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1 Einleitung

1.1 Erkrankungsrelevanz

Das Ziel der gezielten Beeinflussung der Immunantwort ist entweder die Unterdriickung
ungewollter Immunantworten bei Autoimmunitit, Allergie und TransplantatabstoBung oder
aber die Stimulierung eines Immunschutzes bei Krankheiten, die sich heute noch weitgehend
der Immunabwehr entziehen. Schon seit langem denkt man iiber Moglichkeiten nach, wie
man die hochwirksamen, spezifischen Mechanismen der adaptiven Immunitét zur Zerstérung

von Tumoren einsetzen kann. [26]

1.1.1 Autoimmunkrankheiten

Das Hauptziel der Immuntherapie von Autoimmunkrankheiten besteht in einem gezielten
Eingriff, um die Toleranz gegeniiber den betreffenden Autoantigenen wiederherzustellen.
Dazu wird gegenwirtig ein experimenteller Ansatz verfolgt. Man identifiziert bestimmte
MHC (Haupthistokompatibilitit)-Molekiile der Klasse I oder 11, die fiir die Prasentierung der
Autoantigenpeptide verantwortlich sind, und versucht, ihre Funktion durch Antikérper oder

blockierende Peptide selektiv zu hemmen. [26]

1.1.2 Tumor

Ein vielversprechender Ansatz in der Krebstherapie ist die Verstirkung der Immunogenitét
(Auslosen einer adaptiven Immunantwort) von Tumoren. Man weil}, dass kostimulierende
Signale fiir die Proliferation von T-Lymphozyten erforderlich sind. Diese erhalten die T-

Zellen durch kostimulierende Molekiile, die an der Oberfliche von antigenprisentierenden



Zellen exprimiert werden und an das T-Zell-Oberflichenmolekiil CD28 binden. Ein Tumor,
der keine kostimulierenden Molekiile exprimiert, induziert auch keine Immunantwort. Dies ist
selbst dann nicht der Fall, wenn TumorabstoBungsantigene exprimiert werden.
TumorabstoBungsantigene sind Peptide, die auf der Oberfliche der Tumorzellen an MHC
exprimiert werden und eine tumorzellspezifische T-Zell-Antwort induzieren. Fiir die
Aktivierung von naiven CD8-T-Zellen zu zytotoxischen CD8-T-Zellen sind demnach
kostimulierende Molekiile Vorraussetzung. Der Tumor wichst daher in normalen Miusen
weiter und totet schlieBlich das Wirtstier. Transfiziert d.h. schleust man ein Gen fiir ein
kostimulierendes Molekiil in solche Tumorzellen ein, erhalten TumorabstoBungsantigen-
spezifische CD8-T-Zellen nun sowohl ein Signal, dass ein Antigen erkannt wurde, als auch
ein zweites Signal, das zur Aktivierung der naiven T-Zelle nétig ist, von derselben Zelle. Sie
konnen daher aktiviert werden. Den gleichen Effekt erzielt man durch eine Transfektion des
Tumors mit dem Gen fiir GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierender
Faktor), das fiir die Anlockung und Differenzierung von Vorldufern von dendritischen Zellen
verantwortlich ist. [26] Bei beiden Verfahren, die bei Méusen erprobt wurden, entstehen T-
Gedéichtniszellen, also Lymphozyten, die bei erneutem Kontakt mit dem Antigen, das sie
urspriinglich aktiviert hat, schnell mit einer Immunantwort reagieren. Durch die mittels
Transfektion erreichte Aktivierung der TumorabstoBungsantigen-spezifischen CD8-Zellen
kommt es auch zu einer Abstoung der Tumorzellen, die nicht mit einem Gen fiir

kostimulierende Molekiile oder GM-CSF transfiziert wurden. [26]

1.1.3 Infektion

Der empirische Ansatz fiir die Bekdmpfung von Infektionen ist in der zweiten Halfte des 20.
Jahrhunderts einem eher rationalen Ansatz auf der Grundlage eines detaillierten molekularen
Verstindnises der Pathogenitidt von Mikroorganismen, der Analyse von Schutzreaktionen des
Wirts auf die pathogenen Keime und der Kenntnis der Regulation des Immunsystems
gewichen, um wirkungsvolle Reaktionen von T- und B-Lymphozyten zu erzeugen. Bis heute
ist die Impfung die erfolgreichste Manipulation des Immunsystems. Dennoch gibt es noch
keine wirksamen Schutzimpfungen gegen viele bedeutsame Infektionskrankheiten. Die

Immunogenitit eines Impfstoffes hdngt unter anderem von den zugefiigten Adjuvantien ab.



Diese werden als Substanz definiert, die die Immunogenitit von Antigenen erhohen, da
gereinigte Antigene fiir sich allein genommen nicht in allen Fillen ausreichend immunogen
sind. Die meisten (oder sogar alle) Adjuvantien tragen direkt oder indirekt dazu bei, die zur
Auslosung  der Immunantwort bendtigten antigenprasentierende Zellen, besonders

dendritische Zellen, zu aktivieren. [26]

1.2 Charakteristik dendritischer Zellen

Dendritische Zellen sind Antigen-prasentierende Zellen, die angeborene und erworbene
Immunitit verbinden. [6] Sie stellen ein Bindeglied zwischen Organismus und Umwelt sowie
dem lymphatischem Gewebe dar. Die DCs (Dendritische Zellen) sind in einzigartiger Weise
zur Erkennung und Aufnahme von Pathogenen geeignet, sowie fiir die Prozessierung von
makromolekularen Antigenen zu Peptiden. Zusitzlich kdnnen DCs inaktive T-Zellen zu
zytotoxische T Lymphozyten (CTL) beziehungsweise T-Helfer Zellen aktivieren. Zur
Aktivierung der inaktiven T-Zellen miissen DCs selbst erst aktiviert werden, um sich zu
differenzieren. Dabei durchlaufen sie drei Entwicklungsstadien und werden entsprechend als
unreife, reife oder apoptotische DCs bezeichnet.

Die unreifen DCs weisen eine schwache Expression der kostimulierenden Molekiile (CD 80 =
B 7.1, CD 83 und CD 86 = B 7.2), ein gut organisiertes Zytoskelett und eine langsame
Mobilitit auf. Zusitzlich sind sie sehr effizient bei der Aufnahme der Antigene und bei der
Prozessierung von 16slichen Proteinen. In diesem Stadium befinden sich die meisten MHC
(Haupthistokompatibilitit)-Klasse-1I-Molekiile mit einer schwachen allostimulatorischen
Féhigkeit innerhalb der zytoplasmatischen Kompartimente. [67]

Die Reifung der DCs ist charakterisiert durch eine starke Anderung der MHC-Klasse II-
Verteilung, eine Reduktion der Kapazitit der Antigenprozessierung [53], eine starke
Expression der kostimulierenden Molekiile [22] und durch eine ausgepriagte Verdnderung des
Adhésionsmolekiilmusters, das die Wanderung von DCs zu Lymphknoten veranlasst. [46] Die
phinotypische Reifung der DCs, die durch eine Depolymerisation von F-Aktin und durch
Verlust von Vinkulin begleitet ist, kann durch Mikroben, Lipopolysaccharide (LPS) oder

Zytokine sowie Tumornekrosefaktor o und Interleukin (IL)-1B veranlasst werden. [66] Diese



funktionelle Reifung endet durch den apoptotischen Zelltod, eine Riickkehr zu den unreifen

Phanotypen wurde nicht beobachtet. [67]

1.3 Antigenprasentation

DCs internalisieren extrazellulire Antigene durch Pinozytose oder Rezeptor-vermittelte
Endozytose. AnschlieBend werden die Antigene durch das Proteasom bzw. Lysosom
gespalten. Peptide aus extrazelluliren Antigenen werden dann bereits in den endo-
phagosomalen Vesikeln auf MHC-Klasse-1I-Molekiile geladen. [49] Diese Peptide konnen
gemeinsam mit MHC-Klasse-II-Molekiilen CD 4-T-Zellen aktivieren, sobald sie an der
Oberfldache exprimiert werden. [41, 63] Naive T-Zellen reagieren zuerst auf ihre spezifischen
Peptid:MHC-Klasse-II-Komplexe, indem sie IL (Interleukin)-2 synthetisieren und
proliferieren. Diese Zellen entwickeln sich dann zu einem Zelltyp, den man als TyO
bezeichnet und der einige Effektorfunktionen aufweist, die fiir Tyl- und Ty2-Zellen
charakteristisch sind. Die T0-Zelle kann sich entweder zu einer Ty1- oder zu einer Ty2-Zelle
entwickeln. Werden Tyl-Zellen gebildet, so kommt es zu einer zellvermittelten
Immunantwort, wihrend die iliberwiegende Produktion von Ty2-Zellen eine humorale

Immunitét hervorruft. [24]

1.4 Cross-Prasentation

MHC-Klasse-I-Molekiile werden im allgemeinen mit Peptiden aus intrazelluldiren Antigenen,
z. B. Tumorantigenen oder eingehiillten Virusproteinen, prasentiert, konnen aber auch mit
extrazelluldren Antigenen nach Internalisierung in die Zelle prisentiert werden. [10, 28, 62]
Diese Présentation der extrazelluldren Antigene mit MHC-Klasse-I-Molekiilen wird ,,Cross-
Prasentation* genannt. Die Prédsentation von extrazelluldren Antigenen mit MHC-Klasse-I-
Molekiilen durch APCs (Antigenprésentierende Zellen) ist notwendig fiir die Induktion der
Immunantwort gegen Transplantate, Tumore oder virus-infizierte non-hdmatopoetische
Zellen. [7, 20, 56] Zytotoxische CD 8-Zellen téten Zielzellen, die auf ihrer Zelloberfliche an

MHC-Klasse-I- Molekiile gebundene Peptidfragmente von Pathogenen aus dem Zytosol,
hauptsédchlich Viren, tragen. [23]



Die Présentation der aus extrazelluldren Antigenen stammenden Peptide auf MHC-Klasse-I-
Molekiile geschieht auf folgende Weise. [44, 65] Internalisierte Antigene verlassen die
Endosomen und gelangen in das Zytosol. Diese Antigene werden ins Zentrum des
Proteasoms geleitet und dort zu kurzen Peptiden verarbeitet. Diese kurzen Peptide werden mit
Hilfe der TAP (Transporters associated with Antigen Processing)-1- und TAP-2-Transporter
aktiv. vom Zytosol in das endoplasmatische Retikulum transportiert. Der TAP1:TAP2-
Komplex ist ein ATP (Adenosyltriphosphat) - abhidngiger Peptidtransporter und besitzt vier
Domidnen - zwei hydrophobe Transmembrandomdnen mit jeweils mehreren
Transmembranregionen und zwei ATP-bindende Doménen. Beim Menschen lagern sich neu
synthetisierte =~ MHC-I-a-Ketten im  endoplasmatischen = Retikulum  mit  dem
membrangebundenen Protein Calnexin zusammen. Wenn dieser Komplex an [3,-
Mikroglobulin (om) bindet, 16st sich das MHC-I-a.:fom-Dimer von Calnexin und das partiell
gefaltete MHC-I-Molekiil bindet dann an den Peptidtransporter TAP, indem es mit einem
Molekiill des TAP-assoziierten Proteins Tapasin in Wechselwirkung tritt. Die
Chaperonmolekiile Calretikulin und Erp57 (eine Proteindisulfidisomerase) tragen ebenfalls
durch ihren Qualititskontrollmechanismus der Zelle zu dem Komplex bei. Das MHC-I-
Molekiil wird im endoplasmatischen Retikulum zuriickgehalten, bis es durch die Bindung an
ein Peptid freigesetzt wird und dabei seine Faltung vollendet. Sobald das Peptid an das MHC-
Molekiil gebunden ist, verldsst der Peptid:MHC-Komplex das endoplasmatische Retikulum
und wird dann iiber den Golgi-Apparat an die Zelloberfliche transportiert. [25] Kiirzlich
wurde nachgewiesen, dass Phagosomen mit dem endoplasmatischen Retikulum fusionieren,
kurz nachdem sie Peptide aufgenommen haben oder wéhrend sie diese aufnehmen. Die durch
das Proteasom verarbeiteten Peptide werden via TAP-Komplex in das Lumen desselben
Phagosoms transportiert, bevor diese Peptide an phagosomalen MHC-Klasse-I-Molekiile
binden. [18]

1.5 Antikorper-vermittelte Internalisierung Uber den Fcy-Rezeptor in
DCs

Dendritische Zellen konnen aufgrund der Expression von Fc-Rezeptoren Antigen-Antikorper-
Komplexe (Immunkomplexe) aufnehmen und den T-Zellen antigene Peptide prisentieren. Bei

der Antigenprasentation durch einen Antigen-MHC-Klasse-I-Komplex nach Internalisierung
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von Antigen-IgG-Komplex spielen Fcy (fragment crystallizable y)-Rezeptoren eine wichtige
Rolle. Maus-DCs exprimieren alle drei Hauptklassen von Fcy-Rezeptoren. (FcyRI, FcyRIIbl,
FcyRIIb2, FcyRII) [44] Die Fcy-Rezeptoren binden die Fc-Doméne von IgG-Molekiilen. Das
Fc-Fragment ist ein Teil des IgG-Antikdrpers und wird durch das Enzym Papain von IgG
gespalten. Fiir die ,,Cross-Prasentation®, bei der extrazellulare Antigene durch MHC-Klasse-I-
Molekiile den CTLs (zytotoxische T-Lymphozyten) priasentiert werden, sind Proteasome,
TAP-Transporter und Fcy-Rezeptoren notig. Die ,,Cross-Prisentation® nach der Aufnahme
von Immunkomplexen in DCs benétigt eine mit Fcy-Rezeptor assoziierte y-Kette, die eine
Sequenz  ITAM (Tyrosinaktivierungssequenz von Immunrezeptoren: immunoreceptor

tyrosin-based activation motif) enthélt. [4, 9]

1.6 Induktion der Immunantwort

Dendritische Zellen sind die effektivsten Antigen prédsentierenden Zellen (APCs), die fiir die
Aktivierung der naiven T-Zellen und die primdre Antigen-abhingige T-Zell-Antwort
verantwortlich sind. [58] Die Antigenrezeptoren von T-Zellen erkennen die Komplexe aus
Peptiden des Pathogens und einem daran gebundenen MHC-Molekiil auf der Oberflidche einer
Zielzelle. Die Erkennung ist vermittelt durch einen TCR (T-Zell-Rezeptor), der fiir eine
bestimmte Peptid-MHC Kombination spezifisch ist. Zwei wichtige Untergruppen von T-
Zellen mit unterschiedlichen Effektorfunktionen lassen sich durch die Zelloberflichenproteine
CD4 und CDS8 und durch die zwei Klassen von MHC-Molekiilen, die sie erkennen,
unterscheiden. CD4 bindet an das MHC-II-Molekiil, wiahrend CD8 das MHC-I-Molekiil
erkennt. Bei der Antigenerkennung assoziieren je nach T-Zell-Typ CD4-oder CD8-Molekiile
auf der T-Zell-Oberfliche mit dem TCR und binden an unverinderliche Stellen auf dem
MHC-Teil des MHC-Peptid-Komplexes. Die Peptide, die mit MHC-Klasse-I prisentiert
werden, haben eine einheitliche Linge und eine spezifische Aminosiduresequenz. Die Linge
und die Aminosiuresequenz sind abhingig von jeweiligen MHC-Allelen. [12] Ein auf H-2K"
(MHC-Klasse-I-Molekiil bei C57BL/6-Maus-DCs) beschrinktes Epitop besteht aus 8
Aminosduren, wobei die zweite und achte Aminosdure als Verankerungsreste fungieren. Ein

exemplarisches Epitop ist das SIINFEKL, das einen Teil des Ovalbumins darstellt. [48]
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Um ein effizientes Priming von zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) zu erreichen, brauchen
DCs ein Signal fiir die Reifung. In vitro kann eine Fcy-vermittelte Internalisierung von
Antigen-Antikérper-Immunkomplexen eine Reifung von DCs hervorrufen. Unabhidngig von
CD4-T-Zellen kénnen DCs aufgrund der durch Immunkomplexe induzierten Reifung Peptid-
spezifische CD8-T-Zellen (CTLs) in vivo aktivieren. DCs, die mit einem Ovalbumin (OVA)-
Anti-OVA-Immunkomplex inkubiert wurden, konnten nicht nur CDS8-T-Zellen (CTLs)
gegeniiber extrazelluliren Antigenen aktivieren, die nicht aus OVA stammten, sondern auch

gegeniiber aus OVA stammenden CTL-Epitopen. [54]
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2  Untersuchungsziel

Ziel der experimentellen Untersuchungen war es zu untersuchen

e ob man durch Antikorper-vermittelte Aufnahme von Immunkomplexen in BMDCs
(,,bone marrow derived dendritic cells“: Dendritische Zellen aus dem Knochenmark)
die ,,Cross-Priasentation‘ verstiarken kann und

e wenn ja, welche Antikorperklasse (IgG1, 1gG2a, 1gG3 und IgE) als Immunkomplex
mit OVA-DNP die starkste Cross-Prisentation bei BMDCs aufweist.

Zu diesem Zweck wurden Méuse-DCs aus dem Knochenmark gewonnen. Diese BMDCs
sollten nach dem Kultivierungsschritt einen unreifen Phénotyp sowie nach Inkubation mit
LPS (Lipopolysaccharid) den reifen Phénotyp aufweisen. Fiir die Herstellung von
verschiedenen Immunkomplexen, wurden zundchst monoklonale Antikdrper, die von
Hybridomen produziert wurden, aufgereinigt und quantitativ mit Hilfe von ELISA sowie
qualitativ mit Hilfe eines modifizierten Immunblots und einer Gelelektrophorese gemessen.
Diese gereinigten Antikdrper sollten anschlieBend mit Antigen inkubiert werden. Die
Internalisierung der Antigene bzw. der Immunkomplexe in DCs sollte in einem zweiten
Schritt mit Hilfe einer Durchflusszytometrie analysiert werden. Durch den Nachweis der
MHC-Klasse-I-Molekiile und SIINFEKL an der Oberfliche der DCs durch eine FACS-
Analyse (mit 25.D1.16 - ein monoklonaler Antikérper) sowie durch einen Prisentationsassay

mit Hilfe der B3Z-Zellen sollte die ,,Cross-Prasentation* nachgewiesen werden. [29]
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3 Material und Methoden

3.1 Reagenzien, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Es wurden folgende Reagenzien verwendet:

e Protein G Sepharose HP zur Aufreinigung der Antikorper [MabTrap Kit, Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg]

e SDS-PAGE zur Elektrophorese [Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese, Fa. Novex, San Diego, USA]

e GelCode® Blue Stain Reagent zum Anfirben des SDS-PAGE Gels [Pierce Chemical
Company, Rockford, USA]

e FluoReporter® FITC Protein Labeling Kit zur Kopplung von OVA-DNP an FITC
[Molecular Probes, Eugene, USA]

e Maus-IgG ELISA-Kit zur Konzentrationsbestimmung von monoklonalen Antikdrpern

der Maus in Hybridoma-Uberstéinden [Roche Molecular Biochemicals, Mannheim]

Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, von folgenden Firmen verwendet:
Fa. Gibco BRL (Berlin), Sigma (Deisenhofen),
Merck (Darmstadt), Fa. Roche (Mannheim)

Verbrauchsmaterial stammte von den folgenden Firmen:

Eppendorf (Hamburg), Greiner (Niirnberg),
Falcon (Becton Dickinson, Plymouth, England)
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3.2 Methoden

3.2.1 Aufreinigung der Antikoérper (IgG1, 1gG2a und 1gG3)

3.2.1.1 Vorbereitung fiir Aufreinigung

Zusammensetzung des Kits:
e Bindungspuffer 50 ml
e Elutionspuffer 15 ml
e Neutralisierender Puffer 25 ml

e HiTrap Protein G HP : Aufreinigungsséule

Der Bindungspuffer wurde mit destilliertem Wasser im Verhiltnis 1:20 verdiinnt, der
Elutionspuffer im Verhiltnis 1:10. Eine Probe, die serumfreies Medium und Antikorper
enthielt, wurde mit dem verdiinnten Bindungspuffer im Verhéltnis 1:1 gemischt, um die
Bindungskapazitit zu erhéhen. Ein Sammelréhrchen wurde pro 1 ml eluierter Fraktion mit
100 pl neutralisierendem Puffer versehen, d.h. in vorliegendem Fall mit 500 pl

neutralisierendem Puffer.

3.2.1.2 Aufreinigung

Die Aufreinigungssidule wurde zundchst mit 5 ml destilliertem Wasser gespiilt, indem man
diese an beiden Enden 6ffnete und an eine mit destilliertem Wasser gefiillte Spritze anschloss.
Dieser Vorgang diente der Reinigung der Sdule von vorhandenem Ethanol. Die Sdule wurde
dann mit 5 ml Bindungspuffer gefiillt. AnschlieBend wurden die Probe und zusitzlich noch
einmal 5 ml Bindungspuffer in die Sédule gegeben. Darauthin wurde die Siule mit 5 ml
Elutionspuffer gespiilt, um dann die so gewonnene Fraktion in einem vorbereiteten
Sammelrohrchen zu sammeln. AbschlieBend wurde die Sdule mit 10 ml 20% Ethanol zur

Lagerung konditioniert.
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3.2.1.3 Anderung des Kulturmediums zur Produktion der monoklonalen Antikdrper

Wir verwendeten drei verschiedene Zellhybridome, die folgende monoklonale Antikorper
produzieren : Anti-DNP-IgG1, Anti-DNP-IgG3 (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von
Dr. Frank Waxman, University of Oklahoma, USA) und Anti-DNP-IgG2a (freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt von Prof. Zelig Eshhar, Weizmann Institute of Science, Rehovot,
Israel). Zusitzlich verwendeten wir gereinigtes Anti-DNP-IGE von der Fa. Sigma,
Deisenhofen. Die Zellhybridome zeigten Probleme im Wachstum nachdem sie eingefroren
und wieder aufgetaut worden waren. Nicht alle Zellhybridome produzierten monoklonale
Antikorper in suffizienter Menge. Deshalb wurde die Zusammensetzung des Kulturmediums
zur Produktion der monoklonalen Antikdrper in folgende Weise verdndert. Zundchst wurden
die Zellhybridome in einem Kulturmedium angeziichtet. Dieses Kulturmedium enthielt 500
ml RPMI 1640 (enthélt Hepes und Glutamin), 50 ml inaktiviertes FCS (fotales Kdlberserum,
entspricht 10%), 5 ml Natriumpyruvat (100 mM), 5 ml Penicillin/Streptomycin (5000
Units/ml) und 250 pl B-Mercaptoethanol (0,1 M).
Nachdem die Hybridome angewachsen waren, wurden sie in serumfreies Medium umgesetzt,
die Konzentration von FCS verdndert und gleichzeitig nach folgendem Schema Nutridoma-SP
(Roche) zugegeben:

e RPMI 1640 + 2,5% FCS + 1% Nutridoma-SP fiir 2 Tage

e RPMI 1640 + 1% FCS + 1% Nutridoma-SP fiir 2 Tage

e RPMI 1640 + 0% FCS + 1% Nutridoma-SP

Unter diesen serumfreien Wachstumsbedingungen produzierten alle Hybridome Antikorper in

ausreichender Menge.

3.2.2 Gelelektrophorese

3.2.2.1 Testprinzip

Eine haufige Methode, Proteine zu analysieren, ist die Polyacrylamidelektrophorese (PAGE),
die durch das starke ionische Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) eine negative Ladung

erhalten. Das Verfahren wird als SDS-PAGE abgekiirzt. SDS bindet gleichméBig an Proteine
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und verleiht ihnen eine negative Ladung, die das Molekiil im elektrischen Feld durch das Gel

wandern ldsst. Die Geschwindigkeit ist vor allem von der Proteingrof3e bestimmt.

3.2.2.2 Probenvorbereitung

Die Proben (Protein) wurden folgendermallen aufbereitet:

31,0 ul Probe

12,5 ul NuPage Sample Buffer [Novex]

50 u NuPage (10x) Reducing Agent [Novex]
L5 ul Aqua dest.(A.d.)

werden zusammenpipettiert und anschlieBend fiir 10 min bei 70°C erhitzt.

Der Elektrophoresepuffer (MOPS SDS-Running Buffer [Novex]) wurde im Verhiltnis 1:20
mit A.d. verdiinnt (I1x Running Buffer). 200 ml des 1x Running Buffers wurden mit 500 pl
NuPage Running Buffer Antioxidant gemischt. Nun wurde die bendtigte Gelkassette (NuPage
Bis-Tris-HCL gepufferte pH 6,4 Polyacrylamidgele) mit A.d. gespiilt, Kamm und

Klebestreifen entfernt und die Geltaschen dreimal mit 1x Running Buffer gespiilt.

3.2.2.3 Gelelektrophorese

Das Gel wurde in die Elektrophorese-Einheit eingesetzt und die 200 ml 1x Running-Buffer +
500 pl Antioxidant in die innere Kammer eingefiillt. Darauthin folgte das Laden der
Geltaschen mit den vorbereiteten Proben. Pro Tasche wurden 25 pl Probe bzw. 3 pl Standard
einpipettiert. Nun wurde der restliche 1x Running-Buffer in die dulere Kammer gefiillt und

die Elektrophorese-Einheit angeschlossen. Die Elektrophorese lief bei 200 V fiir ca. 40 min.

3.2.2.4 Anfarben des Gels

Nach der Elektrophorese wurde das Gel in einer Wasch-Schale dreimal mit A.d. jeweils 5
min durch leichtes Schiitteln gewaschen. AnschlieBend wurde das Gel in das Tablett mit 20

ml GelCode® Blue Stain Reagent eingelegt und fiir ca. 1 h durch leichtes Schiitteln angeférbt.
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Die Anfarbung wurde durch Nachwaschen mit A.d. fiir ca. 1 h unter leichtem Schiitteln
besser sichtbar gemacht. Daraufthin wurden die durch die Farbstoffe angefarbten

Proteinbanden zur Archivierung unter Tageslicht fotografiert.

3.2.2.5 Trocknen des Gels

Das Gel wurde iiber Nacht bei 4°C gelagert und mit Hilfe von 2 durchsichtigen Plastikfolien
und Spannrahmen getrocknet. Beim Spannen wurde besonders darauf geachtet, Blasenbildung

moglichst zu vermeiden, um ein Zerreiflen des Gels nach dem Trockenvorgang zu verhindern.

3.2.3 Isolierung Dendritischer Zellen (DCs) aus dem Knochenmark

3.2.3.1 Vorbereitung des Kulturmediums

500 ml RPMI 1640 (enthélt Hepes und Glutamin) wurde erginzt mit 50 ml inaktiviertem FCS
(fotales Kélberserum), 5 ml Natriumpyruvat (100 mM), 5 ml Penicillin/Streptomycin (5000
Units/ml) und 250 pl B-Mercaptoethanol (0,1 M).

3.2.3.2 Durchfiihrung der Isolierung von DCs

DCs wurden aus dem Knochenmark von 6-8 Wochen alten Mausen (C57BL/6, Charles River
Wiga GmbH, Sulzfeld, Deutschland) isoliert. Nach operativer Entfernung aus der durch
Genickbruch getoteten Maus wurden Femur, Humerus und Tibia in ein komplett mit
Kulturmedium gefiilltes Rohrchen gegeben und sofort bis zur weiteren Aufarbeitung auf Eis
gestellt. Mit Hilfe einer Schere bzw. Pinzette wurden Sehnen und Muskeln entfernt. Die
Knochen wurden fiir 1 min in einer mit 70% Alkohol gefiillten Petrischale gesdubert, um sie
anschlieBend in eine vollstindig mit Kulturmedium gefiillte Petrischale zu geben. Ab diesem
Schritt wurden alle Arbeitsschritte auf Eis (4°C) unter sterilen Arbeitsbedingungen an einer
Arbeitsbank durchgefiihrt. Dann wurden die beiden Epiphysen der Knochen mit Hilfe einer
Schere bzw. Pinzette er6ffnet, um das Knochenmark mit einer mit Kulturmedium komplett
gefiillten Spritze durchzuspiilen. Dieser in einem Rohrchen (Falcon) aufgefangene

Knochenmarkinhalt wurde nun fiir 4 min mit 1.400 U/min bei 4°C zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde mit einer Kapillare abpipettiert ohne das Zellpellet zu 16sen. Das Pellet
wurde darauthin mit 1 ml NH4Cl fiir 2 min durchmischt, um die darin enthaltenen
Erythrozyten zu lysieren und anschlieBend mit Kulturmedium aufgefiillt und fiir 4 min mit
1.400 U/min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum mit einer Kapillare
abpipettiert. Das Pellet wurde in 5 ml Kulturmedium resuspendiert, in einen Filter (70 pm?)
gegeben und in einem Rohrchen (Falcon) aufgefangen. Es wurde flir 4 min mit 1.400 U/min

bei 4°C zentrifugiert. Darauthin wurde das Pellet erneut in 5 ml Kulturmedium resuspendiert.

3.2.3.3 Zellzdhlung

Die so gewonnenen Zellen wurden mit Methylenblau in einer Konzentration von 1:20
verdiinnt und angefiarbt, um die Zellen mikroskopisch zu zéhlen. Die Zéhlung der Zellen
wurde durch Doppelbestimmung auf Genauigkeit tiberpriift. Zur Rechnung der Zellzahlen
wurden Verdiinnungsfaktor, Volumen und Kammerfaktor (10.000) berticksichtigt.

Wichtig zu erwéhnen ist, dass alle Arbeitsschritte auf Eis (4°C) durchgefiihrt wurden und
samtliche Arbeitsschritte unter sterilen Bedingungen an der Bench ausgefiihrt wurden, um das

Risiko einer Kontamination so gering wie moglich zu halten.

3.2.4 Kultivieren von DCs

Die Zellen wurden in einer mit 20 ml Kulturmedium gefiillten Flasche (Falcon) mit einer
Konzentration von 200 U/ml Maus rG-CSF (rekombinanter Granulozyten-Kolonie-
Stimulierender Faktor, TEBU-bio GmbH, Offenbach) bei 37°C, 95% H,O und 5% CO,
inkubiert. Die Flasche wurde liegend gelagert, damit nicht adhaesiv wachsende DCs selektiert
werden konnten. Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden wurde der Uberstand vorsichtig
mit einer Pipette in ein Rohrchen (Falcon) iiberfiihrt, um die Isolation von DCs oder den
Mediumwechsel zu ermdglichen. Der Uberstand wurde fiir 4 min mit 1.400 U/min bei 4°C
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand mit einer Kapillare abgesaugt, das Pellet in
20 ml Kulturmedium aufgenommen und in eine neue Kulturflasche (Falcon) gegeben.
AnschlieBend wurden 4.000 U rG-CSF der Zellsuspension zugefiigt und durchmischt.
AbschlieBend wurde diese Flasche noch mal unter gleichen Bedingungen fiir 72 h inkubiert.
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Danach enthielt der Uberstand vorwiegend nicht gereifte DCs, deren Phinotyp — eine
schwache Expression der kostimulierenden Molekiile (CD 80 =B 7.1, CD 83 und CD 86 =B
7.2) sowie der MHC-Klasse-II-Molekiile - mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS)

bestitigt wurde.

3.2.5 Antigen-Prasentationsassay

3.2.5.1 Vorbereitung

Wie unter 3.2.3 und 3.2.4 beschrieben, wurden die gewonnenen unreifen DCs fiir 4 min mit
1400 U/min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde zunidchst mit 1 ml Kulturmedium
durchmischt und anschlieBend die Konzentration dieser Zellsuspension wie in 3.2.3.3
beschrieben durch Zidhlung der DCs mikroskopisch bestimmt. Die genaue Menge der
Zellsuspension konnte nun so berechnet werden, dass 250.000 Zellen in jede Vertiefung einer
96-Loch Platte gegeben wurden. Danach wurde eine jeweils berechnete Menge an
Kulturmedium in jede Vertiefung einer 96-Loch Platte pipettiert, so dass nach Zugabe von
OVA oder OVA-DNP [Ovalbumin-DNP, Biosearch Technologies, Inc.] bzw. OVA-Peptid
257-264 [SIINFEKL, Biosyntan GmbH, Berlin, Germany] ein Gesamtvolumen von 200 pl in
jeder Vertiefung einer 96-Loch Platte erreicht wurde. Die B3Z-Zelle [freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von Stefan Bauer, Institut fir Med. Mikrobiologie, Immunlogie und
Hygiene der TU Miinchen] ist ein T-Zell-Hybridom, das mit dem LacZ-Gen transfiziert ist
und H-2K" mit dem Peptid 257-264 (SIINFEKL) von OVA erkennt. [51] Die B3Z-Zelle tragt
eine B-Galaktosidase-Konstruktion, die durch einen Kernfaktor aktivierter T-Zellen (NFAT:
nuclear factor of activated T-cells) vom Interleukin(IL)-2-Promotor reguliert wird. Erkennt
die B3Z-Zelle durch den T-Zell-Rezeptor den SIINFEKL:H-2Kb-K0mplex, wird die Synthese
verschiedener Transkriptionsfaktoren induziert. Einer von diesen Faktoren ist NFAT, der mit
einem kostimulierenden Signal die Synthese von IL-2 induziert. Dadurch wird LacZ aktiviert.
Darauthin  zeigt sich eine kolormetrische ~Anderung der B3Z-Zellen, deren
Extinktionsverhalten mit dem ELISA-Reader bestimmbar ist. Zur Messung der Extinktion
wurde Chlorphenol Red-B-Galactosidase (CRBG) zugesetzt, die die Aktivitit von LacZ

vermittelt.
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Der Z-Puffer 100 ml (Lyse- und Substratpuffer) wurde wie folgt angesetzt;

100 mM Mercaptoethanol 700 pl
9 mM MgCl, 910 pl
0,125% Nonidet P-40 125 ul
PBS (phosphate-buffered saline) 98,265 ml

jeweils frisch zugegeben:

0,15 mM Chlorphenol Red-B-Galactosidase (CRBG) aus 15 mM Stock 1:100

3.2.5.2 Durchfithrung des Prisentationsassays

250.000 DCs je Well einer 96-Well Rundbodenplatte wurden wie in 3.2.3.1 beschrieben mit
OVA oder OVA-DNP bzw. mit SIINFEKL in einem Gesamtvolumen von 200 pl pipettiert.
DCs mit OVA oder OVA-DNP wurden fiir 18 Stunden bei 37°C, 95% H,O und 5% CO, im
Brutschrank inkubiert und DCs mit SIINFEKL fiir 4 Stunden unter gleichen Bedingungen.
Darauthin wurde die Rundbodenplatte fiir 4 min mit 1.400 U/min bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet erneut mit 200 ul Kulturmedium gewaschen,
woraufhin sich nochmals ein Zentrifugationsschritt unter gleichen Bedingung anschloss. Der
Uberstand wurde erneut verworfen. In jedes Well wurden 50.000 B3Z-Zellen in 200 pl mit
dem Zellpellet durchmischt. AnschlieBend wurde die Rundbodenplatte, um einen guten
Kontakt dieser beiden Zelltypen zu erreichen, fiir 4 min mit 1400 U/min bei 4°C zentrifugiert
und zwischen 12 und 18 h (je nach Versuchsansatz) iiber Nacht bei 37°C, 95% H,O und 5%
CO;, im Brutschrank inkubiert. Darauthin wurden die Platten erneut fir 4 min mit 1400 U/min
bei 4°C zentrifugiert, anschlieBend wurde der Uberstand erneut verworfen. Zum Zellpellet
wurde jeweils 150 pl Z-Puffer gegeben, worauthin alles gut durchmischt und fiir 8 bis 12 h
bei 37°C, 95% H,0 und 5% CO, im Brutschrank inkubiert wurde. Im ELISA-Reader wurde
die Extinktion bei 570 nm (Referenz 650 nm) gemessen, um unterschiedliche Reaktionen von
DCs mit OVA oder OVA-DNP bzw. SIINFEKL mit Kontrollversuchen vergleichen zu

konnen.
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3.2.6 Kopplung von OVA-DNP an Fluoreszein-Isothiozyanat (FITC)

3.2.6.1 Vorbereitung

Es wurde das FITC Protein Labeling Kit der Firma Pierce verwendet, das folgende

Komponenten enthélt:

e Komponente A (Jedes Flischchen enthélt 500 pg reaktive FITC Farbstofte)

e Komponente B (Dimethylsulfoxid: DMSO)

e Komponente C (Reaktionsrohrchen)

e Komponente D (Schleudersiule, die Resin (Gelfiltrationsmatrix mit einem
Ausschlussmolekulargewicht von 30.000 Da) in PBS (phosphate-
buffered saline) mit 2 mM Natriumacetat enthélt)

e Komponente E (Sammelréhrchen)

1 M Natriumbikarbonatpuffer, pH 9

Es wurden 200 pl von der Protein-Losung (OVA-DNP) in einer Konzentration von 1-10

mg/ml im PBS-Puffer fiir jede Kopplungsreaktion benotigt.

3.2.6.2 Kalkulation der bendtigten Komponente A

Fiir jede Konjugationsreaktion ist die Menge der Komponente A abhédngig von der

Konzentration der Protein-Losung (OVA-DNP).

ul Stocklosung von Komponente A = _mg/ml Protein x 0,2 ml x 389 x 100 x MR
MGProtein

e 0,2 ml ist das Volumen der Proteinlésung
e 389 ist das Molekulargewicht (MG) von Komponente A
e 100 ist ein Einheit-Umrechnungs-Faktor

e MG fiir OVA-DNP ist ~60.000 Da
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e MR ist die molekulare Ratio von Komponente A zum Protein in Reaktionsmischung

Eine MR = 40 wurde vom Hersteller empfohlen.

3.2.6.3 Konjugationsreaktion

In ein Reaktionsrohrchen wurden 200 pl Protein-Losung pipettiert. Dazu wurden 20 pl einer

1 M Bikarbonat-Losung zugegeben. Eine 10 mg/ml reaktive FITC-Farbstoff-Stocklosung
wurde vorbereitet. Komponente A und B wurden bis zur Raumtemperatur erwérmt. Kurz vor
dem Beginn der Reaktion wurden 50 pl DMSO in das Reaktionsrohrchen dazugegeben und
mit einer Pipette gut durchmischt. Wéhrend des Schiittelvorgangs wurden 50 pl von der
FITC-Stocklosung dazugegeben. Dieser Schiittelvorgang wurde fiir 1 h unter Lichtschutz
durchgefiihrt.

3.2.6.4 Aufreinigung

Die Sdule wurde in ein Sammelrohrchen eingesetzt und zum vollstindigen AbflieBen des
Puffers fiir 3 min mit 1.100 U/min (mittels eines fixierten Winkelrotors) zentrifugiert. Dann
wurde die Probe tropfenweise in die Mitte der Schleudersidule gegeben, wo sie vom Gel
absorbiert wurde. Diese Schleudersdule wurde ins Sammelréhrchen eingesetzt und filir 5 min
mit 1.100 U/min zentrifugiert. Nach diesem Zentrifugationsschritt enthielt das

Sammelréhrchen das markierte Protein in ca. 200-250 pl PBS mit 2 mM Natriumacetat.

3.2.7 ELISA zum Nachweis von murinen Immunglobulinen

3.2.7.1 Testprinzip

Im ersten Schritt wird ein spezieller Fangantikdrper adsorptiv an der Wand von
Mikrotiterplatten gebunden. Dabei handelt es sich um per Immunabsorption gereinigtes,
polyklonales Anti-Maus-Fcy aus Schafen, dessen Zusammensetzung so ausgewogen ist, dass
die IgG-Subklassen gleich gut erkannt werden. Nach Beschichtung mit dem
Blockierungsreagenz wird mit der Antikdrper-haltigen Losung (z.B. Hybridoma-Uberstand)

inkubiert, wobei die zu messenden Antikérper an den an der Wand adsorbierten Wand-
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Antikorper binden. Durch ein Peroxidase (POD)-markiertes, ausgewogenes Gemisch von
Anti-Maus-A- und Anti-Maus-k-Antikdrpern  (immunsorbierte  Fab-Fragmente) wird
anschlieBend POD an das Maus-IgG fixiert. Bei Inkubation mit dem hochempfindlichen
ABTS-Perborat-System entsteht durch Reaktion mit der fixierten Peroxidase ein dunkel-

griiner Farbstoff. Die Auswertung erfolgt {iber eine Standard-Kurve.

3.2.7.2 Herstellung der Losungen

e Fang-Antikorper-Losung: 25 pl Fang-Antikorper (eine Flasche von immunsorptiv
gereinigtem, lyophylisiertem Anti-Maus-Fcy aus Schaf in 0,5 ml bidest. Wasser)
pro 1 ml Beschichtungs-Puffer (10 ml Natriumcarbonat-Puffer, 0,5 mol/l, und
Natriumazid, 0,1%, mit bidest. Wasser auf 100 ml)

Der Wand-Antikoérper wurde bei —15 bis —25°C aufbewahrt.

e Wasch-Losung: 1 ml Tween 20 und 9 g NaCl in bidest. Wasser auf 1 1
Tween 20 wurde vor Gebrauch auf 15-20°C erwérmt.

e Blockierungsreagenz: 25 ml Blockierungsreagenz-Konzentrat (Pulvergemisch
bestehend aus einem proteolytisch aus Gelatine gewonnenen Peptidgemisch, Tris-
HCIl-Puffer und NaCl in 100 ml bidest. Wasser) wurde mit bidest. Wasser auf
250 ml (1:10) verdiinnt.

e Standard-Losung: Standard-Flasche (Monoklonaler Maus-IgG2a, per Immun-
absorption gereinigt und lyophilisiert) wurde mit 500 pl bidest. Wasser aufgefiillt
und 30 min bei 15-25°C stehen gelassen und anschlieend bei —15 bis —25°C
aufbewahrt.

e Antikorper-Losung (Probe): unverdiinnt und etwa 1:100 bis 1:10000 mit
Blockierungsreagenz verdiinnt

e Konjugat-Verdiinnung: 50 pl Konjugat-Losung (Konjugatgemisch (Anti-Maus-k-
POD und Anti-Maus-A-POD) aus Schaf, F,,-Fragmente und per Immunabsorption
gereinigt in 1 ml bidest. Wasser gelost) mit Blockierungsreagenz auf 1 ml
Konjugat-Losung, die Verdiinnung wurde kurz vor Gebrauch hergestellt.

e Substrat-Losung: 1 ABTS-Substrat-Tablette in 5 ml Substrat-Puffer (eine Flasche
mit Puffergemisch, bestehend aus Natriumperborat und Citronensiure/

Natriumphosphat-Puffer)
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e Standard-Verdiinnung: Bei einer Konzentration des Standards von ¢ = 0,1 mg/ml
Standard-Verdiinnungsreihe fiir Standardkurve
a) 1000 ng/ml (1:100) : 20 pl Standard + 1980 pul Puffer
b) 200 ng/ml (1: 5) : 200 pl Standardverdiinnung a) 800 pl Puffer
c) 100 ng/ml (1: 2) : 500 pl Standardverdiinnung b) 500 pl Puffer
d) 50 ng/ml (1:2):500 pl Standardverdiinnung c) 500 pl Puffer
e) 25 ng/ml (1:2):500 ul Standardverdiinnung d) 500 pl Puffer
f) 12,5 ng/ml (1: 2) : 500 ul Standardverdiinnung e) 500 pul Puffer
g) 6,25 ng/ml (1: 2) : 500 pl Standardverdiinnung f) 500 pl Puffer

+ 4+ o+ o+ o+ o+

Als Verdiinnungspuffer wurde das Blockierungsreagenz verwendet. Die Standard-
Verdiinnungen wurden kurz vor Gebrauch hergestellt. Zu erwéhnen ist, dass alle

Bestimmungen zur besseren Aussage doppelt durchgefiihrt wurden.

3.2.7.3 Testdurchfiihrung

Alle Inkubationsschritte wurden bei 15-25°C ohne Schiitteln durchgefiihrt. 50 pl Wand-
Antikorper-Losung wurde pro Vertiefung der Mikrotiterplatte einpipettiert. Nach 1 h
Inkubationszeit wurde die Platte ausgeleert und Fliissigkeitsreste wurden durch kréftiges
Klopfen auf ein sauberes, trockenes Tuch entfernt. AnschlieBend wurde 200 pl Wasch-
Losung pro Vertiefung ca. 15 sec inkubiert und durch Klopfen ausgeleert. Nach 2x
wiederholtem Waschvorgang wurde 200 pl Blockierungsreagenz pro Vertiefung einpipettiert
und fiir 15 min inkubiert. Daraufhin wurde analog zum oben beschriebenen Waschschritt
gewaschen. Fiir die Reaktion mit dem Standard bzw. den Proben wurden 50 ul Antikérper-
Losung pro Vertiefung einpipettiert. Nach 1 h Inkubationszeit wurde erneut nach den oben
beschriebenen Bedingungen gewaschen. AnschlieBend wurden pro Vertiefung 50 pl
Konjugat-Verdiinnung  einpipettiert, worauthin sich ein  erneuter einstiindiger
Inkubationsschritt anschloss. Nach einem gleichen Waschvorgang wurden daraufhin 50 pl

Substrat-Losung in jede Vertiefung einpipettiert und fiir 20 min inkubiert.
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3.2.7.4 Auswertung

Die Auswertung erfolgte mittels eines Microplate-Readers bei einer Wellenldnge von A = 405
nm. Die Standardkurve wurde auf Einfachlogarithmuspapier aufgetragen (Extinktion versus
log Konzentration), um die Konzentrationen der Proben an der Standardkurve bestimmen zu
konnen. So wurden iiber ein Computerprogramm die rechnerisch aus der Standardkurve

ermittelten Konzentrationen direkt ausgedruckt.

3.2.8 Durchflusszytometrie

Die Zellen wurden mit den verschiedenen Antikdrpern, die bereits an fluoreszierende
Farbstoffe (FITC, Fluoresceinisothiocyanat; oder PE, Phycoerythrin) gekoppelt waren, fiir
mindestens 30 min lichtgeschiitzt bei ca. 4°C inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml PBS mit 1%
FCS wurde anschlieend fiir 10 min mit 1400 U/min bei 4°C zentrifugiert. Biotin-gekoppelte
Antikorper wurden nach der Zentrifugation wiederum mit FITC- oder PE-konjugiertem
Streptavidin fiir mindestens 30 min lichtgeschiitzt bei ca. 4°C inkubiert und anschliefend mit
PBS/FCS gewaschen. Die Analyse wurde mit einem FACScan Durchflusszytometer und der
CELLQUEST Software durchgefiihrt.

Die an PE gekoppelten verwendeten Antikorper waren Anti-DX5 (1 pg/pl), Anti-CD80 (B 7-
1, 2 pg/ul) und Anti-CD86 (B 7-2, 2 pg/ul). Biotin-gekoppelte Antikdrper wurden mit PE-
konjugiertem Streptavidin (5 pg/ul) inkubiert. Die FITC-gekoppelten Antikérper waren Anti-
CD4 (5 pg/ul), Anti-CD3e (1 pg/ul), Anti-B220 (1 pg/ul), Anti-CD8a (5 pg/ul) und Anti-
CDl11c (Integrin ox-Kette, 5 pg/pl).

Anti-I-A/I-E 2G9 (5 pg/pl) und Anti-H-2K® AF6-88.5 (5 pg/pl) waren Biotin-gekoppelte
Antikorper. Alle Antikorper stammten von der Firma PharMingen [Hamburg]. Fiir die FACS-

Messung wurden 10 pl des jeweiligen Antikdrpers zu den Zellen gegeben.
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3.2.9 Messung der SIINFEKL:H-2K"- Komplexe mittels Konfigurations-spezifischem
Antikorper 25.D01.16

Die unreifen DCs, deren Zahl nach der Isolation aus dem Knochenmark mindestens 6x10’
betrug, wurden nach 6 Kultivierungstagen, wie in 3.2.4 beschrieben, in zwei Gruppen geteilt.

Eine Gruppe wurde mit Lipopolysaccharid (LPS) in einer Konzentration von 0,1 mg/ml fiir 24

Stunden bei 37 °C, 95% H,0 und 5% CO, inkubiert, die andere ohne LPS.

AnschlieBend wurden die beiden Gruppen in die 4 folgenden Fraktionen unterteilt:
1) DCs ohne Antigen 2) DCs mit SIINFEKL
3) DCs mit OVA 4) DCs mit OVA-DNP

Ein auf H-2K"-beschriinktes Epitop (SIINFEKL) wurde mit einer Konzentration von 10 pg/ml
fiir 4 h bei 37°C, 95% H,0 und 5% CO, mit den unreifen und reifen DCs inkubiert. OVA und
OVA-DNP wurden mit einer Konzentration von 30 pg/ml (=333 mM) fiir 18 Stunden unter
identischen Bedingungen mit den beiden Zellen inkubiert. Die Kultivierungszeit wurde so
abgestimmt, dass alle Proben gleichzeitig flir die Farbmarkierung zur FACS-Analyse bereit
waren. AnschlieBend wurden die jeweiligen vorbereiteten Proben mit 300 pl monoklonalen
Antikorper (IgG-Subtyp: 25.D1.16) und mit 20 ul FITC markierten Anti-Maus IgG1, wie

unter den in 3.2.8 beschriebenen Bedingungen inkubiert.
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4 Ergebnisse

4.1  ELISA-Nachweis von murinem Hybridom IgG

Alle Versuche wurden mit Zellkulturiiberstand von IgG-Subklassen-Anti-DNP und IgE-Anti-
DNP in einem deutlichen Uberschuss an Antikdrper im Vergleich zu Antigen durchgefiihrt.

Nachdem die Hybridome in serumfreiem Medium die Antikorper produzierten, wurden die
monoklonalen Antikérper durch ELISA-Messungen quantitativ nachgewiesen. Auflerdem
wurden die monoklonalen Antikérper zu weiteren Versuchen in einer grofleren Menge

gereinigt.

Folgende Konzentrationen der einzelnen monoklonalen Antikérper im Zellkulturiiberstand
von Zellhybridomen wurden durchschnittlich gemessen:

e IgGl: 13,4 pg/ml

e IgG2a: 8,6 ug/ml

e [gG3:0,5 ug/ml

4.2 Charakterisierung der LPS-vermittelten Reifung von isolierten
dendritischen Zellen aus murinem Knochenmark

Wir entnahmen Humerus, Femur und Tibia aus 6-8 Wochen alten Maiusen, um
Vorlauferzellen der DCs aus dem Knochenmark zu gewinnen.

Folgende Zelltypen in der Préparationsphase wurden mittels FACS-Analyse nach Zugabe der
im folgenden angegebenen Antikorper ausgeschlossen: B-Zellen (Anti-B220), T-Zellen (Anti-
CD3e), CD4/CD8 (Anti-CD4 bzw. Anti-CD8a), NK-Zellen (Anti-DX5).
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Abbildung 1 FACS-Analyse zur  Bestimmung der  Expression  verschiedener

Oberflichenmolekiile der DCs nach Stimulierung mit LPS (0,1 mg/ml) zur
Beurteilung der Reifung

A

mMmgOw

Bestimmung der DC-Population

: kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80) + Adhésionsmolekiile (CD11c¢)
: kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86) + Adhésionsmolekiile (CD11c¢)
: CD 8 (CD8a) + B-Zellen (B220)

: MHC-Klasse-1I-Molekiile (I-A/I-E) + Adhésionsmolekiile (CD 11c)

: MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K") + Adhisionsmolekiile (CD11c)
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Unreife DCs ohne LPS
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Abbildung 2 FACS-Analyse zur  Bestimmung der  Expression  verschiedener
Oberflachenmolekiile der nicht mit LPS stimulierten DCs zur Beurteilung der
Reifung und ihre grafische Darstellung anhand der Median Fluorescence
Intensity (MFI)

: DC-Population (Kontrolle) B : Adhidsionsmolekiile (CD11c)

: kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)

: kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)

: MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")  F : MHC-Klasse-1I-Molekiile (I-A/I-E)

: Grafische Darstellung von 2A bis 2F anhand der Median Fluorescence Intensity
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Die FACS-Analyse mit verschiedenen monoklonalen Antikorpern zeigte, dass die DCs nach
Stimulierung mit LPS eine verstirkte Expression der MHC-Klasse-1I-Molekiile (I-A/I-E;
Abb. 1E) und MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K” Abb. 1F) aufwiesen. Ebenfalls eine
verstirkte Expression fand sich bei den kostimulierenden Molekiilen B 7.1 (CD80; Abb. 1B),
B 7.2 (CD86; Abb. 1C) und dem Adhisionsmolekiil Integrin o, (CD11c; Abb. 1B und 1C).

Im Versuch ohne Inkubation von LPS zeigte sich eine deutlich geringere Expression der
MHC—Klasse-I-Molekiile und ~ MHC—Klasse-II-Molekiile sowie der kostimulierenden
Molekiile B 7.1 und B 7.2 (Abb. 2). Damit war festzustellen, dass die DCs nach der

Inkubation mit LPS gereift waren.

4.3 Nachweis der SIINFEKL:H-2K"- Prasentation in unreifen und reifen
DCs

Dieser Versuch wurde aus folgenden Griinden mit Ovalbumin (OVA), Ovalbumin-
Dinitrophenyl (OVA-DNP) und SIINFEKL (OVAjs7.264) durchgefiihrt. OVA sowie OVA-
DNP wurden verwendet, da die immunogene Aktivitit von OVA bei der H-2° Maus
ausreichend untersucht ist. Das SIINFEKL ist als ein MHC-Klasse-1 bindendes Peptid
identifiziert, das eine CTL-Antwort (Cytotoxische T-Lymphozyten) auslost. [48] Zusétzlich
wurde ein monoklonaler Antikérper, der selektiv an den H-2K-SIINFEKL-Komplex bindet,
beschrieben (SIINFEKL-25.D1.16). Dieser erlaubt eine quantitative Messung von relevanten
CTL-Epitopen auf der Oberflache der Antigen-priasentierenden Zellen. [42]

Hier wurde untersucht, welche Unterschiede die unreifen und reifen DCs bei der Effektivitit
der Antigenprozessierung aufweisen und welche Antigene in die jeweiligen Zelltypen besser

aufgenommen und mit H-2K" (MHC-Klasse-I-Molekiil) prasentiert werden konnen.

Abb. 3 und 4 zeigten, dass die reifen DCs ohne Antigen als Kontrolle eine héhere Anzahl an
MHC-Klasse-I-Molekiil mit SIINFEKL (11,78%) aufwiesen als unreife DCs (1,90%). Es
bestand ein signifikanter Unterschied in der Prisentation der MHC-Klasse-I-Molekiile mit

SIHNFEKL zwischen unreifen DCs und reifen DCs (Abb. 3C und 3D). Die unreifen und reifen
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Abbildung 3 Die Grafik zeigt den Nachweis von SIINFEKL:H-2K" gemessen mit Hilfe
des monoklonalen Antikdrpers 25.D1.16 nach Inkubation mit unreifen DCs
ohne Antigen (A), reifen DCs ohne Antigen (B), unreifen DCs mit SIINFEKL
(C), reifen DCs mit SIINFEKL (D), unreifen DCs mit OVA (E), reifen DCs mit
OVA (F), unreifen DCs mit OVA-DNP (G) und reifen DCs mit OVA-DNP

(H).
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Abbildung 4 Graphische Darstellung der
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Prasentation nach Inkubation mit verschiedenen Antigenen bei unreifen und
reifen DCs (aus der Abb. 3) anhand der Mittelwerte der Fluoreszenzintensitit

(Mean Fluorescence Intensity).
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DCs haben SIINFEKL (87,01% und 82,49%) sehr viel stirker an ihre MHC-Klasse-I-
Molekiile gebunden und mit H-2K" prisentiert als OVA (5,36% und 8,27%) und OVA-DNP
(9,98% und 11,89%). Die unreifen und reifen DCs haben OVA-DNP geringfiigig mehr
prasentiert als OVA.

4.4  Antikorper-Isotyp-abhangige Aufnahme von OVA-DNP Immun-
komplexen in murine DCs

Es wurde untersucht, welche Immunkomplexe (IC) der Anti-DNP Antikérper mit OVA-DNP

zu einer gesteigerte Internalisierung fiihrten.

A B

Abbildung 5 Phasenkontrastmikroskopische Darstellung der unreifen DCs mit OVA-
DNP (A) und Darstellung der unreifen DCs mit an FITC gekoppelten OVA-
DNP mittels Immunfluoreszenz (B) in unterschiedlichen Feldern.

Dafiir wurde OVA-DNP an FITC gekoppelt, damit die Fluoreszenz von FITC nach dem
Internalisierungsvorgang mit Hilfe der FACS-Analyse gemessen werden konnte. Zunichst
wurde FITC-markiertes OVA-DNP (30 pg/ml) mit 1 ml Uberstand der verschiedenen
monoklonalen DNP-spezifischen Antikorper IgG1 und IgG2a sowie IgG3 und IgE inkubiert.
Es wurde in einem deutlichen UberschuB an Antikérpern im Vergleich zu Antigen gearbeitet.

Daraufhin wurden die unreifen kultivierten DCs mit den verschiedenen ICs, IgG1-Anti-DNP-,
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IgG2a-Anti-DNP-, 1gG3-Anti-DNP- oder IgE-Anti-DNP-OVA-DNP (an FITC gekoppelt)
inkubiert. Anschlieend wurden die vier verschiedene Proben und eine Kontrollprobe (DCs
mit nur OVA-DNP) mit PBS/FCS gewaschen und mikroskopisch fotografiert (Abb. 5 und 6).
Danach wurde die Fluoreszenz von FITC bei den jeweiligen Proben mit Hilfe der FACS-

Analyse gemessen und analysiert (Abb. 7).

Abbildung 6 Die Fluoreszenzmikroskopie zeigt den Nachweis der intrazellularen
Aufnahme von verschiedenen Immunkomplexen - IgG1-Anti-DNP-OVA-
DNP (A), IgG2a-Anti-DNP-OVA-DNP (B), IgG3-Anti-DNP-OVA-DNP (C)
und IgE-Anti-DNP-OVA-DNP (D) - in unreifen DCs. OVA-DNP (ohne
Antikorper) ist als Kontrolle in Abb. 5 dargestellt.
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Abbildung 7 Fluoreszenz von FITC nach Internalisierung der verschiedenen
Immunkomplexe (ICs) in unreifen DCs sowie eine graphische Darstellung der
Mittelwerte der Fluoreszenzintensitit (Mean Fluorescence Intensity) (F)

: Fluoreszenz nach der Aufnahme des Antigens (OVA-DNP) allein (Kontrolle)

: Fluoreszenz nach der Aufnahme des IC- IgG1-Anti-DNP-OVA-DNP

: Fluoreszenz nach der Aufnahme des IC- I[gG2a-Anti-DNP-OVA-DNP

: Fluoreszenz nach der Aufnahme des IC- IgG3-Anti-DNP-OVA-DNP

: Fluoreszenz nach der Aufnahme des IC- IgE-Anti-DNP-OVA-DNP

moQw»>

Das Ergebnis zeigte eindeutig, dass unreife DCs der Maus OVA-DNP am besten iiber 1gG3-
IC mit OVA-DNP aufgenommen haben. Die drei anderen ICs wurden geringfiigig besser von

DCs aufgenommen als die Kontrollprobe (nur OVA-DNP) (Abb. 7).
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4.5 Qualitativer Nachweis der Antikorperklassen mittels Streifentest und
Phanotypisierung muriner BMDCs nach Inkubation mit IC

A B C D

Abbildung 8 Qualitative Messung der verschiedenen anti-OVA-DNP monoklonalen
Antikorper mittels Streifentest
A : Antikorper 1gG1 B : Antikorper [gG2a
C : Antikorper 1gG3 D : Antikorper IgE

Die verschiedenen monoklonalen Antikdrper wurden qualitativ mit Hilfe des Streifentests

identifiziert. (Abb. 8)

Die unreifen DCs wiesen schwache kostimulierende Molekiile fiir B 7-2 (CD86) und
schwache MHC-Klasse-II-Molekiile fiir Anti-Maus I-A/I-E auf (Abb. 9B und 9C). Im
Vergleich dazu zeigten die durch LPS gereiften DCs mehr Molekiile fiir CD86 und I-A/I-E.
Nach Internalisierung von OVA-DNP-IC exprimierten die DCs verstairkt MHC-Klasse-I-
Molekiile fiir H-2K" unabhédngig davon, welcher Antikérper mit OVA-DNP kombiniert wurde
(Abb. 11D, 11H, 11L und 11P).

36




A A
CD80 CD 86
QO
A < A T3 D
ma; ¢ b T
1-A/ " 3 o i
o -
I-E e H-2K® i
- 3 3
‘33—,[ Q o e -1
cuoi'_, _'- ) DQ‘%:' S e—
T 1ol 102 100 10 100 10! 102 10® 10t
A < A
- E F
273
CD 80 G 4 CD 86
102 1(‘33 104
A
A
H
1-A/ b
H-2K
I-E
1(‘)2. ”"163 104

v

CD 11c

Abbildung 9 FACS-Analyse zur Bestimmung der Oberflachenmolekiile bei unreifen DCs (A
bis D) und bei den durch LPS gereiften DCs (E bis H) ohne Internalisierung
von Antigen und ICs (Kontrolle)

: kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)
: kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)
: MHC-Klasse-II-Molekiile (I-A/I-E)

: MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")
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: kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)
: kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)
: MHC-Klasse-II-Molekiile (I-A/I-E)

: MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")
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Abbildung 10

FACS-Analyse zur Bestimmung der Oberflachenmolekiile bei unreifen DCs
nach Internalisierung von Antigen — OVA-DNP (A-D) und OVA (E-H)

: kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)
: kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)
: MHC-Klasse-II-Molekiile (I-A/I-E)

: MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")
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: kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)
: kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)
: MHC-Klasse-1I-Molekiile (I-A/I-E)

: MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")

T Q™o

38




>
]

10

CD80

10° 10" 102 10°

10% 10" 162 10

CD80

>
3 104

»
»

102 103 104

CD 86

10° 10

H-2K®

104

10°

CD 86

102

10

10°

»

H-2K"

10° 10" 10% 16° 10t

CD 11c

Abbildung 11.1

FACS-Analyse zur Bestimmung der Oberflachenmolekiile bei unreifen
DCs nach Internalisierung von verschiedenen ICs

19G1-Anti-DNP+OVA-DNP als Immunkomplex
A : kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)

B : kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)

C : MHC-Klasse-II-Molekiile (I-A/I-E)

D : MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")

1gG2a-Anti-DNP+OVA-DNP als Immunkomplex
E : kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)

F : kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)

G : MHC-Klasse-11-Molekiile (I-A/I-E)

H : MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")
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Abbildung 11.11

FACS-Analyse zur Bestimmung der Oberflichenmolekiile bei unreifen
DCs nach Internalisierung von verschiedenen ICs

19G3-Anti-DNP+OVA-DNP als Immunkomplex
I : kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)

J : kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)

K : MHC-Klasse-II-Molekiile (I-A/I-E)

L : MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")

IgE-Anti-DNP+OVA-DNP als Immunkomplex
M : kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)

N : kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)

O : MHC-Klasse-11-Molekiile (I-A/I-E)

P : MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")
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Dennoch zeigten die DCs nach Aufnahme von IC kein signifikantes Zeichen fiir Reifung
(Abb. 9B, 10B, 10F, 11B, 11F, 11J und 11IN). Die durch LPS gereiften DCs ohne Antigen
und ohne ICs zeigten eine erhohte Anzahl von kostimulierenden Molekiilen fiir CD86 (Abb.
9F). Die MHC-Klasse-II-Molekiile zeigten auf den Oberflichen der DCs nach
Internalisierung von verschiedenen ICs (Abb. 11C, 11G, 11K und 110) auch keinen
Unterschied im Vergleich zu den Proben, die OVA (Abb. 10G) oder OVA-DNP allein (Abb.

10C) aufgenommen haben.

Man konnte mit diesem Versuch feststellen, dass DCs nach Internalisierung von ICs viel
stiarker (Abb. 11D, 11H, 11L und 11P) als DCs nach Internalisierung von OVA allein (Abb.
10H) oder OVA-DNP allein (Abb. 10D) H-2K" als MHC-I Molekiil hoch-regulieren. Dieser
Versuch konnte qualitativ nicht nachweisen, welche Kombination unter den IgG1-, IgG2a-,
IgG3- oder IgE-OVA-DNP eine bessere Cross-Prasentation hervorruft. Deshalb sollte diese

Frage weiter beantwortet werden.

4.6 Effekt von Immunkomplexen auf die Antigenprasentation unreifer
und reifer DCs

Reife DCs exprimieren mehr MHC-Molekiile und kostimulierende Molekiile auf ihre

Oberflache. Dadurch wird die T-Zell-stimulierende Kapazitét vergrof3ert.

Untersucht wurde, welcher Immunkomplex eine bessere ,,Cross-Prisentation® aufwies.
Gleichzeitig wurde untersucht, welche Unterschiede bei der Cross-Priasentation auftraten nach
Inkubation mit verschiedenen Antigenen allein oder nach Inkubation mit verschiedenen
Immunkomplexen sowie bei reifen und unreifen DCs. Fiir diesen Versuch benutzte man eine
spezielle Zelle (B3Z-Zelle), deren Funktionsweise schon in 3.2.5 beschrieben wurde, zur
Messung der Cross-Priisentation. Die Probenvorbereitung wurde mit Anderungen in einigen
Schritten durchgefiihrt. Zu diesem Untersuchungszweck wurden die BMDCs in zwei Gruppen

geteilt. Eine Gruppe enthielt reife DCs nach Inkubation mit LPS 100 pug/ml (Abb. 12B),
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Extinktion bei 570 nm

Kontrolle OVA OVA-DNP  SIINFEKL IgE 19G 1 19G 2a 19G 3

A Unreife DCs (Ohne Inkubation mit LPS)

Extinktion bei 570 nm

Kontrolle OVA OVA-DNP SIINFEKL IgE 19G 1 19G 2a 19G 3

B Reife DCs (Nach Inkubation mit LPS fiir 24 Stunden)

Abbildung 12 Vergleich der ,,Cross-Prasentation” mittels [3-Galactosidase Produktion
aus B3Z-Zellen. Dargestellt ist die Umsetzung des spezifischen Substrates
mittels Photometer.

eine andere Gruppe unreife DCs (Abb. 12A). Es wurden auch reife und unreife DCs mit
Immunkomplexen inkubiert, wobei IgG1-Anti-DNP und IgG2a-Anti-DNP sowie 1gG3-Anti-
DNP und IgE-Anti-DNP mit OVA-DNP (30 pg/ml) vor der Inkubation mit DCs inkubiert
wurden. Die Inkubation erfolgt in einem deutlichen Uberschuss an Antikérper im Vergleich

zu Antigen.

Wie Abb. 12A zeigt, waren die unreifen DCs nach der Inkubation mit SIINFEKL (ein auf H-
2K"- beschrinktes Epitop) stirker zur Prisentation von SIINFEKL in der Lage. Unter den
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unreifen DCs nach der Inkubation mit den verschiedenen ICs zeigten die DCs nach der
Inkubation mit IgG3-Anti-DNP mit OVA-DNP die effektivste Cross-Prasentation, wobei sich
jedoch nur minimale Unterschiede zwischen den ICs zeigten. Eine effektivere Cross-
Prisentation nach der Inkubation mit IgG3-Anti-DNP mit OVA-DNP wurde erwartet, da
IgG3-Anti-DNP mit OVA-DNP am besten von unreifen DCs aufgenommen wurde, wie
man mit an FITC gekoppeltem OVA-DNP in 4.4 und Abb. 7 nachweisen konnte.

Die reifen DCs prisentierten SIINFEKL auf MHC-Klasse-I schwicher als die unreifen DCs
nach Aufnahme von Antigenen allein oder nach Aufnahme von Immunkomplexen. Eine
Ausnahme stellten die reifen DCs nach Inkubation mit IgG3-Anti-DNP mit OVA-DNP dar
(Abb. 12B). Diese prisentierten SIINFEKL sogar besser auf MHC-Klasse-I als unreife DCs.

4.7 Dosiskurve der Cross-Prasentation der unreifen DCs

Bei diesem Versuch wurde gezeigt, dass die ,,Cross-Prisentation” von der Konzentration der
Antigene bzw. des Immunkomplexes abhingig ist. Je hoher die Konzentration von OVA,
desto stirker zeigte sich die Extinktion. Die hochste Extinktion nach der Inkubation von

OVA-DNP mit IgG3 zeigte sich bei einer Konzentration von 5 pg/ml (Abb. 13).

1
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o 0,8 1
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o 0,7
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5 041 —=—OVA
£ 0,3 1
<02 g —%—=—*H
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w0
0 0,5 1 5 10 50
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(Konzentration von OVA und OVA-DNP-
1gG3)

Abbildung 13 Extinktionsverhalten der DCs nach Aufnahme von OVA und OVA-DNP-IgG3
in unterschiedlichen Konzentrationen
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Ein auf H-2K® beschrinktes Epitop (SIINFEKL) wurde in einer Konzentration von 0, 100
ng/ml und 10 pg/ml fiir 4 h mit unreifen DCs inkubiert. AnschlieBend wurde SIINFEKL:H-
2K"-Prisentation anhand der FACS-Analyse untersucht. Die stirkste Prisentation ergab sich
bei einer Konzentration von 10 pg/ml. Aufgrund dieses Ergebnises haben wir alle Versuche,
die mit SIINFEKL inkubiert wurden, in der Konzentration von 10 pg/ml durchgefiihrt (Abb.
14).
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SIINFEKL:H-2Kb-positiven | 13,00
Zellen

12,00
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Abbildung 14 SIINFEKL:H-2K"-Priisentation bei unreifen DCs nach
Inkubation mit SIINFEKL in unterschiedlichen Konzentrationen

4.8 Gelelektrophorese von 1gG3-Anti-DNP

Der monoklonale anti-DNP-Antikorper der IgG Subklasse 1gG3 wurde mit Hilfe der Protein
G Sepharose HP [MabTrap Kit] aufgereinigt. AnschlieBend wurde eine Gelelektrophorese
unter reduzierenden Bedingungen zum Nachweis der aufgereinigten Antikorper durchgefiihrt.
Das Ergebnis wurde fotografiert (Abb. 15). Hier waren 2 Banden sichtbar, wobei die obere
auf eine schwere Kette und die untere auf eine leichte Kette hinwiesen. Das
Molekulargewicht der schweren Kette betrug 50 kDa und das Molekulargewicht der leichten
Kette 25 kDa.
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Abbildung 15 Darstellung der Gelelektrophorese von gereinigtem monoklonalen anti-OVA-
DNP 19gG3 mit der schweren und leichten Kette unter reduzierenden
Bedingungen

4.9 Dendritische Zelllinie

Fiir die Gewinnung der BMDCs waren 6 Kultivierungstage notig. Dazu war die Menge der
gewonnenen BMDCs manchmal nicht ausreichend. Freundlicherweise bekamen wir
Unterstiitzung von Dr. Paola Ricciardi-Castagnoli, University of Milano-Bicocca, Milano.
Die Zelllinie wurde nach Anweisung von Dr. Paola Ricciardi-Castagnoli vorbereitet. Die
FACS-Analyse bestitigte, dass die DCs die dhnlichen Oberflichenmolekiile wie BMDCs
beziehungsweise mehr MHC-Klasse-I- und —II-Molekiile als BMDCs aufwiesen. Die
Untersuchung mit 25.D1.16 (IgG-Subtyp) und Anti-Maus IgG1, wie in 4.3 beschrieben,
zeigte, dass die DC-Zelllinie nach Aufnahme von OVA, OVA-DNP und SIINFEKL nicht
cross-prasentierte. Deshalb wurden alle Untersuchungen mit BMDCs durchgefiihrt.
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5 Diskussion

Bei dieser Arbeit wurden BMDCs durch ihre Oberflichenmolekiile identifiziert und
verschiedene monoklonale Antikdrper sowohl qualitativ als auch quantitativ gemessen. Auf
dieser Basis kamen wir zu der Erkenntnis, dass LPS die Reifung der BMDCs hervorruft, nicht
aber die untersuchten Immunkomplexe. Die Annahme, dass die ,,Cross-Présentation” durch
Antikorper-vermittelte Aufnahme von Immunkomplexen in die BMDCs verstarkt wird,
konnte durch unsere Messungen mit ELISA und FACS bestdtigt werden. Hierbei wurde auch
nachgewiesen, dass der Immunkomplex OVA-DNP-IgG3 besser als andere Immunkomplexe
in die BMDCs aufgenommen wird und auch eine stirkere Cross-Préisentation bei BMDCs
induziert. Diese durch den Immunkomplex OVA-DNP-IgG3 verstirkte Cross-Priasentation in
BMDCs war abhingig von der Konzentration des IgG3 monoklonalen Antikorpers (Abb. 13).

M. Bevan vermutete bereits in der Mitte der siebziger Jahre, dass zytotoxische T-
Lymphozyten gegen extrazelluldre Antigene wahrscheinlich durch Antigen-prisentierende
Zellen (APCs) aktiviert werden. [7] Diesen Prozess nannte er ,,Cross-Priming*. Nach heutigen
Erkenntnissen miissen die APCs zunédchst die Antigene internalisieren und anschlieBend diese
Antigene mit MHC-Klasse-I-Molekiilen an der Zelloberfliche den CDS8-T-Zellen
prasentieren. Die Cross-Prasentation durch APCs kann in vivo sowohl zu ,,Cross-Priming*,
d.h. Aktivierung der CD-8-T-Zellen, als auch zu ,,Cross-Toleranz®, also Nicht-Aktivierung
der CD-8-T-Zellen fiihren. [19] Dies ist abhidngig von der Aktivierung kostimulierender
Molekiile. In vitro weisen dendritische Zellen eine stirkere Cross-Préisentation als andere
APCs auf, zu denen sowohl B-Zellen und als auch Makrophagen gehoren. [61] Dieser

Vorgang konnte ebenso in vivo nachgewiesen werden. [30]
Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche zeigen, dass die BMDCs eine unterschiedlich

starke Cross-Prasentation bei der Aufnahme verschiedener Antigen-Antikdrper-Komplexe

und verschiedener Antigene aufweisen. So zeigen die BMDCs eine stirkere, wenn auch nicht
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signifikant stirkere, Cross-Prasentation nach der Internalisierung von OVA-DNP mit IgG3 als
mit anderen verwendeten Antikorpern (IgG1, IgG2a und IgE) und Antigen allein (OVA,
OVA-DNP und SIINFEKL). Damit bestitigten unsere Untersuchungen die géngige
Annahme, dass die Antikdrper-vermittelte Internalisierung des Antigen-Antikorper-
Komplexes via Fcy-Rezeptor in DCs sich effektiver gestaltet als Internalisierung von
Antigenen durch Endozytose. [2] Zusitzlich wiesen wir durch quantitative Messung der
Cross-Prasentation  mithilfe von ELISA eine Konzentrationsabhéngigkeit  der

Antigenaufnahme nach (Abb. 13).

Regnault et al. haben eine Maturation der DCs nach Internalisierung von ICs durch Nachweis
einer Verdnderung der Oberflichenmolekiile berichtet. [44] Eine solche Maturation lie3 sich
in unseren Untersuchungen nicht feststellen. Die Fahigkeit zur ,,Cross-Prisentation® der
extrazelluldren Antigene nach Internalisierung via Fcy-Rezeptor ist auf DCs beschréinkt. Die
Untersuchung von Regnault et al. zeigte, dass DCs nach Aufnahme von einem
Immunkomplex (OVA-IC) 10%-10° fach besser SIINFEKL: H-2K® den B3Z-Zellen an ihrer
Oberflache présentieren als nach ausschlieBlicher Aufnahme von Antigenen. [44] Zusétzlich
wurde von Amigorena und seinen Mitarbeiter verdffentlicht, dass die Cross-Préasentation von
der Konzentration der Antigene selbst bzw. der Konzentration der Antigene (OVA) in ICs

sowie von der Reifung der BMDCs abhéngig ist. [44, 54]

Immunkomplexe (ICs) haben eine grofle Bedeutung durch ihre Fahigkeit, spezifisch von DCs
aufgenommen zu werden und die Antigenprasentation zu verstirken sowie Tumor-spezifische
T-Killerzellen zu aktivieren. Dies findet (prd-)klinisch bereits Anwendung in der Therapie mit

rekombinant hergestellten Antikorpern gegen Tumor-assoziierte Antigene. [34]

DCs sind Schliisselzellen bei der Aufnahme von Antigenen sowie bei der Prisentation dieser
an T-Zellen. Naive CD4 — und CD8 — Zellen konnen von DCs direkt aktiviert werden [5, 13,
33], da DCs die Féhigkeit besitzen, in Verbindung mit kostimulatorischen Molekiilen wie B7
sowie CD40 und MHC-Klasse-I/II-Molekiilen Antigene effektiv aufzunehmen, zu
prozessieren und zu prédsentieren. [5, 31, 39, 57] Zusétzlich kénnen DCs extrazelluldre
Antigene (z.B. 1Cs) durch das MHC-Klasse-I-Molekiil den naiven CDS8-T-Zellen
prasentieren. [1, 37, 44, 54] Zur effektiven Stimulierung der T-Zellen miissen DCs gereift
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sein. Immature DCs machen diesen Prozess durch Reaktion auf inflammatorische Zytokine
sowie bakterielle Produkte durch. Im Laufe des Reifungsprozesses exprimieren DCs verstarkt
kostimulierende Molekiile. [33, 34, 39, 59] Bei der Internalisierung der ICs sind die
Rezeptoren der DCs von besonderer Bedeutung. Drei unterschiedliche Klasse von murinen
Fc-Rezeptoren sind auf dendritischen Zellen identifiziert: FcyRI (CD64), FcyRII (CD32), und
FcyRIII (CD16). [21] Dabei zeigen FcyRII- und FcyRIII-Rezeptoren eine niedrige Affinitét
zu IgGl, IgG2a, und IgG2b. FcyRI hingegen weist eine hohe Affinitit zu monomerem IgG2a
auf und neueren Untersuchungen zufolge bindet FcyRI an IgG3 mit einer moderaten

Affinitit. [16]

Unsere Untersuchungen konnten zeigen, dass Immunkomplexe aus OVA-DNP und
verschiedenen Immunglobulin G Subklassen zur Internalisierung und zumindest teilweise
auch zur Prozessierung fiihren, jedoch nicht, liber welchen Rezeptor dieses Phinomen
stattfindet. Hierzu publizierten Wernersson et al., dass FcR' (y-Kette-Knock-out)-Mause
keine funktionelle FcyRI oder FcyRIII exprimieren [60] und dass die Bindung von IgG:Ag an
einen oder beiden Rezeptoren fiir die Féhigkeit des IgGs, primédre Antikorperantwort auf
losliche Antigene zu verstirken, sehr wichtig ist. [66] Angenommen, dass DCs der FcRY"-
Mause lediglich normal funktionierende FcyRII aufweisen, so konnen diese jedoch keine
signifikante IgG-vermittelte Verstarkung der primiren Antikdrperantwort induzieren. Diese
Interpretation wurde durch die starke Antwort auf IgG/Ag in FeyRII-Miuse unterstiitzt. Da
FeyRIIT Miuse auf IgG/Ag mit einer primiren Antikorperantwort reagieren, kann man
daraus den Riickschluss ziehen, dass FcyRI fiir die Antwort auf IgG/Ag ausreicht. Dennoch
kann man nicht ausschlieBen dass auch FcyRIII gemeinsam mit FcyRI in diesem Prozess eine
Rolle spielt. In vitro werden ICs effektiv via FcyR-vermittelter Endozytose durch
Makrophagen bzw. dendritische Zellen aufgenommen und den T-Zellen présentiert. [50]
Dieser Mechanismus fiihrt zu einer AntikOrper-vermittelten  Verstirkung  der
Antikoperantwort. Die Induktion der primdren Immunantwort ist natiirlich entscheidend fiir
die sekundire Immunantwort, bei der IgG-Antikorper die wichtigste Rolle spielen. Die oben
genannte Arbeitsgruppe demonstrierte zusétzlich, dass FcyRII bei der Antwort auf IgG/Ag
einen negativ regulatorischen Einfluf} besitzt. Die Bindung von ICs an Fcy-Rezeptoren kann
sowohl zu einem aktivierenden als auch zu einem inhibierenden Signal veranlassen.

Aktivierende  Fcy-Rezeptoren I und III sind mit einer y-Kette assoziiert, deren
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zytoplasmatische Region eine ITAM-Sequenz (Tyrosinaktivierungssequenz von Immun-
rezeptoren: immunoreceptor tyrosin-based activation motif) enthdlt. Diese Sequenz ist am
Transport der Peptide zu Lysosomen sowie an der Aktivierung der Zelle beteiligt. Syk
(Proteintyrosinkinase) und andere spezifische zytoplasmatische Partner, wie z.B. PI3K
(Phosphatidyl Inositol 3 Phosphat Kinase), sind fiir diese beiden Funktionen notwendig.
Zusétzlich ist Syk fiir die Phagozytose von an IgG gebundenen Partikeln notwendig. [2] Die
Bindung der Fcy-Rezeptoren I und III an ICs fiihrt zu einer Src- und Syk-Kinase-vermittelten
Aktivierungsantwort. Im Gegensatz dazu enthélt der inhibierende Fc Rezeptor IIB in seinem
zytoplasmatischen Schwanz eine ITIM-Sequenz (immunoreceptor tyrosin—based inhibition
motif). Diese ITIM-Sequenz inhibiert das ITAM-vermittelte Aktivierungssignal durch
Rekrutierung der Inositolphosphatase SHIP. [8, 40] Wéhrend die Expression von FcyRIII und
FcyRIIB auf DCs bei Méusen und Menschen beschrieben ist [43], ist die Rolle dieses
Signalweges in der Biologie der DCs nicht klar. Vor allem ist die Féahigkeit der ICs, die
Maturation von immaturen DCs durch FcyR-Aktivierung zu induzieren, variabel. Der
Versuch von Dhodapkar et al., die IC-vermittelte Maturation bei humanen DCs zu beobachten
schlug fehl [11], wihrend Regnault et al. sowie neulich Schuurhuis et al. die Maturation der
Maiuse-DCs als Reaktion auf ICs berichtet haben.[37, 44] Alexis M. Kalergis and Jeffrey V.
Ravetch stellten die Hypothese auf, dass die selektive Bindung der aktivierenden Fc-
Rezeptoren an ICs eine effektive Antitumor-Immunitét induziert. [28] Diese Selektivitit
konnte durch Blockierung des inhibitorischen Fc-Rezeptors erreicht werden. Eine
Verianderung der Fc-Region der IgG-Molekiile in IC konnte ebenfalls aktivierende Signale

hervorrufen. [55]

Wir konnten in unserem experimentellen System nicht nur die Aufnahme von
Immunkomplexen in BMDC nachweisen, sondern iiber 2 unterschiedliche Techniken auch die
Bildung von SIINFEKL-H-2K" Komplexen auf der Zelloberfliche als MaB der Cross-
Prisentation. Zum einen mittels SIINFEKL-H-2K" spezifischem Hybridom, das proportional
zur Bildung dieses Komplexes B-Galactosidase bildet, zum anderen mittels Konformations-
spezifischem Antikorper. Diese Ergebnisse bestétigen die Arbeiten von S. Amigorena et al.,
der untersuchte, ob eine Aufnahme der Immunkomplexe iiber die assoziierte y-Kette des Fcy-
Rezeptor die Reifung der DCs und ,,Cross-Préisentation* hervorruft. Dies wurde mit Wildtyp-
DCs und Fc-Rezeptor-y-Kette-Knock-out DCs (y-Kette”) untersucht. Sie inkubierten die
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beiden DCs mit LPS und OVA-IC. Nach der Aufnahme von LPS wiesen die beiden DCs eine
Reifung durch Zunahme der Expression von MHC-Klasse-II-Molekiilen (I-A/I-E), CD86
(B7.2) und CD40 auf. Dagegen haben die y-Kette-Knock-out DCs nach Inkubation mit OVA-
IC keine Reifung und keine ,,Cross-Prdsentation” gezeigt, wohingegen die Wildtyp-DCs
sowohl Reifung als auch ,,Cross-Prisentation” aufwiesen. [44] Daraus ldsst sich
schlussfolgern, dass die Fc-Rezeptor-y-Kette fiir die ,,Cross-Prisentation” und Reifung

unentbehrlich ist.

Frithere Studien zeigten, dass die ,,Cross-Priasentation* sowohl abhédngig als auch unabhingig
vom Grad der Sduerung in den Endosomen sein kann. Die Présentation von OVA aus einem
Immunkomplex durch eine Maus-DC ist von der endosomalen Siuerung abhingig [49],
obwohl die Prozessierung von l6slichem OVA durch einen Maus-Makrophagen davon
unabhingig ist. [43] Rodriguez et al. haben gefunden, dass der Transport von
Immunkomplexen vom endosomalen Kompartiment in das Zytosol fiir Molekiile, die kleiner
als 40 KDa sind, selektiv ist. Zusétzlich ist die Disssoziation von den Immunkomplexen, die
von endosomaler Siuerung abhéngig sind, fiir den Transport der Antigene ins Zytosol
notig. [43] Eine enzymatische Verarbeitung der Antigene wird ebenso benotigt, sowohl um
die Antigene zu dissoziieren als auch um direkt Antigene in kleine Fragmente fiir den

Transport ins Zytosol zu spalten.

Die Ig-abhdngige Cross-Prisentation ist jedoch nur ein Weg der Induktion dieses Phdnomens.
Fonteneau et al. berichteten, dass Antigene aus apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen iiber
den normalen Weg prozessiert werden — d.h. der Internalisierung der Zellkomponente folgt
die Priprozessierung in das Endosom via Cathepsin D und anschlieBend die Einschleusung
ins Zytosol fiir Prozessierung durch das Proteasom und letztendlich die TAP-abhingige

Einschleusung in das Endoplasmatischen Retikulum. [14]

Es wurde mehrfach erwéihnt, wie Pathogene internalisiert und prozessiert werden, um den
CD8-T-Zellen mit MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentiert zu werden. Kiirzlich wurde von
Guermonprez et al. nachgewiesen, wie die durch das Proteasom zerkleinerten Peptide in das
Endoplasmatischen Retikulum (ER) gelangen. In Makrophagen wurde gezeigt, dass das

Phagosom wéhrend oder kurz nach der Antigenaufnahme mit dem ER fusioniert. [18]
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Ahnliches wurde in dendritischen Zellen beobachtet, einige ER-spezifische Proteine (wie
Sec61/Sec62 sowie Calnexin) waren kurz nach der Antigenaufnahme in den Phagosomen zu
identifizieren. Bei der quantitativen Messung des Anteils von Phagosomen, die ER-
spezifische Proteine enthalten, ist die Konzentration von Calnexin im frithen Phagosom hoch.
Wihrend Phagosome zu Phagolysosomen reifen, nimmt die Anzahl dieser Proteine in den
Phagosomen ab. Daraus kann man den Riickschluss ziehen, dass die meisten Phagosome
schon wihrend oder kurz nach der Antigenaufnahme mit dem ER fusionieren. Diese
Hypothese wurde mithilfe des Nachweises der Enzymaktivizdt der Glukose-6-Phosphatase
und der Calretikulin-Farbung in den Phagosomen bestitigt. [18]

Im frithen Phagosom befinden sich TAP, Tapasin, Calretikulin, Erp57 und die schwere Kette

von MHC-Klasse-I. Wihrend die Anzahl von Tapasin und Erp57 deutlich geringer wurde,
blieb die Anzahl der schweren Ketten von MHC-Klasse-I und Calretikulin unverandert. Die
,,Cross-Priasentation® des SIINFEKL:H-ZKb-Komplexes erreichte innerhalb von 3 Stunden ein
Plateau. Durch die Untersuchung mit monoklonalen Antikorpern sowie mit einem
funktionellen Assay fiir die T-Zell-Aktivierung war festzustellen, dass fusionierte ER-
Phagosom-Kompartimente neue spezialisierte Organellen fiir die Aufnahme der MHC-
Klasse-I-Molekiile wihrend der ,,Cross-Prasentation® darstellen. Zusétzlich funktionieren die
Phagosome wie autonome Organellen fiir die ,,Cross-Pridsentation®, d.h. diese sind sowohl
Quelle der Antigene als auch ein Ort, an dem Peptide an MHC-Klasse-I-Molekiile binden.
[18] AbschlieBend haben Guermonprez et al. bestitigt, dass TAP sich an der Translokation
der Peptide durch die phagosomalen Membranen beteiligt sowie dass die Phagosome der DCs
wihrend der ersten Stunden nach Phagozytose zur TAP-abhéngigen Translokation der Peptide
in der Lage sind. Via TAP importierte Peptide konnen an MHC-Klasse-I-Molekiile im Lumen
der Phagosome binden. Wegen der Konkurrenz mit intrazelluldren Antigenen ist die Kapazitét
fir die ,,Cross-Prasentation‘ limitiert. Deshalb konzentrieren sich DCs wahrscheinlich auf die
durch Phagozytose aufgenommenen Antigene, die fiir die Initiation der Immunantwort
relevant sind. [18] In der vorliegenden Arbeit konnte nicht untersucht werden, wie grof3 der
Anteil dieser OVA-beladenen MHC-I-Molekiile war, hierzu wiren Vergleichsexperimente

mit OVA-spezifischen CD4 Zellen von groflem Interesse.
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Es wurde beschrieben, dass die durch FcyRs internalisierten Antigene in zwei
unterschiedliche Kategorien eingeteilt werden. 1) Epitope, die durch FcyRIIb2- und FcyRIII-
exprimierende Zellen internalisiert und prisentiert werden und 2) Epitope, die nur durch

FeyRII-exprimierende Zellen internalisiert und prisentiert werden. [3]

Schnell et al. haben folgende Feststellungen iiber die Rolle der CD4-T-Zellen berichtet: 1)
Transfizierte DCs, die MHC-Klasse-I- und —II-Epitope présentieren, sind bei der Immunitét
gegen Tumoren effektiver als lediglich mit MHC-Klasse-I-Peptid beladene DCs. 2) MHC-
Klasse-1I-Knock-out-DCs  induzierten keine Tumorimmunitit. 3) Die Induktion des
Tumorimmunitdt wurde bei der Abwesenheit der CD4-T-Zellen aufgehoben. Bei der direkten
Aktivierung der MHC-Klasse-II-Knock-out-DCs via CD40-Rezeptoren konnte eine moderate
Erhohung der OV A-spezifischen CTL-Aktivitdt beobachtet werden. Dennoch war diese CTL-
Aktivitdt in vivo nicht ausreichend fiir die Unterdriickung der Tumoren. Diese Arbeitsgruppe
stellte fest, dass der volle Effekt der CD40-Aktivierung von aktiven Interaktionen zwischen
CD4-T-Zellen und DCs abhdngig ist und/oder dass CD4-T-Zellen moglicherweise andere

wichtige Effekte, die durch DCs vermittelt werden, ausiiben. [52]

Fiir eine zytotoxische Antwort sind sowohl die T-Helfer-Zellen als auch die Priasentation von
MHC-Klasse-I-beschrankten sowie von MHC-Klasse-II-beschrinkten Antigenen durch
dieselbe DC nétig. [17] T-Helfer-Zellen modifizieren aktiv DCs, die wiederum effektiv die
Entwicklung von CD8-Vorlduferzellen zu CTLs stimulieren. Dieser Teil des Prozesses wird
,»Conditioning* [45] oder ,,Licensing* [32] von DCs genannt. Durch den Effekt von T-Helfer-
Zellen wird die Expression der MHC-Klasse-I-assoziierten Peptide auf der Oberfliche der
DCs gesteigert. [36] Einige Signale von T-Helfer-Zellen, die fiir das ,,Licensing* der DCs
ndtig sind, stammen von TCR der T-Helfer-Zellen und durchlaufen die mit Antigen
verbundenen MHC-Klasse-1I-Molekiile, die konzentriert in cholesterolreichen Doménen der
DCs vorkommen. Diese Signale werden wahrscheinlich entweder durch MHC-Klasse-II-
Molekiile allein oder in Konjunktion mit Signalen durch andere Molekiile weitergesendet, die

sich konzentriert in Lipid-Doménen befinden. [64]

Machy et al. schlussfolgerten aus ihren Versuchen, dass es von grofer Bedeutung fiir die

Immunantwort sei, um welche MHC-Klasse-1I-Molekiile: Antigen-Peptid-Komplexe es sich
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handelt. Ein Antigen wird durch Endozytose in Vesikel aufgenommen und dort mit relevanten
MHC-Klasse-II-Molekiilen assoziiert. Dieser Peptid:MHC-Klasse-II-Komplex wird auf der
Zelloberflache exprimiert, vor allem in cholesterolreichen Doménen. Dort assoziieren sie
wahrscheinlich mit anderen fiir die Signalkette notwendigen Molekiilen. Der Kontakt mit T-
Helfer-Zellen und DCs fiihrt zu ,,Cross-linking* der TCRs sowie zu einer verstirkten
Expression der Liganden insbesondere von CD154 auf der T-Helfer-Zelle. Gleichzeitig
werden DCs durch MHC-Klasse-II-Molekiile, CD40-Antigen sowie zusitzliche Molekiile
stimuliert. Diese Signale 6ffnen intrazelluldre Kompartimente der DCs und lassen dadurch
Antigene in das Zytosol frei. AnschlieBend folgt der klassische Proteasom- und TAP-
abhéngige MHC-Klasse-I-Weg fiir die ,,Cross-Prasentation®. [36]

Maurer et al. zeigten, dass Bestandteile bakterieller DNA (unmethylierte CpG-Dinucleotid-
Motive-DNA) sogar stérker ,,Cross-priasentiert werden als ICs. [38] Dieser Prozess findet
statt, indem Krankheitserreger von DCs makropinozytotisch aufgenommen, intrazelluldr
abgebaut und anschlieBend den T-Zellen prisentiert werden. Enthidlt die bakterielle DNA
unmethylierte CpG-Dinucleotid-Motive, werden die DCs schnell aktivert. Dies geschieht
vermutlich nachdem ein intrazelluldrer Mustererkennungsrezeptor namens TLR-9 (Toll-like-
Rezeptor) die DNA erkannt hat. Die DNA stellt ein pathogenassoziiertes molekulares Muster
(PAMPs) dar, das von TLR-9-Rezeptoren erkannt wird. Der Kontakt mit bakterieller DNA
aktiviert Signalwege iiber NFkB und eine mitogenaktivierte Proteinkinase und fiihrt so zu
einer Produktion von Zytokinen und Interferonen. Maurer et al. zeigten, dass durch die
Konjugation von OVA an CpG-DNA das Aufnahmeverhalten von OVA deutlich effektiver
wurde. [38] Ein CpG-DNA-Ovalbumin-Konjugat 16ste in vivo in der 10 fach niedrigeren
Konzentration der Antigendosis als eine Mischung von CpG-DNA und OVA eine
peptidspezifische CTL-Antwort aus. CpG-DNA-OVA-Konjugate wurden durch die
effektivere DNA-Rezeptor-vermittelte Endozytose aufgenommen, widhrend OVA in der
Mischung von CpG-DNA und OVA wahrscheinlich durch eine ineffiziente Pinozytose
aufgenommen wurde. Das ,,Cross-linking* von OVA sowohl mit stimulierenden als auch mit
nicht-stimulierenden ODN (Oligonukleotiden) rief durch eine verstirkte Aufnahme von OVA
eine effiziente Prozessierung sowie die Présentation des bekannten OVA-CTL Epitopes
SIINFEKL hervor. Aber nur stimulierende CpG-ODN kreuz-verbunden mit OVA

vermittelten das Maturationssignal, das flir die primdre CTL-Antwort zur ,,Cross-
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Prasentation® notig ist. Diese Studie beschrieb zwei Rollen von CpG-ODN verbunden mit
OVA: 1) Die Verstirkung der Antigenaufnahme, die wiederum eine effiziente ,,Cross-
Prisentation der Antigene hervorruft sowie 2) Die Aktivierung der unreifen SIINFEKL-
prasentierenden DCs zur maturen professionellen APCs. [38] Eine interessante Weiterfiihrung
der vorliegenden Arbeit konnte die Kombination von Immunkomplexen und CpG-ODN zur
Induktion von CTLs sein. Leadbetter et al. beschreibt einen wichtigen Mechanismus zur
Aktivierung von autoreaktiven B-Zellen, wie sie bei Autoimmunerkrankungen vorkommen.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass zur effektiven Aktivierung der Rheumafaktor-
produzierenden B-Zellen durch IgG2a-Chromatin Immunkomplexe eine synergistische
Beteiligung von Antigenrezeptoren und TLR erforderlich ist. Die Besonderheit dieser dualen
Beteiligung sollte die Entwicklung von spezifischen Therapien gegen autoreaktive B-Zellen
erleichtern. [35] Unsere Ergebnisse zeigen, dass die fiir die Immunantwort wichtige
Auspriagung der Cross-Priasentation abhédngig ist von der Kopplung der Antigene an
Immunglobuline, wobei hier auch der Immunglobulin-Subklassentyp eine Rolle spielt. IgG3
weist in unseren Versuchen im Vergleich zu anderen Immunglobulin-Subklassen die beste

Induktionsféhigkeit der Cross-Prasentation in der Maus auf.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit hatte zur Zielsetzung, den moglichen Effekt der Kopplung von
Antigenen an Immunglobuline verschiedener Subklassen auf Antigenaufnahme und
Prozessierung in Dendritischen Zellen zu untersuchen. Von besonderem Interesse war die
Einschleusung von Bestandteilen extrazelluldrer Antigene in den eigentlich fiir
intrazytoplasmatische Antigene vorgesehenen MHC-I Prisentationsweg, die sogenannte
,,Cross-Prisentation®.

Hierfiir wurden murine ,,bone marrow derived dendritic cells (BMDC) und das gut
beschriebene Modellantigen Ovalbumin (OVA) in Kopplung mit DNP gewéhlt. Der Vorteil
dieses Systems besteht in der genauen Kenntnis des dominanten MHC-I Peptides aus
Ovalbumin fiir das MHC-I Molekiil H-2K" der C57BL/6 Maus, nimlich dem Octapeptid
SIINFEKL.

Wir etablierten einen Fluoreszenznachweis von FITC-gekoppeltem Ovalbumin zur
Beurteilung der Aufnahme von Ovalbumin in DCs und zwei unterschiedliche Techniken zur
Quantifizierung der gebildeten H-2K"-SIINFEKL Komplexe. Dies war das spezifische T-
Zell-Hybridom B3Z, das nach Erkennung von H-2K°-SIINFEKL Komplexen auf DCs die
Produktion von B-Galactosidase induziert sowie der Konformations-spezifische Antikdrper
25.D1.16, der H-2K°-SIINFEKL-Molekiile direkt erkennen kann und somit deren
Quantifikation ermdglicht.

Spezifische, monoklonale anti-DNP Antikorper der Subklassen IgG1, 1gG2a, 1gG3 und IgE
wurden entweder aus Hybridomen aufgereinigt oder kommerziell bezogen.

Unsere Ergebnisse zeigten eine verstirkte zellulire Aufnahme von Immunglobulin-
gekoppeltem OVA-DNP (im Vergleich zum ungekoppelten Antigen), diese Verstdrkung der
Aufnahme war jedoch unabhidngig vom Immunglobulin-Subklassentyp. Bei der
Untersuchung der Cross-Prisentation zeigte sich eine verstirkte Tendenz zur Bildung von H-
2K -SIINFEKL Molekiilen bei der Kopplung von OVA-DNP an IgG3 im Vergleich zu IgG1,
IgG2a und IgE, aber auch im Vergleich zum ungekoppelten Antigen.

Diese verstirkte Induktion der Cross-Prisentation war interessanterweise unabhidngig von

der Reifung der Dendritischen Zellen, was durch FACS-Messung verschiedener
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Oberfldchenmarker (CD11¢c, CD80, CD86, I-A/I-E) untersucht wurde. Aus den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit kann IgG3 als Immunglobulinsubklasse mit der besten
Induktionsféhigkeit der Cross-Présentation in der Maus eingestuft werden. Weiterfiihrende
Ergebnisse werden zeigen, ob beim Menschen dhnliche Unterschiede der Antikdrpersubtypen

in der Effektivitat zur Cross-Préasentation vorliegen.
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8 Anhang

Abbildung 1

Abbildung 2

Abbildung 3

Abbildung 4

Abbildung 5

Abbildung 6

FACS-Analyse zur  Bestimmung der  Expression  verschiedener
Oberflichenmolekiile der DCs nach Stimulierung mit LPS (0,1 mg/ml) zur
Beurteilung der Reifung

: Bestimmung der DC-Population

: kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80) + Adhéasionsmolekiile (CD11c¢)

: kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86) + Adhésionsmolekiile (CD11c¢)

: CD 8 (CD8a) + B-Zellen (B220)

: MHC-Klasse-II-Molekiile (I-A/I-E) + Adhédsionsmolekiile (CD 11c¢)

: MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K") + Adhisionsmolekiile (CD11c)

Tmgoaw >

FACS-Analyse zur  Bestimmung der  Expression  verschiedener
Oberflichenmolekiile der nicht mit LPS stimulierten DCs zur Beurteilung der
Reifung und ihre grafische Darstellung anhand der Median Fluorescence
Intensity (MFI)

A : DC-Population (Kontrolle) B : Adhidsionsmolekiile (CD11c)

C : kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)

D : kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)

E : MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")  F : MHC-Klasse-II-Molekiile (I-A/I-E)

G : Grafische Darstellung von 2A bis 2F anhand der Median Fluorescence Intensity

Die Grafik zeigt den Nachweis von SIINFEKL:H-2K" gemessen mit Hilfe
des monoklonalen Antikérpers 25.D01.16 nach Inkubation mit unreifen DCs
ohne Antigen (A), reifen DCs ohne Antigen (B), unreifen DCs mit SIINFEKL
(C), reifen DCs mit SIINFEKL (D), unreifen DCs mit OVA (E), reifen DCs mit
OVA (F), unreifen DCs mit OVA-DNP (G) und reifen DCs mit OVA-DNP

(H).

Graphische  Darstellung der Unterschiede der Sl INFEKL:H-2K"-
Prasentation nach Inkubation mit verschiedenen Antigenen bei unreifen und
reifen DCs (aus der Abb. 3) anhand der Mittelwerte der Fluoreszenzintensitét
(Mean Fluorescence Intensity).

Phasenkontrastmikroskopische Darstellung der unreifen DCs mit OVA-
DNP (A) und Darstellung der unreifen DCs mit an FITC gekoppelten OVA-
DNP mittels Immunfluoreszenz (B) in unterschiedlichen Feldern.

Die Fluoreszenzmikroskopie zeigt den Nachweis der intrazellularen
Aufnahme von verschiedenen Immunkomplexen - IgG1-Anti-DNP-OV A-
DNP (A), IgG2a-Anti-DNP-OVA-DNP (B), IgG3-Anti-DNP-OVA-DNP (C)
und IgE-Anti-DNP-OVA-DNP (D) - in unreifen DCs. OVA-DNP (ohne
Antikdrper) ist als Kontrolle in Abb. 5 dargestellt.
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Abbildung 7 Fluoreszenz von FITC nach Internalisierung der verschiedenen
Immunkomplexe (ICs) in unreifen DCs sowie eine graphische Darstellung der
Mittelwerte der Fluoreszenzintensitit (Mean Fluorescence Intensity) (F)

moaQw»

: Fluoreszenz nach der Aufnahme des Antigens (OVA-DNP) allein (Kontrolle)
: Fluoreszenz nach der Aufnahme des IC- IgG1-Anti-DNP-OVA-DNP

: Fluoreszenz nach der Aufnahme des IC- IgG2a-Anti-DNP-OVA-DNP

: Fluoreszenz nach der Aufnahme des IC- I[gG3-Anti-DNP-OVA-DNP

: Fluoreszenz nach der Aufnahme des IC- IgE-Anti-DNP-OVA-DNP

Abbildung 8 Qualitative Messung der verschiedenen anti-OVA-DNP monoklonalen
Antikorper mittels Streifentest

A
C:

Antikorper IgG1 B : Antikorper IgG2a
Antikorper 1gG3 D : Antikorper IgE

Abbildung 9 FACS-Analyse zur Bestimmung der Oberfldchenmolekiile bei unreifen DCs
(A bis D) und bei den durch LPS gereiften DCs (E bis H) ohne
Internalisierung von Antigen und ICs (Kontrolle)

oawy

T Q™

: kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)
: kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)
: MHC-Klasse-1I-Molekiile (I-A/I-E)

: MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")

: kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)
: kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)
: MHC-Klasse-1I-Molekiile (I-A/I-E)

: MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")

Abbildung 10 FACS-Analyse zur Bestimmung der Oberflaichenmolekiile bei unreifen DCs
nach Internalisierung von Antigen — OVA-DNP (A-D) und OVA (E-H)

ogaw»

T Qo

Abbildung 11.1

: kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)
: kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)
: MHC-Klasse-II-Molekiile (I-A/I-E)

: MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")

: kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)
: kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)
: MHC-Klasse-I1-Molekiile (I-A/I-E)

: MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")

FACS-Analyse zur Bestimmung der Oberflichenmolekiile bei unreifen
DCs nach Internalisierung von verschiedenen ICs

IgG1-Anti-DNP+OVA-DNP als Immunkomplex
A : kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)

B : kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)

C : MHC-Klasse-II-Molekiile (I-A/I-E)

D : MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")
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Abbildung 11.1I

1gG2a-Anti-DNP+OVA-DNP als Immunkomplex
E : kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)

F : kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)

G : MHC-Klasse-II-Molekiile (I-A/I-E)

H : MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")

FACS-Analyse zur Bestimmung der Oberflachenmolekiile bei unreifen
DCs nach Internalisierung von verschiedenen ICs

1gG3-Anti-DNP+OVA-DNP als Immunkomplex
I : kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)

J : kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)

K : MHC-Klasse-1I-Molekiile (I-A/I-E)

L : MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")

IgE-Anti-DNP+OVA-DNP als Immunkomplex
M : kostimulierende Molekiile B 7.1 (CD80)

N : kostimulierende Molekiile B 7.2 (CD86)

O : MHC-Klasse-II-Molekiile (I-A/I-E)

P : MHC-Klasse-I-Molekiile (H-2K")

Abbildung 12 Vergleich der ,,Cross-Prasentation” mittels [3-Galactosidase Produktion
aus B3Z-Zellen. Dargestellt ist die Umsetzung des spezifischen Substrates

mittels Photometer.

Abbildung 13 Extinktionsverhalten der DCs nach Aufnahme von OVA und OVA-DNP-IgG3
in unterschiedlichen Konzentrationen

Abbildung 14 SIINFEKL:H-2K"-Priisentation bei unreifen DCs nach
Inkubation mit SIINFEKL in unterschiedlichen Konzentrationen

Abbildung 15 Darstellung der Gelelektrophorese von gereinigtem monoklonalen anti-OVA-

DNP

Bedingungen

1gG3 mit der schweren und leichten Kette unter reduzierenden
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