gleich gut kontrollieren
bzw. abwehren. Die biologische Funktion von Immunoproteasomen konnte also
anderswo liegen — z.B. auch in der Einflussnahme auf das T-Zell-Rezeptor-
Repertoire. Schliesslich wurde kirzlich aus der Arbeitsgruppe von Markus Groettrup
in Konstanz veroffentlicht, das MECL-1 defiziente Mause (Basler et al. 2006) 20 %
weniger CD8" T-Zellen in der Milz aufweisen und eine klar schlechtere Immunantwort
nach LCMV Infektion gegen Gpa7e.2s6 (H-2, D°) und NP2os212 (H-2, K°) zeigen. Da die
Prozessierung des Gp-Antigens unabhéangig von der Prasenz des
Immunoproteasoms war, kommen die Autoren zu dem Schluss, dass wahrscheinlich
eine geringere Zahl an Gpars.2s6-Spezifischen  T-Zell-Vorlaufern fir  ihre
Beobachtungen verantwortlich ist. Es gibt neben der vorliegenden Arbeit, die sich auf
LMP7 konzentriert, also drei weitere Veroffentlichungen, die, aufgrund von Studien
an LMP2- bzw. MECL-1 Knock-Out Mausen, Immunoproteasomen mit der
Selektionsprozess von CD8" T-Zellen im Thymus iiberzeugend in Verbindung
bringen.

Um weitergehend zu untersuchen, ob die Daten bezuglich der Entwicklung der
transgenen OT-1 T-Zellen auch Relevanz fir die Entwicklung des naiven T-Zell -
Repertoires haben, wurden LMP7 defiziente und Wild-Typ Mause mit Ovalbumin-
transgenen Listerien (L.m. OVA) infiziert und die Immunantwort verfolgt. Beide
Mausstamme waren in der Lage, die bakterielle Infektion gleich gut zu bewaltigen
und eine vergleichbare Immunantwort gegen die Listerien und gegen das CTL Epitop
SIINFEKL zu induzieren. Die wichtige Beobachtung ist jedoch, dass die SIINFEKL
spezifischen CD8" T-Zellen in LMP7 Knock-Out Mausen fast ausschliesslich VB 8.1/
.2 Ketten fur ihren T-Zell-Rezeptor verwenden wahrend VQ5.1/ .2 stark
unterreprasentiert ist. Wild-Typ Mause hingegen benutzen zu etwa gleichen Teilen
VB 5.1/ .2 und VB 8.1/ .2 Ketten fiir ihre SIINFEKL-spezifischen CD8" T-Zellen. Da
die VB 5.1/ .2 Kette auch von den OT-1 CD8" T-Zellen fiir den T-Zell-Rezeptor
verwendet wird und die sich die Entwicklung der transgenen CD8" T-Zellen auf LMP7
Knock-Out Hintergrund grundlegend von der auf Wild-Typ Hintergrund unterscheidet,
liegt ein Zusammenhang zwischen unterschiedlicher Prozessierung von Peptiden,
die an der positiven Selektion beteiligt sind, durch Standard- oder
Immunoproteasomen, und der T-Zell-Rezeptor-Selektion durch das kortikale
Thymusepithel auf der Hand. Es macht daher in unseren Augen nur Sinn, dass
Immunoproteasomen die positive Selektion in der Tat (mit)beeinflussen, da ihre
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Aktivitat bzw. veranderte Schnittspezifitdit gegentber den Standardproteasomen die
Anzahl von Selbstpeptiden, die einen gegebenen T-Zell-Rezeptor selektionieren
konnen, erhéhen kann. Nicht ganz ins Bild hingegen passt eine kirzlich
erschienende  Verdffentlichung, die  Immunoproteasomen in  cortikalen
Thymusepithelzellen nicht nachweisen konnte (Nil et al. 2004), dort also, wo laut
Lehrbuch die positive Selektion stattfindet. Eine vorstellbare und mogliche Erklarung
fur die Diskrepanz der Daten dieser Arbeit und denen von Nil et al. ist, dass kortikale
Thymusepithelien nach Infektion durchaus in der Lage sind, Immunoproteasomen zu
exprimieren. Dieses Szenario ist aber selbst unter SPF Bedingungen nicht
auszuschliessen, da die Definition ,SPF* ja lediglich bestimmte Pathogene
ausschliesst und eine Infektion trotzdem noch vorliegen kann. Somit kénnen selbst in
unter SPF-Bedingungen gehaltene Mausen kleine Mengen an Immunoproteasomen
in kortikalen Thymusepithelzellen vorliegen, die wiederum den Zusammenhang
zwischen Immunoproteasomen und positiver Selektion des OT-1 T-Zell-Rezeptors
erklaren, der in dieser Arbeit beschrieben ist. Naturlich ist weiterhin vorstellbar, dass
doch noch andere Zelltypen neben dem kortikalen Thymusepithel eine Rolle in der
positiven Selektion haben (Lilic et al. 2002;Martinic et al. 2003) und dass
Immunoproteasomen in diesen Zellen das positiv selektionierende Cpla-Peptid fir
den OT-1 T-Zell-Rezeptor prozessieren kénnen. Martinic et al. beschreiben in ihrer
Publikation mit der Hilfe von Chiméaren, dass auch nichtthymische Epithelzellen in der
Lage sind, ein funktionales, protektives CD8" T-Zell Repertoire gegen LCMV zu
induzieren. Lilic et al. schlagen vor, das zumindest im embryonalen bzw. neonatalen
Thymus Fibroblasten das MHC-abhangige Signal bereitstellen kénnen, wéahrend
kortikale Thymusepithelzellen ein zweites Signal ,in trans“ geben mussen. Weitere
Publikationen (Hugo et al. 1993;Pawlowski et al. 1993;Zinkernagel and Althage
1999) unterstitzen die Vorstellung, dass die Fahigkeit, positive Selektion zu
vermitteln, nicht auf die kortikalen Epithelzellen des Thymus beschréankt ist.
Zinkernagel spekuliert sogar, dass der Thymus lediglich das Organ ist, welches die
TCR-Expression fordert und die Selektion von T-Zellen von MHC Molekulen auf
solchen Zellen abhangt, die ,bone marrow-derived* und somit nicht epithelialen
Ursprungs sind.

Das Konzept der ,Thymic Vaccination* ist somit besonders nach den hier
prasentierten Daten eine interessante Vorstellung, erlaubt sie doch zumindest
theoretisch die gezielte Modulierung des T-Zell-Repertoires durch zu injizierende
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Peptide, die die thymische Selektion von T-Zellen beeinflussen. Eine notwendige
Vorraussetzung ware selbstverstandlich, dass die jeweiligen Selbstpeptide bekannt
sind. Man konnte im vorliegenden Modell aber beispielsweise untersuchen, ob durch
Gabe des Cpla-Peptids die Vorlauferzahl von SIINFEKL-spezifischen CD8" T-Zellen
so angehoben werden kann, dass sich die z.B. Schwelle fur den LDspo Wert von OVA-
transgenen Listerien erhéht. Auch in anderen Fallen, beispielsweise wenn die
Maschinerie der Antigenprasentation durch Immunevasionsstrategien von
Pathogenen oder Tumoren ins Stocken geraten oder anderweitig verandert ist, ware

eine Anwendung der ,Thymic Vaccination* gegeben.
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Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit untersucht wesentliche T-Zell-
Effektorfunktionen, die in vitro und in vivo von antigenprasentierenden BMDCs
induziert werden kénnen, die durch einfache bzw. kombinierte Ligation von mehreren
Toll-Like Rezeptoren aktiviert worden sind. Neben der antigenspezifischen
Interaktion von T-Zellen und DCs via TCR und MHC-Molekilen spielt die
Kostimulation auf Seiten der APCs eine entscheidende Rolle bei der Induktion einer
robusten  T-Zell-lmmunitdt (Banchereau and  Steinman  1998). Diese
kostimulatorischen Signale werden hauptséachlich durch Dendritische Zellen
vermittelt (Banchereau and Steinman 1998;Cella et al. 1996;Wilcox et al. 2002), die
zu den Hauptakteuren der professionell antigenpréasentierenden Zellen gehéren und
beinhalten vor allem die Hochregulierung der Oberflachenmarker CD40, Ox40-
Ligand, CD70, CD80 und CD86 sowie die Sekretion von inflammatorischen
Zytokinen wie IL-6, IL-12 oder Typ | Interferone. Beeinflusst wird die ,Maschinerie®
der Kostimuli massgeblich durch die Ligation von Toll-Like Rezeptoren auf der
Oberflache von APCs (DCs), die bestimmte konservierte Pathogen-assoziierte
molekulare Muster (,PAMPs®), z.B. mikrobiellen oder viralen Ursprungs, erkennen
(Bendelac and Medzhitov 2002;Medzhitov 2001). Mittlerweile sind bis zu 11
verschiedene TLRs identifiziert worden, die allesamt unterschiedliche Strukturen
erkennen und somit auch die Vielfalt von potentiell pathogenen Organismen
widerspiegeln (Takeda et al. 2003). In diesem Zusammenhang fungieren die TLRs
also als Bindeglied (lwasaki and Medzhitov 2004) zwischen angeborener und
adaptiver Immunantwort und TLR vermittelte Signale in das Zellinnere von APCs
haben grossen Einfluss auf die Induktion und Regulation der adaptiven Immunitat
(Schnare et al. 2001;Schwarz et al. 2003). Die intrazellularen Signalwege fir die
meisten der TLRs sind untersucht und gut charakterisiert und weisen in weiten Teilen
Gemeinsamkeiten mit der Signaltransduktion der IL-1 und IL-18 Rezeptoren auf, die
MyD88 abhangig letztendlich zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«B
fuhrt (Adachi et al. 1998;Kawai et al. 1999;Medzhitov et al. 1998a;Wesche et al.
1997). Der einzige TLR, der ganzlich MyD88 unabhangig ist und Uber den Adaptor
TRIF Aktivierung ins Zellinnere signalisiert ist TLR3, der Poly I:C erkennt (Yamamoto
et al. 2002b). Ein weiteres Adaptor-Molekul, das z.B. bei TLR2 und TLR4 vermittelter
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Aktivierung eine Rolle spielt ist TIRAP (Fitzgerald et al. 2001;Horng et al.
2001a;Horng et al. 2002;Yamamoto et al. 2002b;Yamamoto et al. 2002a).

Tobias Warger, mit dem der Grossteil der in diesem Teil préasentierten Daten
zusammen generiert wurde, begann am Institut fir Immunologie in Mainz daher mit
der Charakterisierung der BMDC Antworten nach Aktivierung mit verschiedensten
TLR Liganden. Die zentrale Frage seiner initialen Studien war, ob sich durch die
gleichzeitige Ligation von MyD88-abhangigen und -unabh&ngigen Toll-Like
Rezeptoren positive oder gar synergistische Effekte, z.B. auf Ebene der
kostimulatorischen Signale, nachweisen liessen. Er testete eine ganze Reihe von
TLR Liganden, von denen der Ubersicht halber in dieser Arbeit nur diejenigen
gezeigt werden sollen, die in den folgenden Projekten verwendet wurden. Alle TLR
Liganden wurden von Tobias Warger bzgl. ihrer Fahigkeit austitriert, nach 20
Stunden als Einzelstimulus maximale IL-6 und RANTES Produktion durch Tag 6
BMDCs zu induzieren (Warger et al. 2006). Fur alle nachfolgenden Studien wurden
die einmal austitrierten Einzelkonzentrationen verwendet. Medium bezeichnet
BMDCs, die unstimuliert blieben, Poly I:C wurde mit einer Endkonzentration von 50
ug/ ml eingesetzt und R-848 mit einer Endkonzentration von 1 ug/ ml. Variiert wurde
in manchen Versuchen lediglich die Dauer der Stimulation: Sechs Stunden (6 h) als
.Kurzer® Stimulus bzw. zwanzig Stunden (20 h) als ,langer* Stimulus. Die jeweilige
Stimulationsdauer ist den Legenden der Abbildungen bzw. dem Text zu entnehmen.
Nach den sechs oder zwanzig Stunden wurden die BMDCs fir alle Ansatze
ausgiebig gewaschen, um residuale TLR Liganden zu entfernen und die Versuche

nicht zu verfalschen.

5.1 Uberlegene immun-stimulatorische Charakteristika von BMDCs
nach kombinierter Stimulation mit TLR3 und TLR7 Agonisten

Abbildung 21 zeigt in A) und B) die IL-6 bzw. RANTES Produktion nach zwanzig-
stindiger Inkubation der Tag 6 BMDCs mit den entsprechenden TLR Liganden und
in C) bis F) die mittlere Floureszenzintesitat (MFI) ausgewahlter Aktivierungsmarker
auf der Oberflache der BMDCs. Wie auch von Napolitani beschrieben (Napolitani et
al. 2005) konnten die inflammatorischen Mediatoren IL-6 und RANTES nach TLR
Ligation mit Poly I:C und R-848 detektiert werden, wobei RANTES nach Poly I:.C

-08 -



5 Ergebnisse Teil Il

Stimulus produziert wurde und IL-6 eher nach R-848 Zugabe. Man erkennt aber klar
den Synergismus in der Sekretion beider Mediatoren wenn die BMDCs mit beiden
TLR Liganden gleichzeitig stimuliert werden. Gleiches gilt fur die Sekretion von IL-
12p70 und MCP-1 (Daten nicht gezeigt).

Poly I:C
+ R-848

R-848 -

Poly I:C

Medium IL-6 RANTES CD40

400 800 1200 400 800 1200 2000 4000 6000
[ng/ ml] [ng/ ml] MFI

Poly I:.C
+ R-848

R-848

Poly I:C

Medium Ox40L CD70 CD86

4000 8000 12000 2000 4000 6000 2000 4000 6000
MF1 MFI MFI

Abbildung 21. Die kombinierte Stimulation von BMDCs mit den TLR3- und TLR7- Agonisten
Poly I:C und R-848 erhoht die IL-6 und RANTES Produktion und reguliert Expression von DC
Aktivierungsmarkern hoch.

Praparation der BMDCs wie in ,Material & Methoden“ beschrieben aus Knochenmark mit
anschliessender Ausreifung in GM-CSF-haltigem Medium flr 6 Tage. Aktivierung der BMDCs mit den
einzelnen TLR Agonisten Poly I:C (50 pug/ ml) oder R-848 (1 pg/ ml) bzw. einer Kombination von
beiden an Tag 6, bzw. keine Stimulierung. Ernte der Kulturiiberstdnde nach 18 Stunden Stimulation
fur die Zytokindetektion: A) IL-6, B) RANTES, bzw. nach 48 Stunden Stimulation
durchflusszytometrische Analyse der CD11c positiven, Pl-negativen Zellpopulation beziglich ihrer
Aktivierungsmarker C) CD40, D) Ox40L, E) CD70, F) CD86.
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Die MyD88 unabhéangige Ligation des TLR3 durch Poly I:C fihrte des Weiteren zu
der bereits beschriebenen Induktion von Kostimuli auf der Zelloberflache der BMDCs
(besonders CD86, Ox40L), die jedoch ebenfalls nach R-848 Aktivierung nachweisbar
war. Insgesamt ist der Synergismus nach gleichzeitiger TLR3/ TLR7 Ligation auf der
Ebene der Aktivierungsmarker nicht ganz so ausgepragt wie bei den pro-
inflammatorischen Mediatoren jedoch sind die MFI's der untersuchten Marker nach
dem Doppelstimulus immer eindeutig hoher als nach den Einzelstimuli. Neben der
beschriebenen Kombination von Poly I:C und R-848 waren noch andere
Kombinationen von TLR Liganden durchaus interessant, die jedoch in den
Vorversuchen allesamt nicht an den Synergismus von Poly I:.C und R-848
heranreichten. Aufgrund des beobachteten Synergismus der ausgewahlten
Kombination wurde dieser Stimulus laborintern als ,Superstimulus® bezeichnet und

soll auch im Folgenden so umschrieben werden.

5.2 Raschere Kinetik der IL-6 und RANTES Produktion nach
» Superstimulation“ von BMDCs

Um im Weiteren die synergistischen Eigenschaften des ,Superstimulus® néher zu
untersuchen, wurde eine Kinetik der drei Stimuli beztglich der Induktion von IL-6 und
RANTES erstellt. Zwischen 4 und 72 Stunden nach Inkubation mit den
entsprechenden TLR Liganden wurden zu verschiedenen Zeitpunkten die Kultur-
Uberstande fir eine ELISA/ Luminex Analyse entnommen. In Abbildung 22 ist das
Ergebnis dieser Versuche zu sehen. Die BMDCs, die nach den sechs Tagen
Reifung/ Differenzierung weiterhin nur in Medium kultiviert wurden, zeigen wie
erwartet anndhernd keine bzw. eine nur Hintergrund-Produktion von IL-6 und
RANTES. In BMDC-Kulturen, die mit dem TLR3 Liganden Poly I:C alleine versetzt
wurden, war IL-6 fast nicht nachweisbar, wahrend RANTES nach acht Stunden
detektiert werden konnte und die Produktion dieses Chemokins bis zum 48 Stunden
Wert weiter anstieg. Wurden die BMDCs nur mit R-848 aktiviert, waren sowohl IL-6
als auch RANTES nach acht bis zw6lf Stunden zu detektieren und ein Maximum
wurde fur beide Mediatoren nach etwa 24 Stunden erreicht. Wahrend die RANTES
Sekretion danach wieder abnahm, wurde IL-6 auch 48 spéater weiterhin nachweisbar

produziert.
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Abbildung 22. Kinetik der IL-6 bzw. RANTES Produktion nach TLR Stimulierung.

Ernte der BMDC Kulturiiberstéande nach 4, 8, 16, 24, 48 und 72 Stunden TLR Stimulation und Analyse
der IL-6 Sekretion oder RANTES Produktion. A) Medium, B) Poly I:C, C) R-848, D) Poly I:.C + R-848.

Im Gegensatz zu beiden Einzelstimuli aktivierte der kombinierte ,Superstimulus” die
BMDCs so gut, dass bereits in den ersten vier bis acht Stunden der maximale Wert
fur die IL-6 Produktion erreicht und auf diesem Niveau 60 weitere Stunden gehalten
wurde. Auch die RANTES Produktion setzte bereits friher ein und erreichte einen
weitaus hoheren Maximalwert als die Einzelstimuli
beobachtete Synergie bei simultaner Aktivierung der BMDCs durch Ligation von

TLR3 und TLR 7 ist also sowohl qualitativer als auch quantitativer Natur.
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5.3 Stimulus-Removal

Ein weiterer interessanter Punkt, den es in diesem Zusammenhang zu beleuchten
galt, bezieht sich auf eine von Yang 2004 vertffentlichte Arbeit, in der gezeigt
werden konnte, dass fur anhaltende Zytokinproduktion durch DCs eine fortwahrende
TLR Stimulation erforderlich ist (Yang et al. 2004). Um diese Frage im Hinblick auf
die ,superstimulierten* BMDCs zu klaren, wurden die BMDCs erst zwanzig Stunden
mit den entsprechenden TLR Stimuli inkubiert, diese dann durch extensives
Waschen entfernt und das Medium durch Medium ohne Stimuli ersetzt. Nach
zwanzig weiteren Stunden wurde die IL-6 und RANTES Produktion analysiert
(Abbildung 23).
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Abbildung 23. Produktion von IL-6 und RANTES nach TLR Stimulus ,Removal“.

Ausreifung der BMDCs wie beschrieben und an Tag 6 Aktivierung mit den einzelnen TLR Liganden
oder einer Kombination von Poly I:.C und R-848. Nach 20 Stunden Stimulation und Austausch des
TLR Ligand-haltigen Mediums durch frisches Medium, das keine TLR Liganden enthielt (,Stimulus
Removal‘). Nach 20 weiteren Stunden Ernte der Uberstande und Analyse der IL-6 Produktion
(schwarze Balken) bzw. RANTES Sekretion (weisse Balken).

Von den Einzelstimuli war einzig Poly I:C in der Lage, trotz Entfernung des Stimulus

die Sekretion grosserer Mengen von RANTES zu induzieren, die allerdings immer

noch klar unter den induzierten Mengen der kombinierten Stimulierung beider TLRs

lagen. IL-6 war bei beiden Einzelstimuli hingegen kaum noch detektierbar. Die
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Uberlegenheit des ,Superstimulus” zeigt sich hier in der Tatsache, dass die BMDCs,
trotz Entfernung der beiden Stimuli zwanzig Stunden zuvor, in der Lage waren,
grosse Mengen beider Mediatoren zu sezernieren. Gleiches gilt fur IL-12p70 (Daten
nicht gezeigt). Diese Resultate legen die Vermutung nahe, dass die kombinierte
Aktivierung von TLR3 und TLR7 die BMDCs unabhangig oder zumindest

unabhangiger von der Dauer des TLR vermittelten Stimulierung.

5.4 ,Superstimulierte®* BMDCs aktivieren transgene T-Zellen in
vitro besser als einzeln TLR stimulierte BMDCs

Die nachsten Fragen ergaben sich nach diesen ersten hoffnungsvollen
Beobachtungen nun zwangslaufig: Lassen sich die in vitro eindeutig robusteren
Eigenschaften der BMDCs nach kombinierter TLR Ligation auch auf die T-Zell-Ebene
und hier auf die Induktion tberlegener Effektoreigenschaften tbertragen? Zunachst
wurden transgene CD4" und CD8" T-Zellen in vitro mit den unterschiedlich
stimulierten BMDCs ko-kultiviert und die Proliferation durch Inkorporation von *H-
Thymidin gemessen, sowie Effektor-Zytokine bestimmt. In Abbildung 24 A ist die
Proliferation von transgenen, tiber magnetische Saulchen aufgereinigten OT-2 CD4"
T-Zellen gezeigt, die in unterschiedlichen Verhéltnissen mit den verschieden
stimulierten, Peptid-beladenen (OVAs23.339) BMDCs kultiviert wurden. Die Kulturen
wurden an Tag 3 uber Nacht mit *H-Thymidin versetzt und die Inkorporation des
Radionuklids am nachsten Tag nach 18 Stunden mit einem B-Counter bestimmt. Man
erkennt bei allen T-Zell zu DC Verhéltnissen die hohere Proliferation der T-Zellen, die
zusammen mit den ,superstimulierten” BMDCs kultiviert wurden im Vergleich zu den
Ansatzen, in denen die BMDCs nur mit den jeweils einzelnen TLR Liganden
stimuliert wurden. ,Medium“ BMDCs sind wie erwartet nur in der Lage, Hintergrund
Proliferation der T-Zellen zu induzieren. Um neben der Proferation noch eine weitere
Eigenschaft der T-Zellen zu untersuchen, wurden Kultur-Uberstande an Tag 3
entnommen und mittels eines ELISA die Produktion von IFN-y bestimmt (Abbildung
24 B).
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Abbildung 24. Erhéhte in vitro Proliferation und IFN-y Produktion (ELISA) von transgenen CD4"
T-Zellen (OT-2) nach Aktivierung durch doppelt-stimulierte BMDCs.

A) Ko-Kultur von 7 * 10° tiber MACS aufgereinigten transgenen CD4" T-Zellen aus OT-2 Mausen mit
drei verschiedenen Verhéaltnissen von unterschiedlich stimulierten, OVAzy3339 (0,3 uM) beladenen
BMDCs. An Tag 3 Markierung mit 3H-Thymidin (pro Well 0,5 uCi) und Analyse der Inkorporation des
Radionuklids am nachsten Tag. B) Aufbau wie oben, Ko-Kultur von 5 * 10* transgenen CD4" T-Zellen
(OT-2) mit 3 * 10° OVAs3339 beladenen, unterschiedlich stimulierten BMDCs und Ernte der

Kulturiiberstdnde nach 3 Tagen zur Analyse des IFN-y Gehalts mittels ELISA.

Auch in diesem Experiment zeigt sich die Uberlegenheit der ,superstimulierten*
gegenuber den einzeln stimulierten BMDCs: T-Zellen, die mit Poly I:C und R-848
aktivierten, Peptid-beladenen BMDCs kultiviert wurden, sezernierten wesentlich mehr
IFN-y als die T-Zellen nach Kultur mit den einzeln stimulierten BMDCs. Dieses
Ergebnis ist somit Ubereinstimmend mit einer Veroffentlichung, die eine Ty-
Polarisierung von humanen CD4" T-Zellen in vitro nach Inkubation mit kombiniert-
stimulierten BMDCs beschrieben hat (Napolitani et al. 2005).

In der Abbildung 25 sind die gleichen Experimente, die gerade fiir transgene CD4" T-
Zellen beschrieben wurden, mit iber MACS-aufgereinigten transgenen CD8" T-
Zellen dargestellt. Wie bei den Proliferationsanséatzen mit den CD4" T-Zellen werden
auch die CD8" T-Zellen zur starksten Proliferation durch die doppelt TLR stimulierten
BMDCs angeregt, bzw. produzieren mehr IL-2 im Vergleich zu den Ansatzen mit

einzeln stimulierten BMDCs.

- 104 -



5 Ergebnisse Teil Il

A B
c BMDCs: “
(=]
“@ 140 Medium ‘
Sz 120 Poly I:C = 3000 |
£8 100 . B R-848 >
=% g0 M Poly I:C 2 2000 !
5 E . +R-848 Y
E8 60 -
ES
2 40 1000
* 2
0 ) - )
il | lINN >
200 50 125 S E P
S O & NF
CD8*(ST-35) : DC Verhaltnis FQ Q <&

Abbildung 25. Erhéhte in vitro Proliferation und IL-2 Produktion (ELISA) von transgenen CD8"
T- Zellen (ST-42) nach Aktivierung durch doppelt-stimulierte BMDCs.

A) Ko-Kultur von 5 * 10* (iber MACS aufgereinigten transgenen CD8" T-Zellen aus ST-42 M&ausen mit
drei verschiedenen Verhaltnissen von unterschiedlich stimulierten, Elazsso4s (0,5 nM) beladenen
BMDCs. Markierung mit 3H-Thymidin an Tag 3 (pro Well 0,5 uCi ) und Analyse der Inkorporation des
Radionuklids am nachsten Tag. B) Aufbau wie oben, Ko-Kultur von 5 * 10" CD8"* T-Zellen (ST-42) mit
1 * 10° Ela-beladenen, unterschiedlich stimulierten BMDCs, Abnahme der Kulturiiberstande an Tag 2
und Analyse mittels ELISA auf IL-2 Produktion.

5.5 , Superstimulierte®* BMDCs aktivieren transgene T-Zellen nach
adoptivem Transfer in vivo besser als einzeln TLR stimulierte
BMDCs

Um die in vitro gemachten Beobachtungen der Uberlegenheit auf T-Zell-Ebene auch
auf ihre Relevanz in vivo zu uberprifen, wurden B6 Wild-Typ Mause mit OT-2 T-
Zellen, die Uber einen kongenen Marker zu verfolgen sind, adoptiv transferiert und
die Tiere danach mit Peptid-beladenen (OVAs23.339) BMCDs immunisiert, die zuvor
sechs Stunden mit den entsprechenden TLR Liganden aktiviert worden waren. Die
Dot-Blots in Abbildung 26 A) zeigen die Expansion der adoptiv transferierten CD90.1
positiven OT-2 CD4" T-Zellen vier Tage nach der BMDC Immunisierung. Auch hier
sind die ,superstimulierten® BMDCs am besten in der Lage, eine Expansion der
transferierten transgenen CD4" T-Zellen zu bewirken. Ein quasi identischer
Versuchsaufbau wurde gewéhlt, um mit den verschieden stimulierten BMDCs auch
transgene CD8" T-Zellen in vivo zu aktivieren. Milzzellen von ST-35 Mausen, deren

T- Zellen transgen fir ein adenovirales Epitop (Elazss2ss) sind und den kongenen

- 105 -



5 Ergebnisse Teil Il

Marker CD45.1 tragen wurden adoptiv in B6 Wild-Typ Mause transferiert und am
nachsten Tag mit den verschieden stimulierten und mit Ela-beladenen BMDCs
immunisiert. Finf Tage nach der Immunisierung wurde die Expansion und die ex vivo
IFN-y Produktion mittels Antikérperfarbung und Durchflusszytometrie untersucht.
Auch bei der in vivo Aktivierung der adoptiv transferierten transgenen CD8" T-Zellen
waren die BMDCs uUberlegen, die sechs Stunden mit beiden TLR Liganden
gleichzeitig stimuliert worden waren. Die FACS Analyse in Abbildung 26 B) zeigt die
Population der CD45.1 positiven CD8" T-Zellen, also nur die transferierten ST-35 T-
Zellen. Man erkennt leicht, dass der Prozentsatz an IFN-y/ CD44 positiven ST-35 T-

Zellen in den Mausen am hochsten ist, die mit den ,superstimulierten® BMDCs
immunisiert worden sind.
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14,2 %
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Abbildung 26. Erhohte in vivo Proliferation von adoptiv transferierten transgenen CD4" (OT-2)
und CD8" (ST-35) T-Zellen nach Immunisierung mit doppelt-stimulierten BMDCs.

Adoptiver Transfer von A) 1 * 10° Milzzellen aus OT-2 Mausen (kongener CD90.1 Marker) bzw. B) 1 *
10° Milzzellen aus ST-35 Mausen (kongener CD45.1 Marker) in B6 Rezipienten. Immunisierung (i.p.)
der CD4" T-Zell-transferierten Mause mit 3 * 10° unterschiedlich TLR-stimulierten (6h), OVAgzs3.339 -
beladenen BMDCs am Folgetag und Analyse der T-Zell-Expansion an Tag 4. Aktivierung der
transferierten CD8* T-Zellen mit 3 * 10" unterschiedlich TLR-stimulierten (6h), Elayss.oss-beladenen,
BMDCs (i.p. injiziert) und Analyse der T-Zell-Proliferation sowie der ex vivo IFN-y Produktion an Tag 5.
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Die Ergebnisse aus den Abbildungen 24 bis 26 lassen somit den Schluss zu, dass
die in vitro gemachten Beobachtungen bezuglich der ,superstimulierten® BMDCs sich
erstens auch auf T-Zell-Ebene widerspiegeln und zweitens auch in transgenen in

vivo Modellen reproduzieren lassen.

5.6 Uberlegenes in vivo Priming von Wild-Typ CD8" T-Zellen durch
,superstimulierte®* BMDCs

In der nachsten Gruppe von Experimenten sollte die Frage geklart werden, ob sich
die in Abbildung 23 gezeigte schnellere Kinetik der Zytokinproduktion nach
gleichzeitiger Stimulierung von TLR3 und TLR7 auch in besserer Induktion einer T-
Zell-Antwort in vivo Ubertragen lasst. Hierzu sollten BMDCs fur Immunisierungen
verwendet werden, die unterschiedlich lange mit den jeweiligen Stimuli kultiviert
worden sind. Zweitens sollte diese Fragestellung in einem Wild-Typ System, d.h.
ohne vorherigen adoptiven Transfer von transgenen T-Zellen bearbeitet werden, um
letztendlich die biologische Relevanz der gemachten Beobachtungen zu
demonstrieren und die Bezeichnung ,Superstimulus® zu rechtfertigen. Gruppen von
jeweils funf B6 Wild-Typ Mausen wurden also mit Peptid-beladenen (SIINFEKL) Tag
6 BMDCs immunisiert, die vorher entweder sechs Stunden oder zwanzig Stunden mit
den Einzel- oder kombinierten Stimuli versetzt worden waren. 7 Tage nach
Immunisierung wurden die Tiere geblutet, um mit spezifischen Tetrameren den
Prozentsatz der Peptid-spezifischen CD8" T-Zellen im Blut zu bestimmten. Die erste
Effektorfunktion, die in den jeweiligen Versuchsgruppen daneben untersucht wurde,
ist die ex vivo Produktion von IFN-y. Hierfir wurden die Tiere an Tag 7 der
Immunisierung mit CO, getétet und die Milzen entnommen. Mit den
Einzelzellsuspensionen der Milzen wurden vier- bis sechsstiindige Restimulations-
Kulturen angesetzt, die in je zwei Ansatze aufgeteilt wurden: Der eine Ansatz erhielt
als Kulturzusatz erneut das antigene Peptid; der andere (Negativ-Kontroll-) Ansatz
erhielt kein oder ein irrelevantes Peptid. Beiden Kulturen wurde jeweils Brefeldin A
zugesetzt, um die Abschnirung von Vesikeln des Golgi-Apparates und somit die
Sekretion von Zytokinen zu verhindern. Nach den vier bis sechs Stunden mit dem
antigenen Peptid sind die Effektorzytokine (z.B. IFN-y oder IL-2) im Zellinneren der T-

Zellen derart angereichert, dass sie mit einer intrazellularen Antikérperfarbung
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detektiert werden kdnnen. Die zweite Effektorfunktion, die untersucht wurde, ist die in
vivo lytische Kompetenz der durch die Immunisierung aktivierten CD8" T-Zellen.
Dieser Versuch ersetzt seit einiger Zeit den klassischen *'Cr-Freisetzungsassay und
bietet mehrere Vorteile gegentiber dem tber lange Jahre verwendeten Verfahren, die
lytischen Eigenschaften von Peptid-spezifischen T-Zellen zu untersuchen. Zu den
offensichtlichen Vorteilen gehdrt erstens, dass keine in vitro Restimulation der zu
analysierenden T-Zellen notig ist, da der in vivo Zytotoxizitats-Assay, wie der Name
bereits andeutet, direkt in den immunisierten Tieren stattfindet. Man kann zweitens in
einem Tier direkt Spezifitdt (Uber Peptid-spezfische Tetramere), IFN-y Produktion
(s.0.), Aktivierungsmarker und lytische Eigenschaften korrelieren und drittens ist der
Assay nicht-radioaktiv, wodurch sich potentielle Kontaminationen vermeiden lassen.
Fur den in vivo Zytotoxizitats-Assay wird den Tieren abends an Tag 7 nach BMDC
Immunisierung ein 1:1 Verhaltnis zweier Populationen von CFSE markierten
Milzzellen syngener Donor-Tiere intravends injiziert. Die CFSE"°-Population wurde
zuvor mit dem spezifischen Peptid gepulst wahrend die CFSE"-Population mit einem
irrelevanten Peptid versetzt bzw. nicht behandelt wurde. Durch dieses Prozedere
stellt man quasi ,natiirliche* Zielzellen (CFSE" + Peptid) und eine intrinsische
Negativkontrolle (CFSE™ — Peptid bzw. + irrelevantes Peptid) fiir die T-Zellen bereit,
die man 7 Tage zuvor durch die spezifische BMDC Immunisierung aktiviert hat. Die
genaue Beschreibung dieses so genannten ,In vivo Zytotoxizitats-Assays” ist dem
Teil ,Material & Methoden* zu entnehmen. Die Populationen der Zielzellen und der
Kontrollzellen bleiben Gber Nacht in den zu untersuchenden Tieren und das
Verhaltnis von Ziel- zu Kontrollzellen wird nach ca. 18 Stunden durch Téten der Tiere
und Prozessierung der Milzen durchflusszytometrisch analysiert. Das Verhéaltnis der
beiden Populationen zueinander ist ein direktes Mass fur die Quantitdt und Qualitat
der durch die Immunisierung aktivierten spezifischen CD8" T-Zellen und sollte
folglich zugunsten der Kontrollzellen abnehmen, wenn die Immunisierung erfolgreich
war bzw. gleich bleiben, wenn wenige oder keine spezifischen T-Zellen aktiviert
werden konnten. Die Abbildung 27 A) bis C) stellt die Ergebnisse dieser Wild-Typ
Versuche zusammen. Die jeweils obere Reihe zeigt den Mittelwert aus einer Gruppe
von funf Tieren (mit Standardabweichung), die mit BMDCs immunisiert wurden, die
nur sechs Stunden mit den TLR Liganden aktiviert worden sind. Die untere Reihe
von Dot-Blots zeigt jeweils die Analyse der Mause, die mit BMDCs immunisiert

wurden, die zuvor zwanzig Stunden mit den Stimuli kultiviert worden sind. In
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Abbildung 27 A) sind die Tetramer-Daten aufgefihrt, in Abbildung 27 B) zeigt die ex
vivo IFN-y Produktion und Abbildung 27 C) die Ergebnisse des in vivo Zytotoxizitat-
Assays. Man kann in Abbildung 27 A) (als ,Gate" wurden lebendige, d.h. Pl-negative,
CD8" T-Lymphozyten gewahlt) gut erkennen, dass BMDCs, die nur sechs Stunden
mit Poly 1:C oder R-848 stimuliert worden sind, nur unwesentlich mehr SIINFEKL-
spezifische T-Zellen aktiviert haben als die Medium Kontrolle (2,2 % +/- 0,5 % und
1,8 % +/- 0,3 % bei Poly I:C und R-848 gegenuber 1,2 % +/- 0,2 % bei Medium
BMDCs).
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Abbildung 27. Die Immunisierung mit TLR3 und TLR7 doppelt-stimulierten, Peptid-beladenen
BMDCs resultiert in einem Uberlegenen in vivo Priming in Wild-Typ Mausen.

Ausreifung der BMDCs wie beschrieben und an Tag 6 Aktivierung mit den einzelnen TLR Liganden
oder einer Kombination von Poly I:C und R-848 fir 6 bzw. 20 Stunden bzw. keine Stimulation.
Anschliessend ein-stiindige Beladung mit 1200nM SIINFEKL und Injektion von je 3 * 10° BMDCs i.p. in
Wild-Typ Méuse (B6). 7 Tage nach der Immunisierung Vergleich der induzierten CD8" T-Zell-
Antworten gegen SIINFEKL in den verschiedenen Ansétzen. A) Aktivierte (CD62L'°), SIINFEKL-
Tetramer positive (SIINFEKL-spezifische) CD8" T-Zellen B) Ex vivo i.c. IFN-y Produktion der
induzierten CD8" T-Zellen nach sechsstiindiger in vitro Restimulation. C) In vivo Zytotoxizitit der
induzierten CD8+ T-Zellen.

Betrachtet man hingegen den Wert der Gruppe, die mit den ,superstimulierten®
BMDCs immunisiert wurde, ist auch hier die starke Uberlegenheit der gleichzeitig
Uber TLR3 und TLR7 aktivierten BMDCs sofort offensichtlich: Drei- bis vier Mal (7,2
% +/- 0,8 %) so viele CD8" T-Zellen sind spezifisch fiir das SIINFEKL Peptid und
weisen parallel einen aktivierten Phanotyp auf, erkennbar am ,Shedding* des CD62L
Oberflachenmarkers. Nicht gezeigt aber erwdhnt werden soll, dass die Zellen
zusatzlich einen CD44™ Phanotyp aufwiesen. Wurden die BMDCs vor der
Immunisierung tUber Nacht (zwanzig Stunden) mit den jeweiligen Liganden stimuliert,
so relativierten sich die Prozentzahlen fur die spezifischen T-Zellen etwas, die
Tendenz blieb jedoch erhalten. Fast identisch sieht das Bild aus, wenn man in
Abbildung 27 B) die ex vivo IFN-y Produktion analysiert. BMDCs, die lediglich sechs
Stunden mit den Stimuli aktiviert wurden, induzieren fast genau gleich viele/ wenige

CD8" T-Zellen, die durchflusszytometrisch positiv fiir das Effektorzytokin IFN-y sind
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wie die Medium Kontrolle. Wiederum sind die Werte in der Gruppe signifikant héher,
die mit ,superstimulierten® BMDCs immunisiert worden ist. Wie im Falle der
Tetramer-Farbung sind es auch bei der ex vivo IFN-y Analyse drei- bis vier Mal so
viele Zellen wie bei den einzel-stimulierten BMDCs. Auch hier steigen die Werte mit
der Dauer der BMDC Aktivierung an, erreichen jedoch selbst dann nicht den Wert
der doppelt-stimulierten BMDCs. In Abbildung 27 C) ist die zweite untersuchte
Effektoreigenschaft der durch Immunisierung aktivierten CD8" T-Zellen dargestellt.
Die Daten fur die spezifische in vivo Lyse spiegeln im Wesentlichen die eben
beschriebenen Aussagen wider. Unstimulierte bzw. sechs Stunden mit Poly I:C oder
R-848 einzeln-aktivierte, Peptid-beladene BMDCs kdnnen in diesem Experiment
Uberhaupt keine in vivo Zytotoxizitat induzieren, wohingegen ,superstimulierte”
BMDCs einen Wert von fast 60 % erreichen. Die 20 Stunden Werte gleichen sich wie
erwartet wieder etwas an, erreichen jedoch auch hier nicht ganz den Wert der
doppelt-stimulierten BMDCs. Diese Daten sind zusammengefasst sehr klar und
eindeutig und machen deutlich, dass sich die Uberlegenden BMDC Eigenschaften
nach ,Superstimulierung“ auch in vivo und sogar in Wild-Typ Immunisierungen in

einer potenteren T-Zell-Antwort manifestieren.

5.7 ,Superstimulierte* BMDCs und ihr Einfluss auf T,eq-vermittelte
Suppression von T-Zell-Proliferation und -Aktivierung

Nachdem die Eigenschaften von ,superstimulierten* BMDCs in vitro charakterisiert
wurden und diese Beobachtungen auch auf die T-Zell-Ebene, in vitro, in vivo, in
transgenen Modellen sowie in Wild-Typ Mausen Ubertragen werden konnten, sollte
abschliessend ein mdglicher Mechanismus fir die anscheinend Uberlegenen
Charakteristka der BMDCs untersucht werden. Pasare und Medzithov
veroffentlichten hierzu bereits 2003, dass TLR-aktivierte BMDCs in der Lage sind, die
Suppression von T-Zell-Aktivierung durch Regulatorische T-Zellen in einem gewissen
Rahmen zu verhindern bzw. die T-Zellen sozusagen refraktar gegen eine Treq -
vermittelte Suppression zu machen (Pasare and Medzhitov 2003). Um in diesem
Zusammenhang den Einfluss von kombinierter TLR3 und TLR7 Stimulierung zu
untersuchen, wurde Tag 6 BMDCs sechs Stunden mit den jeweiligen Liganden

inkubiert, diese dann durch Waschen entfernt und die BMDCs im folgenden mit
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Peptid beladen. Diese BMDCs dienten dann als APCs in Ko-Kulturen von transgenen
CD4" oder CD8" T-Zellen mit in vitro Uber anti-CD3/ anti-CD28 vor-aktivierten CD4"
CD25" Regulatorischen T-Zellen (pre-Tregs). An Tag 3 wurden die
Proliferationskulturen tiber Nacht mit *H-Thymidin versetzt und die Inkorporation des
Radionuklids am nachsten Tag ausgelesen. In Abbildung 28 A) ist die Proliferation
von OT-2 T-Zellen dargestellt, die mit (schwarze Balken) bzw. ohne pre-Tegs (Weisse
Balken) und den verschiedenen stimulierten BMDCs kultiviert wurden; Abbildung 28
B) zeigt das identische Experiment mit transgenen ST-42 CD8" T-Zellen. Betrachtet
man die Ansatze mit Medium-BMDCs, erkennt man sofort den supprimierenden
Einfluss der voraktivierten Tegs: Gibt man sie zu Kulturen von T-Zellen und Medium
BMDCs, so wird die Proliferation der T-Zellen zu 90 bis 95 % gehemmt. Im Falle der
transgenen OT-2 CD4" T-Zellen sind nicht einmal Poly I:C oder R-848 stimulierte
BMDCs in der Lage, die Hemmung auch nur ansatzweise zu durchbrechen und die
T-Zellen so zu stimulieren, dass sie nennenswert proliferieren. Fir die transgenen
CD8" T-Zellen sieht das Bild ganz &hnlich aus, die TLR3 oder TLR7 einzeln-
stimulierten BMDCs konnen die Suppression jedoch nur zum Teil durchbrechen. Fast
komplett unbeeindruckt von der Prasenz der Regulatorischen T-Zellen zeigen sich
diejenigen Ko-Kulturen, die mit ,superstimulierten“ BMDCs versetzt worden sind. Die
Proliferation der transgenen OT-2 CD4" T-Zellen ist identisch mit dem Ansatz ohne
pre-Tregs UNd die transgenen CD8" T-Zellen sind ebenfalls refraktar gegentiber einer
Suppression durch pre-Trgs, Wenn sie von BMDCs aktiviert werden, die tber beide
TLRs stimuliert wurden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass mit
~superstimulierten® BMDCs aktivierten T-Zellen mehr oder weniger - zumindest
eindeutig weniger - empfindlich gegeniiber einer Suppression durch CD4" CD25"
Tregs Sind, was ebenfalls ein Hinweis auf die Uberlegenheit dieser BMDCs in den in
vivo Modellen sein kénnte. Da die Inkorporation von *H-Thymidin nur Auskunft tiber
die Proliferation des gesamten Wells gibt, wurden zusatzlich Proliferations-Ansatze
durchgefiihrt, denen nicht *H-Thymidin zugesetzt wurde. Vielmehr wurden die Wells
der Ko-Kulturen an den Tagen 1, 2 oder 3 geerntet, um die T-Zellen
durchflusszytometrisch untersuchen zu kénnen. Besonders sollte die Expression der
Aktivierungsmarker und hier vor allem CD25 als Teil des IL-2 Rezeptors analysiert

werden.
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Abbildung 28. Uber TLR3 und TLR7 doppelt stimulierte BMDCs kdnnen in vitro die von CD4"
CD25" Tiegs-vermittelte Suppression der CD4" und CD8" T-Zell-Proliferation durchbrechen.

A) Ko-Kultur von 5 * 10* tber MACS aufgereinigten CD4* T-Zellen mit 5 * 10" Uber MACS
aufgereinigten, via anti-CD3/ anti-CD28 voraktivierten CD4 CD25" T egs UNd

5 * 10° unterschiedlich stimulierten BMDCs (6 h). Markierung des Suppressions-Ansatzes an Tag 3
mit 0,5 uCi *H-Thymidin pro Well und Analyse der inkorporierten Radioaktivitat 18 Stunden spéter. B)
Aufbau genau wie oben, mit 5 * 10* liber MACS aufgereinigten CD8" T-Zellen aus transgenen ST-42
Méausen. Beladung der BMDCs vor Zugabe zu der Kultur mit 0,5 nM Elayzs045. Markierung des
Ansatzes an Tag 3 und Analyse wie oben beschrieben.

Man erkennt in Abbildung 29 in den Ansatzen mit pre-T.gs den starken Einfluss, den
die Regulatorischen T-Zellen auf die Expression der Aktivierungsmarker haben.
Selbst in den Wells, in denen ,superstimulierte BMDCs vorliegen, sind nur wenig
mehr Zellen positiv fur CD25 bzw. negativ fur CD62L als in den Wells mit einzeln-
stimulierten BMDCs. Werden die Regulatorischen T-Zellen erheblich verdinnter
eingesetzt, erkennt man die bekannte Tendenz in den verschiedenen Ansétzen: Die
.superstimulierten® BMDCs sind noch am ehesten in der Lage, die

Aktivierungsmarker auf den T-Zellen hoch- bzw. runter zu regulieren.
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Abbildung 29. Uber TLR3 und TLR7 doppelt stimulierte BMDCs kdnnen in vitro die von CD4"
CD25" Tregs-Vermittelte Suppression der CD4" T-Zell-Aktivierung durchbrechen.

Ko-Kultur von 2 * 10* tiber MACS aufgereinigten CD4* T-Zellen (OT-2) mit verschiedenen
Verhaltnissen von tiber MACS-aufgereinigten, via anti-CD3/ anti-CD28-voraktivierten CD4°CD25" pre-
Tregs UNd 2 * 10 unterschiedlich stimulierten (6 h), mit 0,5 uM OVA3»3 339-beladenen BMDCs. Zugabe
von anti-CD3 (2 pg/ ml) als Stimulus fur die pre-T.gs. Durchflusszytometrische Analyse der
Oberflachenmarker A) CD62L und B) CD25 an Tag 2 der Ko-Kultur.

Abbildung 30 zeigt eine identische Ko-Kultur mit transgenen ST-35 CD8" T-Zellen.
Auffallig ist hier, dass bereits ohne pre-Tegs die Prozentzahl der T-Zellen, die CD25
exprimieren bei den Ansatzen mit den ,superstimulierten® BMDCs deutlich hoher ist,
als bei den Poly I:C oder R-848 einzel-stimulierten BMDCs. Gibt man pre-Tiegs zu
den Wells bzw. titriert diese dann aus, weisen jeweils die Anséatze die am besten
aktivierten T-Zellen auf, die mit den ,superstimulierten* T-Zellen kultiviert worden
sind. Analog zu CD25 gilt dies auch fir CD62L". Im Falle der CD8* Ko-Kulturen
gelang an Tag 1 zusatzlich eine Antikdrperfarbung gegen CD25 und IL-2, welches
als direkt nach der T-Zell-Aktivierung produziertes Zytokin entscheidend fur die
Initierung der T-Zell-Proliferation ist. Wie in Abbildung 30 C) zu sehen spiegelt sich
auch in diesem Versuch die Uberlegenheit der ,superstimulierten BMDCs in einer
hoheren Prozentzahl von CD25/ IL-2 doppelt-positiven CD8 T-Zellen wider.

- 114 -



5 Ergebnisse Teil Il

A
Poly I:C + R-848
R-848 + Tiogs 1:15 + Tregs 1:15
Poly I:.C
Medium

Poly I:C + R-848
R-848

Poly I:.C

Medium

Poly I:C + R-848
R-848

Poly I:.C

Medium

no DC’s

10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
Prozent CD25* [%)] Prozent CD62L" [%)]

+ Tegs 101 + Tieqs 111

regs regs

Poly I:C + R-848
R-848

Poly I.C

Medium

Poly I:C + R-848
R-848

Poly I.C

Medium

Poly I:C + R-848
R-848

Poly I:.C

Medium

no DC’s

+ Toeqs 1:15

regs

+ Tregs 101

ST

05 10 15 20 25
Prozent CD25*/ IL-2* [%]

Abbildung 30. Uber TLR3 und TLR7 doppelt stimulierte BMDCs kénnen in vitro die von CD4"
CD25" Tregs-vermittelte Suppression der CD8" T-Zell-Aktivierung durchbrechen.

Ko-Kultur von 2 * 10* tiber MACS aufgereinigten CD8" T-Zellen mit verschiedenen Verhaltnissen von
iiber MACS-aufgereinigten, via anti-CD3/ anti-CD28-voraktivierten CD4"CD25" pre-Tiegs und 2 * 10°
unterschiedlich stimulierten (6 h), mit 0,5 NnM Elayss.oss-beladenen BMDCs. Zugabe von anti-CD3 (2
png/ ml) als Stimulus fiir die pre-T.gs. Durchflusszytometrische Analyse der Oberflachenmarker A)
CD62L und B) CD25 an Tag 2 der Ko-Kultur, bzw. C) von intrazellularem IL-2 an Tag 1 der Ko-Kultur.
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Die mit Hilfe der FACS Analyse gewonnenen (qualitativen) Erkenntnisse bezlglich
der Aktivierungsmarker auf den T-Zellen konnte abschliessend durch einen
(quantitativen) ELISA gegen IL-2 bestatigt werden, der mit Uberstanden der T-Zell/
pre-Treg/ BMDC Kulturen durchgefiihrt wurde. In Abbildung 31 ist das Ergebnis
dieses ELISA gezeigt.

CD4* T Zellen (OT-2) CD8* T Zellen (ST-42)
1,2 4 1,2 1
+ Trags 111 | + Trags 1:15 + Trags 111 | + Tgqs 1:15
1,0 1 1,0 4
£ E
S 0.8 1 3 0.8
£ =
306 : 0.6
0,4 1 0,4
0,2 0,2
ml r-ﬂ&alai ﬁ@
BMDCs: Medium N Poly:C Il R-848 M Polyl:C

+ R-848

Abbildung 31. Uber TLR3 und TLR7 doppelt stimulierte BMDCs kénnen in vitro die von CD4"
CD25" Tegs-vermittelte Suppression der IL-2 Produktion von CD4" und CD8" T-Zellen
rickgéngig machen.

Ko-Kultur von 2 * 10* tiber MACS-aufgereinigten A) CD4" T-Zellen (OT-2), bzw. B) CD8" T-Zellen
(ST-42) mit verschiedenen Verhdltnissen von tUber MACS-aufgereinigten, via anti-CD3/ anti-CD28-
voraktivierten CD4'CD25" Tregs und 2 * 10® unterschiedlich stimulierten (6 h), Peptid-beladenen
BMDCs. Zugabe von anti-CD3 (2 pg/ ml) als Stimulus fur die pre-T.gs. Ernte des Kulturiiberstandes
und IL-2 ELISA an Tag 2 der Ko-Kultur.

Wie erwartet sind in den Ansatzen die jeweils grossten Mengen von IL-2 zu
detektieren, in denen die ,superstimulierten* BMDCs anwesend waren. Dass heisst,
dass sowohl qualitative (mehr IL-2 positive Zellen im FACS) als auch quantitative
(mehr IL-2 im ELISA) Unterschiede zwischen den verschiedenen T-Zell/l BMDC
Ansatzen detektiert werden konnten und die ,superstimulierten* BMDC den einzeln-

stimulierten BMDCs uberlegen waren.
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5.8 Ein loslicher Faktor, sezerniert von , superstimulierten”
BMDCs, ist fr die Durchbrechung der T,,g-vermittelten
Suppression verantwortlich

Aufgrund der Publikation von Pasare und Medzhitov war bekannt, das vermutlich IL-
6 und ein noch zu identifizierender Faktor ,X* fir die Eigenschaft von TLR-aktivierten
BMDCs verantwortlich ist, T-Zellen gegenliber regulatorischen T-Zellen refraktar zu
machen. Alternativ kdnnte man sich vorstellen, dass die TLR-stimulierten BMDCs
ihren positiven Einfluss entweder Uber fortwahrende Zell-Zell Kontakte zu den T-
Zellen geltend machen oder aber durch Zell-Zell Kontakte auf die Teqs €inwirken und
deren hemmende Wirkung so unterbinden. Um diese Frage im Hinblick auf den
.superstimulus® zu beantworten, wurde ein so genanntes ,Transwell System
eingesetzt, welches dem Experimentator erlaubt, Zell-Zell Kontakte zwischen
bestimmten Zell-Populationen zuzulassen, wahrend andere ausgeschlossen werden
konnen. Es sollte geklart werden, ob im Falle der ,superstimulierten* BMDCs ein
|6slicher Faktor fur die Durchbrechung der Suppression durch die Tyegs Verantwortlich
ist. Die Abbildung 32 erklart schematisch den komplexen Aufbau dieses
Experiments: Im Well selbst sind immer die transgenen T-Zellen prasent, deren
Proliferation man untersuchen mochte, dazu kommen als antigenprasentierende
Zellen die Uber sechs Stunden verschieden TLR stimulierten Tag 6 BMDCs, die mit
dem antigenen Peptid beladen sind und voraktivierte T.gs. Da sowohl die
Antigenprasentation als auch die Suppression durch T.gs Kontakt-abhangig ist, ist
die Prasenz dieser beiden Zell-Spezies im Well vorgegeben. Bezogen wird die
jeweilige T-Zell-Proliferation in Anwesenheit von pre-Tegs auf ein Well ohne pre-Tegs,
dargestellt in Abbildung 33 A) bis D) mit den jeweils linken Balken. Nachdem die
Wells mit den drei Zellpopulationen fertig pipettiert sind (Gesamtvolumen ca. 100 —
120 ul), wird vorsichtig das , Transwell* auf die Mediumoberflache der Wells gesetzt.
Das ,Transwell” ist mit einer Membran ausgestattet, die Poren von etwa 4 uM Grdsse
aufweist und somit lediglich l6sliche Mediatoren passieren lasst. In dieses
~rranswell“ werden in 50 ul wiederum Tag 6 BMDCs pipettiert, die sechs Stunden mit
den verschiedenen Stimuli aktiviert worden sind. Der Stimulus wurde vorher nach
den sechs Stunden Inkubation durch ausgiebiges Waschen entfernt, um
Verschleppung der aktivierenden TLR-Liganden in das Experiment zu verhindern;
eine anschliessende Peptidbeladung musste nicht erfolgen, da die BMDCs ja keinen

Zell-Zell Kontakt zu den T-Zellen im Well haben und nur als potentielle Quelle fur
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|6sliche Mediatoren dienen sollen. Der komplexe Versuch ist somit grob in vier
Untergruppen unterteilt, je nachdem, welche BMDC-Spezies im Well als
antigenprasentierende und damit primar T-Zell-aktivierende Zelle vorliegt (Medium-
BMDC:Ela, Poly |:C-BMDC:Ela, R848:Ela, ,Superstimulus“-BMDC:Ela). Ein
Kontroll-Triplikat erhalt zudem weder pre-T.egs Noch BMDCs im Transwell, um die
Basis-Proliferation der T-Zellen im Well mit der gegebenen BMDC-Spezies messen
zu kénnen (s.o., ,Bezugs-Proliferation“). Im Folgenden werden alle anderen Wells mit
preTegs Versetzt und in das ,Transwell* (oben) jeweils Medium-, Polyl:C-, R-848-,

oder ,superstimulierte” BMDCs pipettiert.

Transwell DCs im Transwell (M, P, R, S):

@ , ® , ® oder @ ;eér;liZC(;II-ZeII Kontakt in das Well
=

Membran nur fur 16sliche
QOB |
ST AL DCs im Well (M, P, R, S), Peptid-
@ ! 2 oder é beladen =7, Zell-Zell Kontakt zu

CD8* T Zellen, +/- Tregs

Well

BMDCs, unstimuliert (,M*), bzw. 6 Stunden stimuliert mit Poly I:C

M
©® (,P“), R-848 (,R") oder Poly I:C + R-848 (,Superstimulus®; ,S%),
®® <7 Peptid-beladen

Uber MACS aufgereinigte CD8* T Zellen (ST-42)

2 Tage in vitro via «CD3/ a.CD28 voraktivierte CD4*/ CD25* T ., Zellen

reg

Abbildung 32. Modell des Transwell-Experiments.
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Auf diese Art und Weise kann man denn potentiellen Einfluss I6slicher Botenstoffe
aus den verschiedenen ,Transwell“-BMDCs auf die Proliferation der T-Zellen bei

gleichzeitiger Anwesenheit von pre-Tegs Untersuchen.
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Abbildung 33. Ein l6slicher Faktor, sezerniert von via TLR3 und TLR7 doppelt-stimulierten
BMDCs, ist fir die Durchbrechung der Suppression der T-Zell-Proliferation durch pre-Tiegs

verantwortlich.

Versuchsaufbau wie in Abbildung 12 beschrieben. Ko-Kultur von 2 * 10* tiber MACS-aufgereinigten
CD8" T-Zellen (ST-42) mit der gleichen Anzahl voraktivierter pre-T,egs und 2 * 10° unterschiedlich
stimulierten (6 h), Elazssoss (0,5 nM) -beladenen BMDCs. Zugabe von anti-CD3 (2 pg/ ml) als
Stimulus fur die pre-Tegs. Keine Peptidbeladung der 2 * 10° unterschiedlich stimulierten (6 h) BMDCs

in den Transwells.
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Abbildung 33 zeigt die Daten dieses Experiments: Die vier Graphen zeigen jeweils
die vier Untergruppen mit den Ela-beladenen A) Medium-, B) Poly I.C-, C) R-848-
oder D) ,superstimulierten® BMDCs. Links in den Graphen, vertikal abgegrenzt, ist
die ,Basis- oder Bezugs-Proliferation* dargestellt, d.h. die T-Zell-Proliferation ohne
~Transwell“- oder pre-T.g-Einfluss. Die vier Balken jeweils rechts der vertikalen
Trennung stellen Triplikate der unterschiedlichen BMDC-Spezies im ,Transwell” dar.
Man erkennt eindeutig den hemmenden Einfluss der zugegebenen pre-Tegs in den
Ansatzen A), B) und C), der die Proliferation auf ca. die Halfte des Wertes ohne pre-
Tregs Sinken lasst, wenn im ,Transwell* Medium-, Poly I:C- oder R-848-BMDCs
vorliegen. Im Ansatz D) sieht man diese Suppression nicht. Die
antigenprasentierenden BMDCs machen die T-Zellen aufgrund ihres Doppel-
Stimulus refraktar gegentiber einer Hemmung durch Trgs. Betrachtet man in den
Ansatzen A), B), und C) jedoch die grauen Balken, also die Triplikate, die im
~rranswell“ ,superstimulierte® BMDCs vorliegen hatten, so erkennt man klar, dass die
durch die pre-Tegs hervorgerufene Hemmung durchbrochen werden konnte und die
T- Zellen ebenso gut wie in den Kontrollansatzen ohne Tgys proliferieren. Aufgrund
der am Anfang dieses zweiten Teils beschriebenen Daten bezuglich der IL-6
Sekretion nach ,Removal“ der einzelnen Stimuli, liegt eine Erklarung auf der Hand,
die auch im Falle des ,Superstimulus” IL-6 ins Spiel bringt. Es ist vorstellbar, dass die
lediglich sechs Stunden mit Poly I:C oder R-848 stimulierten BMDCs (im ,Transwell*)
nicht in der Lage sind, nach dem Stimulus ,Removal“ ausreichende Mengen an IL-6
(und/ oder ,Faktor-X*) Uber die ,Transwell-Membran in das Well zu sezernieren,
wahrend sie hierzu nach Aktivierung der TLR3 und TLR7 Signalwege sehr wohl in
der Lage sind. Ob IL-6 auch im Fall des ,Superstimulus‘ der entscheidende
Botenstoff ist, der die T-Zellen refraktar gegentber den T.egs macht, ist mit diesem
Experiment natirlich nicht aufzuklaren. Sehr wahrscheinlich ist es jedoch ein
|6slicher Faktor, der die Suppression durch pre-T.gs rickgangig machen kann.
Weitere Experimente hierzu sind notwendig und kénnten beispielsweise BMDCs aus
IL-6 Knock-Out Mausen oder anti IL-6 Antikérper beinhalten.
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Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit der kombinierten Ligation von TLR3
und TLR7, die sowohl MyD88-unabhéangige als auch —abhangige Signalwege in
BMDCs aktiviert und zur Folge hat, dass die BMDCs in einer synergistischen Art und
Weise aktiviert werden. Der beobachtete Synergismus nach kombinierter TLR3 und
TLR7 Aktivierung aussert sich einer héheren Expression der klassischen BMDC
Aktivierungsmarker CD40, Ox40L, CD70 und CD86 (besonders CD70 wurde mit
einer CD4" T-Helferzell unabhangigen CD8" Aktivierung in Verbindung gebracht)
(Arens et al. 2004;Bullock and Yagita 2005) und in einer quantitativ wie qualitativ
besseren Produktion von inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen. Neben den
Aktivierungsmarkern ist besonders die raschere Kinetik interessant, mit der die
~superstimulierten®* BMDCs auf die kombinierte Ligation von TLR3 und TLR7
reagieren. Erstens beginnt die IL-6 bzw. RANTES Produktion zu einem friheren
Zeitpunkt (bereits vier bis acht Stunden nach Zugabe des Doppel-Stimulus
gegenuber 12 bis 20 Stunden nach Zugabe der Einzelstimuli) und erreicht héhere
Plateauwerte nach 24 bis 72 Stunden (Abbildung 22). Zweitens produzieren die
»superstimulierten® BMDCs auch nach Entfernen der Stimuli nach zwanzig Stunden
in den nachsten zwanzig Stunden bedeutend mehr inflammatorisches IL-6 und
RANTES als die BMDCs, bei denen der Poly I:.C und R-848 als Einzelstimulus durch
Waschen entfernt wurden. Diese Beobachtung erganzt bereits veroffentlichte Daten,
nach denen fortwahrende Zytokinproduktion eigentlich fortlaufende TLR-Ligation
erfordert (Yang et al. 2004). Yang et al. berichten in derselben Veroffentlichung, dass
ex-vivo einzel-TLR aktivierte BMDCs in T-Zell-tolerante Mause injiziert die Toleranz
nicht umkehren kénnen bzw. nur nach Depletion der Tgs. Interessant ware daher die
Frage, ob ,superstimulierte® BMDCs in der Lage waren, periphere Toleranz zu
durchbrechen, da sie ja unabhangiger von fortlaufender TLR Stimulation sind. Aus
den hier beschriebenen Daten lasst sich jedenfalls nicht differenzieren, ob die
Unabhangigkeit von fortlaufender TLR-Ligation im Falle des ,Superstimulus” durch
starkere initiale Aktivierung der BMDCs zustande kommt, oder die Ligation beider
TLRs zu einer besseren/ langer-anhaltenden Signaltransduktion in den BMDCs fuhrt.
Da jedoch Napolitani et al. eine langer-detektierbare Phosphorylierung von Jun und

eine erhohte 1kB{ mRNA Synthese nach kombinierter TLR Ligation beschrieben
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haben, scheint auch bei ,superstimulierten* BMDCs eher eine langer anhaltende
Signaltransduktion fur die beobachteten Effekte verantwortlich zu sein. Napolitani et
al (Napolitani et al. 2005) berichten in derselben Veroffentlichung auch von einer in
vitro Ty;-Polarisierung in ihren T-Zell-Experimenten nach kombinierter TLR
Stimulierung der BMDCs. Es lag daher auf der Hand, dieser Frage auch im
Zusammenhang mit dem ,Superstimulus® nachzugehen und diesbezigliche
Experimente zu durchzufuhren. Die ersten Versuche hatten die Beantwortung der
Frage zum Ziel, ob sich die auf BMDC Ebene gemachten Beobachtungen tberhaupt
auf die T-Zell-Ebene (ibertragen lassen. Es wurden sowohl transgene CD4" T-Zellen
aus OT-2 Mausen als auch transgene CD8" T-Zellen aus ST-42 Mausen verwendet
und zun&chst in vitro mit den unterschiedlich stimulierten BMDCs ko-kultiviert. Die
Daten waren eindeutig und ermutigend zugleich, spiegelte sich doch der
Synergismus auf BMDC Ebene in den T-Zell-Kulturen in verbesserter Proliferation
(*H-Thymidin-Inkorporation) und erhohter (Effektor) Zytokinproduktion der T-Zellen
(IFN-y bei den CD4" T-Zellen und IL-2 bei den CD8" T-Zellen) wider. Der nachste
Schritt war ein experimenteller Ansatz, bei dem die BMDCs in einem (zunachst
artifiziellen aber gut charakterisierten) in vivo System auf ihre Eigenschaften
untersucht werden konnten. In adoptiven T-Zell-Transfers wurden entweder CD90.1
positive kongene CD4" T-Zellen aus OT-2 Mausen oder CD45.1 positive kongene
CD8" T-Zellen aus ST-42 Mausen in naive B6 Wild-Typ Tiere injiziert und die Tiere
anschliessend mit Peptid-beladenen BMDCs immunisiert, die unterschiedlich aktiviert
worden waren. Sowohl die Expansion der transferierten T-Zellen als auch deren
Aktivierungsgrad bzw. im Falle der CD8" T-Zellen auch die Eigenschaft, IFN-y zu
produzieren, war in den Gruppen besser, die mit den ,superstimulierten® BMDCs
immunisiert worden waren. Die ,superstimulierten® BMDCs hatten also eine
Uberlegende T-Zell-Antwort induziert als die BMDCs, die nur einzeln mit Poly I:C
oder R-848 aktiviert wurden. Nachdem eine Antwort auf die Frage gefunden wurde,
ob die ,superstimulierten® BMDCs Uberhaupt eine bessere T-Zell-Antwort einleiten
konnen, sollte diese Uberlegenheit auch in einem nicht-manipulierten in vivo Modell,
d.h. ohne vorherigen adoptiven Transfer von transgenen T-Zellen, bestatigt werden.
Gleichzeitig sollte untersucht werden, ob sich die verbesserte Kinetik der
~superstimulierten®* BMDCs in der Produktion von IL-6 und RANTES in einer
unterschiedlich guten T-Zell-Aktivierung nachweisen lasst. Hierzu wurden Wild-Typ

Méause mit Peptid-beladenen BMDCs immunisiert, die vorher entweder sechs oder
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zwanzig Stunden mit Poly I:C, R-848 oder einer Kombination beider Stimuli aktiviert
wurden. Nach sieben Tagen wurde die Effektivitdt der Immunisierungen mit den
verschiedenen BMDCs verglichen. Die ,superstimulierten® BMDCs induzierten in den
Wild-Typ Mausen mehr Peptid-spezifische T-Zellen (Tetramer-Daten in Abbildung 27
A) und mehr T-Zellen, die Peptid-spezifisch ex vivo IFN-y produzierten. Ausserdem
waren die durch die ,superstimulierten® BMDCs induzierten T-Zellen in vivo lytisch
kompetenter als die T-Zellen, die durch einzeln-stimulierte BMDCs aktiviert worden
waren. Einigermassen Uberraschend war die Tatsache, dass bereits eine
sechsstindige Aktivierung der BMDCs mit dem ,Superstimulus” ausreichte, um 60 %
der in vivo Zielzellen eines in vivo Zytotoxizitats-Assays zu lysieren und signifikante
Mengen von IFN-y produzierenden T-Zellen zu induzieren wahrend die sechs
Stunden Poly I:C oder R-848 aktivierten BMDCs lediglich eine Basis-Lyse der
Zielzellen induzieren konnten. Die Werte in allen drei Uberpriften Parametern
relativierten sich etwas, wenn die TLRs auf den BMDCs fur zwanzig Stunden ligiert
wurden, die ,superstimulierten® BMDCs waren jedoch auch bei diesem Zeitwert
deutlich Uberlegen in der Induktion von Effektoreigenschaften. Neben den
Uberlegenen Zytokinkinetiken, kdnnte wie beschrieben eventuell auch die erhdhte
CD70 Expression auf ,superaktivierten® BMDCs dazu beitragen, die beobachteten
Effekte auf T-Zell-Ebene zu erklaren, da CD70 anscheinend die CD4" Hilfe von einer
CD8" T-Zell-Aktivierung zumindest z.T. zu entkoppeln vermag (Arens et al.
2004;Bullock and Yagita 2005).

Ein weiterer interessanter Punkt in diesem Zusammenhang ist die beobachtete
Eigenschaft von ,superstimulierten® BMDCs, T-Zellen refraktar gegenuber
Suppression durch regulatorische T-Zellen zu machen. Somit werden vor kurzem
publizierte Erkenntnisse beziglich TLR Stimulation von Dendritischen Zellen und
Einfluss auf die Aktivitat von regulatorischen T-Zellen erweitert. Die Uberzeugenden
Daten der Abbildungen 29 - 33 erganzen das Bild, das Pasare und Medzhitov
(Pasare and Medzhitov 2003) von TLR-aktivierten BMDCs gezeichnet haben. Durch
kombinierte Stimulation von TLRs, die verschiedene intrazellulare Signalwege
beschreiten, werden BMDCs auch in den hier beschriebenen Experiment in die Lage
versetzt, T-Zellen derart zu aktivieren, dass sie gegenuber Suppression durch Tiegs
quasi inert werden. ,Superaktivierte® BMDCs sind beféhigt, die Proliferation von
sowohl transgenen CD4" als auch transgenen CD8" T-Zellen nach Zugabe von

voraktivierten pre-Tegs auf dem Niveau ohne Prasenz von pre-Trgs ,ZU halten®. Sie
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sind ferner in der Lage, CD4" und CD8" T-Zellen qualitativ ,besser* zu aktivieren, wie
durch  durchflusszytometrische Untersuchung der Oberflachenmarker und
intrazellularem IL-2 gezeigt werden konnte. Ausserdem induzieren sie im Beisein von
pre-Tregs @uch quantitativ mehr, in einem ELISA nachweisbares, von CD4" oder CD8"
T-Zellen produziertes IL-2. Die Tatsache, dass im ,Transwell* Experiment die
Proliferation nach Zugabe von pre-T.egs nur in den Ansatzen wieder hergestellt
werden konnte, in denen sich ,superstimulierte® BMDCs in den ,Transwells*
befanden, deutet auf einen l6slichen Faktor analog der Verdffentlichung von Pasare
und Medzhitov. IL-6 scheint ein Kandidat zu sein, um so mehr, als dass die
vorliegenden Daten auch eine Uberlegene Qualitat und Produktions-Kinetik bezuglich
dieses Zytokins aufzeigen. Uber den eigentlichen Mechanismus hinter den
beobachteten synergistischen Effekten kann hier nur spekuliert werden. Eine
attraktive Erklarung ist sicherlich die parallele Aktivierung von verschiedenen
Signaltransduktionswegen, die durch die simultane Ligation von TLR3 und TLR7
ausgelost werden. TLR3 Ligation resultiert in der MyD88-unabhéangigen Rekrutierung
des Adaptermolekils TRIF und im Folgenden kommt es via IRF3 zu einer Produktion
von fB-Interferonen. B-Interferone und IRF3 wiederum konnen die Produktion von
weiteren pro-inflammatorischen Zytokinen via IRF5, IRF7 und NF«B initiieren. IRF7
ist dabei der Hauptregulator (,master regulator”) von Typ | Interferon-abhangigen
Immunantworten (Peng et al. 2005). Crosstalk zwischen beiden Signalwegen wird
durch IFN-B und IRF7 ermoglicht, die letztendlich zu effizienterer TLR7
Signalweiterleitung fihren und somit eine Synergie zwischen beiden Signalwegen
ermdoglichen (Gautier et al. 2005). Sehr interessant in diesem Zusammenhang ist/
ware die Frage, ob und wie eine kombinierte TLR3 und TLR7 Ligation die
Phosphorylierung von IRF7 gegentber TLR-Einzelstimulierung verandert.

Naturlicherweise kénnen TLR3 und TLR7 wohl vor allem dann gleichzeitig aktiviert
werden, wenn z.B. wéhrend einer Virus Infektion virale RNA und/ oder Wirts-RNA
von endozytierten infizierten Zellen zusammen in endosomale Kompartimente
gelangen und dort simultan in direkten Kontakt mit den beiden TLRs kommen.
Generell ist bekannt, dass fiur die Bekampfung von einigen bakteriellen Infektionen
die Kooperation von TRL2 und TLR4 notwendig ist, TLR3 und TLR9 sind
beispielsweise an einer Protektion gegen MCMV beteiligt (Tabeta et al. 2004;Weiss
et al. 2004). Es ist daher keine zu artifizielle Vorstellung, dass auch unter

physiologischen Bedingungen parallel der MyD88-abhangige Signalweg Uber TLR7
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und der Signalweg Uber TLR3, der letztendlich zur Ausschittung von Typ |
Interferonen fluhrt, aktiviert werden kann und dies die optimale Immunantwort bei
bestimmten Infektionen darstellt. Durch die TLR vermittelte Erkennung von
Pathogenen wird also das Signal der nicht-klonalen Muster-Erkennung im
Zusammenspiel mit den mikrobiellen Peptid-Determinanten in eine klonale und
antigen-spezifische Immunantwort Ubersetzt. Wahrscheinlich ist die gleichzeitige und
simultane Aktivierung beider Signaltransduktionswege in vivo ein starkes Signal des
angeborenen Immunsystems, dass eine ernsthafte Infektion vorliegt und die
Einleitung angemessener adaptiver Antworten daher dringend erforderlich ist.
Einzeln vorliegende TLR Liganden resultieren in diesem Szenario nur in der

limitierten und vorribergehenden Aktivierung einer inflammatorischen Antwort.

Abschliessend soll noch auf einen weiteren Zusammenhang zwischen TLRs und
regulatorischen T-Zellen eingegangen werden. Erst vor kurzem veréffentlichten
einige Gruppen, dass TLRs auch auf regulatorischen T-Zellen exprimiert werden
(Caramalho et al. 2003) und zur Verstarkung (Crellin et al. 2005;Liu et al.
2006;Sutmuller et al. 2006) aber auch Attenuierung (Peng et al. 2005) ihrer
supprimierenden Funktion stimuliert werden kénnen. Peng et al. identifizierten TLR8
als denjenigen Toll-Like Rezeptor auf humanen regulatorischen T-Zellen, der tber
die Erkennung von CpG-A Motiven (Klinman 2004) und MyD88-/ IRAK-4 abhangig
die Umkehr der eigentlichen Funktion der regulatorischen T-Zellen einleiten kann
(Peng et al. 2005). Da viele TLRs den MyD88-/ IRAK-4 Signaltransduktionsweg
verwenden, ist nicht klar, warum nur TLR8 Ligation die Umkehr der naturlichen Tieq -
Aktivitat auslésen kann. Auch Uber die physiologische Funktion dieser in vitro
beobachteten funktionellen Regulation von regulatorischen T-Zellen durch TLRS8 ist
bisher nichts bekannt. Crellin et al. (Crellin et al. 2005) konnten zeigen, dass Flagellin
als TLRS5 Ligand die hemmenden Eigenschaften von Tegs durch Erhéhung der FoxP3
Expression beeinflussen kann, es T.gs aber nicht, wie von LPS (Caramalho et al.
2003) berichtet, zur Proliferation anregen kann. Auch TLR2 Signaltransduktion
moduliert die Funktionen von Trgs, Weil Pam3Cys die hemmenden Eigenschaften
von regulatorischen T-Zellen durch Hemmung der FoxP3 Expression
vorriubergehend unterdriicken kann (Liu et al. 2006). Die Stimulation Uber TLRs hat
somit ganz unterschiedliche Effekte auf die verschiedenen Mitspieler des

Immunsystems. Einerseits konnen DCs durch TLR vermittelte Signale zur Reifung
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angeregt werden und dann sehr effizient adaptive T-Zell-Antworten induzieren,
andererseits kdnnen endogene regulatorische T-Zellen tGber TLR Ligation aktiviert
oder in ihrer hemmenden Funktion gebremst und somit fein moduliert werden. Die
notigen LPS-Konzentrationen, um Tegs zur Proliferation anzuregen, liegen dabei aber
mehrere Gréssenordnungen Uber derjenigen Konzentration von LPS, die fUr eine in
vitro Aktivierung von DCs noétig ist (Sakaguchi 2003). Bei einer normalen gram-
negativen Bakterien-Infektion werden also ganz im Sinne der notwendigen Einleitung
einer Immunantwort bevorzugt DCs aktiviert und Tegs nicht zur Proliferation angeregt.
Sollten jedoch grosse Mengen an LPS produziert werden und systemisch zirkulieren,
kdnnen endogene Tegs Uber inren TLR4 zur Proliferation angeregt werden und einen
eventuellen septischen Schock verhindern, in dem sie z.B. tber IL-10 (oder TNF-a)
Sekretion die Ausschuttung von grossen Mengen pro-inflammatorischer Zytokine
verhindern und/ oder beispielsweise eine Aktivierung von Makrophagen unterbinden
(Belkaid et al. 2002). Somit stellt das TLR System ein in der Tat sehr ausgekligeltes
Regulations-System dar, das auf den verschiedenen Zelltypen eine unterschiedliche

Kontrolle der Effektorfunktionen erlaubt.
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Im ersten Teil dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob Immunoproteasomen als
zentrale proteolytische Aktivitat im Zytosol bereits Uber die Generierung von (positiv
selektionierenden) Selbstpeptiden einen Einfluss auf das T-Zell-Rezeptor-Repertoire
haben. Die Prozessierung eines der vertffentlichten positiv selektionierenden
Selbstpeptide (Cpla) fur den sehr gut charakterisierten OT-1 T-Zell-Rezeptor aus
seinem Peptidvorlaufer (N- und C-terminal verlangertes Cpla, in vitro mit
aufgereinigten c20S und i20S Proteasomen verdaut) erwies sich als unbedingt
abhangig von immunoproteasomalen Schnittaktivitdten. Konstitutive Proteasomen
konnten den relevanten C-terminalen Schnitt nicht durchfihren, wéhrend
Immunoproteasomen sowohl C-terminal korrekt-prozessierte Vorlaufer als auch das
positiv selektionierende Peptid an sich generieren konnten. OT-1 Mause, die auf
LMP7 Knock-Out Hintergrund gezichtet wurden, also keine funktionellen
Immunoproteasomen aufweisen, zeigten eine fast 50 prozentige Reduktion in der
Anzahl der peripheren transgenen OT-1 CD8" T-Zellen. Dieser Defekt wurde sowohl
in den Kompartimenten Blut, Milz und Lymphknoten als auch im Thymus, dem Organ
der T-Zell-Reifung festgestellt, in dem 40 % weniger transgene CD8" Einzelpositive
detektiert wurden. Dass die OT-1 T-Zellen auf LMP7 Knock-Out Hintergrund
anscheinend lediglich weniger gut selektioniert werden, aber ansonsten funktionell
den Wild-Typ OT-1 Mausen identisch sind, ergaben Charakterisierungen der
Effektorfunktionen (T-Zell-Proliferation, spezifische Lyse, IFN-y Sekretion). In einem
weiteren in vivo Modell wurden lethal bestrahlte LMP7 Knock-Out Mause und Wild-
Typ Kontroll Tiere mit T-Zell-depletiertem OT-1 Knochenmark rekonstituiert und nach
4 Wochen analysiert. Repopulierte LMP7 Knock-Out Tiere wiesen dieselben Defekte
auf wie in der Zucht zuvor, folglich liessen sich auch in den LMP7 Knock-Out x OT-1
Chiméren nur etwa die Hélfte der transgenen OT-1 T-Zellen in den peripheren
Organen nachweisen. Die dreimalige Injektion von Cpla fuhrte bereits 18 Stunden
nach der letzten Injektion zu einem deutlichen Anstieg der Prozentzahlen von
transgenen CD8" T-Zellen in der Peripherie und nach 2 Wochen wurden die Werte
der Wild-Typ Tiere erreicht. Um auszuschliessen, dass das injizierte Cpla lediglich

eine periphere Proliferation zur Folge hat und die Erhdéhung der Prozentzahlen
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darauf zurlckzufuhren ist, wurde adoptiv mit OT-1 T-Zellen transferierten Mausen
ebenfalls das Cpla-Peptid verabreicht. Da in diesem Experiment, letztlich wie
erwartet flr ein Selbstpeptid, keine Proliferation der transferierten T-Zellen detektiert
werden konnte, muss man in den zuvor erwahnten Versuchen von einer
Einwanderung des Cpla-Peptids in den Thymus ausgehen und im Folgenden von
einer veranderten positiven Selektion der OT-1 T-Zellen (,Thymic Vaccination®). In
einem dritten in vivo Modell konnte zudem nachgewiesen werden, dass LMP7 Mause
eine Infektion mit Ovalbumin-transgenen Listerien zwar prinzipiell gleich gut
kontrollieren kénnen wie Wild-Typ Kontrollen, fiir inre SIINFEKL-spezifische CD8" T-
Zell Antwort jedoch andere VB-Ketten verwenden als Wild-Typ Kontrolltiere. Da sich
naive T-Zellen von LMP7 Knock-Out und Wild-Typ Mausen in ihrer VB-Ketten
Verteilung nicht unterscheiden, ist auch hier der Einfluss von Immunoproteasomen
auf das T-Zell-Rezeptor-Repertoire offensichtlich.

Die Daten dieses ersten Teils sind somit ein starkes Indiz dafur, dass
Immunoproteasomen in der Lage sind, die Selektion von naiven CD8" T-Zellen und
damit das Repertoire von naiven T-Zellen zu beeinflussen, das an antigen-
spezifischen Immunantworten beteiligt ist. Proteasomen spielen mit ihrer fein-
modulierbaren proteolytischen Aktivitat also nicht nur/ erst eine Rolle bei der
Prozessierung von MHC Klasse | Liganden fir die CD8" T-Zell-Erkennung wahrend
der Einleitung einer Immunantwort sondern sind bereits an der Selektion der naiven
(CD8") T-Zellen im Thymus beteiligt.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde das T-Zell-Priming durch Dendritische
Zellen (BMDCs) analysiert, die zuvor simultan Uber 2 verschiedene Toll-Like
Rezeptoren (TLR3 und TLR7) aktiviert wurden, die unterschiedliche
Signaltransduktionskaskaden im Zellinneren auslésen. Insbesondere sollten die
Auswirkungen der kombinierten DC-Aktivierung auf die natlrliche Funktion von
regulatorischen T-Zellen beleuchtet werden. Die initialen in vitro Studien der BMDCs
wurden von Tobias Warger in Tibingen und spater in Mainz durchgefuhrt, so dass
die Resultate dieses zweiten Teils in enger Kooperation mit Tobias Warger erzielt
wurden. Auf BMDC Ebene konnte zunachst in vitro ein synergistischer Effekt bei
gleichzeitiger Ligation von TLRs 3 und 7 festgestellt werden. Die BMDCs sind nach
L~Superstimulierung” via Poly I1:C und R-848 in der Lage, schneller und langer
anhaltend ihre Oberflachenmarker hoch zu regulieren, pro-inflammatorische
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Mediatoren (v.a. IL-6 und RANTES) zu sekretieren und sind zudem unabhangig von
fortwadhrender TLR Aktivierung. Die qualitativ und quantitativ eindeutig besseren
Ergebnisse auf BMDC-Ebene liessen sich im Folgenden eindrucksvoll auf die T-Zell-
Ebene Ubertragen: Die ,superstimulierten® BMDCs konnten in vitro, in vivo, in
transgenen Modellen und in Wild-Typ Mausen sowohl CD4" als auch CD8" T-Zellen
verbessert aktivieren (,primen®) und bessere Effektoreigenschaften vermitteln. Eine
madgliche Ursache fir die exzellenten Priming-Eigenschaften der doppelt TLR-
stimulierten BMDCs kodnnte in ihrem Einfluss auf regulatorische T-Zellen liegen, da
sie wie gezeigt CD4" und CD8" T-Zellen weniger sensitiv gegenuiber Ty vermittelter
Suppression machen. So sind T-Zellen, die mit ,superstimulierten® BMDCs und Tiegs
ko-kultiviert wurden, quasi inert gegeniber einer Hemmung durch Tregs. Sowohl die
Proliferation also auch der Status der Oberflachenmarker und die Zytokinproduktion
der T-Zellen ist nach ,Superstimulation“ nicht mehr negativ durch regulatorische T-
Zellen beeinflusst. In einem Transwell Experiment konnte letztlich gezeigt werden,
dass sehr wahrscheinlich ein l6slicher Faktor, der von den ,superstimulierten®
BMDCs produziert wird, fur die Durchbrechung der T.g-vermittelten Hemmung
verantwortlich ist. Die hier prasentierten Ergebnisse sind besonders im Hinblick auf
DC-basierte Vakzine interessant, da sie einmal mehr die Verbindung von
angeborener und adaptiver Immunitat aufzeigen und gleichzeitig neue Mechanismen
und Moglichkeiten aufzeigen, DCs fur eine Uberlegene Induktion von T-Zell-

Antworten zu modulieren.
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