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1. Einleitung 11

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem — ein Uberblick

Die Evolution bendtigte Uber 400 Millionen Jahre unser Immunsystem als hochdiffe-
renzierten und anpassungsfahigen Abwehrapparat zu entwickeln, das unseren Or-
ganismus vor Infektionserregern wie Bakterien, Pilzen, Viren, Parasiten sowie entar-
teten Zellen zu schitzen versucht.

Ein wesentlicher Grundstein zur Wissenschaft der Immunologie wurde vermut-
lich im Jahre 1798 gelegt, als Edward Jenner, ein englischer Arzt, die Pocken-
Impfung einflhrte. Er verdffentlichte seine Entdeckung (,An inquiry into the causes
and effects of the Variolae Vaccinae®), wobei wohl die Grundlage flr einen der grof3-
ten Triumphe der modernen Medizin geschaffen wurde: die im Jahr 1979 von der
Weltgesundheitsorganisation bekannt gegebene Ausrottung der Pocken.

Trotz dieses Fortschritts wusste Jenner nichts von dem die Krankheit auslo-
senden Agens und erst Ende des 19. Jahrhundert war es Robert Koch, der beweisen
konnte, dass infektiose Krankheiten von Mikroorganismen verursacht werden. Heute
kennen wir vier Kategorien von krankheitsausldsenden Mikroorganismen oder Pa-
thogenen: Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten.

Ende des 19. Jahrhunderts entwickelte Louis Pasteur mit abgetoteten Pasteu-
rella multocida Bakterien eine Impfung gegen Huhnercholera und so wurde durch die
damaligen Diskussionen um den Mechanismus der Impfung eine weitere Grundlage
fur die Entwicklung der Wissenschaft der Immunologie geschaffen.

Der Begriff ,Immunsystem” stammt von dem lateinischen Wort ,immunitas”
und bedeutet eigentlich Schutz vor gesetzlicher Verfolgung, hier ist aber der Schutz
des Organismus vor pathogenen Fremdkorpern gemeint.

Das Immunsystem wird in zwei grol3e Teilbereiche gegliedert: das angeborene
und das adaptive Immunsystem. Das angeborene System ist phylogenetisch alter
und bildet eine erste Barriere gegen eindringende Pathogene. Zu diesem System
gehoren als ,mechanische® Barrienren eine intakte Epidermis mit dem Saureschutz-
mantel der Haut und eine intakte Darmmukosa, denn im Darm befinden sich naturli-

cherweise sehr viele potenziell Pathogene Organismen. Molekulare Mechanismen
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der angeborenen Immunitat sind das Komplementsystem, antimikrobielle Enzymsys-
teme, sowie Interferone und Interleukine. Zellulare Komponenten des angeborenen
Immunsystems sind Monozyten bzw. Makrophagen, Granulozyten und naturliche
Killerzellen (NK-Zellen), wobei Letztere auch bei der erworbenen Immunitat eine Rol-
le spielen. Auf beide Teile des Immunsystems wird im Folgenden naher eingegan-

gen.

1.2 Die angeborene Immunitat als alteste Form der Inmunabwehr

Das System der angeborenen Immunitat wurde zunachst als ,unspezifisch“ bezeich-
net, weil es so schien, als ob es nicht auf individuelle Pathogene antwortet, sondern
unabhangig von der Art des Erregers direkt aktiv wird, ohne mit diesem Erreger vor-
her schon einmal in Berlhrung gekommen zu sein. Damit ist eine schnelle Einsatz-
fahigkeit gewahrleistet.

Heute ist bekannt, dass das angeborene Immunsystem nicht so unspezifisch
ist, wie anfangs vermutet. Es ist durchaus in der Lage zwischen ,selbst* und ,nicht
selbst® zu unterscheiden. Es erkennt hochkonservierte Schlisselmolekule auf der
Oberflache von Pathogenen, so genannte PAMPs (pathogen associated molecular
patterns), wie z.B. bakterielles Lipopolysaccharid (LPS), Peptidoglycan, Lipoteichon-
saure, Mannane, sowie Glykane mit Hilfe von invariablen Rezeptoren, den pattern
recognition Rezeptoren (PRRs) 2. Ein solcher PRR ist z.B. der Mannose-Rezeptor
auf Makrophagen. Er bindet an konservierte Mannose-reiche Kohlehydrate auf Bak-
terien, wodurch es zur Phagozytose des Pathogens durch den Makrophagen kommt
%4 Weitere PRRs sind Scavenger-Rezeptoren wie z.B. CD36 und CD91. Sie erken-
nen bestimmte anionische Polymere und acetylierte low-density Lipoproteine > °.

Der russische Zoologe Elie Metschnikow (1845 - 1916) erkannte als Erster
den im gesamten Tierreich verbreiteten Grundmechanismus der zellularen Infektab-
wehr. Er ,entdeckte“ die zellulare Immunologie, als er bei einem Spaziergang am
Strand von Sizilien eine Seesternlarve aufsammelte, und einen Rosenstachel hinein
drickte. Am nachsten Morgen war der Stachel mit kleinen beweglichen Zellen be-
deckt, die den Fremdkdrper zu verschlingen suchten ’. Er formulierte die Rolle der

mobilen Fresszellen (Phagozyten), die durch Einverleiben und Verdauen (Phagozy-
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tieren) von korperfremdem Material den Organismus verteidigen. Metschnikow be-
grundete damit die zellulare Immunologie.

Namensgebend fur die Makrophagen (wortlich ,grol3e Fresser®) ist deren Fa-
higkeit, korperfremdes Material (Bakterien, Pilze) und verandertes korpereigenes Ma-
terial (Zelltrimmer) zu erkennen und dieses mit Hilfe von Pseudopodien als so ge-
nannte Phagosomen in die Zelle einzuschlieBen. Einen ahnlichen Selbstverteidi-
gungsmechanismus findet man schon bei einfachsten héheren Lebensformen . Bei
Einzellern erfolgen Gasaustausch, Verdauung und Selbstverteidigung zumindest
teilweise durch Phagozytose, die kaum anders als bei den Makrophagen des
menschlichen Kérpers verlauft.

Bei Vielzellern finden sich mobile Makrophagen in Leibeshohlen (Seestern),
im Gewebe (Schwamm) oder im Blutkreislauf (Mensch). Auch die ausdifferenzierten
Gewebsmakrophagen des Menschen sind noch mobil. Die intestinalen Makrophagen
in der Lamina propria oder die Alveolarmakrophagen in der Lunge wandern nach An-

tigen-Aufnahme zu den regionalen Lymphknoten.

1.2.1 Monozyten und Makrophagen

1.21.1 Entstehung von Makrophagen

Aus pluripotenten Stammzellen des menschlichen Knochenmarks entwickeln sich
durch Stimulierung mit verschiedenen Wachstumsfaktoren die unterschiedlichen
Blutzellen einschlieRlich der Monozyten (Hamatopoese, Abb. 1.1). Die Monozyten
gelangen nach etwa einem Tag aus dem Knochenmark in die Blutbahn und zirkulie-
ren dort mit einer Halbwertzeit von acht bis 70 Stunden. Nach dieser Zwischenstufe
des zirkulierenden Blutmonozyten adharieren sie an das Endothel der Blutgefalie
und kénnen durch Gefal3spalten in das Gewebe einwandern (Diapedese). Im Gewe-
be differenzieren die Monozyten abhangig vom jeweiligen Mikromilieu zu verschie-
denen Makrophagentypen (z.B. gewebetypische intestinale Makrophagen, Alveolar-
makrophagen, Osteoklasten in den Knochen, Kupffersche Sternzellen in der Leber,
Mikrogliazellen im Gehirn und Makrophagen im gastrointestinal-assoziierten lympha-
tischen Gewebe, den Peyerschen Plaques). Die Faktoren des Mikromilieus, die zur

Vielfalt der Makrophagentypen bzw. zu einer gewebespezifischen Differenzierung
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filhren, sind weitgehend unbekannt 8. Ausdifferenzierte, gewebespezifische
Makrophagen verbleiben zum Teil mehrere Jahre lang im Gewebe und sind meist
nicht mehr replikationsfahig. Eine Ausnahme sind dabei die Kupffer-Zellen, die ihre

Fahigkeit zur Proliferation auch nach ihrer Ausdifferenzierung beibehalten.

/\

Knochenmark Intestinale

—a N
! N
)
Promonozyt
1
I// 2 gt
=

5
=
Monoblast

Makrophage

)
S
Stammzelle

Abb.1.1: Die Entwicklung der Makrophagen: Aus den Stammzellen im Knochenmark (links)
entstehen, (ber die Zwischenstufe des Monoblasten, die Monozyten. Diese gelangen (iber
die Blutbahn (Mitte) in verschiedene Gewebe. Dort reifen die Monozyten, abhédngig vom je-
weiligen Mikromilieu, zu verschiedenen Makrophagentypen wie den intestinalen Makropha-

gen (rechts), den Kupffer-Zellen der Leber (unten) oder den Milzmakrophagen heran.

1.21.2 Funktion von Makrophagen

Makrophagen spielen eine zentrale Rolle bei der angeborenen Immunantwort und
der Induktion der spezifischen, adaptiven, Immunantwort. Kennzeichen dieser Zellen
ist ihre Fahigkeit zur Phagozytose, Antigenprasentation, Zytokinsekretion und ihr zy-
totoxisches Potenzial (Abb. 1.2).

Bei der Phagozytose schlieRen Makrophagen korperfremdes Material mit Hil-
fe von Pseudopodien als Phagosomen in die Zelle ein. Die Phagosomen verschmel-
zen mit Lysosomen zu Phagolysosomen, in denen das korperfremde Material enzy-

matisch, durch Cathepsine, reaktive Sauerstoffmetaboliten und Stickoxide in kleinere
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Fragmente zerlegt wird. Die Phagozytose wird durch so genannte Opsonine, wie
Immunglobuline und dem Komplementfaktor C3b, erleichtert. Diese markieren die
Oberflache des korperfremden Materials. Opsonine werden wiederum von Im-

munglobulin- und C3b-Rezeptoren der Monozyten und Makrophagen erkannt ®.

. . . Phagozytose
Antigenprasentation
degradatierende Enzyme:

Cathepsine, Lysozym, Kollagenase
/ Elastase, Lipase, Glycosidasen,
Sulphatasen

D reaktive

Sauerstoffmetabolite

Zytotoxizitat -

Komplement /

Komponenten

Lipidmediatoren

Zytokine:
IL-1, IL-6, IL-8, IL-18, TNF, IFN,
GM-CSF, M-CSF, MCP-1

Abb.1.2: Die Funktionen und Mediatoren von Makrophagen: Aufgefiihrt sind charakteristi-
sche Funktionen von Makrophagen (blau), Mediatoren, die von Makrophagen sezerniert

werden (griin) und Mediatoren die extra- oder intrazellulér degradierend wirken (rot).

Bei der Antigenprasentation wird das, in den Phagolysosomen zerlegte, kor-
perfremde Material an die Zelloberflache der Makrophagen transportiert. Die Frag-
mente werden in endosomalen Kompartimenten auf den so genannten Haupthisto-
kompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex, MHC) Klasse Il geladen
und auf die Oberflache der Zelle gebracht. So prasentierte Antigene werden von T-
Zell-Rezeptoren (T-cell-receptor, TCR) erkannt, was zur Auslosung der spezifischen
Immunantwort fihrt .

Die Zytokinsekretion und die Freisetzung zahlreicher anderer Substanzen
ermdglicht es den Makrophagen entscheidend in die Immunantwort einzugreifen und
andere Komponenten des Immunsystems zu rekrutieren bzw. in ihrer Funktion zu

modulieren. Aktivierte Makrophagen sezernieren Zytokine (z.B. den Tumor Nekrose
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Faktor [TNF], das Chemokin MCP-1, das Interleukin-1a, -1, -6 und -18), Enzyme
(z.B. Lysozym), Komplementfaktoren (C1 bis C5) und Wachstumsfaktoren (z.B. GM-
CSF). Sie kénnen hochreaktive Sauerstoffverbindungen (z.B. Superoxidanion und
Wasserstoffperoxid) bilden, sezernieren und chemotaktisch wirkende Signalproteine
absondern, die weitere Phagozyten rekrutieren 2.

Unter Zytotoxizitat versteht man das Potenzial der Makrophagen, Zielzellen
abzutdten. Ist die Oberflache von Zielzellen mit Immunglobulinen besetzt, kbnnen
diese von Makrophagen mit deren Immunglobulinrezeptoren (Fcy-Rezeptoren) er-
kannt werden. Das anschlielende Abtéten der Zielzelle wird als Antikdrper-
abhangige Zytotoxizitat (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) be-
zeichnet °. Ein anderer Mechanismus der Zytotoxizitat von Makrophagen ist die Sek-
retion zytotoxischer Substanzen (z.B. TNF, reaktive Sauerstoffverbindungen), deren

Freisetzung zur Lyse der angegriffenen Zellen fiihrt '°.

1.2.2 Differenzierung intestinaler Makrophagen

Intestinale Makrophagen spielen aufgrund ihrer Fahigkeit zur Phagozytose, Keimto-
tung, Antigenprasentation und Sekretion von immun- bzw. entzindungsmodulieren-
den Zytokinen eine wichtige Rolle in der Abwehr von Fremdantigenen und Keimen
des Darmlumens. Insgesamt sind ca. 10-20% der mononuklearen Zellen des Darmes
Makrophagen (Abb. 1.3). Phanotypisch und funktionell stellen sie eine heterogene
Population dar.

Die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen ist an Anderungen in der
Morphologie und in der Antigenexpression der Zellen erkennbar. Makrophagen sind
im Vergleich zu Monozyten um ein Vielfaches groRer. Sie bilden im Gegensatz zu
den relativ runden Monozyten Pseudopodien aus, die fur die Fortbewegung im Ge-
webe entscheidend sind und die Phagozytose unterstiitzen 8. Eine Differenzierung
von humanen Blutmonozyten ist auch in vitro bei Kultivierung der Zellen Uber einen
Zeitraum von sieben Tagen mit humanem Serum zu erreichen. In vitro differenzierte
Makrophagen und Monozyten zeigen ein von intestinalen Makrophagen deutlich un-

terscheidbares Expressionsmuster der Oberflichenantigene .
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Abb.1.3: Stellung und Funktion der intestinalen Makrophagen im menschlichen Kérper: Dar-
gestellt sind einige Schleimhautfalten des Dickdarms (links) und ein Makrophage (vergroé-

Bert) aus der Lamina propria.

Monozyten exprimieren auf der Zelloberflache ein charakteristisches Muster
von Antigenen. Das ,klassische® Monozyten-Oberflachen-Antigen, der Lipopolysac-
charid (LPS)-Rezeptor (CD14) ist aufgrund seiner spezifischen Expression fur die
|dentifizierung von Monozyten von groRer Bedeutung '2. Zudem ist auf der Zell-
membran von Monozyten der Fcy llI-Rezeptor (CD16), der Rezeptor fur die Komple-
mentkomponente C3b (CD11b) und das zur Induktion einer T-Zellantwort bei der
Immunreaktion notwendige T-Zell co-stimulierende Molekul B7.2 (CD86) nachweis-
bar. In vitro differenzierte Makrophagen exprimieren wie Monozyten den LPS-
Rezeptor, zeigen aber eine starkere Expression von CD16 3,

Im Gegensatz dazu lassen sich intestinale Makrophagen deutlich von Monozy-
ten und in vitro differenzierten Makrophagen unterscheiden. Intestinale Makrophagen
exprimieren weder den LPS-Rezeptor ' noch den Fcy Ill-Rezeptor '°. CD11b ist auf
weniger als 5% der Makrophagen aus intestinalem Gewebe nachweisbar '°. Des
Weiteren exprimieren intestinale Makrophagen nicht die toll like-Rezeptoren 2 und 4,
welche als PRRs ebenfalls bei der Erkennung pathogener Strukturen, wie Lipopro-
teine und LPS, eine Rolle spielen '". Auch Effektormolekiile, wie Cathepsin D und die

NADPH Oxidase werden von intestinalen Makrophagen nicht exprimiert '® '°. Dies
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verdeutlicht, dass Makrophagen in Abhangigkeit vom Mikromilieu des Darms eine
sehr spezifische Differenzierung durchlaufen, die bisher in vitro nur mittels des Spha-
roid-Modells induziert werden konnte ?°. Méglicherweise sind mit dieser Differenzie-
rung spezifische Funktionen fur das intestinale Immunsystem verbunden. Die Ex-
pression von Oberflachenmolekilen wie CD14 oder den co-stimulatorischen Molek-
len CD80 und CD86 entscheidet z.B. daruber, wie reaktionsfahig Makrophagen sein
konnen und in welchem Ausmal} sie eine T-Zell-Antwort induzieren kdnnen.

Bisher sind eine Reihe von Proteinen mit charakteristischen Makrophagen-
funktionen bekannt, die auf und in intestinalen Makrophagen nicht oder nur schwach
exprimiert werden. Die Expression bislang unbekannter Proteine in intestinalen
Makrophagen konnte mit einer spezifischen Funktion verbunden sein. Ein Ziel dieser
Arbeit war es daher, Proteine, die spezifisch auf oder in intestinalen Makrophagen

exprimiert werden, auf ihre Funktion hin zu untersuchen.

1.3 Das adaptive Imnmunsystem

Die Trennung zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem ist nicht immer
klar zu ziehen, da das angeborene System auch an der Initiation und Steuerung des
adaptiven Immunsystems beteiligt ist.

Das adaptive Immunsystem ist erstmals bei Wirbeltieren zu finden und zeich-
net sich durch Antigenspezifitat, einer Vielzahl an Rezeptoren, einem ,Gedachtnis*
und einer Unterscheidung von ,selbst* und ,fremd“ aus. Die Zellen dieses Systems
heien T- und B-Lymphozyten und zeichnen sich durch jeweils antigenspezifische
Rezeptoren aus, wobei jede einzelne Zelle wiederum eine andere Spezifitat aufweist.
Mit Hilfe dieser Rezeptoren werden molekulare Strukturen, die Antigene, erkannt.
Nach Erkennung eines Antigens, kommt es zur klonalen Proliferation, die 3-5 Tage
andauert. Es entstehen Effektor- und Gedachtniszellen, wobei Letztere flr das im-
munologische Gedachtnis verantwortlich sind. Das adaptive Immunsystem kann auf
diese Weise auch effizient gegen Pathogene vorgehen, die durch die angeborene
Immunitat nicht eliminiert werden konnten. Bei Neugeborenen ist die adaptive Im-

munabwehr noch nicht ausgebildet. Daher werden sie durch die Uber die Muttermilch
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ubertragenen Antikorper vor Infektionen geschutzt bis das eigene Immunsystem die-

se Aufgabe Ubernehmen kann.

1.3.1 Zellen des adaptiven Immunsystems

Karl Landsteiner und Merrill Chase zeigten erstmals 1942 eine Beteiligung von Lym-
phozyten bei der Immunabwehr. Erst 1962 wurde aber von Frank Macfarlane Burnet
gezeigt, dass es sich dabei um zwei verschiedene Zelltypen handelt, die spater B-
(fir Bursa-Fabricii) und T- (fur Thymus) Zellen genannt wurden.

Das adaptive System gliedert sich in eine humorale (humor, lat.: Flussigkeit)
und eine zellulare Komponente. Der humorale Zweig wird so genannt, weil die Anti-
korper in die Blutbahn und andere Korperflissigkeiten sezerniert werden und dort
dann in I8slicher Form vorliegen. Die Zellen der humoralen Komponente heilRen B-
Zellen, die der zellularen Komponente T-Zellen.

Im Folgenden werden beide Zelltypen kurz beschrieben, wobei sich das

Augenmerk mehr auf die T-Zellen richtet.

1.3.1.1 Die B-Lymphozyten

Aufgabe der aus dem Knochenmark stammenden B-Lymphozyten ist es, Antikorper
zu produzieren. Ausloser dieses Prozesses ist die spezifische Bindung von Antige-
nen an die membranstandigen Immunglobuline. Dieser Komplex wird in die Zelle
aufgenommen (internalisiert). Im Inneren der Zelle erfolgt der Abbau der endozytier-
ten Proteine in kleine Peptidfragmente, die auf MHC Klasse II-Molekile (MHC = ma-
jor histocompatibility complex) geladen werden. Der Komplex wird an die Zelloberfla-
che transportiert, so dass die Peptide T-Helfer-Zellen prasentiert werden konnen. Die
T-Zellen aktivieren daraufhin die B-Zelle, welche dann in eine antikdrperproduzieren-
de Plasmazelle differenziert. Dieser Prozess wird auch ,Priming“ genannt. Fur das
Priming der B-Zelle sind drei Signale notwendig: erstens ein Antigen, welches spezi-
fisch an den B-Zell-Rezeptor bindet und diesen kreuzvernetzt, zweitens eine T-
Helfer-Zelle, die das Peptidfragment spezifisch auf MHC [I-Molekllen der B-Zelle
erkennt und drittens die Bindung des CD40-Liganden (CD40L) der T-Helfer-Zelle an
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das membranstandige CD40 der B-Zelle, was zu einer Stimulation der T-Zelle und
damit verbunden zu einer erhohten Interleukin-4 (IL-4) Produktion fuhrt. IL-4 bewirkt
daraufhin die Proliferation und Differenzierung der B-Zelle. Diese Interaktion zwi-
schen B- und T-Zellen konnte zum ersten Mal in der 1960er Jahren von Anthony Da-
vies, Henry Claman, Graham Mitchell und Jacques Miller gezeigt werden. Die Plas-
mazelle sezerniert nun l6sliche Immunglobuline, bzw. Antikorper, welche die Aufgabe
haben, den Fremdkdrper zu neutralisieren und zu opsonieren. Opsonierung bedeu-
tet, dass die Antikdrper das Pathogen fur die Phagozytose durch Makrophagen mar-
kieren, indem die Makrophagen die konstante Region der Antikdrper mit Hilfe spezifi-
scher Rezeptoren erkennen. Weiterhin wird durch die Antikorper das Komplement-
system aktiviert, wodurch ebenfalls eine Opsonierung aber auch die Lyse des Patho-
gens ermoglicht wird.

Die Existenz von Antikérpern wurde erstmals 1890 von Emil von Behring und
Shibasaburo Kitasato postuliert. Sie spritzten Serum von Tieren, die gegen eine In-
fektion mit Corynebacteriae diphteriae (Diphterie) resistent waren, in normale Tiere
und stellten fest, dass auch diese vakzinierten Tiere resistent wurden. Sie schlossen
daher, dass das Serum der resistenten Tiere Antitoxine enthalten musste, die spezi-
fisch die bakteriellen Toxine neutralisieren konnten. Karl Landsteiner pragte 1900
das Wort ,Antikorper” fur diese Antitoxine und die Substanzen, die von Antikdrpern
erkannt wurden, wurden als Antigene bezeichnet.

1926 gelang Felton und Bailey das erste Mal die Isolation von Antikérpern. Es
konnte gezeigt werden, dass es sich dabei um Proteine handelt.

Jeder B-Lymphozyt exprimiert einen spezifischen membrangebundenen Anti-
korpertyp und kann nach Aktivierung und Differenzierung als Plasmazelle auch nur
einen spezifischen Antikdrper sezernieren. Die Diversitat der Antikdrper beruht dabei
auf der somatischen Rekombination der Immunglobulin-Gene. Erste Hinweise dafir
lieferte 1975 Susumu Tonegawa — er bekam fur diese Erkenntnis 1987 den Nobel-

preis 2.

1.3.1.2 Die T-Lymphozyten

T-Lymphozyten stammen, wie die B-Zellen, aus dem Knochenmark, sie wandern

aber als unreife Zellen in den Thymus um sich dort zu reifen T-Zellen weiter zu ent-
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wickeln. Auf diesen Entwicklungsprozess wird weiter unten in diesem Abschnitt na-
her eingegangen.

Es werden zwei Arten von T-Zellen unterschieden, die a.:p- (Abb. 1.4) und die
v:8-T-Zellen, die sich in ihrem heterodimeren membranstandigen T-Zell-Rezeptor
unterscheiden. Beide T-Zell-Typen entwickeln sich dabei aus einem gemeinsamen

Vorlaufer.

o Kette B Kette
Vo VB TcR
Ca Cp
= - }— Hinge

(

Abb. 1.4: Aufbau des a:f T-Zellrezeptors. Der Rezeptor besteht aus einer a- und einer [-

Kette, die beide einen zytoplasmatischen Anteil besitzen.

Von den y:5-T-Zellen wei® man bis heute sehr wenig. Man findet sie in
lymphoiden und intraepithelialen Geweben und sie erkennen Liganden wie Hitze-
schockproteine (HSPs), fehlerhafte MHC-Molekiile, Nucleotide und Phospholipide .

Die Anforderung an a:p-T-Zellen ist dagegen, dass sie korpereigene MHC-
Molekule Uber ihren T-Zell-Rezeptor erkennen kdénnen (Selbst-MHC-Restriktion) und
dabei tolerant gegeniber MHC-gebundenen kdorpereigenen Peptiden sein missen
(Selbsttoleranz). Dafur durchlaufen die T-Zellen eine Selektion im Thymus, welche
bei der Maus in etwa drei Wochen dauert. Dabei verlassen nur ca. 2-4% der Zellen

den Thymus als reife T-Zellen.
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Wahrend der Entwicklung der a:p-T-Zellen findet im Kortex des Thymus die
positive Selektion auf kdrpereigene MHC-Molekule statt (Abb. 1.5). Nur wenn die T-
Zellen korpereigene MHC-Molekile erkennen, wandern sie weiter in die Medulla, wo
es zur negativen Selektion kommt. Erkennen die Zellen korpereigene Peptide, wer-
den sie durch Apotose (programmierter Zelltod) eliminiert. Wenn nicht, verlassen sie
als reife, naive CD4"- oder CD8"-T-Zellen den Thymus. So befinden sich ca. 25 - 100
Millionen naive T-Zellklone unterschiedlicher Spezifitdt im menschlichen Organismus
23, wobei der Vielfalt der T-Zellen, ahnlich wie bei Antikorpern der B-Zellen, eine so-

matische Rekombination zugrunde liegt.

korpereigene korpereigene
Antigene Antigene
r’; ;_ Q ;_ Q
fremdes > e e 9
Antigen Effektorzellen vernichtenfremde Antigene

Abb.1.5: Klonale Selektion von T-Zellen: aus einer Vorlduferzelle entstehen zahireiche Lym-
phozyten, die jeweils eine andere Spezifitidt besitzen (A). Durch klonale Selektion werden
potenziell selbstreaktive Lymphozyten entfernt (B) und es entsteht die Gesamitpopulation
reifer, naiver Lymphozyten (C). Nach Aktivierung der Lymphozyten durch das spezifische

Antigen entstehen durch klonale Proliferation viele antigenspezifische T-Zellen ®.

a:p-T-Zellen unterteilen sich in CD4- und CD8*-T-Zellen. Zu den CD4" Zellen
gehdren Tu1 und Tp2 Zellen. Zu welchem Subtyp sich die CD4"-T-Zelle entwickel,
hangt vor allem von dem sie umgebenden Zytokinmilieu zum Zeitpunkt der Antigen-
erkennung ab. Dabei bewirken IFN-y und IL-12 vor allem eine Entwicklung zur Ty1-

Zelle und IL-4 bewirkt eine Tu2-Antwort. Ty1- und Tx2-Zellen unterscheiden sich in
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ihrem Zytokinprofil, wobei Ty1-Zellen vor allem IFN-y produzieren und uber CD40L
und weitere Zytokine Makrophagen aktivieren (zellulare Immunitat). Tn2-Zellen
zeichnen sich durch die Produktion von IL-4 und IL-5 aus wobei sie die humorale
Immunitat aktivieren ®.

CD8"-T-Zellen sind als zytotoxische T-Zellen fiir die Elimination virusinfizierter
Zellen und entarteter Zellen verantwortlich. Dies erfolgt durch Perforine, die Lécher in
der Zellmembran der Zielzelle hervorrufen und durch Granzyme, die als Proteasen
Proteine in der Zielzelle abbauen und Apotose induzieren. Durch die Interaktion Fas
Ligand (CD95L) und Fas (CD95) wird ebenfalls Apoptose induziert.

o:B-T-Zellen zirkulieren im Blut und den peripheren lymphatischen Organen.
Wenn sie in den Lymphknoten mit ihrem T-Zell-Rezeptor ein spezifisches Antigen auf
einem MHC-Molekul erkennen, das dort von einer antigenprasentierenden Zelle
(APC) prasentiert wird, kommt es, wenn ein kostimulatorisches Signal vorhanden ist,
zur Aktivierung der T-Zelle (Priming). CD8"-T-Zellen erkennen ihr spezifisches Anti-
gen dabei im Kontext des MHC Klasse |-, CD4"-T-Zellen im Kontext des MHC Klasse
[I-Molekuls. Diese MHC-Restriktion wurde erstmals 1974 von Peter Doherty und Rolf
Zinkernagel gezeigt 2*. Sie erhielten dafiir 1996 den Nobelpreis.

Fir das Priming der T-Zelle sind zwei Signale erforderlich: zum einen die spe-
zifische Antigenerkennung auf dem entsprechenden MHC-Molekul, zum anderen ein
kostimulatorisches Signal, welches nur von einer APC gegeben werden kann. Die
Kostimulation erfolgt Uber die Interaktion von CD28 auf der T-Zelle mit den B7-
Molekulen (B7.1 = CD80 und B7.2 = CD86) auf der APC. Des Weiteren werden bei
beiden Zellen Signalmolekule, wie CD40L (T-Zelle) und CD40 (APC), hochreguliert.
Dies fuhrt zu einem weiteren Anstieg der B7- und MHC-Molekdle. Die Interaktion von
CTLA-4 auf aktivierten T-Zellen mit B7-Molekilen auf APCs flhrt zu einer Inhibition
der T-Zelle, was eine Kontrolle der T-Zell-Antwort erméglicht 2°.

T-Zellen, die auf diese Weise geprimt wurden, treten in den Zellzyklus ein und
proliferieren Uber mehrere Tage, wobei sie IL-2 produzieren. IL-2 induziert die Bil-
dung des IL-2 Rezeptors und die Zelle durchlauft aufgrund der Interaktion von IL-2
mit dem Rezeptor den Zellzyklus.

Die Entwicklung zur Effektorzelle dauert in etwa vier bis funf Tage. Fur die Dif-
ferenzierung von naiven CD8"-Zellen in zytotoxische T-Zellen ist zusétzlich eine indi-

rekte Stimulation durch Ty1-Zellen notwendig. Nur wenn diese gleichzeitig durch eine
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CD40L/CD40 Interaktion an die APC binden, kdénnen die CD8"-T-Zellen geprimt wer-
den %,

Wenn eine T-Zelle einmal geprimt wurde, ist keine weitere Kostimulation mehr
notig. Jedes Zusammentreffen mit einem auf MHC gebundenen Antigen fuhrt zu ei-
ner Immunantwort.

Die Antigenerkennung einer naiven T-Zelle ohne Kostimulation fuhrt dagegen
zur T-Zell-Toleranz - die T-Zellen werden anerg. Sie produzieren kein IL-2 und es
kommt nicht zur Proliferation und Differenzierung in eine Effektorzelle. Dieser Me-
chanismus stellt einen zusatzlichen Schutz vor einer Immunantwort gegen selbst-

Antigene dar.

1.3.1.3 Regulatorische T-Lymphozyten

Gerade im Darm in dessen Lumen sehr viele korperfremde Stoffe vorhanden sind, ist
es wichtig, dass keine unkontrollierten Immunantworten ausgelost werden. Hierzu
dient eine besondere Eigenschaft des Immunsystems: die Vermittlung von Toleranz
gegenuber nicht pathogenen Antigenen. Bei einem gesunden Menschen wird, nach-
dem ein Pathogen aus der intestianlen Mukosa eliminiert wurde, die Immunantwort
wieder herunter reguliert. Die Kontrolle dieses Mechanismus wird durch verschiede-
ne Zellen und Uber verschiedene Wege erreicht. Ein Fehler in der Kontrolle dieser
Mechanismen flhrt zur Stérung der Toleranz und stellt einen Teil der Pathophysiolo-
gie von chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (CED) dar 2’ Fir die Unter-
scheidung von harmlosen und pathogenen Antigenen ist das mucosa-associated
lymphoid tissue (MALT) verantwortlich. Es vermittelt Toleranz gegenulber der eigenen

intestianlen Flora 27 2% 2°

, und Nahrungsbestandteilen. Letzteres wird als orale Tole-
ranz bezeichnet *°.

Die Mechanismen, durch die diese Toleranz erreicht wird, sind sehr vielfaltig,
wobei sowohl das angeborene, als auch das adaptive Immunsystem involviert sind.
Es zahlen hierzu Antigen-Elimination, verandete Antigenprasentation, Produktion
regulatorischer Zytokine, Apoptose aktivierter Immunzellen und die aktive Suppressi-
on einer Immunantwort. Letztere wird durch verschiedene Gruppen ,regulatorischer

T-Zellen“ erreicht. Eine Reihe von Experimenten konnte zeigen, dass die veranderte
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Regulation intestinaler T-Zell-Funktionen in chronischen Entzindungen des Darmes
resultieren kann 3" 323334

Bisher wurden verschiedene Populationen von regulatorischen T-Zellen be-
schrieben, darunter sowohl CD4"- als auch CD8"-T-Zellen. Die meisten dieser Zellen
werden durch ihren Phanotyp und die Sekretion regulatorischer Zytokine wie IL-10
und transforming growth factor (TGF)-B chrakterisiert. Im Folgenden werden einige
der bisher bekannten regulatorischen T-Zell-Typen naher beschrieben. Am Ende des
Kapitels Uber regulatorische T-Zellen ist eine Schemazeichnung zur Funktion dieser

verschiedenen Zellen zu finden (Abb. 1.6)

1.3.1.3.1 CD4" regulatorische T-Zellen

Innerhalb der CD4" regulatorischen T-Zell-Population gibt es verschiedene Unter-
gruppen. Eine dieser Gruppen wurde bei Experimenten mit dem Modell der durch
den Transfer von CD4* CD45RB"9" T-Zellen ausgeldsten Kolitis bei Scid-Mausen
entdeckt *°. Einige Wochen nach dem Transfer dieser Zellen entwickeln die Tiere
eine Kolitis, wobei ein Ko-Transfer von CD4* CD45RB'*" T-Zellen die Entstehung der
Kolitis verhindert ¢ 3" 38 Daraus schloss man, dass in dieser Gruppe von Zellen
regulatorische T-Zellen enthalten sind. Der regulierende Mechanismus wird dabei
uber IL-10 und TGF- vermittelt.

Eine weitere Gruppe regulatorischer T-Zellen ist durch die Fahigkeit charakte-
risiert hohe IL-10-Level zu sekretieren. Diese Zellen, Tr1 genannt, kdnnen in vitro
nach wiederholter Stimulation mit Antigen, unter Zugabe von IL-10, generiert werden.
Diese Zellen wurden sowohl bei der Maus, als auch beim Menschen in der intestina-
len Mukosa gefunden 3% % Das Fehlen dieses Zelltyps ist wahrscheinlich mit ver-
antwortlich fur die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden
Arthritis . Kirzlich wurde vermutet, dass Tr1-Zellen mit Spezifitat fir bakterielle
Antigene im Darm vorkommen, da bei Ko-Kultur von CD4*-T-Zellen mit APCs, die mit
luminalen bakteriellen Antigenen gepulst wurden, Tr1-Zellen generiert werden konn-
ten, wenn IL-10 zugegen war 2 Die Entstehung von Tr1-Zellen kann bei Infektionen
induziert werden, was fur die Herabregulation einer Entziindung wichtig ist, wenn das
Pathogen eliminiert wurde. Dies geschieht z.B. bei einer intestinalen Infektion mit

Helicobacter hepaticus, so dass die intestinale Homdostase durch die Produktion von
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IL-10 aufrecht erhalten wird **. Bei IL-10 defizienten Mausen fehlen Tr1-Zellen. Diese
Tiere entwickeln spontan eine Kolitis, so dass vermutet wird, dass Tr1-Zellen gerade
im Darm eine wichtige Funktion in der Regulation der Immunantwort gegentber der
luminalren Flora austben. So konnten Groux und Mitarbeiter als erste zeigen, dass
Tr1-Zellen den Ausbruch einer Kolitis im Transfer-Modell der Kolitis bei Mausen ver-
hindern kénnen *°. Bisher gibt es keine Daten {iber das immunsupressive Potenzial
von Tr1-Zellen beim Menschen. Auch die Behandlung von CED-Patienten mit re-
kombinantem IL-10 war eher enttauschend, obwohl im Mausmodel damit sehr gute
Erfolge erzielt wurden *.

Eine weitere Gruppe regulatorischer CD4"-T-Zellen sind die CD4" Th3-Zellen.
Sie wurden 2001 von Weiner und Mitarbeitern im Zusammenhang mit oraler Toleranz
identifiziert *°. Dieser Zelltyp (ibt seine regulatorische Funktion tiber die Sekretion von
TGF-B aus, welches die Aktivierung der Ty1- und der Ty2-Antwort unterdrickt und B-
Zellen anregt einen Immunglobulin-Klassenwechsel von IgM nach IgA zu vollziehen.
CD4" Th3-Zellen wurden sowohl in der intestinalen Mukosa von Mausen, als auch in
der von Menschen gefunden, wobei der Mechanismus, der die Entstehung dieser
Zellen fordert, bislang nicht geklart ist *°. Bei der 2,4,6-Trinitrobenzen Sulfon-Saure
induzierten Kolitis bei Mdusen wurden TGF-B-produzierende CD4" Th3-Zellen gefun-
den. TGF-p reguliert die Entstehung dieser Art der Kolitis, so dass vermutete wurde,
dass diese Zellen eine protektive Rolle bei der Entstehung unkontrollierter intestina-
ler Entzindungen spielen. Bisher gibt es aber keine Daten zur Rolle von CD4" Th3-
Zellen bei CED im Menschen.

Die bisher wohl bekannteste Art der regulatorischen CD4*-T-Zellen sind wonhl
die CD4" CD25" T reg. CD25 ist die a-Kette des IL-2 Rezeptors und wird von diesem
Zelltyp konstitutiv exprimiert. Diese Art der regulatorischen T-Zellen wird in der Maus
und beim Menschen in peripherem Blut gefunden “® *’. Dieser Zelltyp ist fiir die Auf-
rechterhaltung der Toleranz gegenuber selbst-Antigenen verantwortlich. Beim Fehlen
dieser Zellen kommt es bei der Maus zur Entwicklung von Autoimmunerkrankungen
wie Gastritis und Thyroiditis, die verhindert werden kdnnen, wenn den Tieren CcD4"*
CD25" Zellen appliziert werden “. Da diese Zellen durch die orale Gabe von Antige-
nen aktiviert werden kdénnen, wird vermutet, dass sie auch bei der oralen Toleranz
eine Rolle spielen. Die Wirkung der CD4* CD25" T reg wird vermutlich tber IL-10
und TGF-B vermittelt *°. CD4" CD25" T reg kénnen im Scid-Transfer-Kolitis-Modell
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die Entstehung einer Kolitis verhindern, so dass sie wahrscheinlich auch bei der
Vermittlung von Toleranz gegenuber der mikrobiellen Flora des Darms involviert sind
0 CD4* CD25* T reg werden zum einen im Thymus gebildet und dann als ,natiirli-
che“ CD4" CD25" T reg bezeichnet. Sie entstehen dort wahrscheinlich durch Selekti-
on nach Erkennung von korpereigenen Antigenen °'. Sie kdnnen aber auch in der
Peripherie generiert werden, nachdem sie das flur sie spezifische Antigen erkannt
haben. Bisher wurde der Transkriptionsfaktor FoxP3 als relativ spezifischer Marker

fiir diese Art der regulatorischen T-Zellen beschrieben %2 %3 %4,

1.3.1.3.2  CD8" regulatorische T-Zellen

Auch innerhalb der CD8"-T-Zell-Population gibt es regulatorische Zellen. Frisch aus
der Lamina propria eines Patienten ohne CED isolierte CD8'-T-Zellen (ben
Suppressor-Funktionen aus, wohingegen dieser Zelltyp, isoliert aus Patienten mit
CED dies nicht tut, so dass vermutet werden kann, dass bei CED eine Fehlfunktion

t °°. CD8" regulatorische

in der Aktivierung von CD8" regulatorischen T-Zellen vorlieg
T-Zellen inhibieren die Proliferation antigenspezifischer T-Zellen Ihnen fehlt CD28,
der Ligand fur die kostimulatorischen Molekiule CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) auf
APCs %% 57 %8 Damit CD8* CD28 T-Zellen ihren suppressiven Effekt ausiiben kon-
nen bendtgen sie Zell-Zell-Kontakte, wobei dieser Kontakt u.a. die CD40-abhangige
Induktion von kostimulatorischen Molekilen (CD80 und CD86) auf Dendritischen Zel-
len unterdriickt *°. Diese Verdnderung der Dendritischen Zellen fiihrt dazu, dass
CD4" Tu-Zellen nicht proliferieren, sondern anerg werden €. 81 Op CcD8* CD28 T-
Zellen in der intestianeln Mukosa vorkommen, konnte bisher noch nicht
zufriedenstellend geklart werden.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass CD8" regulatorischen Zellen bei der
Induktion oraler Toleranz involviert sind %% % ® . |n diesem Zusammenhang wurden
sie erstmals in einem Ratten-EAE-Modell beschrieben, wobei sie TGF-B sezernierten
6255 Aber auch bei der Maus wurden CD8" CD28™ T-Zellen beschrieben, die vor der
Entwicklung einer EAE schutzten, wobei die Zellen hier, wie oben beschrieben, durch
Zell-Zell-Interaktion wirkten und die Hochregulation von CD80, CD86 und CD40 auf
APCs unterdriickten, so dass die Expansion von spezifischen CD4"-Ty1 Zellen ver-

hindert wurde ©°.
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Weitere Untersuchungen fuhrten zu der Vermutung, dass intraepitheliale Lym-
phozyten (IEL) in der Pravention von spontanen intestinalen Entzindungen eine Rol-
le spielen konnten. Die regulatorischen Zellen innerhalb der IEL exprimieren den
CD8aa-Ko-Rezeptor. Dass diese Zellen regulatorische Funktionen bei der intestina-
len Entzindung ausuben, wurde durch Experimente mit dem Scid-Transfer-Kolitis-
Modell untersucht. Wenn die Scid-Tiere vor dem Transfer von CD4* CD45RB"9"-
Zellen intraepitheliale TCRap" CD4" CD8aa'B-T-Zellen erhalten hatten, waren sie
vor der Entstehung einer Kolitis geschiitzt. Dieser Prozess war IL-10-abhangig °’.
CD8aa.*-Zellen reprasentieren in der murinen Mukosa eine einzigartige Zellpopulati-
on, und viele dieser Zellen exprimieren einen hochaffinen, selbst-spezifischen TCR
68

Eine weitere CD8" regulatorische T-Zell-Population stellen die so genannten
CD8" TrE Zellen dar. Auch diese Zellen sind CD28", aber sie exprimieren zudem
CD101 und CD103. In vitro konnte gezeigt werde, dass diese Zellen regulatorische
Eigenschaften besitzen und dass sie mit einem Komplex aus gp180 und CD1d inter-
agieren, wobei der regulatorische Mechanismus noch nicht genau geklart werden
konnte °°. CD8" TrE Zellen kénnten eine Rolle in der Kontrolle von intestinaler Immu-
nitdt gegendber luminalen Antigenen spielen, da eine defekte Expression des

gp180/CD1d Komplexes bei CED gezeigt wurde .
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Abb. 1.6 Mechanismus der Suppression von regulatorischen T-Zellen. CD4" CD25" T,eg inhi-
bieren iiber Zell-Zell-Kontakte die Proliferation von CD25 T-Zellen. Uber den Kontakt von
CTLA4 mit CD80/CD86 wird die Aktivierung von T-Zellen unterdriickt. Méglicherweise (iben
die CD4" CD25" T,eq auch tber IL-10 und/oder TGF- einen Suppressor-Effekt aus. Die indu-
zierbaren Th3, Tr1 und CD8" regulatorischen T-Zellen produzieren IL-10 und TGF-B, wo-
durch die Proliferation und Zytokinsekretion von Effektor-T-Zellen, wie Ty1-, Ty2- und
zytotoxischen T-Zellen inhibiert wird - dies geschieht entweder direkt durch die
regulatorischen T-Zellen, oder durch APCs, die durch die regulatorischen T-Zellen inaktiviert
wurden. TCR: T-Zell-Rezeptor ™°.
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1.4 Wege der Antigen-Prozessierung

1.4.1 Die MHC-Molekiile

1936 wurden die MHC-Molekule der Maus von Peter Gorer entdeckt, der sich v.a. fur
Gene interessierte, die das Tumorwachstum kontrollieren. George Snell nannte sie
H2- (Histocompatibility-2) Molekulle. Der Begriff MHC fur Major Histocompatibility
Complex entstand erst viel spater. Die MHC-Molekile des Menschen wurden erst-
mals 1958 von Jean Daussert und 1962 von Jon van Rood und Rose Payne be-
schrieben, wobei Letztere ihnen den Namen HLA (Human Leukocyte Antigen) gab.

MHC-Molekulle besitzen ein gebundenes Peptid als integralen Bestandteil ih-
rer Struktur. So wird verhindert, dass leere MHC-Molekule auf die Zelloberflache ge-
langen kénnen und dort extrazellulire Peptide binden .

Die ca. 200 Gene des HLA-Komplexes befinden sich auf Chromosom 6. Dabei
zeichnen sie sich durch einen hohen Polymorphismus aus, so dass flir jedes Gen
multiple Allele existieren. Es wurden teilweise Uber 100 Allele pro Lokus im Men-
schen und in der Maus gefunden, jedes Individuum hat aber nur bis zu 6 verschiede-
ne Klasse | und 12 verschiedene Klasse Il Allele " 7. Dieser Polymorphismus tragt
dazu bei, dass in einer gro3en Population hochstwahrscheinlich immer einige Indivi-
duen ein passendes MHC-Molekl tragen, um eine Immunantwort gegen neu aufge-
tretene Pathogene initiieren zu konnen. Zudem wird es Pathogenen erschwert, durch
Mutation ihrer Strukturgene einer Prasentation tber MHC-Molekule zu entgehen. Zu-
satzlich zu den Genen der MHC-Molekdle liegen in diesem Bereich auch Gene ande-
rer immunologisch bedeutsamer Proteine wie TAP (Transporter Associated with An-
tigen Processing), MICA und MICB (MHC-class | chain genes A und B) sowie auch
einiger Hitzeschockproteine ™ 7°.

Hauptaufgabe der MHC-Molekiile ist die Antigen-Prasentation, d.h. das Pra-
sentieren von Antigenen in Form von Peptiden, die an membranstandige MHC-
Molekule gebunden sind, an T-Zellen. Um die Antigene prasentieren zu konnen, ist
zunachst eine Antigen-Prozessierung notwendig. Dabei werden Proteine in Peptide
zerlegt, um an MHC-Molekule gebunden zu werden. Die gebundenen Peptide wer-
den dann T-Zellen prasentiert und T-Zell-Epitop genannt, wenn ein an ein MHC-

Molekul gebundenes Peptid von T-Zellen erkannt wird. Eine Antigenprozessierung
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findet in allen Zellen, die MHC-Molekule besitzen, statt, aber eine Immunantwort wird
normalerweise nur durch APCs wie B-Zellen, Makrophagen und Dendritische Zellen
(DCs) ausgelost.

Aufgrund von Struktur und Peptidbindungseigenschaften wird zwischen den
Molekilen der Klasse | und denen der Klasse Il unterschieden. MHC Klasse I-
Molekule prasentieren v.a. Antigene, die in der Zelle selbst entstanden sind, wie vira-
le oder tumorspezifische Proteine, an CD8'-T-Zellen, wahrend MHC Klasse II-
Molekule hauptsachlich Antigene prasentieren, die von einer APC aus dem Extrazel-
lularraum in die Endosomen aufgenommen wurden (z.B. bakterielle Proteine, Protei-
ne von Pilzen) und CD4"-T-Zellen prasentiert werden.

Das MHC Klasse I-Molekul ist ein Heterodimer aus zwei Polypeptidketten. Die
schwere, oder auch a-Kette, ist ein membrangebundenes Glykoprotein und besteht
aus den drei Domanen a1, a2 und a3. Sie ist im MHC-Locus codiert. Die kleinere
Kette, ein B2-Mikroglobulin, wird nichtkovalent angelagert und hat keine Trans-
membrandomane (Abb. 1.7). Sie ist nicht im MHC-Locus codiert. Die a3-Domane
und das B2-Mikroglobulin haben eine gefaltete Struktur, die stark einer Immunglobu-
lindomane ahnelt. Die Doméanen a1 und o2 bilden zusammen eine Tasche an der
Oberflache des Moleklils, in dem kurze Peptide von 8 - 10 Aminosauren binden. Die-
se Peptide lagern sich Uber relativ invariante Verankerungsreste an die MHC-
Molekile an. Man kann somit fur jedes MHC-Molekul ein allelspezifisches Bin-
dungsmotiv finden. Die meisten MHC Klasse I-Liganden haben einen Verankerungs-
rest am Carboxylende des Peptids "® 7" 78,

Alle kernhaltigen Zellen exprimieren MHC Klasse I-Molekiile und binden im
klassischen Modell der Antigen-Prasentation bevorzugt Peptide endogener Proteine.
79

Die MHC Klasse II-Molekule bestehen aus 2zwei Transmembran-
Glycoproteinketten (o und B). Jede Kette besteht dabei aus zwei Domanen, wobei
die Domanen a1 und 1 den peptidbindenden Spalt bilden (Abb. 1.7). Dieser Spalt
ist hier weiter gedffnet als bei den MHC Klasse [-Molekllen und die bindenden Pep-
tide sind meist 13 - 17 Aminosauren lang, wobei sie durchaus auch langer sein kon-
nen. Die Peptide besitzen, wie die MHC Klasse |-Peptide, ebenfalls einen so genann-
ten Bindungsanker. Genauso wie MHC Klasse I-Molekule sind auch MHC Klasse II-

Molekiile ohne gebundenes Peptid instabil. 881 78 82,
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Es gibt vier potenzielle MHC Klasse II-Loci, namlich HLA-DR, -DP, -DQ und -
DM. MHC Kilasse l|I-Molekule werden ausschlieBlich auf APCs, B-Zellen, aktivierten
T-Zellen und Epithelzellen des Thymus exprimiert, sie kdbnnen aber auch bei einigen
anderen Zellen durch IFN-y induziert werden 3. Im klassischen Modell der Antigen-

Prasentation binden sie v.a. Peptide exogener Proteine .

MHC Klasse | MHC Klasse |l
peptidbindender Spalt

- \

B2-mikro-
globulin

Zellmembran

'\
cytoplasmatische Domanen /

Abb.1.7: Schematische Darstellung der MHC Klasse I-und Klasse II-Molekiile. MHC Klasse |
besteht aus einer transmembranen «-Kette und dem nicht kovalent angelagerten [2-

Mikroglobulin, MHC Klasse Il besteht aus den transmembranen a- und S-Ketten.

1.4.2 Der klassische MHC Klasse | Antigenprozessierungsweg

Peptide fur eine Prasentation auf MHC Klasse |-Molekllen entstammen Proteinen,
die im Zytosol zu Peptiden abgebaut werden. Dies geschieht v.a. durch das Protea-
som, einem multikatalytischen Enzymkomplex. Als Quelle dienen zum einen gealter-

te Proteine, aber auch zu ca. 30% neue, jedoch fehlerhaft synthetisierte Proteine
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(DriPs: defective ribosomal products). Dadurch kénnen T-Zellen schon sehr frih tber
eine mogliche Virusinfektion oder Entartung der Zelle informiert werden % 8¢,

Das eukaryotische Proteasom ist ein 770 kD Proteinkomplex, bestehend aus
28 Untereinheiten, die vier Ringe aus jeweils sieben Untereinheiten formen. Die au-
Reren a-Ringe sind proteolytisch inaktiv, wahrend die inneren B-Ringe die drei prote-
olytischen Untereinheiten $1, 2 und 5 (Delta, MECL-1, MB1) enthalten. Es handelt
sich dabei um Threonin-Proteasen. Durch IFN-y kann die Synthese der alternativen
proteolytischen Untereinheiten i1, if2 und i5 induziert werden. Dadurch entsteht
das so genannte Immunproteasom, welches eine andere proteolytische Spezifitat

aufweist &',

Abb. 1.8: Aufbau des Proteasoms eines Archaebakteriums. A: horizontaler Querschnitt mit
der Anordnung der sieben Untereinheiten pro Ring, griin: proteolytisch aktive Stellen. B:

Langsschnitt, gelb: proteolytisch aktive Stellen ®.

Des Weiteren kann das 20S Proteasom an seinen aul3enstehenden a-Ringen
um ein oder zwei endstandige 19S-Kappen (PA700-Regulator) zum 26S Proteasom
erweitert werden. So kann es ubiquitinylierte Proteine erkennen und abbauen, wobei
sich die proteolytische Spezifitit dabei andert ®. Massenspektrometrische Studien
zeigten, dass das Proteasom in vielen Fallen lediglich den korrekten C-Terminus ei-
nes Epitops generiert, wobei der N-terminus von anderen Proteasen prozessiert wird
7

Einige der Peptide werden nicht vollstandig abgebaut und werden mit Hilfe
des so genannten TAP-Transporters ins ER transportiert. Dieser Transport erfolgt

spezifisch und ATP-abhangig. Ein Vergleich von freien und an Hitzeschockproteine
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(HSPs) gebundenen Peptiden zeigte, dass im Falle der Assoziation an HSPs eine
effektivere Prasentation auf MHC Klasse I-Molekulen erfolgt % Dies ist ein Hinweis
darauf, dass im Zytosol lokalisierte Chaperone, zu denen u.a. die HSPs gehoren,
moglicherweise eine wichtige Rolle in der Antigen-Prozessierung einnehmen (Relay
Line Hypothese) %.

Der TAP-Transporter ist ein Heterodimer und besteht aus den zwei Unterein-
heiten TAP-1 und TAP-2, welche beide in der MHC-Genregion kodiert sind. Jede Un-
tereinheit besteht aus zwei Domanen, einer hydrophoben Transmembrandomane
und einer ATP-bindenden Kassettendomane. Die Bindung der Peptide an den TAP-
Transporter erfolgt ATP-unabhangig, wobei der Transport des Peptids in das ER-
Lumen ATP-abhangig erfolgt. Der TAP-Transporter bindet im humanen System be-
vorzugt Peptide mit acht oder mehr Aminosauren, wobei hierbei solche Peptide mit
basischen oder hydrophoben Aminosaure-Resten am Carboxylende bevorzugt wer-
den. Darin spiegeln sich die Kriterien der MHC Klasse |-Peptide wider. In der Maus
werden bevorzugt Peptide mit einem hydrophoben C-Terminus gebunden °'.

Da MHC-Molekulle ohne gebundenes Peptid instabil sind, werden neusyntheti-
sierte MHC Klasse |-a-Ketten an das Chaperon Calnexin gebunden und liegen so in
einem partiell gefaltetem Zustand im Endoplasmatischen Retikulum (ER) vor. An-
schlieflend bindet das p2-Mikroglobulin und das so entstandene Heterodimer dissozi-
iert vom Calnexin-Molekul ab. Es lagert sich anschlieRend an einen Protein-Komplex,
bestehend aus Calreticulin und Tapasin, an, bis ein Peptid bindet. Nach Bindung ei-
nes Peptids 16st sich das MHC-Molekul von diesem Proteinkomplex ab und wird als
vollstandig gefaltetes MHC Klasse |-Molekul Uber Golgi-Vesikel an die Zelloberflache
transportiert (Abb. 1.9).
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Abb.1.9: Beladung von MHC Klasse | mit Peptiden im Endoplasmatischen Retikulum (ER):
partiell gefaltete MHC | a-Ketten binden an Calnexin bis p2-Mikroglobulin bindet (A). Der
vollstandige MHC I-Komplex 16st sich von Calnexin, bindet einen Komplex von Chaperonpro-
teinen (Calreticulin) und (ber Tapasin an TAP (B). Cytosolische Proteine werden durch das
Proteasom zu Peptidfragmenten abgebaut (C). TAP schleust ein Peptid ins ER, dieses bin-
det an MHC I, wodurch die Faltung beendet wird. Das fertig gefaltete MHC |-Molekdil I6st sich
vom TAP-Komplex und wird an die Zelloberfléche transportiert (D) .

1.4.3 Der klassische MHC Klasse Il Antigenprozessierungsweg

APCs nehmen exogene Antigene v.a. durch Phagozytose, rezeptor-vermittelte En-
dozytose und Makropinozytose auf, wobei die Antigene Uber frihe und spate Endo-
somen in Lysosomen gelangen, in denen sie enzymatisch zu Peptiden abgebaut
werden. Fur MHC Klasse |I-Molekule, deren a- und p-Kette im ER synthetisiert wer-
den, die aber Peptide aus intrazellularen, endosomalen Vesikeln prasentieren, ist
eine Blockierung der Peptidbeladung im ER notwendig. Hierflr ist die mit dem MHC
Klasse II-Molekul assoziierte invariante Kette (li) verantwortlich. Mit Hilfe von Chape-
ronen wie z.B. Calnexin bilden sich Trimere aus drei MHC Klasse II- af-
Heterodimeren und drei li, wobei jeweils ein li ein af-Heterodimer nichtkovalent bin-
det. Da ein Teil der li-Polypeptidkette in der Peptidbindungsfurche zu Liegen kommt,
wird die Bindungsfurche blockiert, und die Anlagerung von Peptiden, oder partiell
gefalteten Proteinen, wird verhindert. Ein weiterer Teil der li enthalt eine Signalse-

quenz, die den aus neun Ketten bestehenden Komplex zu den sauren Vesikeln der
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Endozytose fuhrt. Dort werden die li durch Proteasen, wie Cathepsine S und L ver-
daut und nur ein kleiner Teil der li bleibt als CLIP-Fragment (Class Il associated inva-
riant chain peptide) gebunden. Der Abbau der li findet vermutlich in MIIC (MHC-II-
Kompartiment) genannten Kompartimenten statt % .

Beim Menschen katalysiert HLA-DM (Maus: H-2M), ein nicht klassisches MHC
Klasse II-Molekul, anschlieend die Freisetzung von CLIP und die Bindung eines
Peptids aus diesem Kompartiment, das zuvor durch Phagozytose, Makropinozytose
oder rezeptorvermittelte Endozytose wie z.B. Uber B-Zell-Rezeptoren aufgenommen
wurde **. HLA-DM ist dariiber hinaus fiir die Selektion von stabil gebundenen Pepti-
den zustandig, ein Prozess der als ,peptide editing” bezeichnet wird (Abb. 1.10). Da-
bei werden schwach gebundene Peptide durch andere Peptide ersetzt. Es besteht
ein negativer Regulationsmechanismus durch ein anderes nicht klassisches MHC-
Molekul, dem HLA-DO, das in Epithelialzellen des Thymus und in B-Zellen produziert

wird. Im Gegensatz zum HLA-DM ist jedoch die Expression der HLA-DO-B-Kette

nicht durch IFN-y induzierbar, so dass bei einer Entzindung die Hochregulation von
HLA-DM Uberwiegt.

o of

- @
endoplasmatisches Reticulum \ Cytosol

Abb.1.10: Beladung von MHC Klasse Il mit Peptiden aus Endosomen: die invariante Kette

(i) bildet einen Komplex mit MHC Il und blockiert die Bindung von Peptiden und falsch gefal-
teteten Proteinen (A). li wird in einem angeséduerten Endosom so geschnitten, dass ein kur-
zes Fragment (CLIP) am MHC II-Molekiil gebunden bleibt (B). In Endosomen werden durch
Endocytose aufgenommene Antigene abgebaut, wobei das CLIP-Fragment die Bindung von
Peptiden an MHC Il verhindert (C). HLA-DM bindet an MHC II, CLIP wird frei, und es wird
ermoglicht, dass Peptide binden. Das MHC II-Molekiil wird an die Oberfliche von APCs
transportiert (D) °.



1. Einleitung 37

1.4.4 Kreuzprasentation

Der klassische Weg der Antigenprozessierung bedeutet somit, dass endogene Pep-
tide Uber MHC Klasse |-Moleklle an zytotoxische T-Zellen prasentiert werden und
exogene Peptide auf MHC Klasse |l-Molekile ibertragen werden, um CD4*-T-Zellen
prasentiert werden zu konnen. Diese Trennung hat den Sinn, dass so virusinfizierte
Zellen durch zytotoxische T-Zellen eliminiert werden konnen, wahrend Zellen, die
z.B. viralen Zellschutt durch Endozytose aufgenommen haben, von zytotoxischen T-
Zellen verschont bleiben. Jedoch ist fur das Priming der T-Zellen zusatzlich eine
Kostimulation durch APCs erforderlich. Damit dieses System funktioniert, missten
also alle Viren auch APCs infizieren. Es gibt Viren, wie z.B. das humane Papillomavi-
rus (HPV), das ausschlieBlich epitheliale Zellen infiziert *°. Trotzdem wurden aber
naturliche HPV-zytotoxische-T-Zell-Epitope identifiziert % Es muss also ein Trans-
port von den infizierten epithelialen Zellen zu den APCs existieren, so dass die APCs
die Antigene aufnehmen, prozessieren und auf MHC Klasse |-Molekullen prasentie-
ren konnen. Diese Beobachtung entspricht den Ergebnissen etlicher Studien, in de-
nen wiederholt gezeigt wurde, dass es einen alternativen Weg der Antigen-
Prozessierung gibt, in dem auch exogene Antigene iber MHC Klasse I-Molekiile an
zytotoxische T-Zellen préasentiert werden kdnnen 97 98 99 100,101, 102,103,104, 84,
Ursprunglich wurde der Begriff ,,Cross-Priming” von Michael Bevan eingefuhrt,
der zeigte, dass Minor-H-Antigene auf APCs eines anderen Empfangers mit ver-
schiedenem MHC-Haplotyp transferiert werden und dort spezifisch CTLs primen
konnten. Er nannte diesen Vorgang Cross-Priming, um den Unterschied zu einer di-
rekten T-Zell-Aktivierung durch die Zellen, die ursprunglich die Minor-H-Antigene
exprimierten, deutlich zu machen "%'%. So umfasste Kreuzprasentation urspriinglich
zellassoziierte Klasse | und Klasse Il restringierte Antigene, wahrend das Wort heute
nur fur die der Klasse | verwendet wird. Kreuzprasentation meint also einen alternati-
ven Aktivierungsweg zytotoxischer T-Zellen durch exogene Antigene, die vorher von
APCs aufgenommen, prozessiert und prasentiert wurden '%’. Dies stellt einen eige-
nen Prozessierungsweg dar, der es APCs ermoglicht zytotoxische T-Zellen mit Anti-
genen zu primen, die ursprunglich aus einer anderen Zelle stammen. Damit kdnnen
sie virusspezifische zytotoxische T-Zellen induzieren, ohne selbst infiziert zu sein.

Fir Viren, die ausschliel3lich nicht-hamatopoetische Zellen infizieren, scheint sogar
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Kreuzprasentation durch APCs essenziell fir die Ausldésung einer zytotoxischen T-
Zell-Antwort zu sein "% (Abb.1.11).

Antigenspezifische
CD8* T-Zelle

Dendritische Zelle

Aufnahme der phagozytierte Zelle
virusinfizierten Zellen

durch eine APC

virusinfizierte
Zelle

. Kostimulator
virales

Antigen

Abb. 1.11: Kreuzpréasentation von Antigenen an CD8"-T-Zellen. Virusinfizierte Zellen werden
durch APCs aufgenommen und die mikrobiellen Proteine werden zu Peptiden abgebaut und

an T-Zellen prasentiert "%,

Uber den eigentlichen Mechanismus dieses Weges ist relativ wenig bekannt.
Erste Versuche zur Prasentation exogener ldslicher Antigene auf MHC Klasse |-
Molekulen fihrten zu einer Gruppe von APCs, deren Ursprung im Knochenmark lag,
als wichtige Mediatoren von Kreuzpréasentation und Cross-Priming '*°. Verschiedene
in vitro Studien zeigten, dass DCs "', Makrophagen ''? und B-Zellen ' in der Lage
sind, exogene Antigene auf MHC Klasse I-Molekilen zu prasentieren. In weiteren
Versuchen wurde v.a. mit der Aufnahme von apoptotischen Zellen durch DCs '™ und

Makrophagen '*°

und der nachfolgenden Kreuzprasentation der Antigene, die in die-
sen Zellen enthalten waren, experimentiert. Man glaubt heute mehrheitlich, dass nur
DCs zellulares Antigen kreuzprasentieren konnen, auch wenn diese Auffassung nach
wie vor umstritten ist.

Kreuzprasentation kann sowohl zur T-Zell-Aktivierung (,cross-priming®) als
auch zur T-Zell-Toleranz (,cross-tolerance®) fiihren '"® " DCs und Makrophagen
besitzen einen Rezeptor fur Phosphatidylserin. Phosphatidylserin gelangt bei einer
apoptotischen Zelle von der Innenseite der Zellmembran nach aufen . So ist eine
Unterscheidung zwischen Zelltod durch Apoptose, der im Rahmen des normalen

Zelluntergangs geschieht, und dem durch Nekrose im Rahmen einer Entzindung
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oder Tumornekrose moglich. Es bestehen Hinweise, dass die Aufnahme nekrotischer
Zellen durch DCs die Hochregulation kostimulatorischer Molekule induziert, womit
eine T-Zell-Aktivierung moglich ist, wahrend dies bei Antigenaufnahme von apoptoti-
schen Zellen nicht der Fall ist " 2%, Apoptotische Zellen fiihren zur Produktion an-
tinflammatorischer Zytokine wie IL-10 und TGF-p '"®. Des Weiteren fiihren sie zur
Inaktivierung bzw. Toleranzentwicklung von T-Zellen.

Diesbezuglich gibt es unterschiedliche Beobachtungen. Kotera und Mitarbeiter
haben gezeigt, dass sowohl apoptotische als auch nekrotische Zellen 2" 22 DCs
aktivieren konnen. Auch molekulare Chaperone und HSPs (siehe dazu Kapitel 1.5),
die z.B. durch nekrotisierende Zellen freigesetzt werden '?®, kénnen iiber rezeptor-
vermittelte Endozytose aufgenommen werden und eine zytotoxische T-Zell-Antwort
124,125, 126 oder Toleranz induzieren "2 1?8, Diesem Thema ist ein eigenes Kapitel
gewidmet (siehe dazu 1.5). Zudem kann Kreuzprasentation auch im Rahmen der
Notwendigkeit der Toleranz gegenuber Selbst-Antigenen eine Rolle spielen. Zusatz-
lich zur Selektion der T-Zellen im Thymus wurde eine CD95-vermittelte Apoptose

autoreaktiver Zellen in der Peripherie durch Kreuzprasentation beobachtet '%°.

1.5 Das Hitzeschockprotein Gp96

Die Gruppe der Hitzeschockproteine ist nach ihrem molekularen Gewicht in sechs
Subfamilien unterteilt: small HSP, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 und HSP100.
Immunologische Relevanz besitzen dabei nur die HSP60-, die HSP70- und die
HSP90-Familie. Im Weiteren wird hauptsachlich auf die HSP90-Familie eingegangen
und innerhalb dieser Familie v.a. auf das Glykoprotein 96 (Gp96), da es das bislang
am besten untersuchte immunologisch relevante HSP ist.

Das Hitzeschockprotein Gp96, auch bekannt als Glukose-regulierendes Prote-
in (Grp94), ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 94 - 96 kDA. Es ge-
hort zur HSP90-Familie und besitzt eine 47%ige Homologie zu zytosolischem Hsp90.
Phylogenetische Analysen deuten darauf hin, dass Gp96 eventuell durch Gendupli-
kation von Hsp90 entstanden ist "*°. Wie alle Mitglieder der HSP90-Familie wird auch
Gp96 in samtlichen Metazoen exprimiert und ist hochkonserviert. Die Homologie von

humanem bzw. murinem Gp96 zu Xenopus laevis betragt 75% '*'. HSPs werden in
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der Zelle konstitutiv exprimiert, wobei die Expression durch Zellstress wie Hitze, Glu-
kose-Mangel oder Virusinfektionen induziert werden kann.

Gp96 ist im Endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert und besitzt eine a-
minoterminale Signalsequenz, welche das Protein in das Lumen des ER dirigiert.
Aulerdem enthalt es eine C-terminale ER-Retentionssequenz (KDEL-Motiv). Es
wurden aber auch schon kleinere Mengen Gp96 an der Zelloberflache von Tumor-
und nichttransformierten Zellen gefunden "% '3 Der Grund hierfiir und die funktio-
nellen Konsequenzen sind jedoch unbekannt.

Hauptaufgabe von HSPs ist die Unterstltzung einer korrekten Protein-Faltung.
Dazu binden sie an vollstandig oder teilweise denaturierte Proteine und verhindern
die Aggregation durch Unterstutzung der Renaturierung, oder sie initiieren den pro-
teolytischen Abbau bei irreparabler Schadigung.

Immunologisch bedeutsam ist im Falle des Gp96 jedoch besonders die Bin-
dung von Peptiden im ER. Gp96 gilt dabei neben Proteindisulfidisomerase (PDI) und
Calreticulin als Peptidakzeptator TAP-translozierter Peptide. Aber auch andere Pep-
tide kdnnen von Gp96 gebunden werden ** 2. Eine direkte und essenziell wichtige
Beteiligung von Gp96 an der Beladung von MHC Klasse I-Molekllen erscheint je-
doch unwahrscheinlich, da in Zellen, in denen die Gp96-Expression unterdrickt wur-
de, keine Veranderung in der Antigenprasentation festgestellt werden konnte 135

Es gibt bis heute keine Rontgen-Kristallstruktur von Gp96. Daher konnten bis-
her nur, ausgehend von der bekannten Struktur der bei der HSP90- Familie hoch
konservierten N-terminalen Domane des Hsp90 Homologs Hsp82 der Hefe, Riick-
schliisse auf Struktur und Funktion von Gp96 gezogen werden '*°. Demnach ist
Gp96 wahrscheinlich in der Lage zu dimerisieren, was eine Peptidbindungsfurche zur
Folge hatte, in der Peptide von ca. neun AS aufgenommen werden koénnen. Diese
Annahme wird durch Beobachtungen von Qu und Mitarbeitern unterstitzt, dass
Hsp90 und auch kleinere Mengen von Gp96 in der Zelle als Dimere vorliegen '¥'.
Linderoth und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die Peptidbindungstasche von Gp96

am C-Terminus lokalisiert ist (Abb.1.12). Dort grenzt auch die Dimerisierungsstelle an
138
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g96 m SEKTKESREATEKEFEPLLNWMKDKALKDKIEKAVVSQRLTESPCALVASQYGWSGNMERIMKAQAYQ
g96 d SEKTKESREAIEKEFEPLLNWMKDKALKDKIEKAVVSQRLTESPCALVASQYGWSGNMERIMKAQAYQ
g96 h SEKTKESREAVEKEFEPLLNWMKDKALKDKIEKAVVSQRLTESPCALVASQYGWSGNMERIMKAQAYQ
g96 p SEKSKENREATEKEFEPLLNWMKDKALKDKIEKAVVSQRLTESPCALVASQYGWSGNMERIMKAQAY(Q
g96 r SEKTKESREATEKEFEPLLNWMKDKALKDKIEKAVVSQRLTESPCALVASQYGWSGNMERIMKAQAYQ
g96 c SEKSKESREALEKEFEPLLNWMKDKALKDKIEKAVLSQRLTQSPCALVASQYGWSGNMERIMKAQAYQ

cons. E| K| E | |[FEL |MKD |L||K|EK|||S|RL SPC |V S YGW| |NMERIMKAQA|

m: Maus; d: Hund; h: Mensch; p: Schwein; r: Kaninchen; c: Huhn

Abb. 1.12: Modell und Sequenz der Gp96-Bindungstasche. Das Modell (links) zeigt die An-
ordnung der a-Helices und der p-Faltblattstruktur an der Peptid-Bindetasche von Gp96. Die
Tasche hat groRe Ahnlichkeit mit der Peptidbindefurche des MHC Klasse I-Molekiils. Rechts

ist die Aminoséure-Sequenz der Bindetasche dargestellt. Zwischen den Arten ist die Homo-

logie sehr gro3™.

Es konnte auch eine Art Peptidbindungsmotiv fir Gp96 durch Kreuz-
vernetzungsversuche ermittelt werden. Danach bindet Gp96 bevorzugt Peptide mit
einer Lange von 8 - 20 Aminosauren und 9er Peptide mit ungeladenen Resten an
den Positionen 2 und 9 '*°.

Zudem fungiert Gp96 unter Umstanden auch als schwache Aminopeptidase,
indem es am N-Terminus erweiterte Peptidvorlaufer so schneiden kann, dass sie von
MHC Klasse I-Molekiilen gebunden werden kénnen '%°.

Auf den immunogenen Charakter von Gp96 stiel3 man durch die Beobach-
tung, dass Vakzinierungen von Mausen mit Gp96, welches aus Tumorzellen isoliert
wurde, zu einem Schutz der Mause vor den Tumorzellen fuhrten, aus denen das
Gp96 stammte 41 142 143,144,145 ' Dapei wurde durch Gp96 eine spezifische zytotoxi-
sche T-Zell-Antwort ausgeldst *°. Eine derartige Vakzinierung bei Tumoren, die
chemisch und physikalisch induziert sein konnten, flihrte zu Tumorimmunitat, ver-
langsamtem Tumorwachstum bestehender Tumoren, Ruckgang von Metastasen so-
wie zu einer verlangerten Uberlebenszeit '*.

Heute wird Gp96 auch im Zusammenhang mit der Induktion von T-Zell-
Toleranz diskutiert. Chandawarkar und Mitarbeiter konnten zeigen, dass Gp96, wenn

es in sehr hohen Dosierungen zur Vakzinierung benutzt wird (10x hoher als die im-
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munisierende Dosis), keineswegs Immunitat, sondern Toleranz gegen den Tumor
induziert, aus dem es isoliert wurde '?’. Dieselbe Gruppe konnte zeigen, dass mit
diesen hohen Dosierungen eine myelin basic protein oder eine Proteolipid Protein
induzierte Autoimmun-Encephalomyelitis in SJL-Mausen und der Beginn eines Dia-
betes in non-obese Mausen verhindert werden kann ',

Es stellt sich die Frage, warum gerade extrazellulare HSPs, im speziellen
Gp96, immunogen wirken kdnnen, wahrend es auch andere Peptid-bindende Protei-
ne gibt, die, wie z.B. das ER-Protein Proteindisulfidisomerase (PDI), Peptide mit ei-
ner viel grolReren Affinitat binden kdnnen. Mit solchen Proteinen konnten aber bislang
keine erfolgreichen Immunisierungen gezeigt werden.

Das spezifische Phanomen der Immunogenitat wird zur Zeit auf vier Eigen-
schaften der HSPs zurlckgefuhrt. Sie haben erstens die Fahigkeit Peptide zu bin-
den, zweitens haben sie die Moglichkeit rezeptorvermittelt durch APCs endozytiert zu
werden, drittens sind sie in der Lage die Zytokinproduktion in APCs zu induzieren
und viertens haben sie, vor allem im Fall des Gp96, Einfluss auf die Reifung von DCs
147. 148 Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten Gp96 binden kdn-
nen, was zur Folge hat, dass Gp96 nicht mehr zur Verfligung steht um eine Reifung
von DCs zu bewirken "°. Vor kurzem wurde eine Aktivierung von polymorphonuklea-
ren Neutrophilen und Monozyten mit daraus resultierender verstarkter phagozyti-

schen Aktivitat beobachtet .

1.5.1 HSP assoziierte Peptide

Da die Immunogenitat von Hitzeschockproteinen weder auf unterschiedliche HSP-
Varianten zurlckgefihrt werden konnte, da ihnen eine monomorphe Kodierung
zugrunde liegt, noch tumor- oder virusspezifische Mutationen in Hsp90 oder Gp96

cDNAs gefunden wurden '’

, stie® man letztendlich auf die an HSPs gebundenen
Peptide als Ursache der spezifischen Immunitat.

Gp96-Praparationen aus mit dem p-Galactosidase-Gen (p-gal) transfizierten
Zellen induzierten eine spezifische zytotoxische T-Zell-Antwort gegen ein L%
restringiertes B-gal-Epitop. Im Gegensatz dazu war dies nicht der Fall bei Gp96-
Praparationen aus identischen, aber nicht transfizierten Zellen '*°. Der MHC-

Haplotyp der HSP-Donorzelle spielt dabei keine Rolle, da die HSPs im Unterschied
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zu den MHC-Molekilen nicht polymorph sind. Jedes HSP-Gen besitzt nur ein Allel.
So konnten im Rahmen klassischer Cross-Priming-Experimente HSP-Peptid-
Komplexe auch eine zytotoxische T-Zell-Antwort-Antwort gegen Minor-H-Antigene
bei einer Maus eines anderen Haplotyps auslésen '°® "¢ Wenn Gp96 oder HSP70 in
vitro mit Peptiden beladen werden, kann ebenfalls eine spezifische zytotoxische T-
Zell-Antwort gegen das entsprechende Peptid hervorgerufen werden 2, wobei keine
Immunantwort ausgelost werden konnte, wenn man die HSP-assoziierten Peptide
entfernte '°*. Zudem wurde nachgewiesen, dass weder HSPs allein noch die einzel-
nen Peptide in der Lage waren, eine Immunreaktion auszulésen. Des Weiteren fuhr-
ten Peptidkomplexe mit anderen, nicht zur HSP-Familie gehdérenden Proteinen, wie
z.B. mit dem peptidbindenden Serumprotein Albumin, nicht zu einer Immunantwort.
Gp96-Praparationen aus virusinfizierten Zellen flihren ebenfalls zu einer Immunitat
gegen das Virus. So konnte Gp96 aus VSV (vesicular stomatitis virus)-infizierten EL-
4-Zellen eine VSV8 (RGYVYQGL)-spezifische zytotixische T-Zell-Antwort induzieren
1% Gp96 aus virusinfizierten Zellen war dabei mit bekannten viralen Peptiden assozi-
iert, wahrend diese bei Gp96 aus nicht infizierten Zellen nicht gefunden werden
konnten. Zu ahnlichen Ergebnissen kam man mit HSPs im Rahmen von SV40-

® im Influenza-System ' oder mit LCMV-Epitopen '*". Bis

transformierten Zellen
heute ist der genaue Ubertragungsweg der Peptide von Gp96 auf MHC Klasse | nicht
genau aufgeklart. Abb.1.13 zeigt schematisch zwei mdgliche Wege der Peptiduber-

tragung auf MHC Klasse |, nachdem Gp96-Peptid-Komplexe internalisiert wurden.
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Abb. 1.13: Mégliche Wege der Peptidiibertragung auf MHC Klasse | bei der Kreuzprésentati-
on: Nach der Internalisation des Gp96-Peptid-Komplexes gelangt der Komplex in ein friihes
Endosom. Von dort wird er (iber verschiedene Vesikel in den Golgi-Apparat transportiert und
wegen des KDEL-Motivs von Gp96 schlielllich ins ER (libertragen, wo die Peptide auf MHC
Klasse | (bertragen werden. Alternativ kbnnte der Komplex oder die Peptide allein aus den
Endosomen ins Cytosol der Zelle gelangen und von dort durch Transport mittels des TAP-
Transporters ins ER-Lumen gebracht werden (A). Nach Internalisation kénnte der Gp96-
Peptid-Komplex auch in ein Kompartiment gelangen in dem sich auch zu recycelnde MHC
Klasse I-Molekiile befinden. Ein niedriger pH-Wert kénnte die Peptidiibertragung beglinsti-
gen, wobei auch der Abbau von Gp96 denkbar wére. Die neu beladenen MHC Klasse I-

Molekiile werden dann auf die Zelloberfliche transportiert (B) "*°.

1.5.2 Rezeptoren fiir Gp96

Da nur geringe Mengen an HSP-Peptid-Komplexen ausreichend fur eine effiziente T-
Zell-Antwort sind, wurden schon bald spezifische Rezeptoren fur HSPs auf der Ober-
flache von APCs postuliert *°. Folgendes Modell wurde vorgeschlagen: Die Lyse vi-
rusinfizierter Zellen oder Tumorzellen, aber auch Nekrose, flhrt zur Freisetzung von
HSPs mit anschlielender Aufnahme der HSP-Peptid-Komplexe durch CD91 auf
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APCs. Dadurch kann das an HSPs assoziierte Peptid in den endogenen MHC Klasse
I-Weg eingeschleust werden und folglich tber MHC Klasse I-Molekile an der Ober-
flache den CD8-Zellen prasentiert werden (Abb.1.14).

nekotische o Abb.1.14: Gp96 wird durch Lyse

virusinfizierter Zellen und bei
£ Nekrose freigesetzt. Es bindet
dann an CD91 auf APCs, wird

| internalisiert, das Peptid wird auf

o ein MHC-Klasse [-Molekiil (iber-
tragen und es kommt zu einer
CD8*-T-Zell-Antwort .

~16p98 <] W/

. MHC Klasse |
Kostimulation 2l TCR
proinl'lammatorlsche
[IL-Z‘I!‘;.O";:EH} CD8+
T-Zelle

Immunitat

In elektronenmikroskopischen Bindungsstudien mit gold-markiertem Hsp70
und Gp96 wurde eine spezifische Bindung der HSPs an Clathrin-reiche Oberflachen-
regionen (clathrin coated pits) von Makrophagen und Monozyten beobachtet '*°. Des
Weiteren wurde die spezifische Gp96-Bindung auf APCs wie Makrophagen, B-Zellen
und DCs gezeigt. T-Zellen dagegen konnten kein Gp96 binden. Nur eine rezeptor-
vermittelte Endozytose von Gp96 durch die APCs fuhrte zu Kolokalisation mit MHC
Klasse |- und MHC Klasse II-Molekulen in endosomalen Kompartimenten und zur
Kreuzprasentation der assoziierten Peptide 26 Durch chemischen cross-link von
Gp96 mit Plasmamembranfraktionen von Makrophagen und anschlieRender Se-
quenzierung der gebundenen Proteine konnte CD91, bislang nur bekannt als Rezep-
tor fur a2-Makroglobulin und low density lipoprotein (LDL), als erster Rezeptor fur

160

Gp96 identifiziert werden Jedoch wurde vor kurzem auch eine CD91-

unabhangige Kreuzprasentation von Gp96-assoziierten Peptiden bei Makrophagen
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beobachtet '®'. Als weitere Rezeptoren fiir Gp96 wurden die toll-like-Rezeptoren
(TLR) 2 und 4 identifiziert. Dabei kommt es in DCs durch die Bindung von Gp96 zu
einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB, wobei die Aktivierung der DCs
dabei nur erfolgt, wenn Gp96 endocytiert wird. Dies spricht dafur, dass CD91 bei die-
sem Prozess eine Rolle spielt '°* . Mit dieser Beobachtung kénnen die TLRs nicht
mehr ausschliefldlich mit PAMPs assoziiert werden, da Gp96 in Bakterien oder Pilzen
nicht exprimiert wird, und somit einen nicht-pathogenen Liganden der TLRs 2 und 4
darstellt.

Insgesamt qilt, dass eine rezeptorvermittelte Endozytose fur eine Kreuzpra-
sentation der an HSP assoziierten Peptide essenziell ist, eine unspezifische Endozy-
tose oder Makropinozytose flihren nicht dazu.

Da Gp96 intrazellulare Peptide bindet und Uber CD91 in APCs gelangt, um
dort die gebundenen Peptide in den MHC Klasse I-Weg einzuschleusen, es gleich-
zeitig die APC aktiviert, indem kostimulatorische Molekile hochreguliert werden, und
da es die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL-12 und TNF, induziert,
wird Gp96 zu einem potenziellen Messenger fur nekrotische Zellen, der das Immun-

system in Alarmbereitschaft versetzen kann .

1.6 TANK und TBK1 bei der Aktivierung von NF-xB

Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die durch sequenzspezifische Bindung an
regulatorische Promotor- und Enhancer-Einheiten der DNA die Transkription von
Genen regulieren kénnen. Es existieren zellspezifische Transkriptionsfaktoren, oder
solche, die nur zu einem bestimmten Zeitpunkt aktiviert sind, sowie ubiquitare
Transkriptionsfaktoren, die durch zahlreiche unterschiedliche Stimuli aktiviert werden
konnen. Unter Letzteren findet sich der nuclear factor-kB (NF-xB). Die Proteine der
NF-kB-Transkriptionsfaktorfamilie  stellen ein spezialisiertes System eines
pluripotenten Aktivierungsfaktors fur eine zellulare Antwort auf Veranderungen in der
UmwelAttaErste beschrieben Sen und Baltimore 1986 NF-xB als Transkriptionsfaktor
am kappa-Leichtketten-Enhancer, einer spezifischen DNA-Region in reifen B-
Lymphozyten der Maus '®*. Des Weiteren wurde NF-kB in vielen Zellpopulationen,

wie z. B. Keratinozyten, Monozyten/Makrophagen, Lymphozyten, Granulozyten, En-
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dothelzellen, Fibroblasten und Neuronen, sowie in Viren entdeckt und mit Immun-
und Entzindungsreaktionen in Verbindung gebracht.

In seiner aktiven Form liegt NF-kB beim Menschen als Homo- oder Heterodi-
mer vor. Am haufigsten findet man NF-kB, das aus den Untereinheiten p50 und p65
besteht, aber auch andere Untereinheiten wie rel, relB, v-rel oder p52 konnen Tell
des aktiven NF-kB-Proteins sein. Die unterschiedlichen NF-kB-Dimere aktivieren da-
bei wahrscheinlich unterschiedliche Zielgene.

Das zytoplasmatisch gebundene und somit inaktivierte NF-xB kann durch ver-
schiedene Signalwege sofort aktiviert werden (z. B. durch elektromagnetische Wel-
len, immunologische Reaktionen oder UV-Licht). Eine Vielzahl von unterschiedlichen
Oberflachenrezeptoren spielen dabei eine Rolle. NF-xB wird auf einen solchen Sti-
mulus hin von seinem spezifischen Inhibitorprotein kB freigesetzt. Es kommt zu ei-
ner Phosphorylierung von lkB-a durch spezifische Kinasen an den Aminosauren Ser
32 und Ser 36 '® ' ynd einer anschlieRenden Ubiquitinilierung an Lysin 21 und

Lysin 22 ¢

, auf die der Abbau durch das 26S-Proteasom folgt. Daraufhin liegt das
NF-kB-Protein ungebunden und somit aktiviert vor.

Freigesetztem NF-xB ist es mdglich, in den Zellkern zu wandern, wo es an
genomischer DNA sequenzspezifische DNA-Erkennungsmotive in der Promotorregi-
on besetzt und so zu einer Initiierung oder Verstarkung der Gentranskription an ver-
schiedenen Zielgenen fiihren kann . Auf diese Weise kénnen Proteine der NF-kxB-
Familie bei vielen inflammatorischen und immunologisch vermittelten Reaktionen
regulierend eingreifen (z. B. auch durch die Regulation der Apoptose).

Die Stimuli, welche NF-kB aktivieren, reichen von physikalischem Stress (ioni-
sierende Strahlung, UV-Licht) Uber infektiose Agenzien (wie Viren, Bakterien, Parasi-
ten und ihre Produkte), bis hin zu biochemischen Reizen und zellularen Botenstoffen
wie Zytokinen, Hormonen oder Wachstumsfaktoren *°.

Der Vielfalt an Stimuli, die NF-xB aktivieren kdnnen, steht eine nicht minder
grole Anzahl an Genen gegenuber, die durch NF-kB reguliert werden. Darunter fin-
den sich z.B. Zytokine, Wachstumsfaktoren, Stress-Proteine, immunmodulierende
Molekiile oder Haupthistokompatibilitatsantigene "*°.

Die Zelle muss auf aul3ere Noxen reagieren, um das Gleichgewicht des Ge-
webeverbandes durch Reparaturvorgange, oder Initiation einer Entzindungsreaktion

und Immunantwort zu erhalten. Der Transkriptionsfaktor NF-kB nimmt durch seine
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schnelle Einflussnahme und sein breites Aktivierungsmuster von proinflammatorisch
und proliferativ wirksamen Genen, sowie durch seine antiapoptotische Wirkung dies-
bezuglich eine Schlusselposition ein. Wird eine Zelle Stimuli ausgesetzt, die NF-«B
aktivieren, so ist IkB schon nach wenigen Minuten nicht mehr nachweisbar und er-
scheint de novo erst wieder nach etwa 30 Minuten '"°. Diese de-novo-Synthese wird
durch NF-«B selbst induziert, da I|kxB-Gene in ihrer Promotorregion eine «B-
Erkennungssequenz besitzen '’ "2, Das Wiedererscheinen des Inhibitorproteins
IxB-a beendet wiederum die NF-kB-Aktivierung, da es an NF-«kB bindet und der
Komplex wieder ins Zytoplasma Ubertritt. Es handelt sich hierbei also um einen auto-
regulatorischen transkriptionellen Riickkopplungsmechanismus ">

Die signalinduzierte Phosphorylierung von IkB wird durch den IkB-Kinase-
Komplex (IKK) vermittelt. Dieser Komplex besteht aus drei Untereinheiten, wobei
zwei davon Kinase-Aktivitat besitzen (IKKa und IKKp). Die dritte Untereinheit, NEMO
(NF-xB essential modulator) ist fur die Phosphorylierung und Aktivierung durch
upstream-Kinasen notwendig '* " 176 Der IKK-Komplex wird durch Signale von
TNF (Tumor Nekrose Faktor), der Toll- / IL-1-Familie, durch CD3 / CD28 Kostimulati-
on von T-Zellen und durch das LMP1-Signal-Protein des Epstein-Barr-Virus aktiviert
"7 und setzt die Aktivierung der NIK-Kinase und anderer MAP3-Kinasen (MEKK1, 2

178, 179, 180, 181, 182

und 3) voraus . NIK ist ein sehr potenter Aktivator des IKK-

Komplexes und bindet bzw. aktiviert sowohl IKKo, als auch IKKp 8% 184. 185,

Rezeptor-Oligomerisation nach Bindung eines Liganden fiuhrt Gber Adaptor-
Proteine der TRAF-Familie zur Aktivierung der NIK-IKK-Kaskade '®. Die TRAFs
konnen dabei direkt an cytoplasmatische Domanen des Rezeptors binden, wie bei
CD40, CD30, CD27, LMP-1 und TNF-Rezeptor 2, oder sie binden Uber Adaptorpro-
teine, die ihrerseits an bestimmte Domanen des Rezeptors binden, wie z.B. an
TRADD oder RIP beim TNF-Rezeptor 1 oder MyD88 und IRAK beim IL-1 Rezeptor.
Fur die TRAFs 2, 5 und 6 konnte eine Aktivierung von NF-kB nachgewiesen werden
187,188,189, 190 ' nd alle drei kdnnen direkt mit NIK interagieren .

TANK (TRAF associated NF-xB activator) ist ein TRAF-bindendes Protein mit
sowoh! aktivierenden als auch inhibierenden Eigenschaften '°" 2. Fiir die aktivie-
rende Eigenschaft ist der N-Terminus und eine zentrale Region, mit der TANK an
TRAF2 binden kann, erforderlich '°'. Da TANK an TRAFs (unter anderem an TRAF2)

binden kann, wurde zunachst angenommen, dass TANK als Konkurrenzmolekul zur
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TRAF-bindenden cytoplasmatischen Rezeptordomanen fungiert. So kénnte TANK in
hohen Konzentrationen die Liganden-abhangige Rekrutierung von TRAFs an den
Rezeptor verhindern, wodurch dann die Aktivierung von NIK und damit von NF-«B
unterbunden wurde. Des Weiteren hat der C-Terminus von TANK inhibitorische Akti-
vitat, was zu der Schlussfolgerung fuhrte, dass auch diese Eigenschaft fur die Inhibi-
tion des TRAF-vermittelten Signalweges eine Rolle spielen kénnte '°" 9% 193 Unklar
war aber, wie TANK ebenso als positiver Kofaktor von TRAFs fungieren konnte,
denn es war bekannt, dass TANK dazu beitrug NF-xB durch TRAF2 zu aktivieren,
wenn wenig TRAF2 vorliegt "°'. Durch die Identifizierung von TBK 1 (TANK binding
kinase 1) schloss man, dass TANK in den TNF, IL-1 und CD40 Signalpfaden aus-
schlie3lich eine inhibitorische Rolle spielt, und dass TBK1 die stimulierende Aktivitat,
die man falschlicherweise TANK zuschrieb, vermittelt '**. Nach Bindung eines Ligan-
den an den Rezeptor wird TBK1 an den schon bestehenden Komplex aus TANK und
TRAF2 rekrutiert und es bildet sich ein aktiver ternarer Komplex, der in der NIK-IKK-
Kaskade miindet (Abb.1.15) . Dass TANK und TRAF2 in unstimulierten Zellen as-
soziiert vorliegen, konnte 1996 durch Rothe und Mitarbeiter gezeigt werden '%2. Es ist
allerdings noch nicht klar, ob TBK1 aus einem bestehenden Depot rekrutiert wird,
oder ob es sich um neu synthetisiertes Protein handelt. Eine weitere Moglichkeit der
NF-xB-Aktivierung im Zusammenhang mit diesem Komplex wurde 2000 von Numura
und Mitarbeitern beschrieben. Sie identifizierten IKK-i (inducible IxB kinase) und zeig-
ten, dass IKK-i in der Lage ist TANK im TANK/TRAF2 zu phosphorylieren, wodurch

TRAF2 freigesetzt wird und so NF-«xB aktivieren kann '9>79
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Abb.1.15: NF-xB Signalwege (Quelle: The San Diego Biotech Journal, 2001)

1.7 Chronisch entzindliche Darmerkrankungen

1.7.1 Aufbau der Darmwand

Die Mukosa des Darms wird von der Epithelzellschicht (Abb.1.16) bedeckt. Die
schleimbedeckten Epithelzellen sind auf einer Basalmembran fixiert und kleiden die
unregelmaliigen Gewebserhebungen, die Zotten, und die zwischen den Zotten lie-
genden Gewebseinsenkungen, die Krypten, aus. Das Gewebe unter der Epithelzell-
schicht, die Lamina propria, wird von Lymphgefalen, BlutgefalRen und Nervenbah-

nen durchzogen. Im Bindegewebe der Lamina propria finden sich hauptsachlich



1. Einleitung 51

Myofibroblasten, Lymphozyten und Makrophagen. Das vorherrschende Gewebspro-
tein im Darm ist Kollagen, das von Myofibroblasten und glatten Muskelzellen produ-
ziert wird.

Die Lamina propria wird durch die Muscularis mucosae von der Submukosa
getrennt. Die Muscularis mucosae ist eine etwa funf Zellen dicke Schicht von glatten
Muskelzellen. Diese spielen eine wichtige Rolle bei der Darmmotilitat.

Die Submukosa ist ein loses Maschenwerk von dunnen Kollagenfibrillen. Die-
se verbinden die Mukosa mit der Muscularis propria. Die Submukosa wird von Blut-
gefallen und Lymphbahnen durchzogen.

Lateral der Submukosa schliel3t sich eine Schicht aus Ringmuskulatur und ei-
ne Schicht aus Langsmuskulatur an. Die Darmwand wird durch die Serosa begrenzt,

die beim DUnndarm durch das Mesenterium an der hinteren Bauchwand befestigt ist.

Epithelzellschicht

Lamina propria

Lymphknoten

Muscularis mucosae

Submukosa
/ / Zirkulire Muskelschicht

Longitudinale Muskelschicht

Serosa

S

pr—— o R o r—. T—i . T . e el —r——r— =

Abb.1.16: Aufbau der Darmwand (nach Boland, 1992, S.16)

1.7.2 Morbus Crohn und Colitis ulcerosa

Der Morbus Crohn und die Colitis ulcerosa sind chronisch entzundliche Erkrankun-
gen des Darmes, deren Atiologie und Pathogenese bislang nicht geklart ist '*’. Epi-

demiologischen Studien zufolge liegt die jahrliche Neuerkrankungsrate des Morbus
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Crohn bei 2 - 4 und der Colitis ulcerosa bei 3 - 9 Personen pro 100.000 Einwohner.
In Deutschland schatzt man die Zahl der Erkrankten auf dber 300.000. Die Erkran-
kungsgipfel beider Krankheiten liegen meist zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr.

Atiopathogenetische Faktoren, die fiir die Entstehung chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen verantwortlich sein konnten, werden zur Zeit neu diskutiert. Es
gilt als sicher, dass ein polygenetischer Hintergrund vorliegt, der zur familiaren Hau-
fung von Morbus Crohn beitragt. Aus familiaren Untersuchungen und Konkordanz-
studien an Zwillingen kann auf eine genetische Pradisposition fur Morbus Crohn ge-
schlossen werden. Monozygote Geschwister haben bei Erkrankung ihrer Geschwis-
ter ein im Vergleich zur Durchschnittsbevélkerung 15 - 35-fach erhdhtes Risiko an
Morbus Crohn zu erkranken '®® '®°. Durch Kopplungsanalysen ist es gelungen Risi-
koregionen auf den Chromosomen 12 und 16, sowie weitere potenzielle Regionen
auf den Chromosomen 3, 7 und 11 zu identifizieren *°. Neueren Untersuchungen
zufolge kdnnten Mutationen im NOD2/CARD15-Gen auf Chromosom 16 eine wichti-
ge atiopathogenetische Rolle bei Morbus Crohn spielen 2°' 22,

Umwelteinflusse wie Ernahrungsgewohnheiten, Infektionen und Rauchen
scheinen ebenfalls an der Entstehung chronisch entzindlicher Darmkrankheiten mit-
zuwirken 9% 293 204 Rauchen ist ein wichtiger Risikofaktor fiir einen aggressiven
Krankheitsverlauf und das postoperative Rezidiv bei Morbus Crohn. Interessanter-
weise hatte dagegen bei der Colitis ulcerosa das Rauchen in mehreren Studien ei-
nen protektiven Effekt auf die Krankheitsmanifestation '°°. Wahrscheinlich missen
genetische Faktoren mit epigenetischen Komponenten (Umwelt) zusammentreffen,
damit sich chronisch entzundliche Darmerkrankungen manifestieren.

Klinisch zeigen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa viele Gemeinsamkeiten.
Beide kdnnen abdominelle Schmerzen und Diarrhden, mit bis zu funfzehn Stuhlgan-
gen am Tag, verursachen. Zudem kdnnen beide Erkrankungen haufig zu Gewichts-
abnahme und Mangelernahrung fuhren. Verlauf, Ausdehnung und Schweregrad der
Erkrankung sind sehr variabel und nicht vorhersehbar. In der Mehrzahl der Falle
werden mehr oder minder lange Remissionsphasen von akuten Schuben unterbro-
chen. Bei etwa 20 - 30% der Patienten lasst sich ein chronisch aktiver Verlauf fest-
stellen.

Der Morbus Crohn ist eine entzundliche Erkrankung aller Schichten der
Darmwand. Er ist charakterisiert durch einen diskontinuierlichen Befall der Schleim-
haut (Abb.1.17). Samtliche Abschnitte des Magen-Darm-Trakts vom Mund bis zum
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Enddarm koénnen betroffen sein. Beim Morbus Crohn handelt es sich insgesamt um
ein komplexes Krankheitsbild, das durch verschiedene intestinale (Fisteln, Abszesse,
Stenosen des Darmlumens mit Gefahr der lleusentwicklung) und extraintestinale
Manifestationen (Arthralgien, Arthritiden, Erythema nodosum, Iridozyklitis) gekenn-
zeichnet ist. Eine medikamentdse und chirurgische Heilung der Erkrankung gelingt
bisher nicht. Die Therapie zielt vielmehr unspezifisch auf eine Reduktion des Entzin-

dungsgeschehens ab.

Morbus Crohn - Befallsmuster

Speiserohre,
Magen,
Zwolffingerdarm
3-5%

Diinndarm ..
und nur Diinndarm
Dickdarm 25-30%
45%
nur Dickdarm
30%
r
(O
Anorektale Erkrankungen
Beteiligung (Analfisteln, Analfissuren,
des Rektums Abszesse)
11-20% 30-40%

Abb1.17.: Morbus Crohn - Befallsmuster (Quelle: www.hdm-stuttgart.de)

Die Colitis ulcerosa ist eine Erkrankung der Kolonmukosa. Sie beginnt im Rek-
tum, breitet sich kontinuierlich nach proximal aus und befallt in etwa 18% der Falle
das gesamte Kolon (Abb.1.18). Gefurchtete Komplikationen der Colitis Ulcerosa sind
das toxische Megakolon und die Entwicklung eines Kolonkarzinoms. Die Erkrankung
ist nur durch eine totale Kolektomie, d.h. durch operative Entfernung des Dickdarms

heilbar.
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Colitis ulcerosa - Befallsmuster
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Abb.1.18: Colitis ulcerosa — Befallsmuster (Quelle: www.hdm-stuttgart.de)

Eine spezifische medikamentdse Therapie mit dem Ziel der Heilung ist fur bei-
de Erkrankungen nicht bekannt. Nach wie vor sind Aminosalicylate, Glukokortikoide,
sowie die klassischen Immunsuppressiva Azathioprin und Ciclosporin, die wichtigs-
ten Arzneimittel zur symptomatischen Behandlung eines akuten Schubes und der

Remissionserhaltung bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen 2°°.

1.7.3 Storung des Gleichgewichts des intestinalen Immunsystems bei chro-

nisch entziindlichen Darmerkrankungen

Das intestinale Immunsystem hat fir den Korper eine zentrale Bedeutung. An der
Stelle der hochsten Antigen- und Pathogendichte, namlich dem Darmlumen, muss es
den Korper vor der Invasion von Pathogenen durch eine kontrollierte Immunantwort
bewahren. Gleichzeitig muss aber eine Uberschiellende Immunantwort, die zu einer
permanenten Entziindungsreaktion fihren wirde, verhindert werden. Nahrungsbe-
standteile durfen nicht als fremd erkannt werden, andererseits muss fruhzeitig auf
potenzielle Noxen reagiert werden.

Zu den wichtigen zellularen Komponenten des intestinalen Immunsystems ge-
horen intestinale Makrophagen, sowie die intraepithelialen (IEL) oder die in der La-
mina propria gelegenen (LPL) Lymphozyten. Daruber hinaus spielen aber auch in-

testinale Epithelzellen (IEZ), intestinale Myofibroblasten und glatte Muskelzellen, in-
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testinale Mastzellen und Endothelzellen eine Rolle. Die zellularen Komponenten des
intestinalen Immunsystems bilden eine komplizierte Netzwerkstruktur. Sie sind auf
Zell-Zell-Interaktion und -Kommunikation zur Funktionserhaltung des intestinalen
Immunsystems angewiesen. Fir diese notwendige Kommunikation produzieren sie
eine Reihe von Interleukinen und Zytokinen.

Bei der Steuerung des intestinalen Immunsystems in der normalen Mukosa
existiert ein Gleichgewicht von pro-entziindlichen (z.B. IL-1, IL-6, TNF) ?°® und anti-
entziindlichen (z.B. IL-10, IL-4) ?*” Faktoren. Bei chronisch entziindlichen Darmer-
krankungen ist dieses Gleichgewicht zwischen pro-entzindlichen und anti-
entziindlichen Zytokinen gestort, ein Uberwiegen der entziindungsférdernden Me-
chanismen wurde beschrieben 208209 210,

IL-4 und IL-13 sind Makrophgen-inhibierende T2-Zytokine 2" 212 19 |m Zu-
sammenhang mit chronischen Darmentziindungen gelten sie als antiinflammatorisch.
Vor allem IL-4 spielt im Immunsystems des Darmes eine entscheidende Rolle 2'%. Bei
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen sind reduzierte |L-4-Level auf Protein-
und mRNA-Ebene gefunden worden. Das bestatigt die Annahme, dass immun-
supressive und antiinflammatorische Mechanismen bei diesen Erkrankungen gestort
sind 2",

IL-6 ist ein proinflammatorisches Ty1-Zytokin, das von mononukledaren Phago-
zyten, vaskularen Endothelzellen, Fibroblasten und anderen Zellen als Antwort auf
mikrobielle Antigene produziert wird. Bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
des Menschen werden erhdhte IL-6-Konzentrationen sowohl in mukosalen Biopsien
als auch im Serum gefunden 2% 216.:217. 218

IL-10 gilt als antiinflammatorisches Zytokin und unterdrickt die Zytokinfreiset-
zung von Ty1-Zellen und Makrophagen, bei letzteren besonders die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, TNF und IL-12 2'% 1% |L-10 scheint gerade
im Darm eine wichtige Rolle zu spielen, da IL-10 defiziente Mause eine Entzindung
des Darmes erleiden, die durch Gabe von IL-10 verhindert werden kann *2.

TNF ist ein wichtiger Mediator der Immunantwort gegentber Gram-negativen
Bakterien. Es wird hauptsachlich von mononuklearen Phagozyten wie Makrophagen
produziert. Bei IBD werden erhdhte TNF-Level gemessen 2% %" 222 |m Kolitis-Modell
mit IL-10 defizienten Mausen wurde ebenfalls eine erhdhte TNF-Expression in Kultu-

ren aus Darmzellen festgestellt ?%.
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IFN-y wird u.a. von Ty1-Zellen exprimiert. Es aktiviert Makrophagen, indem es

ihre Fahigkeit zur Zerstérung intrazellularer Erreger erhoht. Des Weiteren triggert
IFN-y die Entwicklung von CD4"-T-Zellen zu Ty1-Zellen und es unterdrickt die Diffe-
renzierung von Ty2-Zellen. Erstaunlicherweise wird auch immer wieder beschrieben,
dass IFN-y von verschiedenen Populationen regulatorischer T-Zellen gebildet wird
224,225,226, 221, 228 Baj MC ist IFN-y in der intestinalen Mukosa vermehrt vorhanden 2
230.231 "\wobei keine Erhéhung im Serum festgestellt werden kann %2,
Das Monozyten/Makrophagen-System tragt wesentlich zur Synthese von Pro-
teasen, Sauerstoffradikalen und Stickoxiden in der intestinalen Mukosa bei. Die Frei-
setzung von Sauerstoffradikalen ist im akuten Schub der Entziindung vermehrt. Die-
se, sowie andere Mediatoren kdnnen zu einer lokalen Gewebsschadigung flhren.

Die Rolle der intestinalen Myofibroblasten und glatten Muskelzellen ist bisher
wenig untersucht. Ihre mogliche Bedeutung fur das intestinale Immunsystem wird
durch die Fahigkeit, Akutphase-Zytokine wie IL-6 oder Chemokine wie IL-8 und
MCP-1 in grol3en Mengen zu sezernieren, unterstrichen.

Alle Konzepte zur Pathogenese chronisch entzindlicher Darmerkrankungen
gehen zwar von einer unterschiedlichen Initiierung der Entzindung aus, sie stimmen
jedoch schlieBlich darin Uberein, dass alle auslésenden Faktoren schlie3lich in die

genannte Uberaktivierung des intestinalen Immunsystems miinden.

1.7.4 Intestinale Makrophagen bei chronisch entziindlichen Darmerkrankun-

gen

In der Mukosa von Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (CED)
gibt es eine vom gesunden Darm abweichende Makrophagenpopulation. Doe und
Mitarbeiter konnten eine Population von Makrophagen aus der Mukosa von Patien-
ten mit CED mit deutlich hdherer LPS-Rezeptor Expression nachweisen . In der
Entziindung sind etwa 30-40% der Mukosa-Makrophagen CD14 positiv 2**. Mahida
und Mitarbeiter konnten die Prasenz des Fcy |ll-Rezeptors bei CED mit Hilfe immun-
histochemischer Methoden und an isolierten Zellen nachweisen '°. Die entziindungs-

assoziierte Makrophagenpopulation exprimiert auch die T-Zell-kostimulatorischen
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Molekule B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86), die auf intestinalen Makrophagen aus nor-
maler Mukosa ebenfalls nicht nachweisbar sind 2%

Neben der Veranderung im Antigenmuster entzindungsassoziierter
Makrophagen ist auch eine Anderung des Aktivierungszustandes der Zellen nach-
gewiesen worden. Wahrend der intestinalen Entzindung zeigt sich eine Aktivierung
von NF-kB 2%, Des Weiteren wird in intestinalen Makrophagen wéhrend der Entziin-
dung vermehrt Cathepsin D exprimiert und es ist eine erhohte NADPH-Oxidase-
Aktivitat nachzuweisen ' .

Somit existieren in der Mukosa von Patienten mit chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen mindestens zwei verschiedene Populationen von Makrophagen,

von denen eine einen erhéhten Aktivierungszustand aufweist.
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1.8 Arbeitsziele

Die spezifische Differenzierung der Makrophagen im Intestinum bringt einen beson-
deren Phanotyp hervor, der in dieser Form noch in keinem anderen Organ des Men-
schen beschrieben wurde (1.2.2). Intestinale Makrophagen aus normaler Mukosa
sind negativ fur die mit der Zellaktivierung assoziierten Oberflachenantigene CD14,
CD16 und CD11b, aber auch fur TLR2 und 4, sowie fur die kostimulatorischen
Molekile CD80 und CD86. Ihnen fehlt zudem die NADPH-Oxidase und sie
exprimieren kein Cathepsin D.

In Vorarbeiten wurden durch subtraktive Hybridisierung zwei Gene identifiziert,
die in intestianlen Makrophagen, im Vergleich zu in vitro differenzierten Makropha-
gen, exprimiert werden: Gp96 und TANK. Bisher wurden in der Literatur nur Gene
beschrieben, die in intestinalen Makophagen herunterreguliert sind. Die einzige Aus-
nahme bildet das Chemokin Mip-3a, welches ebenfalls in intestinalen Makrophagen
heraufreguliert ist, und vermutlich eine Rolle bei der Rekrutierung von CD45RO"
memory-T-Zellen in die Lamina propria spielt. Die Rolle von Gp96 und TANK in in-
testinalen Makrophagen sollte durch die Beantwortung verschiedener Fragen geklart

werden.

1. Wird die Gp96-mRNA in intestinalen Makrophagen exprimiert? Daflr
war es zunachst nétig mRNA aus intestinalen Makrophagen verschie-
dener Patienten mit und ohne intestinale Entziindung (MC und CU) zu
isolieren, um damit RT-PCR und quantitative real-time-PCR-Versuche

(TagMan®) durchfithren zu kénnen.

2. Wird das Gp96-Protein in intestinalen Makrophagen exprimiert? Gibt es
dabei Unterschiede zwischen nicht entzindeter Mukosa und der Muko-
sa mit unterschiedlichen entztndlichen Veranderungen (MC, CU, Diver-
tikulitis)? Dies kann auf Gewebeschnitten des humanen Darmes mittels
immunhistochemischer Doppelfarbungen untersucht werden. Dabei soll
auf einem Schnitt sowohl Gp96 als auch CD68, ein spezifischer
Makrophagen-Marker, markiert und durch eine Farbreaktion nachge-

wiesen werden.
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Ist die Expression von Gp96 differenzierungsspezifisch fir intestinale
Makrophagen? Im Spharoid-Modell wandern frisch elutrierte Blutmono-
zyten in Spharoide aus HT-29-Zellen ein und differenzieren dabei zu
Makrophagen, die in der Expression verschiedener Gene intestinalen
Makrophagen entsprechen. Durch Immunhistochemie kann Gp96 in
den eingewanderten Monozyten / Makrophagen nachgewiesen werden.
Weiterhin sollte die Gp96-mRNA-Expression von Monozyten und in
vitro differenzierten Makrophagen mittels quantitativer PCR (TagMan®)

untersucht werden.

Wird Gp96-Protein in intestinalen Makrophagen der Maus exprimiert?
Gibt es dabei Unterschiede, wenn eine durch T-Zell-Transfer ausgelos-
te Kolitis besteht? An Gewebeschnitten des Darmes von Mausen mit
und ohne intestinale Entziindung galt es immunhistochemische Unter-
suchungen durchzufihren. So wird festgestellt, ob das Gp96-Protein

bei Mensch und Maus in gleicher Weise exprimiert ist.

Untersuchungen zur Funktion von Gp96 im Zusammenhang mit intesti-
nalen Entziindungen sollten im Transfer-Kolitis-Maus-Modell durch Be-
handlung von Scid-Tieren mit Gp96 nach T-Zell-Transfer und durch

Vorbehandlung der Spendertiere mit Gp96 durchgefuhrt werden.

Eine konditionelle Gp96-knock-out-Maus wird hergestellt. Daflir werden
die bendtigten Gp96-Genfragmente mittels PCR aus genomischer DNA
der Maus amplifiziert und zusammen mit einer Neomycin-Resitenz, lox
p-Elementen (fur die cre-Rekombinase) und frt-Stellen (fur die Flippase)
in den pSL301-Targeting-Vektor kloniert. Die Gesamtgrofe der Vektors

wird in etwa 13 kb betragen.

Welche weiteren Gene werden in intestinalen Makrophagen im Ver-
gleich zu in vitro differenzierten Makrophagen exprimiert? Daflr wird
das Expressionsprofil intestinaler Makrophagen und in vitro differenzier-
ter Makrophagen durch Affymetrix GeneChip® Analysen ermittelt, und

miteinander verglichen.
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In intestinalen Makrophagen liegt der Transkriptionsfaktor NF-xB in gebundener und
somit inaktiver Form im Zytoplasma vor. Es kommt nicht zur Aktivierung NF-«xB-
abhangiger Gene. Diese Inaktivitdt kann durch das Fehlen von Rezeptoren, wie
TLR2 und 4, deren Bindung an Lipopolysaccharid und Peptidoglykan in der Aktivie-
rung von NF-«B munden, erklart werden. Die Hybridisierungsversuche deuten aber
auf einen weiteren intrazellularen Mechnismus hin: TANK ist in intestinalen
Makrophagen im Vergleich zu in vitro differenzierten Makrophagen exprimiert. Dies
lasst vermuten, dass ein weiterer zellinterner Mechanismus die Aktivierung von NF-
kB zusatzlich unterbindet. Ein solcher Mechanismus kann durch die Interaktion von
TANK mit TRAF2, bei gleichzeitigem Fehlen von TBK1, gegeben sein. Dies ist ein

Hinweis, dass dieser Mechanismus in intestinalen Makrophagen genutzt wird.

1. Durch quantitative PCR (TagMan®) mit cDNA intestinaler Makropha-
gen, Monozyten und in vitro differenzierter Makrophagen sollte die In-
duktion von TANK in intestinalen Makrophagen bestatigt und die von
TBK1, als Gegenspieler von TANK, ermittelt werden. Das Expressi-
onsprofil von intestinalen Makrophagen wurde durch Affymetrix Ge-
neChip® Analysen ermittelt. Es gilt die Induktion von TANK zu bestati-
gen. Gleichzeitig sollte durch die Affymetrix GeneChip® Analysen die

Expression von TBK1 in intestinalen Makrophagen untersucht werden.

2. Die Expression von TANK- und TBK1-Protein kann in Makrophagen
der intestinalen Mukosa durch immunhistochemische Farbungen, wie

auch schon bei Gp96, und durch Western Blot bestatigt werden.
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21 Herkunft von Chemikalien und Enzymen

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Enzyme sind mit deren

Bezugsquellen in folgender Tabelle zusammengefasst, wenn nicht anders vermerkt

stammten sie von der Firma Merck (Darmstadt):

Material fir die Zellkultur:

Agar Difco, Detroit, USA
Ampicillin Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Bacto Trypton Difco, Detroit, USA

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

DMEM Kulturmedium

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Fotales Kalberserum

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Gewebe-Kulturflasche

Greiner, Solingen

Hank'’s buffered salt solution (HBSS)

Biochrom, Berlin

IL-2, rekombinant

Chiron, Miinchen

Multiwell-Kulturplatten 96-, 6-well

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg

Nicht essenzielle Aminosauren

Biochrom, Berlin

PBS

Biochrom, Berlin

Penicillin/Streptomycin (P/S)

Gibco BRL Life Technologies, Eggen-

stein

Polystyrenréhrchen 15, 50ml

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg

RPMI-1640 Kulturmedium

Biochrom, Berlin

Trypsin mit EDTA

Gibco BRL Life Technologies, Eggen-

stein

Vitamine (MEM—Vitamine)

Biochrom, Berlin

Yeast Extract

Difco, Detroit, USA
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Gerate fiir die Zellkultur:

Brutschrank Heraeus 6000

Sepatech, Osterode

Durchlichtmikroskop

E. Leitz, Wetzlar

Neubauer-Zahlkammer

Brand, Wertheim

Sterilbank LaminAir HSB 2472 S

Sepatech , Osterode

Materialien und Gerite fiir die Durchflusszytometrie:

Durchflusszytometer Coulter® EPICS® XL - MCL"

Coulter, Immunotech, Krefeld

Megafuge 1.0 R

Heraeus Sepatech, Osterode

Polystyren Réhrchen

Falcon, Becton Dickinson, Heidel-

berg

Tragerflissigkeit Isoton®ll

Coulter, Immunotech, Krefeld

Sonstige Materialien:

0,5 ml PCR Tubes

Biozym, hess. Oldendorf

1,5 ml Schraubdeckelgefalle

Eppendorf, Hamburg

LS Separationssaule

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

bicinchonic acid solution

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

BioMax™ ML Réntgenfilm

Kodak, Rochester, USA

Cu?* (copper (ll) sulfat pentahydrate solution)

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

dNTP Mix

PeglLab, Erlangen

EDTA

Roth, Karlsruhe

Ficoll-Paque®

Pharmacia, Freiburg

Filterpapier

Whatman, Biometra, Gottingen

Gp96, rekombinant, endotoxinfrei

Immatics Biotechnologies, Tubingen

Gp96 peptidbeladen

Immatics Biotechnologies, Tubingen

Hyaluronidase

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Kollagenase Typ |

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
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Peptide (E.coli putative outer membrane lipopro-
tein Wza, Acc. Nr. Q9X4B7, AAD21562) :
VYVTTAPLV und GFLSGCTII

Immatics Biotechnologies, Tubingen

Petrischalen

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg

Sonstige Gerite:

Analysenwaage, sartorius analytic A120 S

Sartorius, Goéttingen

Biofuge15 Zentrifuge

Heraeus Sepatech, Hanau

Elektrophoreseapparatur

Gibco BRL Life Technologies, Eggen-

stein

Megafuge Zentrifuge

Heraeus Sepatech, Hanau

Millipore Wasser-Filtrationsanlage

Millipore, Eschhorn

pH-Meter wiss. Tech. Werkst., Weilheim
Pipetten Eppendorf, Hamburg

Skalpell pmf, KéIn

SuperMACS Magneten Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Thermocycler TRISTAR Biometra, Géttingen

Waage Sartorius excellence E1200 S

Sartorius, Goéttingen

2.2 Fertigkombinationen von Biochemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Fertigkombinationen von Biochemikalien (,Kits®)

sind mit deren Bezugsquellen in folgender Tabelle zusammengefasst. Kits, die Oli-

gonukleotide enthalten, sind mit einem Buchstaben gekennzeichnet. Die jeweiligen

Oligonikleotide sind unter 2.3 zusammengefasst:

Dynabeads® mRNA DIRECT Kit

Dynal®, Hamburg

Gene Checker™ Kit (A)

Invitrogen BV, Groningen, Niederlande

Micro Beads (MACS Beads)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

TOPO™ TA Cloning® Kit (B)

Invitrogen BV, Groningen, Niederlande

Reverse Transkription System

Promega, Mannheim
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HotStartTaq® Master Mix Kit

Qiagen, Hilden

Tagman® Universal Master Mix

PE Applied Biosystems, Forster City,

CA, USA
Beadlyte® Mouse Multi-Cytokine Flex Kit (Lu- Upstate (Vertrieb tiber Biomol, Ham-
minex®) burg)

2.3 Oligonukleotide

2.3.1 Oligonukleotide fur qualitative PCR

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide aus Fertigkombinationen (2.2) von

Biochemikalien sind in folgender Tabelle zusammengefasst und mit einem Buchsta-

ben gekennzeichnet. Die jeweiligen Kits sind unter 2.2 zusammengefasst:

(A) GAPDH (1)

5 TTAGCACCCCTGGCCAAGGYZ

(A) GAPDH (2)

5 CTT ACT CCT TGG AGG CCATG &

(A) 5"Actin (1)

5 GCT CAC CAT GGATGA TGA TAT CGC 3

(A) 5°Actin (2)

5 GGA GGA GCAATGATCTTGATCTTC &

(A) 3’Actin (1)

5 GAA GAT CAA GAT CAT TGC TCC TCC 3

(A) 3°Actin (2)

5 CTG GTC TCAAGT CAG TGT ACAGG 3

(A) 6K Clathrin (1)

5 GAC AGT GCC ATC ATGAATCC 3

(A) 6K Clathrin (2)

S TTT GTG CTT CTG GAG GAAAGAATZ

(A) 2K Clathrin (1)

5 GCT CAC ATG GGAATGTTCAC 3

(A) 2K Clathrin (2)

S ATGTTGTCAAAGTTGTCATAAGZ

(B) M13 forward Primer

5 GTTTTC CCAGTC ACGAC 3

(B) M13 reverse Primer

5 CAG GAAACAGCTATGAC
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Selbst konstruierte Primer sind in folgender Tabelle zusammengefasst. Alle Oligo-

nukleotide wurden von der Firma TIB MOLBIOL (Berlin) bezogen.

gp96 for 5 GGG TGT GGT GGACTCAGATG 3
gp96 rev 5 GTT GCC AGACCATCCGTACT &
TBK1 for 5 CCG GGA ACC TCT GAATAC CATAG &
TBK1 rev 5CCATGC GTC TGC CAGTGATC 3’
TANK V1 for 5 TGGCTGTGT TCC TCT GCT TGA 3
TANK V1 rev 5 AACCTCAGCCTTTATTTITACT TG &
TANK V2 for 5 ATGGCTGTGTTCCTCTGCTTG &
TANK V2 rev 5 CCA GCA GAT CAC TTC AGA AAAAT 3

2.3.2 Oligonukleotide fiir Real-time-PCR

Gp96 for 5 CCC GAATTT GAT GGG AAGAG 3

Gp96 rev S TCCTTAGTTTTCTCACTT TCATCG AA 3

Gp96 Probe 5-FAM-TTC CAG AAT GTT GCC AAG GAA GGA GTG A-
TAMRA-3'

TANK V1 for 5 GGACCCATCTGATGCACCTT &

TANK V1 rev 5 TGT GGT CCT CGGATTGCT TT 3

TANK V1 Probe |5-FAM-TCC CTC ACT CGA TTC CCC GGG-TAMRA-3'

TANK V2 for 5 TCT GCA GAAAGC AGCATTTAA 3

TANK V2 rev 5 CAG CAG ATC ACT TCA GAAAAATAAAAZ

TANK V2 Probe

5-FAM-TGCTGATGCGTGACATAGCTTCCTC-TAMRA-3’
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2.3.3 Oligonukleotide fiir den k.o.-Maus-Vektor

Bei den unterstrichenen Sequenzabschnitten handelt es sich um die zur Klonierung

bendtigten und an die Primer angehangten Restriktionsschnittstellen.

Martin do 5 GCA GAACTT GAAAACACATAC 3

Martin up 5 AATTCCCAGTTTGTGTTATG 3’

k.o. Xba fl 5 TCT AGAAGC ACT GAGTATTTG GGATC 3

k.o. Kpn rl 5 GGT ACC TCG GGT GTAACA GCAGGGAC 3

k.o. Kpn fl 5 GGT ACC CGA GGT TAC AGG TGA GGC A 3’

k.o. Nrurll 5 TCG CGATCG CTG CAA AGA GAG GCC CAT &

k.o. Xho f I 5 CTC GAG CAG CTAAAGACAAGAGTTCCY

k.o. Sfirlll 5 GGC CCACGT GGC CTTTTC CTG CCC TATGTG &
lox p for (Sal I) 5 GTC AGT CGA CGAAAAGCGCCTCCCCTACYZ
lox p rev (Sal I) 5 CTAGGT CGACCGCTGCCTCTGCTTGCT G 3’
lox frt neo frt f (XhoI) |5 CAG TCT CGA GCT AGA TAT CGA TGG CCATAG 3’
lox frt neo frtr (Sall) |5 TTATGT CGACTC TAGGGCC 3’

2.4 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten kommerziell erhaltlichen Antikorper und Seren sind
in folgender Tabelle unter Angabe des Konjugates, des Spenderorganismus, des

Klons und des Herstellers zusammengefasst:

Antikorper Konjugat Spender |Klon Hersteller
anti-CD33 MicroBeads Maus IgG, |P67.6 Miltenyi, Bergisch Glad-
monoklonal bach
anti-Maus IgG; PE Ziege keine Caltag, Hamburg
Angabe
Goat IgG PE Ziege keine An- | Caltag, Hamburg
gabe
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anti-rabbit FITC Schwein keine An- | Dako, Hamburg
gabe
anti-CD68 ohne Maus IgG | KP-1 Dako, Hamburg
anti-Grp94 (monok- | ohne Ratte 9G10 Stressgen Biotechnol-
lonal) IgG2a ogies, Victoria, Kanada
anti-Grp94  (polyk- | ohne Kaninchen |keine An- | Stressgen Biotechnolo-
lonal) gabe gies, Victoria, Kanada
anti-TANK/I-TRAF ohne Kaninchen |Keine An- |Biozol, Eching bei Min-
IgG gabe chen
anti-TBK1 ohne Maus 108A429 BD Pharmingen, Hei-
delberg
Rat IgG 2a ohne Ratte keine An- | Cymbus Biotechnology
IgG2a gabe LTD, Hampshire, UK
Rabbit anti-rat Biotin Kaninchen |keine An- | Dako, Hamburg
gabe
anti-Maus IgG Biotin Ziege keine Jackson, Dianova,
Angabe Hamburg
Maus I1gG1 « ohne Maus keine Sigma-Aldrich Chemie,
Angabe Steinheim
Rabbit anti-goat Biotin Kaninchen |keine An- | Dako, Hamburg
gabe
Goat anti-rabbit Biotin Ziege keine An- | Dako, Hamburg
gabe
Amdex Goat anti- HRP Ziege keine An- | Amersham, Freiburg
rabbit gabe
Alexa Fluor® 488 Alexa-Fluor® |Huhn keine An- | Molecular Probes
chicken anti-mouse |488 gabe Europe BV, The Nether-
IgG (H+L) lands
Alexa Fluor® 594 Alexa Fluor® | Ziege keine An- | Molecular Probes Euro-
goat anti-rat IgG 594 gabe pe BV, The Netherlands
Rabbit Immunglobu- | ohne Kaninchen |keine An- | Dako, Hamburg
lin Fraction gabe
Goat Serum ohne Ziege keine An- | Dako, Hamburg

gabe
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Kaninchen Serum ohne Kaninchen |keine An- | Dako, Hamburg
gabe
Anti-Rabbit HRP Zlege keine An- | Amersham Life Science,
gabe Buckinhamshire, UK

Anti-Maus-CD45R ohne Ratte B220 BD Pharmingen, Hei-
delberg

Anti-Maus-CD11b ohne Ratte M1/70 BD Pharmingen, Hei-
delberg

Anti-Maus-CD8 ohne Ratte 2C11 BD Pharmingen, Hei-
delberg

Anti-Maus MHC |1 ohne Ratte 2G9 BD Pharmingen, Hei-
delberg

Goat anti-rat Magnetische |Ziege keine An- | Miltenyi, Bergisch Glad-

Beads gabe bach
anti-Maus-CD62L Magnetische keine An- | Miltenyi, Bergisch Glad-
Beads gabe bach

CD4 FITC Ratte RM4-5 BD Pharmingen, Hei-
delberg

CD8 FITC Ratte 53-6.1 BD Pharmingen, Hei-
delberg

MHC Klasse Il FITC Ratte 2G9 BD Pharmingen, Hei-
delberg

CD45R FITC Ratte RA3-6B2 |BD Pharmingen, Hei-
delberg

CD45RB PE Ratte C363.16A |BD Pharmingen, Hei-
delberg

CD62L PE Ratte MEL-14 BD Pharmingen, Hei-
delberg

CD25 PE Ratte PC61 BD Pharmingen, Hei-
delberg

CD103 PE Ratte M290 BD Pharmingen, Hei-

delberg
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2.5 Nahrmedien und Antibiotika

Die in dieser Arbeit verwendeten Medien fur die Bakterienkultur sind in folgender Ta-

belle aufgeflhrt:

LBo (Luria broth) Bacto Trypton (Difco, Detroit, USA)
Yeast Extract (Difco, Detroit, USA)

NaCl
H.0
Mit 1 N NaOH pH 7,2 einstellen

109
59
59

ad 11

Fur LBo-Platten: Agar (Difco, Detroit, 12 g

USA) zugeben, autoklavieren

Ampicillin 100 pg/ml
Kanamycin 50 pg/mi
2.6 Puffer

Losungen fur die Makrophagenisolation:

PBS (10 x) NaCl
KCI
NayHPO4 x 7 H,O
KH2PO4
H,0, pH 7,2 einstellen

MACS Puffer EDTA 0,5 M, pH 8,0
BSA Stufe IV oderV
PBS

Sterilfiltrieren und entgasen.

80 g
29
2169
29
ad 11

0,5 ml
0,25¢
ad 50 ml
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Losungen und Zubehor fur die Agarose-Gelelektrophorese (DNA—Auftrennungq):

TAE (50 x) Tris/Acetat pH 8,0 2M
EDTA pH 8,0 50 mM

Ladepuffer Glycerin 5,47 ml
Bromphenolblau 25 mg
Xylencyanol 25 mg
EDTA (0,5 M) 2ml
H.O ad 10 mi

DNA-Agarosegel Agarose 1-2 % (w/v)
geldst in TAE (1 x)

Ethidiumbromidlésung Ethidiumbromid in H,O 0,04 %

E-Gel® 0,8% oder 1,2% Invitrogen, Karlsruhe
Agarose (GP)

Losungen und Zubehor fiir Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE):

NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer (20x) Invitrogen, Karlsruhe
NuPAGE™ 12% Bis-Tris Gel 1mm x 10 well Invitrogen, Karlsruhe

Sonstige Puffer:

Waschpuffer fiir Western Blot 500 ml PBS
1 ml TWEEN 100

Blockierlosung fur Western Blot 50 ml PBS
2,5 g Magermilchpulver
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2.7 Organismus und Vektor

Der in dieser Arbeit verwendete Organismus und der Vektor stammt aus dem TO-
PO™ TA Cloning®-Kit (Invitrogen BV, Groningen, Niederlande, 2.2).

Organismus : E. coli TOP10 F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15
AlacX74 recA1 deoR araD139 A(ara-leu)7696 galU galK rpsL
(Str) endA1 nupG

Vektor : pCR® II=TOPO (3,9 kb)

Vektor fur Gp96-knock-out-Maus: pSL301 (3,2 kb) (Invitrogen, Karlsruhe)

2.8 DNA-GroRenstandard

Die GroRen der Nukleinsaurebruchstiicke der in dieser Arbeit verwendeten GrofRen-
standards GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus und GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

(MBI Fermentas, St. Leon-Rot) sind im Folgenden aufgelistet:

100 bp DNA Ladder Plus 1kb DNA Ladder:

1.7% agarose
1.0% agarose
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3 Methoden

3.1 Gewinnung und Kultivierung primarer humaner Zellen

In dieser Arbeit wurden differenzierungsspezifische und entziindungsinduzierte Pro-
teine intestinaler Makrophagen identifiziert und funktionell charakterisiert. Vorausset-
zung fur die Durchfihrung der phanotypischen und funktionellen Untersuchungen
war die Isolation der dazu erforderlichen reinen Zellpopulationen von primaren hu-
manen Makrophagen der Lamina propria aus Darmresektaten (3.1.1) und aus Darm-
biopsaten (3.1.2). In vitro differenzierte Makrophagen (3.1.5) wurden aus leukaphere-

tisch gewonnenen Monozyten (3.1.4) generiert.

3.1.1 Isolation humaner Lamina propria mononuklearer Zellen aus Resektaten

Humane Lamina propria mononukleare Zellen (LPMNZ) wurden aus chirurgischen

Darmresektaten nach einem modifizierten Protokoll von Bull 2°

gewonnen. Anschlie-
Rend wurden aus den LPMNZ mittels magnetischer Zellsortierung (3.1.3) Makropha-
gen isoliert. Die Isolation der LPMNZ beinhaltet das biochemische Ablésen der Epi-
thelzellen vom Resektat, den enzymatischen Aufschluss der Lamina propria und das
physikalische Abtrennen der nicht mononuklearen Zellen.

Die 4 - 16 cm? groRen Darmresektate wurden in 10 ml PBS von Stuhlresten
gereinigt. Zur Abtrennung von Schleim und Muzinen wurde die Lamina propria in
1mM Dithiothreitiol (DTT, Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen) in 10 ml PBS fur 15
min bei 37 °C geschuttelt (Abb.3.1). Die Ruckstande wurden mechanisch entfernt
und die Inkubation wiederholt. Zur Abtrennung von Epithelzellen und Krypten wurde
die Lamina propria in 2mM EDTA in 10 ml Hank's buffered salt solution (HBSS, Bio-
chrom, Berlin) heftig geschuttelt und gevortext. Dieser Schritt wurde mehrmals wie-

derholt und der Erfolg mikroskopisch kontrolliert.
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Resektat
—
Abtrennung von Abtrennung der mechanische
Schleim und Muzinen Epithelzellen und Krypten Zerkleinerung der
mit DTT in PBS in 2mM EDTA in HBSS Lamina propria
Interphase mit
mononukleédren
vortexen Zellen
n|cht mononukleére
mononukleére Zellen
Verdau mit Kollagena- Zellen waschen mit PBS

Ficoll-Paque®

se,

Zentrifugation
DNase | und Hyalu-

Abb.3.1: Darstellung der Isolation humaner Lamina propria mononukleérer Zellen aus Darm-
resektaten. Nach der Abtrennung von Schleim, Epithelzellen und Krypten wurde die Lamina
propria mechanisch zerkleinert und verdaut. Mononukleédre Zellen wurden (iber Ficoll-

Paque® abgetrennt und mit PBS gewaschen.

Zum enzymatischen Aufschluss wurde die verbleibende de-epithelialisierte
Lamina propria mechanisch zerkleinert und mit 1 mg/ml Kollagenase Typ | (=336
U/ml, Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen), 0.3 mg/ml Desoxyribonuklease (DNase |,
Boehringer, Mannheim) und 0.2 mg/ml Hyaluronidase (Sigma-Aldrich Chemie, Dei-
senhofen) in geeigneter Menge PBS fir 1 h bei 37 °C heftig geschuttelt. Nach aus-
giebigem Vortexen wurden herausgeloste Zellen (durch ein Sieb) abgetrennt und in
PBS gewaschen.

Mononukleare Zellen (Makrophagen, Lymphozyten) wurden Uber Ficoll-
Paque® (Pharmacia, Freiburg) Zentrifugation von nicht mononukledren Zellen (Gra-

nulozyten, Erythrozyten, Thrombozyten) abgetrennt. Die Zellen wurden in 15 ml
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Makrophagenmedium (2.5) aufgenommen, Uber 15 ml Ficoll geschichtet und in einer
Heraeus Zentrifuge bei 2000 rpm, bei 4 °C fur 20 min zentrifugiert. Die mononuklea-
ren Zellen in der Interphase wurden mit PBS gewaschen. Aus den gewonnenen

LPMNZ wurden mit Hilfe magnetischer Zellsortierung (3.1.3) Makrophagen isoliert.

3.1.2 Isolation humaner Lamina propria mononuklearer Zellen aus Biopsaten

Die Isolation humaner Lamina propria mononuklearer Zellen aus Darmbiopsaten ent-
sprach prinzipiell der Isolation aus Resektaten (3.1.1). Die wesentlich geringere Aus-
beute an LPMNZ wurde in der Durchflusszytometrie (3.9) eingesetzt. Die Isolation
der LPMNZ aus Biopsaten beinhaltet den enzymatischen Aufschluss der Lamina
propria und das physikalische Abtrennen der nicht mononuklearen Zellen.

Vier bis sechs Darmbiopsate wurden, entsprechend dem Protokoll zur Isolati-
on aus Resektaten, in 10 ml HBSS gereinigt und die Epithelzellen mit 2mM EDTA
abgetrennt. Der enzymatische Aufschluss erfolgte in einem Volumen von 2 ml fur 30
min bei 37 °C. Die Zellen wurden mit einer 21 gauge und einer 23 gauge Kanlle ver-
einzelt und entsprechend der Anleitung fur die Isolation aus Resektaten uber Ficoll-
Paque® zentrifugiert. Die mononukleéren Zellen in der Interphase wurden abschlie-

Rend mit PBS gewaschen und in der Durchflusszytometrie (3.9) eingesetzt.

3.1.3 Magnetische Zellsortierung

Die Isolation intestinaler Makrophagen aus LPMNZ erfolgte mit Hilfe von immuno-
magnetischen MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach), die an anti-CD33
Antikérpern haften. Magnetisch sortierte Makrophagen wurden zur polyA mRNA Iso-
lierung (3.2.1) oder in der Durchflusszytometrie (3.9) eingesetzt.

LPMNZ wurden, zur Blockierung unspezifischer Antikorperbindestellen, in 200
ul MACS Puffer (0) aufgenommen und mit 2 ul humanem AB Serum 15 min bei 4 °C
inkubiert. Die Zellen wurden einmal gewaschen und anschliefend, mit immuno-
magnetischen MicroBeads, die mit anti-CD33 Antikorpern beschichtet sind, erneut fur
15 min bei 4 °C inkubiert. Die LPMNZ wurden einmal gewaschen und in 1 ml MACS
Puffer aufgenommen. Eine AS Separationssaule (Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
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bach) wurde mit MACS Puffer gesplilt, mit einer 24 gauge Kanlle bestlckt, in das
magnetische Feld des SuperMACS Magneten (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)
gebracht und mit den Zellen beladen (Abb.3.2). MicroBeads markierte Makrophagen,
die im magnetischen Feld am Saulenmaterial verblieben, wurden mit 1 ml MACS Puf-
fer gewaschen. AnschlieRend wurde die Separationssaule aus dem Magnetfeld ent-
fernt. Die Zellen wurden mit Hilfe einer Spritze entgegen der ursprunglichen Fluss-
richtung in das Reservoir der Saule zurtuckgespult. Nach erneutem Einbringen in das
magnetische Feld wurde die Zellsuspension aus dem Reservoir wieder auf die Saule
gelassen und mit 1 ml MACS Puffer gespllt. Aul3erhalb des Magnetfeldes wurden
die Zellen mit 4 ml MACS Puffer eluiert.

immunomagnetische Mi-

o \T croBeads

LS Separations- +

mit Zellen beladene Saule mit

MACS Puffer waschen Zellen ins

Reservoir zuriickspilen

+ _
. rluj Siule aus dem Magnetfeld

entfernen, Zellen eluieren

Magnet

mit Zellen beladene Saule mit
MACS Puffer waschen Zellen ins

Reservoir zuriickspilen

Saule aus dem Magnetfeld

entfernen, Zellen eluieren

Abb.3.2: Darstellung der magnetischen Zellsortierung mit Hilfe von MicroBeads (Miltenyi Bio-
tec, Bergisch Gladbach) in Anlehnung an das ,user manual®. Mit anti-CD33 Antikbrpern mar-
kierte LPMNZ werden auf eine Separationssédule geladen und in das Feld des SuperMACS
Magneten gebracht. Markierte Zellen (Makrophagen) werden im ersten Reinigungsschritt
angereichert und im zweiten Reinigungsschritt in eine frische Sé&ule lberfiihrt und weiter auf-

gereinigt.
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Zur weiteren Steigerung der Reinheit der Makrophagen im Eluat wurden die
Zellen ein zweites Mal entsprechend dem oben beschriebenen Verfahren Uber eine
AS Separationssaule gereinigt. Das Makrophageneluat der zweiten Saule wurde zur

polyA mRNA-Isolierung (3.2.1) oder in der Durchflusszytometrie (3.9) eingesetzt.

3.1.4 Gewinnung und Kultivierung von Monozyten

Monozyten wurden von Mitarbeitern der Abteilung Hamatologie und Onkologie der
Universitat Regensburg isoliert und freundlicherweise zur Verfugung gestellt. Die Iso-
lation der Monozyten beinhaltet die Leukapherese, die Dichtegradientenzentrifugati-
on und die Gegenstromzentrifugation. AnschlieRend wurden die Monozyten fur die
Differenzierungsversuche im Spharoid-Modell eingesetzt.

Gesunden Spendern zwischen 20 und 40 Jahren wurden mit Hilfe einer Leu-
kapherese Leukozyten aus dem Blut entnommen #*’. Durch eine Dichtegradienten-
zentrifugation {ber Ficoll-Paque® (Pharmacia, Freiburg) wurden die mononukledren
Zellen (MNZ) von den restlichen Leukozyten abgetrennt und dreimal in PBS gewa-
schen #*®. Die so isolierten MNZ beinhalten Monozyten und Lymphozyten mit gerin-
gen Anteilen Thrombozyten und Erythrozyten.

Die Aufreinigung der Monozyten erfolgte durch eine Gegenstromzentrifugation

239)1-10x10° Zellen wurden in einer 50 ml Kammer bei 2500 Umdrehun-

(Elutriation
gen pro Minute bei 4 °C zentrifugiert (Beckmann—Zentrifuge, J6-MC). Unter fortwah-
rendem Zufluss von Balanced Salt Solution nach Hank (HANK'S, 5100 ml, Biochrom,
Berlin) mit 6% autologem Plasma mit steigender Durchflussrate wurden definierte
Fraktionen entnommen. Monozyten wurden als letzte Fraktion (letzten 800 ml) bei
hdchster Durchflussrate (111 ml/min) entnommen. Die Ausbeute an Monozyten lag je
nach Spender zwischen 10 und 30% der eingesetzten MNZ. Die Anzahl der CD14-
positiven Zellen (Monozyten) wurde durchflusszytometrisch (3.9) bestimmt und lag
bei 85 - 95%. Aus den so gewonnenen Monozyten wurden in vitro Makrophagen ge-
neriert (3.1.5), oder sie wurden fur Differenzierungsversuche im Spharoid-Modell

eingesetzt.



3. Methoden 77

3.1.5 in vitro Generierung von Makrophagen

Makrophagen wurden von Mitarbeitern der Abteilung Hamatologie und Onkologie der
Universitdt Regensburg generiert und freundlicherweise zur Verfugung gestellt.
Durch Leukapherese und Elutriation (3.1.4) gewonnene Monozyten wurden in einer
Dichte von 1x10° Zellen/ml in Beuteln aus Teflonfolie (Teflonbeutel) bei 37 °C und
7% CO kultiviert. Durch Zugabe von 2% AB-Serum flr sieben Tage wurden aus den
Monozyten Makrophagen generiert 2*°. Makrophagen adhérieren auf hydrophober
Teflonfolie nur schwach. Durch Inkubation bei 4 °C flr 30 min wurden die Zellen ab-

geldst. Die Makrophagen wurden flr RT-PCR und Tagman-Versuche eingesetzt.

3.1.6 Herstellung von multizellularen Spharoiden (MZS)

MZS wurden nach dem Protokoll der liquid overlay Kultur hergestellt . Zunachst
wurde in alle Vertiefungen einer 96-Well Platte jeweils 50 ul 1%ige Agarose pipettiert.
Die Agarose musste etwa 20 Minuten abkiihlen um auszuharten. Es wurden 4x10°
HT-29 Zellen in 200 yl Medium pro Well in die mit Agarose beschichteten Vertiefun-
gen eingebracht. Die Zellen wurden bei 37°C und 10% CO, fur sieben Tage inku-
biert. In dieser Zeit bildeten sich aus den Zellen dreidimensionale kugelige Spharoide
aus und es konnten nun Monozyten dazu gegeben werden.

Die Spharoide wurden zweimal mit Medium (ohne FCS) gewaschen. Es wur-
den anschliefend wieder 100 pl Medium zu den Sphéaroiden gegeben. Desweiteren
wurden 4x10° frisch elutrierte Monozyten in 100 pl Medium zu jeweils einem Spha-
roid gegeben und es erfolgte Inkubation bei 37 °C und 10% CO, fur 24 h, drei und
sieben Tage. Nach der Ernte wurden die Spharoide in Paraffin oder TissueTek ein-
gebettet und bei RT bzw. -80 °C gelagert bis sie fur Immunhistochemische Untersu-

chungen herangezogen wurden.
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3.2 RNA-Isolation

3.2.1 polyA mRNA-Isolation

Die Isolation von polyA mRNA aus limitierten Zellmengen (5x104—5x105 Zellen) er-
folgte mit dem Dynabeads® mRNA DIRECT Kit (Dynal®, Hamburg). Aus magnetisch
sortierten Zellen (Makrophagen, 3.1.3) wurde mit Dynabeads® (magnetische Beads
an einem (dT)s Schwanz) polyA mRNA isoliert (Abb.3.3). Die polyA mRNA wurde
anschlie3end in einer RT-PCR eingesetzt.

Bei der Dynabeads® polyA mRNA-Isolation wurden magnetsortierte
Makrophagen (3.1.3) mit 1 ml lysis/binding buffer lysiert. Um die Viskositat des Ly-
sats zu reduzieren, wurden die Zellen wiederholt durch eine 21 gauge Kanlle ge-
drickt. 250 pl Dynabeads Oligo (dT)2s wurden mit lysis/binding buffer gewaschen
und mit dem Zelllysat vereint. Die Hybridisierung der Dynabeads Oligo (dT),s an den
polyA Schwanz der mRNA erfolgte unter moderatem Schatteln fur drei bis funf min
bei Raumtemperatur. Zur Abtrennung der mRNA wurde das Lysat fur zwei min im
MPC® inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen, die mRNA zweimal mit 1 ml wa-
shing buffer with LiDS und einmal mit 1 ml washing buffer gewaschen.

Zum Abschmelzen der Dynabeads Oligo (dT)zs wurde die mRNA in 10 ul Elu-
tion solution aufgenommen, fiir zwei min bei 65 °C inkubiert und in den MPC® (iber-
fuhrt. Der Uberstand mit der eluierten mRNA wurde abgenommen und bei -80 °C
gelagert. Mit dem Dynabeads® mRNA DIRECT Kit isolierte mMRNA wurde anschlie-

Rend fur RT-PCR oder Tagman-Versuche eingesetzt.
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Abb.3.3: Darstellung der polyA mRNA-Isolation mit Hilfe von Dynabeads® (Dynal®, Hamburg)

in Anlehnung an das ,user manual®.

3.2.2 Gesamt RNA-Isolation

Die Isolation von Gesamt-RNA aus Zelllysaten erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden) nach dem Spin-Protokoll.

Zunachst wurden etwa 8x10° Zellen in je 350 ul RLT-Puffer (mit f-Me) aufge-
nommen und durch mehrmaliges auf- und abpipettieren lysiert. Die Zelllysate konn-

ten nun bis zur eigentlichen RNA-Isolation bei -80°C gelagert werden.
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Um die RNA zu isolieren wurden die Lysate aufgetaut und zur Homogenisati-
on mehrmals durch eine Spritzenkanule aufgezogen. Anschlieend gab man 350 pl
70%igen Ethanol zu den Lysaten und mischte gut. Das Lysat wurde nun auf RNeasy
Mini Saulen Ubertragen und bei 8000 g fur 15 Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen. Zum Waschen wurden 700 pl Puffer RW1 auf die Saulen gegeben
und es wurde nochmals bei 8000 g fur 15 Sekunden zentrifugiert. FUr einen weiteren
Waschschritt wurden 500 pl RPE-Puffer auf die Saulen pipettiert und es erfolgte eine
weitere Zentrifugation bei 8000 g fur 15 Sekunden. Nachdem nochmals 500 ul RPE-
Puffer auf die Saulen pipettiert wurden, erfolgte die Zentrifugation bei 8000 g fur zwei
min um die Membran trocken zu zentrifugieren. Um die RNA von der Saule zu eluie-
ren wurden 50 uyl RNase freies Wasser auf die Membran pipettiert und es erfolgte
eine nochmalige Zentrifugation bei 8000 g fur eine Minute. Der Durchfluss wurde in

einem neuen 1,5 ml Reaktionsgefal® aufgefangen und enthielt die RNA.

3.3 Gelelektrophorese

3.3.1 DNA-Isolation aus Agarosegel

In Agarosegel aufgetrennte DNA wurde mit Hilfe des QIAEX Il Kit (Qiagen, Hilden)
aus dem Gel eluiert und zur Klonierung (3.4) eingesetzt.

Bei der Isolation wurde der relevante Bereich mit einem Skalpell ausgeschnit-
ten und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal (Eppendorf, Hamburg) Uberfihrt. Das Gelstick
wurde mit 1 ml Puffer QX 1, 10 ul QIAEX Il versetzt und bei 50 °C geschmolzen. An-
schlieBend wurde das QIAEX Il abzentrifugiert, einmal mit 0,5 ml Puffer QX 1 und
zweimal mit 0,5 ml Puffer PE gewaschen. Das QIAEX Il Pellet wurde 15 min luftge-
trocknet, in 20 ul H,O resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Der DNA-haltige

Uberstand wurde abgenommen und zur Klonierung (3.4) eingesetzt.
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3.3.2 Diskontinuierliche Protein-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970)

Far die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurden 12% SDS-PAGE-Gele
der Firma Invitrogen verwendet.

Die aufzutragenden Proben wurden mit 6x-Lammli-Proben-Puffer (120 mM
Tris-HCI pH 8,8; 6% SDS; 2% B-ME 50% Glycerin; 0,2% Bromphenolblau) gemischt
und funf min bei 94 °C aufgekocht. Nach anschlieRendem Abkuhlen, wurden die
Proben auf das Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 200 V fir etwa
1,5 h (EI9001-XCELL lII™ Mini Cell, Novex, San Diego, CA, USA).

3.4 DNA-Klonierungen

Mit Hilfe der Klonierung wurden DNA-Fragmente in Vektoren (Plasmide) eingefugt.
Zur Vervielfaltigung wurden Bakterien mit den Plasmiden transformiert. Plasmid-DNA
wurde anschlielend aus Bakterienkulturen isoliert (3.5).

Die Ligation wurde mit dem TOPO™ TA Cloning®-Kit (Invitrogen, Groningen,
Niederlande, 2.2) durchgeflihrt. Bei der Ligation wurden in einem ultradinnen 0,5 ml
PCR Tube 5-20 ng PCR-Produkt und 1 pl pCR®-TOPO Vektor mit sterilem Wasser
auf 5 pl aufgefillt und bei Raumtemperatur fur funf min inkubiert. Kompetente Zellen
(One Shot™) wurden auf Eis aufgetaut und 2 ul des Ligationsansatzes wurden auf
die Zellen Uberfuhrt und diese fir 30 min auf Eis inkubiert. Transformation durch Hit-
zeschock erfolgte fur 30 sec im 42 °C - Wasserbad. Die transformierten Zellen wur-
den fur zwei min auf Eis Uberfuhrt und anschlie®end in vorgewarmtem SOC-Medium
fur 60 min bei 37 °C geschuttelt. 50 und 100 pl der Zellsuspension wurden auf
LBamp/x-ga- 0der LBkanwx-ca-Nahrmedium (2.5) ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C
inkubiert.

Die Auswahl resistenter (transformierter) Klone, die das gewlinschte PCR-
Produkt im Vektor tragen, erfolgte durch blau/wei3-Selektion. Geeignete Klone wur-
den in funf ml LBamp oder kann-Medium (2.5) angeimpft und 14 - 16 Stunden bei 37 °C
geschuttelt. Der Vektor wurde anschliel3end aus der Bakterienkultur isoliert (3.5). Das

Insert wurde sequenziert.
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3.5 Aufreinigung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien (3.4) wurde mit Hilfe des QlAprep Spin
Miniprep Kits (Qiagen, Hilden) isoliert. Die Bakterien (3 ml Ubernachtkultur) wurden
in 250 ul Buffer P1 aufgenommen und mit 250 pl Buffer P2 versetzt. Nach Zugabe
von 350 ul Buffer N3 wurden die Zelltrummer abzentrifugiert und die Plasmid-DNA
auf das Filtersaulchen Ubertragen und zentrifugiert. Die an der Matrix verbleibende
Plasmid—-DNA wurde zweimal mit Buffer PE gewaschen, getrocknet und mit 50 pl

H,O eluiert. Das Insert des Vektors wurde zur Kontrolle sequenziert (3.9).

3.6 RT-PCR

Zum Nachweis spezifischer mRNA in intestinalen Makrophagen wurde nach der
mRNA-Isolation aus den Zellen (3.3.1) eine RT-PCR durchgefuhrt. Dazu wurde die
MRNA zunachst in cDNA umgeschrieben. Dies geschah mit dem Reverse Transkrip-
tion System von Promega. Pro Probe wurden 9,5 ul der erhaltenen mRNA in cDNA

umgeschrieben. Der Ansatz flr die reverse Transkription sah wie folgt aus:

RNA 9,5 ul
MgCI2 4 pl
10x Puffer 2 ul
dNTPs 2 ul
RNAse Inhibitor 0,5 ul
Reverse Transkriptase 1l
Oligo(dTs) 1 ul

Die mRNA wurde zunachst ohne die anderen Komponenten flr zehn min bei
70 °C inkubiert. Nachdem die restlichen Komponenten zugegeben wurden, erfolgte
eine 15 minutige Inkubation bei 42 °C, gefolgt von einer finfminltigen Inkubation bei
95 °C.

Die erhaltene cDNA wurde auf ihre Integritat mit Hilfe des Gene Checker™

Kits untersucht. Es wurden dabei funf Komponenten von drei Haushaltsgenen he-
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rangezogen: Aktin 5°, Aktin 3’, Clathrin 2K, Clathrin 6K und GAPDH. Der PCR-Ansatz

sah wie folgt aus:

HotStartTaq® Master Mix Kit (Qiagen) 10

Primer forward
Primer reverse
cDNA

H.O

2 ul
2 ul
1l
5yl

Das PCR-Programm sah folgendermalden aus:

15 min

30 Sek
30 Sek

1 min

10 min

95°C
95°C
55°C
72°C
72°C
4°C

35-40x

Der gesamte PCR-Ansatz wurde zur Kontrolle auf ein 1,2%iges Agarosegel (Invitro-

gen) aufgetragen und unter UV-Licht fotografiert. Die Grélken der einzelnen Haus-

haltsgene waren wie folgt:

GAPDH: 540 bp

5’ Aktin: 1000 bp
3’Aktin: 720 bp
Clathrin 6K: 570 bp
Clathrin 2K: 550 bp
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Zum Nachweis der cDNA von Gp96 wurde folgende PCR mit folgendem Programm

angesetzt:

HotStartTaq® Master Mix Kit (Qiagen) 10

Primer forward 2 ul
Primer reverse 2 ul
cDNA 1l
Hzo 5 pl
Programm: 15 min 95 °C
30 Sek 95 °C
30 Sek 62 °C 35-40x
1 min 72 °C
10 min 72 °C
4°C

Auch diese PCR-Ansatze wurden zur Kontrolle vollstandig auf ein 1,2%iges Agarose-
Gel (Invitrogen) aufgetragen und unter UV-Licht fotografiert. Die GroRe des amplifi-
zierten DNA-Stlcks betrug 670 bp.

3.7 Real-Time-PCR (Tagman®)

Die Gp96- und TANK-DNA-Fragmente wurden mittels spezifischer Primer amplifiziert
(2.4.2). Innerhalb der Primer lag der Bindebereich einer genspezifischen Sonde, die
an ihrem 5’ Ende kovalent an einen Reporter-Farbstoff gebunden war: Fur Gp96 und
TANK war das 6-FAM, flr das Haushaltsgen GAPDH handelte es sich um VIC. Am 3’
Ende der Sonde war der Quencher-Farbstoff TAMRA (6-Carboxy-Tetramethyl-
Rhodamin) kovalent gebunden. Die Primer wurden mit Hilfe der Primer Express 1.5
Software (PE Applied Biosystems, Forster City, CA, USA) gefunden und durch die
Firma MWG Biotech (Erbersberg, Deutschland) synthetisiert. Die Primer fir GAPDH
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wurden durch die Firma PE Applied Biosystems hergestellt. Der Tagman-Mix wurde
von der Firma PE Applied Biosystems bezogen.

Eine Reaktion wurde in einem Volumen von 20 pl durchgefuhrt, wobei die
cDNA-Menge fir jede Probe im Dreifachansatz bestimmt wurde. Die Komponenten

eines Ansatzes waren die Folgenden:

Tagman-Mix 10 pl
Primer for (18 uM) 1 ul
Primer rev (18 uM) 1 ul
Sonde (5 uM) 1l
cDNA 1 ul
H,O 6 ul

Die Ansatze wurden in einer 384-Well-Platte (Abgene, Epsom, UK) mit dem ABI
PRISM 7700 Sequence Detection System (PE-Applied Biosystems) gemessen. Die
Amplifikationsbedingungen waren wie folgt:

50 °C 2 min

95 °C 10 min

95 °C 15 sec }

60 °C 1 min 45x

Das Prinzip des Tagman® ist Folgendes (Abb.3.4): Die beiden Primer und die dazwi-
schenliegende Sonde binden spezifisch an einen DNA-Abschnitt der cDNA. Der
Farbstoff an der Sonde leuchtet durch die raumliche Nahe zu dem Quencher nicht.
Durch die 5-Exonucleaseaktivitat der Polymerase wird die Sonde abgebaut und der
Quencher kann durch die raumliche Trennung das Leuchten des Farbstoffes nicht
mehr unterdriicken. Diese Zunahme des freien Farbstoffes wird gemessen und somit
kann durch spezielle Software auf die relative Menge der in der Probe vorhandenen

cDNA zuruckgerechnet werden.
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Tagman-Sonde

Reborter n Quencher
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Abb.3.4: Das Tagman-Prinzip. Durch die 5’-Exonuclease-Aktivitat der Polymerase wird der
Quencher rdumlich vom Farbstoff getrennt, die Fluoreszenz des Reporters wird messbar und

zeigt die Zielstrangsynthese in der PCR an.

3.7.1 Datenanalyse

Die wahrend der 40 Zyklen freiwerdende Menge des Reporter-Farbstoffes wurde mit-
tels der Sequence Detector Software SDS 2.0 (PE Applied Biosystems) gemessen.
Die Fluoreszenz wurde gegen die Zyklenzahl aufgetragen. In der exponentzellen
Phase der Kurve wurde ein Detektionsschwellenwert fur die Fluoreszenz ermittelt
und die Zyklusnummer (Ct) wurde daraus errechnet. Die Ct-Werte von GAPDH wur-

den von den Ct-Werten des zu untersuchenden Gens abgezogen:
dCT = Ct (Gen) - Ct (GAPDH)

Der Durchschnitt der dCt-Werte wurde errechnet und potenziert (dCT?). Von diesem
Wert wurde der Kehrwert gebildet (1/dCt?). Auf diese Weise konnte der cDNA-Gehalt
des Gens, in Bezug auf GAPDH, der verschiedenen Patienten direkt miteinander

verglichen und in einer Tabelle zusammengefasst werden.
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3.8 Sequenzierung und Sequenzvergleich

Insert-DNA von Vektoren transformierter Bakterien (3.4) wurde sequenziert. Alle in
dieser Arbeit verwendeten Sequenzierarbeiten wurden von der Firma Geneart (Re-
gensburg, Deutschland) durchgefihrt.

Die erhaltene Basenfolge wurden mit den Sequenzen bekannter Klone vergli-
chen. Die Adresse im world wide web zum Zugriff auf Nukleinsauresequenzen und
Proteinsequenzen in der Nucleotid Sequence Bank des Entrez Browser des National
Institute of Health (NIH, Bethesda, Maryland, USA) ist:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/index.html.

3.9 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdglicht eine mehrparametrische Analyse von Zellen.
Durch Detektion des Streulichtverhaltens und der Fluoreszenz von Einzelzellen, die
uber spezifische Rezeptoren oder Proteine (membranstandig oder intrazellular)
fluoreszenzmarkiert wurden, kdnnen chemische und physikalische Eigenschaften der
Zellen erfasst werden. Dabei kdnnen sehr grolde Zellzahlen innerhalb kurzer Zeit (bis
zu 1000 Zellen/sec) analysiert werden.

Beim verwendeten Durchflusszytometer Coulter® EPICS® XL-MCL"™ (Coulter,
Immunotech, Krefeld) werden die Zellen in einer Suspension vorgelegt. In einem
Flussigkeitsstrom werden die einzelnen Zellen durch eine Messkuvette geschleust,
auf die ein Laserstrahl mit einer Anregungswellenlange von 488 nm (Argonlaser)
trifft. Gestreutes Licht und Fluoreszenz werden zu Photomultipliern (PMT) geleitet
und detektiert. Abb.3.5 zeigt den schematischen Aufbau des optischen Systems des
Durchflusszytometers Coulter® EPICS® XL-MCL".

Die Photodiode fur Vorwartsstreulicht (FS) detektiert Licht, das in Strahlenrich-
tung von der Zelle gestreut wird. Die Intensitat des Vorwartsstreulichtes gibt Auskunft
uber die Grolie der Zelle. Das Seitwartsstreulicht (SS) wird orthogonal zum Strahlen-
gang detektiert. Das SS-Signal ist abhangig von der inneren Struktur der Zelle und
liefert ein Mald fur die Granularitat der Zelle. Die Fluoreszenzemission bei Verwen-

dung von Fluoreszenzfarbstoffen (Fluoresceinisothiocyanat [FITC], R-Phycoerythrin
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[PE], Energy-coupled dye [ECD] und R-Phycoerythrin-Cyanin 5 [PC5]) wird wie das
Seitenstreulicht im 90°-Winkel zur Strahlenrichtung des Lasers gesammelt und nach
Abtrennung mit Hilfe von dichroitischen Spiegeln und InterferenZzfiltern in Spektralbe-

reiche bestimmter Wellenlangen aufgetrennt.
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Abb.3.5: Schematische Darstellung des optischen Systems des Durchflusszytometers Coul-
ter® EPICS®XL-MCL" in Anlehnung an das ,user manual” von Coulter, Inmunotech (Krefeld).
Vorwértsstreulicht (FS), Seitwértsstreulicht (SS), dichroitischer Spiegel (DL), Filter (BK) und

Sensormessbereich in nm (BP).

Verwendet man mehrere Fluoreszenzfarbstoffe, die sich in ihrem
Emissionswellenbereich  Uberlagern, so muss die spektrale Uberlappung
ausgeglichen werden, um in einem Kanal nur die gewunschte Fluorszenz zu
detektieren. Hierzu verfugt das Durchflusszytometer Uber ein elektronisches

Kompensationswerk.
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Fluorochrom | Absorptionsmaximum (nm) |Emissionsmaximum (nm) |Fluoreszenz
FITC 495 525 Grin

PE 488 575 Orange-rot
ECD 488 625 Rot

PC5 488 670 Tief-rot

Fir jede vermessene Zelle wird eine Datenbank angelegt. Dadurch ist es
maoglich Zellsubpopulationen einer Messung unabhangig voneinander zu betrachten
und zu analysieren. Zellpopulationen konnen im Histogramm oder, bei Auftragung
von zwei gemessenen Parametern, als Dot Plot dargestellt werden. Samtliche Aus-
wertungen der Messungen wurden mit der Software Win.MDI-2.6 (J. Trotter) durch-
gefluhrt.

In dieser Arbeit erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse der magnetisch
isolierten Makrophagen, um deren Reinheit zu bestimmen. Zunachst erfolgte ein Blo-
ckierschritt mit einer 1:500-Verdunnung Ziegenserum fur 30 min auf Eis. Die
Makrophagen wurden anschlielend auf zwei 1,5 ml Eppendorfgefalle aufgeteilt und
die Markierung der Zellen erfolgte mit einem Antikorper, der gegen den CD33-
Microbead Antikorper gerichtet war (anti-Maus 1gG+-PE, Caltag), bzw. mit einem Iso-
typ-AK (Ziegen IgG-PE, Caltag). Die Inkubation erfolgte flir 15 min auf Eis. Nach
zweimaligem Waschen wurden die Zellen in PBS resuspendiert und entweder sofort
gemessen oder sie wurden in einer 2%igen Paraformaldehyd-Losung fixiert und zu
einem spateren Zeitpunkt gemessen.

Des Weiteren erfolgte eine Durchflusszytometrische Untersuchung der CD4"
CD62L" Zellen, die fir das Transfer-Kolitis-Maus-Modell isoliert wurden. Untersucht
wurde die Expression der Oberflachenmarker CD4, CD8, MHC Klasse I, CD45R,
CD45RB, CD62L, CD25 und CD103. Die Markierung erfolgte mit jeweils 10 pg/ml

Antikorper fur 30 min auf Eis.
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3.10 Quantitative Messung von Protein

3.10.1 Proteingehaltbestimmung

Bei der Proteingehaltbestimmung wird cu? (copper (1) sulfat pentahydrate 4 % (w/v)
solution, Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen) in alkalischer wassriger Losung durch
Proteine zu Cu'* reduziert, das einen farbigen Komplex mit jeweils zwei zwei Mole-
kilen bicinchonic acid solution (BCA, Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen) bildet.
Dazu wurden 10 pl Probe mit 200 ul BCA : Cu®** (50 : 1) Mischung fiir 30 sec ge-
schuttelt und bei 37 °C flr 30 min inkubiert. Entstandene Farbkomplexe wurden an-
schlieBend mit einem Absorptionspektrometer (ELISA-Reader Emax) bei 562 nm
vermessen.

Absolute Werte fur den Proteingehalt wurden durch die Messung einer
Konzentrationsreihe einer BSA-Standardlésung erstellt. Durch Auftragung der
Absorption gegen den Proteingehalt der Verdinnungsreihe erhielt man eine

Eichgerade, aus der der Gesamtproteingehalt der Probe ermittelt werden konnte.

3.10.2 Enzyme—-linked immunosorbent assay (ELISA)

Im enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, Endogen, Biozol, Eching bei Mln-
chen) wurde IFN-y aus Uberstdnden der Lymphknotenzellkultur und der CD4"
CD62L" Zellkultur quantitativ erfasst.

Bei der Messung wurde in jede Vertiefung einer 96 well Platte 50 ul der Probe
in Duplikaten vorgelegt. Die Platte wurde bei RT fur zwei h inkubiert. In jede Vertie-
fung wurden 50 pl des biotinylierten Antikorper Reagenz gegeben und es wurde gut
gemischt. Es erfolgte eine weitere Inkubation fur eine h bei RT. Die Platte wurde an-
schlielend dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Zu jeder Probe wurden 100 ul der
Strepavidin-HRP-Lésung gegeben und die Platte wurde fir 30 min bei RT inkubiert.
Nach erneutem dreimaligen Waschen wurden 100 pl der TMB-Substrat-Losung zu-
gegeben und es erfolgte eine weitere 30 mindtige Inkubation bei RT. Die Reaktion
wurde mit 100 ul stop-solution abgebrochen. Entstandene Farbkomplexe wurden

anschlielfend mit einem Absorptionspektrometer (ELISA-Reader, Emax precision
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microplate reader, Molecular Devices Corp.) bei 450 nm vermessen. Samtliche Aus-
wertungen der Messungen wurden mit der Software Softmax for Windows (Version
2.35) durchgefuhrt.

3.10.3 Luminex®

Die Zytokine IL-4, 6, 10, 12, 13 und TNFa wurden mittels der Luminex®—TechnoIogie
in Zellkulturiiberstdnden ermittelt. Dazu wurde der Beadlyte® Mouse Multi-Cytokine
Flex Kit der Firma Upstate (Vertrieb tber Biomol, Hamburg) verwendet. Die Detektion
erfolgte mit Hilfe des Protokolls B folgendermal3en:

Jeweils 50 pl Probe bzw. 50 pl der Standardverdinnungen werden in jeweils
eine Vertiefung einer 96-Well-Platte pipettiert. Dazu werden je 25 pl der Beadsolution
gegeben und es erfolgt Inkubation bei 4 °C Uber Nacht. Die Platte wird einmal mit
Assay-Buffer gewaschen, anschlieRend werden 75 ul Assay-Buffer in jede Vertiefung
pipetiert. Des Weiteren werden 25 pl Reporter-Solution in jede Vertiefung gegeben
und es erfolgt eine 1,5 stiindige Inkubation bei RT im Dunkeln. Nach Zugabe von
jeweils 25 ul Streptavidin-Phycoerythrin-Solution und einer weiteren Inkubation fir 30
min bei RT, ebenfalls im Dunkeln, werden in jede Vertiefung 25 pl der stop-solution
pipetiert. Die Inkubation erfolgt fiir finf min im Dunkeln bei RT. Nachdem die Uber-
stande abgesaugt und jeweils 125 ul Assay-Buffer in die Vertiefungen pipettiert wur-

de, erfolgt die Messung der Proben im Luminex® 100™.

3.10.4 Western Blot

Zunachst wurden die, durch die Gelelektrophorese aufgetrennten, Proteine auf eine
Nitrozellulose-Membran (Optitran BA-S 83, Schleicher & Schuell) transferiert. Der
Transfer erfolgte in einem Halbtrocken-Transferapparat (Biometra Fastblott B44, Bi-
ometra, Gottingen) mit 1,5 mA/cm? fur 1,5 h. Die Membran konnte nun trocken gela-
gert werden oder gleich fur einen Protein-Nachweis verwendet werden. Dazu wurde
die Membran fur eine h mit PBS / 5% Magermilchpulver bei Raumtemperatur blo-

ckiert. Der erste Antikorper wurde daraufhin in einer Konzentration von 4 pg/ml (anti-
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TANK, MBL) direkt in die Blockierldsung gegeben. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht
bei 4 °C. Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal mit Waschpuffer (PBS /
0,2% Tween 100) gewaschen, und der HRP-gekoppelte Sekundarantikdrper (anti-
Rabbit, Amersham) in einer Verdinnung von 1:2000 in PBS / 5% Magermilchpulver
zugegeben. Die Inkubation erfolgte eine h bei Raumtemperatur. Nach erneutem
dreimaligem Waschen erfolgte die eigentliche Nachweisreaktion mit dem ECL-

Reagenz.

3.11 Immunhistochemische Farbemethoden

Zum Nachweis der Expression zellularer Oberflachenmarker und intrazellularer
Chemokine und Enzyme wurden Duannschnitte von intestinaler Mukosa von Patienten
mit oder ohne chronisch entzundlichen Darmerkrankungen angefertigt und immun-
histochemisch gefarbt. Das Immunoperoxidase-System ABC-Elite der Firma Vector
(Burlingame, USA) wurde als Standardmethode fir die Immunhistochemie auf Darm-
gewebe verwendet. Die Farbung mit dem Reagenz Vector® NovaRed™ (Linaris) er-
gab einen roten Farbton. Die Farbung mit dem Reagenz Benzidin Dihydrochlorid
(BDHC) und Natrium-Nitroprussid ergab einen blauen Farbton.

FUr den immunhistochemischen Nachweis gewebespezifischer Antigene wur-
den funf um dicke Schnitte der gesamten Darmschleimhaut bei -25°C im Kryotom
angefertigt und auf unbeschichtete Objekttrager Uberflhrt. Die Schnitte wurden flr
zehn min luftgetrocknet und anschlief3end fir vier min in eiskaltem Aceton fixiert. Die
Objekttrager wurden kurz in PBS gespult und die Schnitte anschlieRend bei Raum-
temperatur vollstandig getrocknet. Die immunhistochemische Farbung erfolgte direkt
im Anschluss.

Alle folgenden Inkubationen wurden, sofern nicht anders angegeben in einer
feuchten Kammer bei Raumtemperatur durchgefihrt. Um die Aktivitat der endogenen
Peroxidasen der Zellen im Gewebeschnitt zu senken wurde der Objekttrager fur 30
min in 0,3%iger Wasserstoffperoxidlosung inkubiert. Danach wurden die Gewebe-
schnitte dreimal fir fiunf min in 1x PBS gewaschen. Zur Blockierung unspezifischer
Antikdrper-Bindungsstellen wurden die Gewebeschnitte in 1% BSA/PBS Blockierlo-

sung fur eine h inkubiert. Der gewebespezifische Primar-Antikorper wurde in 1%iger
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BSA/PBS Ldsung verdinnt. 100 ul Primar-Antikérperldsung wurden auf den Gewe-
beschnitt pipettiert und fur eine h bei RT inkubiert. Als Negativkontrolle diente eine
Antikorper-Isotypenkontrolle. AnschlieRend wurden die Gewebeschnitte dreimal fir
funf min in 1x PBS gewaschen.

Das Gewebe wurde anschlieRend mit einem biotinylierten Zweitantikorper, der
gegen den gewebespezifischen Primar-Antikdrper gerichtet war, in 1%iger BSA/PBS
Lésung flr 30 min inkubiert. Anschlielend wurden die Gewebeschnitte dreimal fur
funf min in 1x PBS gewaschen und mit 100 ul der vorbereiteten Streptavidin-
Peroxidase-Losung (ABC-Kit, Vector) weitere 30 min inkubiert. Danach wurden die
Gewebeschnitte 3dreimal fur finf min in 1x PBS gewaschen.

AnschlieRend wurde das Gewebe mit 100 ul Peroxidase-Substratlosung ver-
setzt und unter visueller Kontrolle bei RT inkubiert. Nach Erreichen der gewunschten
Farbintensitat positiv gefarbter Zellen wurden die Objekttrager funf bis zehn min mit
PBS gesplilt, um die Farbereaktion abzustoppen. Fur die BDHC-Farbung wurden die
Gewebeschnitte mit einer Losung aus 0,01% BDHC und 0,03% Natrium-Nitroprussid
fur acht min vorbehandelt und anschlielRend mit einer Peroxidase-Substratldsung aus
0,01% BDHC, 0,005% H>O, und 0,03% Natrium-Nitroprussid behandelt und nach
Erreichen der gewilnschten Farbintensitat positiv gefarbter Zellen mit Wasser ge-
spult.

Um Bestandteile des nicht gefarbten Gewebes sichtbar zu machen, wurden
Vector® NovaRed™ gefarbte Gewebeschnitte mit Hamatoxylin gegengefarbt, um
Zellkerne blau zu farben. Dazu wurden die Objekttrager wenige Sekunden in eine
Hamatoxylinldsung getaucht und anschlieBend 15 min in heilem Leitungswasser
gespult bis sich keine Farbpartikel mehr vom Schnitt I6sten. Die Schnitte wurden bei
Raumtemperatur getrocknet, mit einem wassrigen Eindeckelmedium (biomeda, Fos-
ter City, CA, USA) und einem Deckglaschen versiegelt und lichtmikroskopisch aus-
gewertet.

Bei Doppelfarbungen wurde keine Gegenfarbung durchgefihrt, da sonst die
spezifische Rot- oder Blau-Farbung nicht mehr zu erkennen war. Die Schnitte wur-
den in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und schliel3lich mit Entellan
(Merck, Darmstadt) eingedeckelt.

Fir die Immunfluoreszenz wurden alle Gewebe in 4% Formalinlésung fixiert

und in Paraffin eingebettet. Nach dem Schneiden wurden die Schnitte entwachst und
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in einem Wasserbad bei 70 °C fur 40 min in einer 0,1%igen Natriumcitrat vorbehan-
delt. Es folgte ein Blockierschritt mit 20% Ziegenserum fur 20 min bei RT und die In-
kubation einer 1:100-Verdunnung beider Primarantikorper bei 4 °C uber Nacht. Die
Schnitte wurden anschliel3end in PBS gewaschen und fur eine h bei 37 °C mit 1:200
Verdinnungen der Sekundarantikdrper im Dunkeln inkubiert. Dabei war der anti-
Ratte Antikorper an texas red, der anti-Maus Antikorper an FITC gekoppelt. Die
Schnitte wurden abermals gewaschen und mit Vectashield Mounting medium mit 1,5
Mg / ml DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, Ontario, Canada) eingedeckelt. Die
Mikroskopische Auswertung erfolgte mit einem Leitz DMRXE Mikroskop. Die Vergro-

Rerungen werden bei den jeweiligen Abbildungen angegeben.

3.12 CD4"' CD62L" Transfer-Kolitis-Modell

Bei diesem Kolitis-Modell wird eine Untergruppe der Milzzellen aus Balb/c Spender-
tieren in eine Scid-Maus transferiert. Als Marker fur naive CD4 positive T-Zellen wur-
de dabei CD62L gewahlt. Scid-Mause besitzen weder T- noch B-Zellen, so dass es
durch den Transfer dieser Zellen zu einer teilweisen Rekonstitution des Immunsys-
tems kommt. Das CD4" CD62L" Transfer-Kolitis-Modell ist dem CD4*CD45RB"9"-
Transfer-Modell abgeleitet 242,

Einer gesunden ggf. vorbehandelten Balb/c Spendermaus wird die Milz ent-
nommen. Die Milz wird mit dem Stempel einer Spritze in Medium (RPMI 1640 mit
10% FCS, P/S, B-Me) zermahlen. Durch Filtern der entstandenen Suspension durch
einen 70um Filter wird eine Einzelzellsuspension hergestellt. Es erfolgt ein 15 minGti-
ger Zentrifugationsschritt bei 1600 rpm. Der Uberstand wird verworfen und das Zell-
pellet wird zur Lyse der Erythrozyten in 20 ml 1xACK-Puffer (Ammonium-Chlorid-
Kalium-Puffer) resuspendiert und fur zehn min auf Eis inkubiert. Es erfolgt eine lang-
same Neutralisierung mit 20 ml Medium und anschlielliende Zentrifugation flr zehn
min bei 1600 rpm. Die Zellen werden anschlieend in funf ml Waschpuffer (PBS mit
0,5% BSA, 0,01 M EDTA) resuspendiert und gezahit.

Es folgt Inkubation der ersten Antikdrper. Auf 1x10” Zellen werden 5 ug jedes
Antikorpers (CD45R, CD11b, CD8, MHC II) pipetiert und 30 min bei 4 °C auf einem
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Rotor inkubiert. Die Zellen werden anschlieRend zweimal mit Waschpuffer gewa-
schen und wieder in funf ml des Waschpuffers resuspendiert.

Es folgt die Inkubation mit goat anti-rat-Bead-Antikérpern. Auf 107 Zellen wer-
den 20 ul des AK gegeben und flr 15 min bei 4 °C auf einem Rotor inkubiert. Die
Zellen werden anschlielend einmal mit Waschpuffer gewaschen und in einem ml
Waschpuffer resuspendiert.

Die Zellseparation erfolgt im Auto-Macs mit dem Programm DepleteS. Dabei
handelt es sich um eine Negativselektion, d.h., die Negativzellfraktion enthalt die
CD4*-Zellen. Nach der Separation werden die Zellen gezahlt, und es erfolgt die zwei-
te Inkubation mit Macs-Bead-Antikdrpern. Auf 10" Zellen werden nun 10 pl anti-
CD62L-Bead Antikorper pipettiert und es erfolgte eine 20 minatige Inkubation bei 4
°C auf einem Rotor. AnschlieRend werden die Zellen einmal mit Waschpuffer gewa-
schen und in einem ml Waschpuffer resupendiert.

Die zweite Zellseparation erfolgt im Auto-Macs mit dem Programm PosselS.
Hierbei handelt es sich um eine Positivselektion, so dass die Positivfraktion die
CD62L"-Zellen enthalt.

Die CD4" CD62L" Zellen werden zweimal mit Waschpuffer gewaschen, ge-
zahlt und die Zellzahl wird auf 2,5x10° Zellen/ml eingestellt. Als Empfangertiere die-
nen CB17 Scid-Mause im Alter von 4 - 6 Wochen. Pro Tier werden 2,5x10° Zellen in
100 pl transferiert. Die Zellen werden intraperitoneal appliziert.

Die gesamte Zellpopulation wird mittels FACS-Analyse uberprift. Die restli-
chen Zellen werden zum einen in einem Stimmulations-Assay mit und ohne anti-CD3
stimuliert (3.11.2), der Rest wird in 350 yl RLT-Puffer fur die Isolation von RNA lysiert
und bei -80 °C weggefroren.

Das Gewicht der Tiere wird einmal wdchentlich kontrolliert. Gegebenenfalls
werden die Tiere nach dem Transfer mit Gp96, peptidbeladenem Gp96 (Gp96/Pep)
oder denaturiertem Gp96 (GP96/denat.) behandelt. Die Behandlung erfolgt dabei am
Tag 1, eine, zwei und drei Wochen nach Transfer. Es werden jeweils 100 ug Protein
in 100 ul PBS sub cutan in den Nacken verabreicht. Das Gp96 und die Peptide wur-
den von der Firma Immatics Biotechnologies (Tubingen) hergestellt. Die Beladung
von Gp96 wurde ebenfalls durch Immatics Biotechnologies vorgenommen. Die Sub-
stanzen waren endotoxinfrei. Nach 6 - 8 Wochen entwickeln die Tiere eine chroni-

sche Kolitis und der Versuch wird durch Tétung der Tiere beendet.
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Den Tieren wird der Darm entnommen und fir histologische Untersuchungen
und Immunhistochemie prapariert. Des Weiteren werden die mesenterialen Lymph-
knoten entnommen, um mit ihnen eine Lymphknotenzellstimulation durchzufuhren
(3.11.1).

3.12.1 Stimulation mesenterialer Lymphknotenzellen

Einen oder mehrere Tage vor der geplanten Zellstimulation mussen die bendtigten
Vertiefungen einer 96-Well-Platte mit anti-CD3 Antikérpern beschichtet werden. Dazu
werden in jedes Loch 100 pl einer mit 2,5 pg/ml konzentrierten anti CD3-AK-LOsung
pipettiert werden. Die Platten werden tber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Die mesenterialen Lymphknoten einer Gruppe von Tieren werden in Medium
(RPMI, 10% FCS, P/S, B-Me) gesammelt und mit einem Spritzenstempel zerdrickt.
Die Zellsuspension wird anschlielend durch ein 70 um Zellsieb gefiltert um eine Ein-
zellsuspension herzustellen. Es erfolgt Zentrifugation bei 1600 rpm fur 15 min bei 4
°C. Der Uberstand wird verworfen und die Zellen werden nochmals in Medium gewa-
schen. Inzwischen wird die mit anti-CD3 beschichtete 96-Well-Platte gewaschen.
Dazu wird die AK-Losung steril abgesaugt, es werden 100 ul PBS in die Vertiefungen
pipettiert und erneut abgesaugt. Nach der Zentrifugation werden die Zellen gezahlt.
Die Zellzahl wird auf 1x10° Zellen/100 pl eingestellt und es werden 2x10° Zellen pro
Vertiefung eingesat. Dabei werden die Zellen, die mit anti-CD3 stimuliert werden, in
Medium mit 50U/ml IL-2 aufgenommen. Die Zellen, die nicht mit anti-CD3 stimuliert
werden, werden in Medium ohne IL-2 aufgenommen.

Fur jede Gruppe werden 8 Wells mit anti CD3 stimuliert und 8 Wells werden
ohne Stimulation fiir 24 h bei 37 °C inkubiert. Danach wird der Uberstand abgenom-
men und in einer neuen 96-Well-Platte bei -20 °C bis zur Zytokinbestimmung (3.9)

weggefroren.
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3.12.2 Stimulation von CD4* CD62L"-Zellen

Die Stimulation der CD4" CD62L" Zellen erfolgt analog der Lymphknoten-
zellstimulation. Der Unterschied besteht darin, dass die mit anti-CD3 zu stimulieren-
den Zellen ohne IL-2 stimuliert werden. Die Stimulation erfolgt ebenfalls 24 h bei 37
°C. Der Uberstand wird danach abgenommen und bei -20 °C bis zur Zytokinbestim-

mung weggefroren.

3.13 Generierung einer konditionellen Gp96-knock-out-Maus

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Targetingvektor fur eine konditionelle Gp96-
knock-out-Maus kloniert werden. Die Strategie fur das Targeting und die Klonierung
des Vektors wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Thomas Hehlgans aus der Ab-
teilung fur Pathologie der Universitat Regensburg entwickelt.

Das Gp96-Gen der Maus besteht aus 18 Exons und erstreckt sich tber einen
Bereich von etwa 15 kb (Abb.3.6). Um einen erfolgreichen knock-out zu erzielen,
sollte ein moglichst grolRer Bereich des Gens aus dem Genom der Maus entfernt
werden. Dabei durfte das Gen durch die Klonierung und die anschlieRende homolo-
ge Rekombination aber nicht zerstort werden, da bekannt war, dass eine konventio-
nelle knock-out-Maus am 5. Tag der Embryonalentwicklung stirbt *>. Erst durch die
weitere Kreuzung der genetisch veranderten Maus mit einer die cre-Rekombinase in
bestimmten Geweben exprimierenden Maus, sollte das Gp96-Gen im Gewebe aus-
geschaltet werden. Das Targeting diente also dazu, zwei cre-Rekombinase-Stellen
an geeigneten und genau definierten Stellen in das Maus-Genom einzubringen. Zur
Selektion der embryonale Stammzellen (ES)-Zellen auf erfolgreiche homologe Re-
kombination wurde eine Neomycin-Resistenz-Kassette in ein Intron des Gens einge-
fugt, wobei diese Resistenz nach der Selektion wieder entfernt werden musste, um
die Gp96-Expression in der Maus nicht zu beeinflussen. Daher sollte das Neomycin-
Gen von frt-Stellen flankiert sein, die einer Flippase als Angriffstellen fur eine Entfer-

nung des Gens aus dem Genom dienen wurden (Abb.3.6).
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Exons o °| | Exons 8 -17 lox p

l cre-Rekombinase
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Abb.3.6: Targetingstrategie fiir eine konditionelle Gp96-knock-out-Maus

Um den Targeting-Vektor zu klonieren, mussten zunachst drei Teile des Maus-Gp96-
Gens per PCR amplifiziert werden. Die Teile werden im Folgenden als Fragment |, Il
und Il bezeichnet. Fragment | beginnt nach Exon 18 und erstreckt sich bis zwischen
Exons 14 und 13 (2975 bp), direkt daran schlielt sich Fragment Il an, welches sich
bis nach Exon 8 erstreckt (3346 bp) und Fragment Il beginnt zwischen Exon 8 und 7
und Uberspannt die Exons 7 und 6 (1722 bp) (Abb.3.7). Die Fragmente | und Il soll-
ten spater zu einem grof3en Stick zusammenkloniert werden, welches sich wegen
seiner GesamtgrofRe von uber 6 kb per PCR schwer direkt amplifizieren lassen wur-
de. Zwischen dieses grof3e Teilstuck und dem Fragment Il wird die frt-flankierte Ne-
omycin-Resistenz einkloniert (Abb.3.6). An die Fragmente wurden durch die Primer

geeignete Restriktionsschnittstellen angefligt (Abb.3.7)
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1 18
I II Kpn | Xba |
Fragment |
Nru | Kpn |
Fragment Il

Sfi | e S p |
Fragment Il

Abb.3.7: Darstellung der Position der drei PCR-Fragmente fiir die konditionelle Gp96-knock-

out-Maus

Die Primersequenzen fir die im Folgenden dargestellten PCR-Reaktionen
sind unter 2.4.3 zusammengefasst. Folgende PCR-Bedingungen wurden zur Amplifi-

kation der einzelnen Fragmente verwendet:

Fragment |: 2 ul ES-Zell-DNA (200 ng)
0,5 ul Herkulase (Stratagene®, La Jolla, CA, USA)
2 ul DMSO (Endkonzentration 4%)
2,5 ul Primer MH up (5 pM)
2,5 pl Primer MH do (5 pM)
1 ul dNTPs (10 mM)
5ul 10x Puffer
34,5 pl H.O
10 min 94 °C
1 min 94 °C
1 min 50 °C 40x
4 min 72 °C
10 min 72 °C

Ein Teil des PCR-Ansatzes wurde zur Kontrolle auf ein 1%iges Agarose-Gel aufge-

tragen. Von dem Rest wurde eine 1:1000-Verdunnung hergestellt und es wurde eine
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nested-PCR mit den endglltigen, die Restriktionsschnittstellen enthaltenden Primern,

durchgefuhrt.

2 ul
0,5 pl
2 ul
2,5 pl
2,5 ul
1l

5 ul
34,5 pl

10 min

1 min
1 min

4 min

10 min

PCR 1:1000 verdunnt

Herkulase (Stratagene®, La Jolla, CA, USA)
DMSO (Endkonzentration 4%)

Primer k.o. Xba fl (6 uM)

Primer k.o. kpn rl (5 uM)

dNTPs (10 mM)

10x Puffer

H.O

94 °C

94 °C
50 °C 25x
72 °C

72°C

Das erhaltene PCR-Produkt von etwa 3 kb wurde auf einem 1%igen Agarose-Gel

kontrolliert und mit dem PCR-Purification Kit von Qiagen aufgereinigt.

Um anschlielend ein Topo-TA-Cloning durchfuhren zu kdnnen, wurden an

das PCR-Fragment A-Nucleotide mit einer Tag-Polymerase (MBI-Fermentas) ange-

hangt.

1,2 pl
1 Ml
2 ul
1l
9 ul
5,8 ul

MgClz (1,5 mM)
Taqg-Polymerase
10x Puffer
dNTPs (10 mM)
PCR-Fragment |
H.O
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Der Ansatz wurde 30 min bei 72 °C inkubiert, anschliel3end erfolgte die Klonierung in
den Vektor des Topo-XL-Cloning Kits von Invitrogen. Das weitere Vorgehen erfolgte

wie unter 3.5 und 3.6 dargestellt.

Fragment ll: 1l ES-Zell-DNA
2,5yl Primer k.o. kpn fll (2 uM)
2,5 pl Primer k.o. nru rll (2 yM)
1 ul dNTPs (10 mM)
5ul 10x Puffer
0,5 ul Herkulase (Stratagene®, La Jolla, CA, USA)
37,5 ul H.O
2 min 94 °C
30 sek 92 °C
30 sek 60 °C » 35x

3,5 min 72 °C

10 min 72°C

Der gesamte PCR-Ansatz wurde auf ein 0,8% Agarosegel aufgetragen und mittels
des QIAEX Il Kit (Qiagen, Hilden) aus dem Gel eluiert. Anschliel’end erfolgte die
Klonierung in den ZeroBlunt TOPO-Vektor (Invitrogen) nach Anleitung (siehe 3.5).

Das weitere Vorgehen erfolgte wie unter 3.5 und 3.6 dargestellt.

Fragment lll: 1l ES-Zell-DNA
2,5 pl Primer k.o. xho flll (2 pM)
2,5 pl Primer k.o. sfi rlll (2 pM)
1l dNTPs (10 mM)
5ul 10x Puffer
0,5 ul Herkulase (Stratagene®, La Jolla, CA, USA)

37,5 yl H,0
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2 min 94 °C
30 sek 92 °C
30 sek 50 °C 30x

3,5 min 72 °C

10 min 72 °C

Da nach dieser PCR die Ausbeute noch sehr gering war, wurde 1 ul der PCR in einer
erneuten PCR unter den gleichen Bedingungen nochmals amplifiziert. Die Bande von
etwa 1700 bp GroRe wurde aus einem 0,8%igen Agarose-Gel eluiert. Um anschlie-
Rend ein Topo-TA-Cloning durchfihren zu kdnnen, wurden an das PCR-Fragment A-

Nucleotide mit einer Tag-Polymerase (MBI-Fermentas) angehangt.

1,2 pl MgCl, (1,5 mM)
1l Tag-Polymerase
2 ul 10x Puffer

1ul dNTPs (10 mM)
14,8 pl PCR-Fragment IlI

Der Ansatz wurde 30 min bei 72 °C inkubiert und anschliel3end erfolgte die Klonie-
rung in den Vektor des Topo-XL-Cloning Kits von Invitrogen. Das weitere Vorgehen

erfolgte wie unter 3.5 und 3.6 dargestellt.

Neomycin-Resistenz-Kassette:

Die Neomycin-Resistenz-Kassette war in einem Vektor enthalten, den wir von Prof.
Dr. Thomas Hehlgans aus der Pathologie erhalten hatten. Um die fir unsere Klonie-
rungsstrategie passenden Restriktionsschnittstellen zu erhalten, wurde die Resistenz
durch PCR mit Primern, an denen die Schnittstellen Sal | und Xho | angefugt waren,

amplifiziert.
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0,5 ug
1l
1l

5 ul
10 pl
7 ul

15 min

30 sek
30 sek

2,5 min

10 min

Vektor

Primer lox frt neo frt f (2 pM)
Primer lox frt neo frt r (2 uyM)
10x Puffer
Taqg-Polymerase-Mix (Qiagen)
H.O

94 °C

94 °C
50 °C 35x
72 °C

72 °C

Die erhaltene Bande wurde aus einem 1%igen Agarose-Gel eluiert, in den pCR® II-

TOPO -Vektor kloniert und anschliel’end sequenziert (3.5 und 3.6).

lox p-Element:

Das lox p-Element wurde aus einem durch Prof. Dr. Thomas Hehlgans zur Verfugung

gestellten Vektor per PCR gewonnen. Dabei wurden durch die PCR geeignete Re-

striktionsschnittstellen (Sal |) zur Klonierung angefugt.

Der Vektor hatte eine Konzentration von 1,2 pg/ul und wurde fur die PCR

1:100.000 verdunnt.

1l
1l
1l
1l

5 ul
0,5 ul
40,5 pl

Vektor

Primer lox p for (5 uM)
Primer lox p rev (5 uM)
dNTPs (10 mM)

10x Puffer

Herkulase (Stratagene®, La Jolla, CA, USA)

H.O
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2 min

30 sek
30 sek

1 min

10 min

94 °C

92 °C
55°C 30x
72 °C

72 °C

Die erhaltene Bande wurde aus einem 1%igen Agarose-Gel eluiert, in den pCR® II-
TOPO-Vektor kloniert und anschlieend sequenziert (3.5 und 3.6).

Nachdem alle Fragmente, die Neomycin-Resistenz und das lox p-Element amplifi-

ziert und kloniert waren, sollten die Komponenten in folgender Reihenfolge in den
pSL301-Vektor einkloniert werden (Abb.3.8):

1. Klonierung von Fragment Il mit Sfi | und Xho |

2. Klonierung der frt-flankierten Neomycin-Resistenz mit Xho | und Sal |

3. Klonierung von Fragment |l mit Nru | und Kpn |

4. Klonierung von Fragment | mit Kpn | und Xba |

5. Klonierung des lox p Elements in Fr | mit Xhol bzw. Sal |
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Sall (13256) ~ Xbal (44)

Fragment |

~ loxP
Xhol (1344)
Sfil (10267) Fragment |
\\
Fragment Ill pSL+FrllI+Neo+Frll+Fri+lox — ot (3179
13292 bp
Xbal (8530) ~/ Fragment |I
Xhol (8551)
FRT
Xhol (5260)
Xbal (8225)
~ Nrul (6517)
Neomycin Sall (6527)

xval 66100 FRT  loxP

Abb.3.8: Targeting-Vektor fiir die konditionelle Gp96-knock-out-Maus
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4 Ergebnisse

4.1 Aufreinigung intestinaler humaner Makrophagen

Im Intestinum ausdifferenzierte Makrophagen besitzen einen spezifischen Phanotyp,
der in dieser Form in keinem anderen Organ des Menschen beschrieben wurde
(1.2.2).

Die typischen Oberflachenantigene der Monozyten finden sich gerade nicht auf
intestinalen Makrophagen (1.2.2). Studien Uber den Phanotyp und die Funktion in-
testinaler Makrophagen wurden in unserer Arbeitsgruppe zwar vorangetrieben '® 17 1°,
aber dennoch konnten noch nicht alle wichtigen Zusammenhange eindeutig geklart
werden.

Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, intestinale Makrophagen aus nicht entzind-
lichen und entzindlichen Geweben funktionell besser zu charakterisieren. Die Aufrei-
nigung intestinaler Makrophagen wurde in der Arbeitsgruppe bereits vor einiger Zeit
etabliert **, dennoch sollte die Aufreinigung nach dem etablierten Protokoll nachvoll-
zogen, und die Reinheit der intestinalen Makrophagen per Durchflusszytometrie unter-
sucht werden, da fur Expressionsuntersuchungen in dieser Arbeit mMRNA einer reinen
Makrophagenpopulation bendtigt wurde.

Die Aufreinigung der intestinalen Makrophagen erfolgte mit Hilfe eines gegen
das Oberflachenantigen CD33 gerichteten, mit magnetischen Beads gekoppelten An-
tikorpers. Der Nachweis der Reinheit und Spezifitat erfolgte mit einem PE-gekoppelten
AK, der gegen den Bead-gekoppelten Antikorper gerichtet war. Wie in Abbildung 4.1
zu sehen, war bei zwei aufeinander folgenden Separationsschritten die Aufreinigung

einer zu 90% reinen CD33-positiven Makrophagenpopulation maglich.
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Abb. 4.1: Aufreinigung von intestinalen Makrophagen durch anti-CD33 MicroBeads. Seitwérts-
streulicht (SS) und R-Phycoerythrin (PE). CD33 positive Zellen waren nach zwei Isolations-
schritten auf ca. 90% angereichert (B). Die Isotyp-Kontrolle zeigte keine unspezifische Fér-
bung (A).

4.2 Microarray, RT-PCR und real-time-PCR fiir Gp96

Um differenzierungsspezifische Gene flur intestinale Makrophagen zu identifizieren
wurden im Vorfeld dieser Arbeit in der Arbeitsgruppe subtraktive Hybridisierungs-
Versuche durchgeflhrt. Dabei wurde cDNA von in vitro differenzierten Makrophagen
von Makrophagen-cDNA nicht entzindeter Patienten subtrahiert. Es zeigte sich, dass
funf von 76 erhaltenen Klonen >99% Homologie zur mRNA von Gp96 aufwiesen (Re-
ferenz-Sequenz bei NCBI: X15187). Dies liel3 den Schluss zu, dass Gp96 bei der Dif-
ferenzierung von Monozyten zu Makrophagen induziert wird und der Grundstein zu

der vorliegenden Arbeit wurde gelegt.

4.2.1 Affymetrix GeneChip® Analysen

Um die Daten der Subtraktiven Hybridisierung zu bestatigen, wurden Affymetrix Ge-
neChip® Analysen am Kompetenzzentrum fur fluoreszente Bioanalytik in Regensburg
durchgefuhrt. Die mRNA von drei nicht entzindeten Patienten und drei Spendern flr

in vitro differenzierte Makrophagen wurde gepoolt um mdgliche individuelle Unter-
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schiede in der Expression auszuschlieen. Die jeweilige mMRNA wurde auf jeweils zwei
Chips hybridisiert. Fur beide auf dem Chip enthaltenen Gp96-probe sets war die
MRNA-Expression in intestinalen Makrophagen signifikant hdher als die Expression in
in vitro differenzierten Makrophagen. Fur jedes probe set wurde der Durchschnitt der
beiden Chips ermittelt. FUr das eine probe set war die Expression in intestinalen
Makrophagen dreimal hdher, fur das zweite probe set war die Expression 11 mal hé-
her als in in vitro differenzierten Makrophagen (Abb. 4.2). Im Durchschnitt liegt die Ex-
pression in intestinalen Makrophagen etwa siebenmal hoher als in in vitro differenzier-

ten Makrophagen. Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des t-Tests.

Affymetrixdaten
3000 ENE 1
2500 _= * ®NE 2
o +
x< 2000 - [ ] Oi.v. mac 1
:® p<0,005 p=0,05
TE 1500 - <$i.v. mac 2
(=] i
o 1000 g + Mittelwert NE
500 - , ,
- X Mittelwert i.v.
0 mac
1 2
Gp96 probe sets

Abb. 4.2: Die Affymetrixdaten bestétigen die Ergebnisse der Subtraktiven Hybridisierung. Die
original Signalstérken der intestinalen Makrophagen und der in vitro differenzierten Makropha-
gen flir beide probe sets sind gezeigt. Jeder Datenpunkt représentiert die Signalstérke auf
dem Chip. Der Mittelwert ergibt sich jeweils aus den beiden Datenpunkten fiir intestinale
Makrophagen und in vitro differenzierte Makrophagen. Fiir das probe set 1 wurde eine 11-
fache fiir das probe set 2 eine dreifache Induktion gemessen. NE: nicht entziindet; i.v. mac: in

vitro differenzierte Makrophagen
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4.2.2 RT-PCR

Um die Ergebnisse der subtraktiven Hybridisierungsversuche und der Affymetrix Ge-
neChip® Analyse weiter zu bestatigen, wurden RT-PCR-Versuche mit der mRNA aus
intestinalen Makrophagen von Patienten mit Morbus Crohn (MC), Colitis ulcerosa (CU)
und ohne intestinale Entziindung (NE), des Weitern mit mRNA aus Monozyten und in
vitro differenzierten Makrophagen, durchgefihrt. In intestinalen Makrophagen von Pa-
tienten mit MC, CU und ohne intestinale Entzindung konnte Gp96 nachgewiesen
werden. Keine Expression von Gp96 zeigte sich jedoch in Monozyten und in in vitro
differenzierten Makrophagen (Abb. 4.3). Die Integritat der cDNA wurde mit dem Gene
Checker™ kit durchgefihrt, wobei nur GAPDH gezeigt ist.

Cu MC NE

i.v. mac mono

gp96

540 bp GAPDH

Abb. 4.3: Gp96-mRNA-Expression in in vitro differenzierten Makrophagen (i.v. mac), Monozy-
ten (mono) und intestinalen Makrophagen von Patienten mit Colitis ulcerosa (CU), Morbus
Crohn (MC) und nicht entziindeter Mukosa (NE). Gp96 kann bei Patienten mit MC, CU und NE
nachgewiesen werden, jedoch nicht in Monozyten und in vitro differenzierten Makrophagen.
Die Abbildung ist reprédsentativ fiir 11 nicht entziindete Patienten, neun Patienten mit MC,
sechs Patienten mit CU, vier Spender fiir in vitro differenzierte Makrophagen und 11 Monozy-

ten-Spender.

4.2.3 Real-time-PCR mit TagMan®

Um genaueren Aufschluss Uber die Expressionsunterschiede, vor allem zwischen den
unterschiedlichen Patientengruppen, zu erhalten wurden real-time-PCR-Versuche
nach der Tagman®-Methode durchgefiihrt. Hierfir wurde mRNA von sieben Monozy-

ten-Spendern, drei Kulturen in vitro differenzierter Makrophagen, funf Patienten mit
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Colitis ulcerosa, sechs Patienten mit Morbus Crohn und funf Patienten ohne intestinale
Entzindung gewonnen. Wie in Abbildung 4.4 zu sehen ist, gab es bei der mRNA-
Expression von Gp96 innerhalb der Patientengruppen (MC, CU und NE) keine signifi-
kanten Unterschiede, aber die Expression lag signifikant hoher als in Monozyten und
in in vitro differenzierten Makrophagen (Monozyten vs. CU p<0,002, Monozyten vs.
MC p<0,005, Monozyten vs. NE nicht signifikant, i.v. mac vs. CU p<0,05, i.v. mac vs.
MC p<0,02, i.v. mac. Vs. NE nicht signifikant, t-Test)

*kk* *%k%*

0,016 -

0,014 - i |

0,012 - f

0,010 ~

0,008 -

0,006 - py

1/ (Gp96 - GAPDH)?
4‘

0,004 1 1

0,002 -

0,000 . . . . .
Monozyten i.v. mac CuU MC NE

Abb. 4.4: Real-time-PCR (TagMan®) fiir Gp96. Die mRNA-Expression ist in Makrophagen von
Patienten mit MC, CU und NE héher als in Monozyten und in vitro differenzierten Makropha-
gen. (# p<0,002, Monozyten vs. MC p< 0,005, Monozyten vs. NE n.s., i.v. mac vs. CU p<0,05,

i.v. mac vs. MC p<0,02, i v. mac vs. NE n.s.).

4.3 Immunhistochemische Analyse der Gp96 Expression in multi-

zellularen Spharoiden (MZS)

Basierend auf den Ergebnissen der mRNA-Expression konnte geschlossen werden,
dass die Gp96-Expression wahrend der Differenzierung von Monozyten zu Makropha-

gen induziert wird. Um nachzuprifen ob Gp96 tatsachlich wahrend der Differenzierung
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von Monozyten in intestinale Makrophagen induziert wird, wurde das Spharoid-Modell
241, 20

der Makrophagendifferenzierung herangezogen

Abb. 4.5: Expression von Gp96 in HT-29 Sphé&roiden nach 24 h, drei und sieben Tagen Kokul-
tur mit Monozyten. Nach 24 h und drei Tagen konnte keine Gp96-Expression detektiert wer-
den (A + B). Nach sieben Tagen war Gp96 nachweisbar (C + D). Die Isotypkontrolle zeigte
keine unspezifische Farbung. (E + F + G) (VergréRerung x200).

Nach 24 h und drei Tagen Kokultur von Monozyten mit den Spharoiden war
keinerlei Gp96 detektierbar (Abb. 4.5 A + B). Nach sieben Tagen Kokultur hingegen
konnte Gp96 in hohen Mengen in den Spharoiden nachgewiesen werden, wobei das
Verteilungsmuster der Expression typisch fir eingewanderte Monozyten bzw.
Makrophagen war (Abb. 4.5 C + D).
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Die Versuche wurden dreimal mit unterschiedlichen Monozyten-Spendern
durchgefuhrt und es konnte daraufhin geschlossen werden, dass Gp96 tatsachlich

differenzierungsspezifisch fur intestinale Makrophagen ist.

4.4 Gp96-Expression in humaner intestinaler Mukosa

4.4.1 Immunhistochemie

Da bisher gezeigt werden konnte, dass Gp96 bei der Differenzierung von Monozyten
in intestinale Makrophagen induziert wird, sollte Gp96 in Makrophagen der intestinalen
Mukosa nachgewiesen werden. Dies sollte zunachst bei Patienten mit Morbus Crohn
und bei Patienten ohne intestinale Entzindung untersucht werden.

Die immunhistochemische Untersuchung wurde auf Darm-Resektaten von neun
Patienten ohne intestinale Entzindung und sieben Patienten mit MC mit einem spezi-
fischen monoklonalen anti-Gp96 Antikdrper vorgenommen. Es wurden 5 pm dicke Ge-
frierschnitte hergestellt und in einem ersten Markierungsschritt wurde Gp96 mit Vec-
tor® NovaRED® (rot) nachgewiesen. In einem zweiten Markierungsschritt wurden
Makrophagen Uber den spezifischen Marker CD68 mit BDHC (blau, granular) nach-
gewiesen. Wie in Abb. 4.6 zu sehen, war Gp96 in intestinalen Makrophagen bei Pati-
enten ohne intestinale Entzindung nachweisbar (Abb. 4.6 A), wohingegen Gp96 auf
Proteinebene, im Gegensatz zur mRNA-Ebne, in Makrophagen von Patienten mit MC
nicht detektierbar war (Abb. 4.6 B). Die Isotypkontrolle (Ratte-lgG2a fir Gp96, Maus-
IgG1 flr CD68) zeigte keinerlei unspezifische Farbung (Abb. 4.6 C + D).
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Um auszuschliellen, dass an Gp96 gebundene Peptide die Bindung des mo-
noklonalen Antikoérpers verhindern, wurde zusatzlich zu den Versuchen mit dem mo-
noklonalen Antikérper, Gp96 mit einem polyklonalen Serum immunhistochemisch
nachgewiesen. Die Ergebnisse waren identisch zu denen mit dem monoklonalen Anti-
korper und sind in Abb. 4.7 dargestellt.

Auch mit dem polyklonalen Serum war Gp96 nur in Makrophagen der nicht ent-
zindeten intestinalen Mukosa, nicht jedoch in Makrophagen von Patienten mit MC
detektierbar. Die Isotypkontrolle (Kaninchen-Immunglobuline fur Gp96, Maus-IgG1 fur
CD68) zeigte keinerlei unspezifische Farbung (Abb. 4.7 C + D).
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4.4.2 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenzversuche wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Frauke Bataille
und Sabine Troppmann aus der Abteilung fur Pathologie durchgeflhrt und bestatigten
die Immunhistochemischen Untersuchungen. Als Primarantikdrper wurden dieselben
herangezogen wie auch flir die immunhistochemischen Versuche. Der Nachweis er-
folgte aber im Gegensatz zur Immunhistochemie auf Paraffinschnitten und die Detek-
tion erfolgte mit an Alexa-Fluor gekoppelte Sekundarantikdrper. Der anti-Ratte Anti-
kdrper war an Alexa Fluor® 594 (rot), der anti-Maus Antikdrper an Alexa Fluor® 488
(grin) gekoppelt.

Die Immunfluoreszenzen zeigten dieselben Ergebnisse wie die immunhisto-
chemischen Versuche. In Abb. 4.8 A - C (Pfeile) ist zu sehen, dass Gp96 in den meis-
ten intestinalen Makrophagen exprimiert wird, wenn keine intestinale Entzindung vor-
liegt. Dabei ist zu beobachten, dass Gp96-negative Zellen in sup-epithelialen Berei-
chen akkumulieren und nahe an den Krypten liegen. Gp96 positive Makrophagen sind

eher in tieferen Schichten der Lamina propria zu finden. Dagegen sind die meisten
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Makrophagen in der Mukosa von Patienten mit MC Gp96 negativ (Abb. 4.8 D - F, gru-
ne Pfeile), nur sehr wenige Makrophagen exprimieren Gp96 (Abb. 4.8. D - F, weilke
Pfeile). In keinem anderen Zelltyp aul3er Makrophagen konnte in der intestinalen Mu-
kosa Gp96 detektiert werden (Abb. 4.6 bis 4.8).

Abb. 4.8: Nachweis von Gp96 in intestinaler Mukosa von Patienten ohne intestinale Entziin-
dung (A - C) und mit Morbus Crohn (D - F). In nicht entziindeter Mukosa sind die meisten
Makrophagen (A, griin, Pfeile) Gp96 positiv (B, rot; C, Uberlagerung, Pfeile). Nur sehr wenige
Makrophagen (D, griin, griine Pfeile) sind bei Patienten mit MC Gp96 positiv (E, rot; F, Uber-
lagerung, weil3e Pfeile). Die Isotypkontrollen zeigten keine unspezifische Farbung (G + H).
(VergréBerung x200)
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4.4.3 Immunhistochemie und -fluoreszenz bei Colitis ulcerosa und Divertikulitis

Um zu bestimmen, ob das Fehlen von Gp96 in intestinalen Makrophagen von Patien-
ten mit MC spezifisch fur MC ist, oder ob es sich dabei um ein Epiphenoman der in-
testinalen Entzindung im Allgemeinen handelt, wurden immunhistochemische und
Immunfluoreszenz-Untersuchungen an Dunnschnitten von Patienten mit Colitis ulce-
rosa (CU) und Divertikulitis durchgefihrt.

Wie in Abb. 4.9 und 4.10 gezeigt, ist Gp96 in intestinalen Makrophagen bei Di-
vertikulitis (4.9) und CU (4.10) im gleichen Ausmal} nachweisbar wie in Patienten ohne
intestinale Entzindung (Abb. 4.6 - 4.8). Das Verteilungsmuster in der Mukosa ist dabei
ebenfalls dasselbe wie in der Mukosa ohne Entzindung. Die Gp96-positiven
Makrophagen sind in tieferen Schichten der Lamina propria zu finden wohingegen

Gp96-negative Makrophagen in Kryptennahe liegen.

Abb. 4.9: Immunfluoreszenz und -histochemie auf Diinnschnitten eines Patienten mit Diverti-
kulitis. Die meisten Makrophagen exprimieren Gp96 (Pfeile) Die Isotypkontrollen zeigten keine
unspezifische Farbung (D + E). ---- Krypte (VergréBerung A - D x200; E, F x400).
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Abb. 4.10: Immunfluoreszenz und -histochemie auf Diinnschnitten eines Patienten mit CU. Die

meisten Makrophagen exprimieren Gp96 (Pfeile) Die Isotypkontrollen zeigten keine unspezifi-
sche Farbung (D + E). ---- Krypte (Vergré3erung A - D x200; E, F x400).

4.5 Sequenzierung von Gp96 cDNA

Um zu untersuchen, ob Gp96 in intestinalen Makrophagen bei Patienten mit MC nur
deshalb nicht detektiert werden konnte, weil eine Mutation vorliegt, so dass der Anti-
korper nicht oder nur schlecht binden kann, wurde die cDNA einiger Patienten kloniert
und sequenziert.

Die cDNA fir Gp96 von funf Patienten mit MC, zwei Patienten mit CU und funf
Patienten ohne intestinale Entzindung wurde in den Vektor Topo 2.1 kloniert und an-
schlieRend sequenziert. Es wurde in keinem der Patienten eine Mutation, die zu einer
Leseraster-Verschiebung, einem Stopp-Kodon oder einem Aminosaureaustausch
fuhrt, gefunden. Bei acht der 12 untersuchten Patienten kam es allerdings an Position
2382 zu einem Nucleotidaustausch von C zu T (NCBI Sequenz-Nr.: X15187.1), wel-
cher aber zu keinem Aminosaureaustausch fuhrt, da die dritte Position des Kodons

CCC betroffen ist, welches zu CCT wird. Beide Tripletts kodieren fir die Aminosaure
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Prolin. Diese Mutation betraf drei der Patienten mit MC, alle finf Patienten ohne in-

testinale Entzindung und keinen der CU-Patienten.

4.6 Gp96-Expression im Transfer-Kolitis-Maus-Modell

Da die Funktion von Gp96 fur die Darmschleimhaut im Menschen nicht naher unter-
sucht werden kann, wurden weitere Untersuchungen zur Expression und Regulation
im Transfer-Kolitis Maus-Modell durchgefihrt. CD4™ CD62L" T-Zellen wurde aus Mil-
zen von Balb/c Spendertieren isoliert und in Scid-Mause transferiert. Die Mause entwi-
ckeln nach etwa 6 - 8 Wochen eine chronische Kolitis.

Gefrierschnitte des Dickdarmes von funf gesunden und sieben Tieren mit Kolitis
wurden immunhistochemisch auf die Expression von Gp96 untersucht. Da es bei
Mausen, im Gegensatz zum Menschen, keinen eindeutigen Makrophagenmarker gibt,
mit dem alle Makrophagenpopulationen detektiert werden kénnen, wurden zwei ver-
schiedene Marker zum Nachweis von Makrophagen benutzt. Mac-3 diente dabei zum
Nachweis ruhender Makrophagen, F4/80 zum Nachweis aktivierter Makrophagen 2**
246, 247.

In der Mukosa von Mausen ohne Kolitis konnte Gp96 in Mac-3 positiven
Makrophagen detektiert werden (Abb. 4.11 A), wohingegen keinerlei Gp96 in der Mu-
kosa von Mausen mit Kolitis nachgewiesen werden konnte (Abb. 4.11 B + F). Des
Weiteren waren keine Mac-3 positiven Makrophagen in der Mukosa von Kolitis-
Mausen zu detektieren (Abb. 4.11 B), wobei Mac-3 positive Makrophagen durchaus in
Lymphfollikeln von Kolitis-Mausen zu finden waren und diese exprimierten Gp96 (Abb.
4.11 C + D). In gesunden Mausen konnten nur vereinzelt F4/80 positive Makrophagen
nachgewiesen werden, wobei diese dann keine Gp96-Expression zeigten (Abb. 4.11
E). In Mausen mit Kolitis waren sehr viele F4/80 positive Makrophagen zu finden, wo-
bei diese keine Gp96-Expression aufwiesen (Abb. 4.11 F).

Zusammenfassend kann man also sagen, dass die Gp96-Expression in der
Mukosa von Mausen einer ahnlichen Regulation unterliegt wie in der humanen Muko-

sa.
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Abb. 4.11: Immunhistochemischer Nachweis von Gp96 in murinem Dickdarm. Gp96 wird in

Mac-3 positiven Makrophagen (A) aber nicht in F4/80 positiven Makrophagen (E) in nicht ent-
ziindeter Mukosa exprimiert. Gp96 wird nicht in Mac-3 (B) oder F4/80 (F) positiven Makropha-
gen in der Mukosa von M&ausen mit Kolitis. In Lymphfollikeln wir Gp96 in Mac-3 positiven
Makrophagen exprimiert (C + D). Die Isotypkontrollen zeigen keine unspezifische Farbung (G -

J). ---- Krypte (VergréRBerung x400).

4.7 Transfer-Kolitis Maus-Modell — Behandlung mit Gp96

Da bisher in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die Gp96-Expression bei der
Differenzierung von Monozyten zu intestinalen Makrophagen induziert wird und Gp96-
Protein bei Morbus Crohn in intestinalen Makrophagen nicht nachgewisen werden
kann, und weil sich bei Mdusen mit einer durch CD4" CD62L" T-Zell-Transfer ausge-

|I6sten Kolitis ahnliche Verhaltnisse zeigten, vermuteten wir, dass der bei Morbus
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Crohn und der bei der Transfer-Kolitis ausgeldste Verlust der Toleranz gegenuber der
eigenen luminalen Bakterienflora ursachlich mit dem Verlust von Gp96 zusammen
hangen kénnte. Daher sollten verschiedene Ansatze zur Behandlung der Transfer-
Kolitis mit Gp96 getestet werden. Zum einen sollten Tiere nach dem T-Zell-Transfer zu
unterschiedlichen Zeitpunkten mit Gp96 behandelt werden, zum anderen sollten be-
reits Balb/c Donortiere mit Gp96 behandelt werden, um zu zeigen, dass ein protektiver
Effekt von Gp96 Uber T-Zellen vermittelt wird. Ausschlaggebend flir diese Versuche

waren Publikationen %7 128

, in denen gezeigt worden war, dass die Behandlung von
Mausen mit hohen Gp96-Dosen (100 ug) zu Toleranz gegenuber Tumoren fuhrte, aus
denen Gp96 isoliert wurde, und nicht zwangslaufig zur Immunisierung gegen den Tu-
mor '%’. Dieselbe Gruppe zeigte kiirzlich, dass die Behandlung von Mausen mit Gp96
den Ausbruch einer myelin basic protein oder eine Proteolipid-Protein induzierten Au-
toimmun-Encephalomyelitis (EAE) sowie den Beginn eines Diabetes in non-obese-
diabetic (NOD)-Mausen verhindern kann '?. Des Weiteren wurde kiirzlich bekannt,
dass Gp96 nicht nur in der Lage ist, Peptide in den MHC Klasse |-Weg einzuschleu-
sen, sondern, dass Gp96 offensichtlich auch Peptide auf MHC Klasse I|I-Molekule
Ubertragen kann, so dass diese dann CD4"-T-Zellen prasentiert werden. Dabei kommt
es nicht zur Induktion einer Immunantwort gegen das Peptid, sondern die T-Zellen
werden in einen anergen Zustand {berfiihrt 8.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Ansatze in drei Transfer-
Versuchen durchgefuhrt, die im Folgenden erlautert und beschrieben sind. Bei jedem
der Transfer-Ansatze wurden die isolierten CD4" CD62L" Zellen auf die Expression
der Oberflachenmarker CD4, CD8, MHC Klasse Il, CD45R, CD45RB, CD62L, CD25
und CD103 mittels Durchflusszytometrie untersucht. Exemplarisch ist in Abb. 4.12 ei-
ne FACS-Analyse der isolierten Zellen dargestellt. Es ist zu sehen, dass die Zellen die
Oberflachenmarker CD4, CD62L und CD45RB exprimieren, fur die anderen Marker
jedoch negativ sind. Daraus ist zu folgern, dass es sich um eine sehr reine naive T-
Zell-Population handelt, die fur die Transferversuche verwendet wurde. Dabei zeigte
sich kein Unterschied in der Expression der genannten Oberflachenmarker, wenn die
Spendertiere unbehandelt waren oder aber mit Gp96, peptidbeladenem Gp96 oder

denaturiertem Gp96 vorbehandelt worden waren.
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Abb. 4.12: Durchflusszytometrische Analyse der isolierten CD4* CD62L"* Zellen. Die Zellen
exprimieren nur die Marker CD4, CD62L und CD45RB.

Die Balb/c-Donortiere wurden entweder mit reinem endotoxinfreiem Gp96, oder
mit peptidbeladenem Gp96 behandelt. Die Behandlung nach dem T-Zell-Transfer er-
folgte nur mit reinem Gp96. Die Peptide wurden, genauso wie das Gp96 selbst, von
der Firma Immatics Biotechnologies (Tubingen) synthetisiert. Auch die Beladung von
Gp96 mit den Peptiden wurde von Immatics Biotechnologies durchgefuhrt. Bei den
gewahlten und fur die Versuche benutzen Peptiden handelte es sich um zwei Peptide
aus einem E.coli-Membran-Protein (putative outer membrane lipoprotein \Wza, Acc.
Nr. Q9X4B7, AAD21562, AS-Sequenzen, siehe 2.1), von dem anzunehmen ist, dass
es auch naturlicherweise im Darm von Mausen vorkommt. Ausgewahlt wurden die
Peptide von Immatics Biotechnologies im Hinblick auf ihre Fahigkeit von MHC Klasse
[-Molekllen und Gp96 gebunden zu werden, denn nicht jedes beliebige Peptid passt

gleich gut in den peptidbindenden Spalt beider Molekle.
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4.7.1 1.Transfer

Im ersten Transfer-Versuch wurde mit finf unterschiedlichen Versuchs-Gruppen gear-
beitet (Abb. 4.13):

VB Gp96: zweimalige Behandlung der Spendertiere mit je 100 ug Gp96
im Abstand von einer Woche
VB Gp96/Pep: zweimalige Behandlung der Spendertiere mit je 100 ug pep-

tidbeladenem Gp96 im Abstand von einer Woche

BNT: Behandlung der Scid-Empfangertiere nach T-Zell-Transfer mit
100 ug Gp96 an Tag 1 + 7 nach Transfer (keine Behandlung
der Spendertiere).

CD62L": keine Behandlung der Spender- und Empfangertiere (Positiv-

kontrolle fur die Entstehung einer Kolitis)
PBS: kein T-Zell-Transfer, nur Gabe von PBS

Die Gabe von Gp96 bzw. Gp96/Pep erfolgte sub cutan (s.c.) in den Nacken der
Tiere. Nach dem Transfer erfolgte eine wochentliche Gewichtskontrolle. Der Versuch
wurde beendet, sobald es den Tieren der Positivkontroll-Gruppe klinisch sehr schlecht

ging und der Gewichtsverlust einzelner Tiere 20% Uberschritt.

Behandlung der Empfan-
gertiere (Scid) mit 100 pg

Gp96 wochentliche Ge-
wichtskontrolle

Wochen l l

1 2 3 4 5 6 7 ;
Behandlung Transfer '=|I]=' Totung der
der Donortiere (Balbic) Tiere
mit 100 ug Gp96 bzw.
Gp96-Peptid

Abb. 4.13: Behandlungsschema des 1. Transfers.
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Bei Toétung der Tiere wurde das Milzgewicht und die Darmlange erfasst. Des
Weiteren wurde der Darm vom Rektum bis zum Zékum in 4% Formalinlésung fixiert
und in Paraffin eingebettet, um ihn histologisch zu begutachten. Die mesenterialen
Lymphknoten wurden zur Zellisolation entnommen und die isolierten Zellen wurden
unstimuliert fir 24 h in Medium inkubiert, oder mit anti-CD3-Antikérpern in IL-2-
haltigem Medium flr 24 h stimuliert (siehe 3.13.1).

4.71.1 Gewichtsverlauf

Das Gewicht der Tiere wurde einmal wochentlich kontrolliert. Des Weitern wurde beo-
bachtet, ob die Tiere sonstige klinische Veranderungen, wie struppiges Fell oder

Durchfall aufwiesen. In Abb. 4.14 ist der Gewichtsverlauf der fiunf Gruppen dargestellt.

20 - Gewichtskurven 1. Transfer
- § - PBS
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(@)
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& ® —+BNT
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Abb. 4.14: Gewichtsverldufe der Gruppen im 1. Transfer-Versuch. Die Tiere der PBS-Gruppe
nahmen deutlich an Gewicht zu, wohingegen die Tiere der CD62L*-Gruppe stark an Gewicht
verloren. Die Tiere, die Zellen aus vorbehandelten Donoren erhalten hatten, erholten sich
nach einem anfanglichen Gewichtsverlust. # vs. § p<0,001, # vs. © p=0,05, # vs. A p<0,05,

allgemeines lineares Modell
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Wie erwartet, zeigten die Tiere, die nur PBS erhalten hatten eine kontinuierliche
Gewichtszunahme, die Tiere der CD62L*-Gruppe wiesen eine starke Gewichtsab-
nahme auf. Der Unterschied der Gewichtskurven beider Gruppen zueinander ist signi-
fikant (p<0,001, allgemeines lineares Modell) Die BNT-Gruppe zeigte eine verzogerte
Gewichtsabnahme. Auch dieser Unterschied im Verlauf war signifikant (p=0,05). Den
Tieren ging es klinisch besser als denen der CD62L"-Gruppe. Sie hatten weniger star-
ken Durchfall und das Fell war weniger struppig. Tiere der VB Gp96- und der VB
Gp96/Pep-Gruppe nahmen zunachst genauso stark ab wie die Tiere der CD62L"-
Gruppe, sie erholten sich aber im Verlauf des Versuchs zunehmend und erlangten fast
wieder das Ausgangsgewicht. Sie hatten auch nicht so starken Durchfall und das Fell
war weniger struppig. Der Gewichtsverlauf der CD62L*-Gruppe unterschied sich dabei

nur von dem der VB Gp96-Gruppe signifikant (p<0,05, allgemeines lineares Modell).

4.71.2 Milzgewichte und Darmlangen

Nachdem die Tiere getdtet worden waren, wurden die Darmlangen und die Milzge-
wichte ermittelt. Die mit PBS behandelten Tiere hatten, wie erwartet, das geringste
Milzgewicht, die anderen Gruppen unterschieden sich in den Milzgewichten nicht we-
sentlich. In den Darmlangen waren zwischen den Gruppen keinerlei signifikante Un-

terschiede festzustellen (nicht gezeigt)

4.71.3 Histologie

Fir die Ermittlung des histologischen Scores wurden die Schnitte mit Hamatoxylin und
Eosin gefarbt. Der Score wurde von Dr. Florian Obermeier ermittelt, wobei ihm dabei
nicht bekannt war zu welcher Gruppe die einzelnen Schnitte gehdérten. Sowohl der
Epithelzellschaden als auch das entzindliche Infiltrat wurden begutachtet. Fur beide
Parameter wurde an drei unterschiedlichen Stellen im Gewebeschnitt ein Score von 0
(kein Schaden, bzw. Infiltrat) bis 4 (starker Schaden, bzw. Infiltrat) vergeben, so dass
sich sechs Einzelwerte ergaben. Aus den Einzelwerten wurde ein Gesamt-

Durchschnitt errechnet, der zwischen 0 und 4 lag.
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Die Scores der einzelnen Gruppen sind in Abb. 4.15 dargestellt. Wie erwartet
lag der Score bei den Tieren der CD62L"-Gruppe mit einem Mittelwert von 2,6 + 0,25
am hochsten. Die Tiere der PBS-Gruppe hatten einen Score von 0. Der Score bei Tie-
ren der VB Gp96-Gruppe lag bei 1,3 + 0,6 und der der VB Gp96/Pep-Gruppe bei 1,5 +
0,9. Die BNT-Gruppe hatte einen Score von 1,9 + 0,2. Damit lagen alle drei Gruppen
signifikant unter dem Score der CD62L"-Gruppe (VB Gp96 vs. CD62L" p<0,005; VB
Gp96/Pep vs. CD62L" p=0,05; BNT vs. CD62L" p<0,005). Die statistische Auswertung
erfolgte mit dem t-Test. In Abb. 4.16 ist exemplarisch fur jede der Gruppen eine typi-
sches Bild der Histologie dargestellt. Bei VB Gp96 und BNT ist eine deutliche Verbes-

serung im Vergleich zur CD62L*-Gruppe erkennbar.

Histologische Scores

** * *%*

Abb. 4.15: Histologische Scores im 1. Transfer. Die mit Gp96 behandelte Gruppe, sowie die
Gruppen deren Donoren mit Gp96 bzw. Gp96/Pep behandelt wurden, zeigten signifikante

Verbesserungen im histologischen Score. * p=0,05, #* p<0,005
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Abb. 4.16: Exemplarische Darstellung eines typischen Ausschnitts der Histologie fiir jede
Gruppe. Bei den Gruppen VB Gp96, VB Gp96/Pep und BNT ist der Epithelschaden im Ver-
gleich zur CD62L*-Gruppe reduziert.

4.71.4 Zytokinsekretion von T-Zellen aus mesenterialen Lymphknoten

Den Tieren wurden die mesenterialen Lymphknoten (MLN) fir die Bestimmung der
Zytokinsekretion entnommen. Die mesenterialen Lymphknoten-Zellen aller Tiere einer
Gruppe wurden gepoolt. Sofern es die gewonnene Zellzahl zuliel3, wurden die Zellen
einerseits auf anti-CD3 beschichteten Platten in IL-2-haltigem Medium ausgesat; ein
weiterer Teil wurde unstimuliert belassen, so dass das Zytokinprofil in etwa dem in
vivo entsprach. Die MLN-Zellen der PBS-Gruppe reichten nicht aus, um das Zyto-
kinprofil sowohl nach Stimulation, als auch ohne Stimulation zu bestimmen, daher
wurde entschieden nur die Zytokinsekretion ohne Stimulation zu messen, da dies ei-
nen Schluss auf die Zytokinsekretion in vivo zuliel3. Es wurden die Zytokine IL-4, IL-6,
IL-10, IL-13 und TNF mittels der Luminex®-Methode gemessen, IFN-y wurde mit Hilfe

eines ELISAs bestimmt.
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Das im Zusammenhang mit intestinalen Entzindungen als antiinflammatorisch
zu bezeichnende Zytokin IL-4 zeigte ohne Stimulation bei allen Gruppen die gleiche
Sekretionsrate (Abb. 4.17 A). Nach Stimulation war die Sekretion in allen Gruppen
tendenziell etwas hoher als bei der CD62L"-Gruppe, wobei der Unterschied nur bei
den MLN-Zellen der VB Gp96/Pep-Gruppe signifikant war (p<0,01, t-Test, Abb. 4.17
B).
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Abb. 4.17.: IL-4-Produktion der MLN-Zellen ohne (A) und mit Stimulation (B). Ohne Stimulation
(A) gab es keine signifikanten Unterschiede in der IL-4-Sekretion. Wenn die Spendertiere mit
Gp96/Pep behandelt wurden, war die IL-4-Sekretion in den MLN nach Stimulation (B) im Ver-
gleich zur CD62L*-Gruppe erhéht. * p<0,01, t-Test.

Das proinflammatorische Zytokin IL-6 wurde von MLN-Zellen ohne Stimulation
bei der VB Gp96-Gruppe signifikant weniger sezerniert als von Zellen der CD62L"-
Gruppe (Abb. 4.18, A). Die Abnahme war signifikant (p=0,05, t-Test). MLN-Zellen der
VB Gp96- und der BNT-Gruppe sezernierten nach Stimulation signifikant weniger IL-6
als MLN von CD62L"-Tieren (CD62L" vs. VB Gp96 p<0,05; CD62L" vs. BNT p<0,05, t-
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Test). MLN-Zellen der VB Gp96/Pep-Gruppe zeigten lediglich eine tendenzielle Ab-
nahme der IL-6-Produktion (Abb. 4.18 B).

IL-6

A unstimuliert B anti-CD3

1600 - _
1400 - L

1200 ~ -

LN R & o R
S & & & & &

AQ)OQ ® Q@OQ

Abb. 4.18: IL-6-Produktion der MLN-Zellen ohne (A) und mit Stimulation (B). Ohne Stimulation
war die IL-6-Sekretion der Gp96-Gruppe im Vergleicht zu den anderen Gruppen reduziert.
Nach Stimulation zeigten die Zellen aus Tieren, deren Donoren mit Gp96 behandelt worden
waren und Zellen der Tiere, die nach dem Transfer behandelt wurden eine deutlich reduzierte
IL-6-Sekretion im Vergleich zu Tieren, die normale CD4" CD62L" Zellen erhalten hatten. * p<
0,05, t-Test.

Ohne Stimulation war die Sekretion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 in
den MLN-Zellen der CD62L" Gruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen am hdchs-
ten (p<0,005, t-Test). Die IL-10 Expression von MLN-Zellen der BNT-Gruppe war ge-
genuber der PBS-Gruppe leicht erhoht (p<0,05, t-Test), die IL-10-Sekretion der VB
Gp96-Gruppe, war gegenuber der PBS-Gruppe leicht herabgesetzt (p<0,05, t-Test,
Abb. 4.19 A). Die IL-10-Sekretion war nach Stimulation in der VB Gp96-Gruppe ge-



4. Ergebnisse 129

geniiber der CD62L"-Gruppe signifikant hoher (p<0,05, t-Test). Zwischen den anderen

Gruppen war kein Unterschied zu verzeichnen (Abb. 4.19 B) .
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Abb. 4.19: IL-10-Produktion der MLN-Zellen ohne (A) und mit Stimulation (B). Ohne Stimulati-
on war die IL-10-Produktion bei Zellen der Gruppe, deren Donoren unbehandelt geblieben
waren am héchsten. Die Zellen aus Tieren, deren Donoren mit Gp96 behandelt worden waren,

wiesen nach Stimulation die héchste IL-10-Sekretion auf. * p<0,05, ** p<0,005, t-Test

Die Expression des im Zusammenhang mit Kolitis als antiinflammatorisch zu
bezeichnenden Zytokins IL-13 war ohne Stimulation bei MLN-Zellen der VB Gp96- und
der VB Gp96/Pep-Gruppe im Vergleich zu Zellen aus unbehandelten Tieren stark er-
hoht (CD62L" vs. VB Gp96 p<0,002, CD62L" vs. VB Gp96/Pep p<0,0001, t-Test, Abb.
4.20 A): Die IL-13-Sekretion war nach Stimulation bei den Zellen der CD62L*-Gruppe
im Vergleich zu den VB Gp96- bzw. VB Gp96/Pep-Gruppen und der BNT-Gruppe sig-
nifikant niedriger (p<0,0001, t-Test, Abb. 4.20 B)
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Abb. 4.20: IL-13-Produktion der MLN ohne (A) und Stimulation (B). Sowohl ohne Stimulation,
als auch mit Stimulation zeigten die VB Gp96- und die VB Gp96/Pep-Gruppe die héchste IL-
13Sekretion. * p<0,002, *+* p<0,0001, t-Test

Die Sekretion eines weiteren proinflammatorischen Zytokins, TNF, wurde eben-
falls mittels Luminex® in den Uberstidnden der MLN-Zellkultur bestimmt. Ohne Stimula-
tion der Zellen, waren deutliche Unterschiede in der TNF Expression zwischen den
Gruppen zu erkennen (Abb. 4.21). Im Vergleich zur PBS-Gruppe war die Sekretion
von TNF bei der CD62L"-Gruppe, bei der BNT-Gruppe und bei der VB Gp96/Pep-
Gruppe signifikant erhdht (PBS vs. CD62L" p<0,05; PBS vs. BNT p=0,01; PBS vs. VB
Gp96/Pep p<0,0005, t-Test). Im Vergleich zur CD62L"-Gruppe wies nur die VB Gp96-
Gruppe eine signifikant erhohte TNF-Sekretion auf (p=0,001, t-Test). Nach Stimulation
kam es zu keinem Unterschied in der TNF-Sekretion der MLN-Zellen zwischen den

unterschiedlichen Gruppen (Daten nicht gezeigt).
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Die Messung der IFN-y-Sekretion erfolgte mittels ELISA, da diese Messung im
Luminex noch nicht etabliert war. Es zeigte sich, dass ohne Stimulation bei allen
Gruppen die IFN-y Produktion gegenuber der PBS-Kontrollgruppe signifikant erhoht
war (PBS vs. CD62L", BNT und VB Gp96 p<0,005; PBS vs. VB Gp96/Pep p<0,05, t-
Test). Gegeniiber der CD62L"*-Gruppe war die IFN-y-Sekretion ebenfalls in allen ande-
ren Gruppen signifikant hoher (p<0,05, t-Test, Abb. 4.22 A). Nach Stimulation konnte
in allen Gruppen gegeniiber der CD62L*-Gruppe eine signifikant erhdhte [FN-y-
Sekretion festgestellt werden (p<0,0005), wobei die Sekretion in beiden Gruppen, in
denen die Donortiere vorbehandelt wurden, gegenuber der BNT-Gruppe nochmals
stark erhoht war (p<0,0005, t-Test, Abb. 4.22 B)
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Abb. 4.22: IFN-y Produktion der MLN ohne (A) und Stimulation (B). Ohne Stimulation war die
IFN-y Expression in allen Gruppen gegeniiber der CD62L*-Gruppe erhéht (A). Nach Stimulati-
on war die IFN-y Expression ebenfalls in allen Gruppen gegeniiber der CD62L"-Gruppe stark
erhéht, wobei bei Behandlung der Donortiere nochmals eine Steigerung der Sekretion zu ver-
zeichnen war (B).. * p<0,05, ** p=0,005, *** p<0,0005, t-Test

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die MLN aus Tieren, die T-
Zellen aus mit Gp96 behandelten Donortieren erhalten hatten, vemehrt antiinflamma-
torische Ty2-Zytokine (IL-4, IL-10, IL-13) sezernierten. Bei der Behandlung der Spen-
dertiere mit Gp96/Pep und bei der Behandlung nach dem Transfer war dieser Effekt

nicht so stark ausgepragt (Tab. 4.1)
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Tab. 4.1: Verdnderung der Zy-
VB vB BNT Zytokin _ _
Gp96 | Gp96/Pep tokine der MLN-Zellen aus Tie-
ren, deren Donoren mit Gp96
to o te L=
T2 bzw. Gp96/Pep bzw. nach dem
o 1o - Transfer behandelt wurden im
Vergleich zu Zellen aus Tieren
o YN IL-10
nach Stimulation | deren  Donoren  unbehandelt

ohneiur:;latlon Abnahme, + Zunahme, <& un-
il iy ) T2 verdnderte Sekretion im Ver-

gleich zur CD62L* Gruppe.

griin unterlegt: antiinflammatorische Zytokine, bzw. antiinflammatorischer Effekt

rot unterlegt: proinflammatorische Zytokine, bzw. proinflammatorischer Effekt

4.7.2 2. Transfer

Da beim ersten Transferversuch die Tiere, die Zellen aus mit Gp96 und Gp96/Pep be-
handelten Spendertieren erhalten hatten, einen besseren histologischen Score auf-
wiesen und zudem auch nicht so einen hohen Gewichtsverlust hatten, wurde im zwei-
ten Transfer die Behandlung der Balb/c Spendertiere ausgedehnt, da dies den positi-
ven Effekt verstarken sollte. Die Tiere wurden statt zweimal nun dreimal im Abstand
von einer Woche mit je 100 ug Gp96 bzw. Gp96/Pep behandelt, CD4" CD62L*-Zellen
wurden aus den Milzen isoliert und in CB17 Scid-Mause transferiert. Bei diesem Ver-
such wurde auf die Gruppe, die nach dem Transfer mit Gp96 behandelt wurde, ver-
zichtet, stattdessen wurde die Zahl der Tiere in den einzelnen Gruppen auf sieben er-
hdht, wobei die PBS-Gruppe eine Ausnahme bildete, hier waren es nur vier Tiere. Es
gab also folgende Gruppen: CD62L" (keine Behandlung der Donortiere), VB Gp96
bzw. VB Gp96/Pep (Behandlung der Donortiere) und PBS (kein Transfer).
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4.7.21 Zytokinprofil der CD4" CD62L" Donorzellen

Da nicht alle isolierten Zellen fur den Transfer benétigt wurden, war es mdglich das
Zytokinprofil der isolierten CD4" CD62L*-Zellen, ahnlich wie bei den MLN-Zellen, zu
bestimmen (3.13.2). Ein Teil der Zellen wurde unstimuliert 24 h bei 37 °C inkubiert und
ein weiterer Teil wurde mit anti-CD3-Antikérpern fur 24 h stimuliert. Die Zytokine IL-4,
IL-6, IL-10, IL-13 und TNF wurden mittels der Luminex® Technologie bestimmt, IFN-y
wurde per ELISA gemessen.

Nach Stimulation war das im Zusammenhang mit einer Kolitis als anti-
inflammatorisch zu bezeichnende Zytokin IL-4 in den beiden vorbehandelten Gruppen
im Vergleich zu der unbehandelten Gruppe signifikant erhéht (p<0,01, t-Test, Abb.
4.23), ohne Stimulation hingegen waren keine Sekretionsunterschiede festzustellen
(Daten nicht gezeigt).

IL-4

* * Abb. 4.23: IL-4-Sekretion der

109 | ‘ CD4® CD62L* Donorzellen
nach Stimulation

8 - Nach Behandlung der Donor-

tiere mit Gp96 undGp96/Pep

kam es zu einer erhéhten IL-

pg/ ml

4-Sekretion in den Zellen.

- #*p<0,01, t-Test.
4 -

Die IL-6-Sekretion war ohne Stimulation in Zellen aus Gp96/Pep-behandelten
Tieren stark erhoht (CD62L" vs. Gp96/Pep p<0,0005; Gp96 vs. Gp96/Pep p<0,0005, t-
Test), aber auch bei den Gp96-behandelten Tieren lag die IL-6-Sekretion im Vergleich
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zu den unbehandelten Tieren signifikant hoher (p<0,05, t-Test, Abb. 4.24 A). Nach
Stimulation war die IL-6-Produktion bei den Gp96/Pep-behandelten Tieren im Ver-
gleich zu den beiden anderen Gruppen signifikant hoher (CD62L" vs. Gp96/Pep
p<0,05; Gp96 vs. Gp96/Pep p<0,001, t-Test). Die Zellen aus der Gp96-behandelten
Gruppe schienen tendenziell etwas weniger IL-6 zu produzieren als die Zellen der

unbehandelten Gruppe, der Unterschied war aber nicht signifikant (Abb. 4.24 B).

IL-6
A unstimuliert B anti-CD3
100 - B
80 - kK hkk i -
60 - | | ‘ -
= B
€ 20
~ *
(@)]
2 L ‘
* *k
). i
0 - — i
> K R > oy R
& &® & & X f
¢ 5 s L
) ¢ & ?
Q <Q
O @)

Abb. 4.24: IL-6-Produktion der CD4* CD62L" Donorzellen ohne (A) und mit Stimulation (B).

Sowohl ohne als auch mit Stimulation sezernierten die Zellen aus Tieren mit Gp96/Pep-

Vorbehandlung vermehrt IL-6. * p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,0005, t-Test.

Das antiinflammatorischen Zytokin IL-10 zeigte lediglich nach Stimulation eine
erhohte Sekretion bei den Zellen der Gp96/Pep-behandelten Tiere. Der Unterschied
zu den beiden anderen Gruppen war dabei signifikant (p=0,01, t-Test, Abb. 4.25). Oh-

ne Stimulation war die IL-10-Sekretion bei den Zellen der unbehandelten Tiere ten-
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denziell am hochsten, aber es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen (Daten nicht gezeigt).
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IL-13, ein Zytokin, welches als IFN-y Antagonist bei der Makrophagenaktivie-
rung gilt, und (Lungen-) Epithelzellen zu einer erhdhten Schleimproduktion anregt, war
nach Stimulation bei Zellen aus Tieren nach Gp96-Behandlung am starksten sezer-
niert. Der Unterschied zu unbehandelten Tieren war signifikant (p<0,05, t-Test). Die
Zellen aus Gp96/Pep-behandelten Tiere sezernierten genauso viel IL-13, wie Zellen
unbehandelter Tiere, der Unterschied zur Gp96-Gruppe war aber nicht signifikant
(Abb. 4.26). Ohne Stimulation unterschied sich die Sekretion zwischen den Gruppen
nicht (Daten nicht gezeigt).
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Die TNF-Sekretion war in den Zellen aus unbehandelten Tieren im Vergleich zu
den mit Gp96 oder Gp96/Pep behandelten Tieren nach Stimulation fast doppelt so
hoch (p<0,001, t-Test, Abb. 4.27), wohingegen sie ohne Stimulation in allen drei Grup-
pen gleich war (ohne Abbildung).
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Die IFN-y-Sekretion wurde mittels ELISA bestimmt. Die Sekretion der unstimu-
lierten Zellen lag dabei unter der Nachweisgrenze, lediglich nach Stimulation war IFN-y
nachweisbar. Tendenziell sezernierten die Zellen aus mit Gp96 behandelten Tieren
am wenigsten IFN-y, der Unterschied zu den beiden anderen Gruppen war dabei aber
nicht signifikant (Abb. 4.28).

IFN-y
Abb. 4.28: IFN-y»-Sekretion
800 - der CD4" CD62L" Donorzel-
len mit Stimulation.
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600 ~
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\8 500 Sekretion im Vergleich zu
den anderen Gruppen auf.
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass vermehrt Ty2-Zytokine (IL-4, IL-
6, IL-13) im Vergleich zu Ty1-Zytokinen (TNF, IFN-y) nach Behandlung mit Gp96 und
Gp96/Pep in den isolierten CD4"CD62L*-T-Zellen sezerniert wurden (Tab. 4.2). Den
Scid-Tieren, deren Donoren mit Gp96 bzw. Gp96/Pep behandelt worden waren, wur-
den also T-Zellen appliziert, die Ty2-Zytokine sezernierten, die T-Zellen aus Tieren

ohne Behandlung entsprachen eher einem Ty1-T-Zell-Typ.
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Gp96 | Gp96/Pep Zytokin Tab. 4.2: Verdnderung der Zytokine
der Donorzellen aus mit Gp96 und

N N IL-4
Tu2 Gp96/Pep behandelten Balb/c Spen-

dertieren im Vergleich zu Zellen aus

unbehandelten Donortieren. 4: Ab-

nahme der Sekretion im Vergleich zu

& i
IL-10 Zellen unbehandelter Tiere; 1t: Zu-

by o IL-13 nahme der Sekretion im Vergleich zu

Zellen unbehandelter Tiere; < un-

verdnderte Sekretion im Vergleich zu

Zellen unbehandelter Tiere.

&4 &

griin unterlegt: antiinflammatorische Zytokine, bzw. antiinflammatorischer Effekt

rot unterlegt: proinflammatorische Zytokine, bzw. proinflammatorischer Effekt

Es ist bekannt, dass bei CED sowohl beim Menschen als auch im Mausmodel
Tnu1-Zytokine hoch reguliert sind, so dass nach diesen Ergebnisen zu erwarten war,
dass der Transfer der Zellen vor allem aus mit Gp96 behandelten Tieren eine Verbes-

serung der Kolitis zur Folge hat.

4.7.2.2 Gewichtsverlauf

Auch bei diesem Transfer-Versuch wurden die Gewichte der Tiere einmal wochentlich
bestimmt und der prozentuale Gewichtsverlust /-gewinn in Bezug zum Anfangsgewicht
ermittelt. Abb. 4.29 zeigt die Gewichtskurven der vier Gruppen. Wie auch schon im
ersten Transfer wies die PBS-Gruppe einen stetigen Gewichtszuwachs auf. Bei der
CD62L"-Gruppe zeigte sich in diesem Versuch, kein so deutlicher Gewichtsverlust wie
im ersten Transfer. Im ersten Transfer zeigten beide Gruppen, deren Donoren behan-
delt worden waren, zunachst eine Gewichtsabnahme, wobei die Tiere bis zum Ende
des Versuchs ihr Ausgangsgewicht fast wieder erlangt hatten. In diesem Transfer ver-
loren die Tiere der VB Gp96/Pep-Gruppe sehr deutlich an Gewicht. Die VB Gp96-
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Gruppe zeigte einen leichten aber nicht dramatischen Gewichtsverlust. Der Verlauf der
Gewichtskurven war im Vergleich zur CD62L"-Gruppe bei allen anderen Gruppen sig-

nifikant unterschiedlich (p<0,001, allgemeines lineares Modell).

Gewichtskurven 2. Transfer
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Abb. 4.29: Gewichtsverldufe der Gruppen im 2. Transfer-Versuch. Die Tiere der PBS-Gruppe
nahmen deutlich an Gewicht zu, wohingegen alle anderen Gruppen, am stérksten die Tiere
der VB Gp96/Pep-Gruppe, an Gewicht verloren. § vs. # p<0,001, # vs. A p<0,001, # vs. &

p<0,001, allgemeines lineares Modell

4.7.2.3 Milzgewichte und Darmlangen

Auch bei diesem Transfer wurden die Milzgewichte und die Darmlangen der einzelnen
Tiere ermittelt und der Mittelwert der Gruppen wurde bestimmt. Im Gegensatz zum
ersten Transfer, in dem keine Unterschiede zwischen den Gruppen ermittelt werden
konnten, war das in diesem Versuch der Fall. In Abb. 4.30 sind die Milzgewichte und

in Abb. 4.31 die Darmlangen dargestellt.
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Milzgewichte 2. Transfer
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Abb. 4.30: Milzgewichte der Tiere des 2. Transfers. Die Milzen der Tiere, die Zellen aus be-
handelte Donortieren erhalten hatten, wiesen ein héheres Gewicht auf, als die Milzen der
Gruppen, die PBS oder Zellen aus unbehandelten Donortieren erhalten hatten. * p<0,05, t-
Test.

Die Milzgewichte der PBS- und der CD62L"-Gruppe unterschieden sich nicht;
aber die Milzen der Tiere, die Zellen von vorbehandelten Donoren erhalten hatten wa-
ren signifikant schwerer als die der PBS-Gruppe (p<0,05, t-Test). Die Milzen der bei-
den Gruppen hatten auch im Vergleich zu den Tieren der CD62L"-Gruppe ein signifi-
kant hdoheres Gewicht (p<0,05, t-Test), wobei erwahnt werden sollte, dass die Gewich-

te der einzelnen Tiere stark schwankten.
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Darmlangen 2. Transfer
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Abb. 4.31: Darmléngen der Tiere des 2. Transfers. Die Tiere, die Zellen aus unbehandelten
Donoren erhalten hatten, hatten die klirzesten Ddrme, wohingegen die Tiere, die Zellen aus

behandelten Donoren erhalten hatten tendenziell ldGngere Dérme hatten. # p<0,05, t-Test.

Bei den Darmlangen war in diesem Transferversuch ein signifikanter Unter-
schied zwischen der PBS-Gruppe und den anderen Gruppen zu verzeichnen (p<0,05,
t-Test). Innerhalb der anderen drei Gruppen war der Unterschied nicht signifikant, je-
doch waren die Darme bei den Gruppen, die Zellen von vorbehandelten Donoren er-

halten hatten, tendenziell etwas langer.

4.7.2.4 Histologie

Auch bei diesen zweiten Transfer wurden die histologischen Scores verblindet durch

Dr. Florian Obermeier bestimmt und sind in Abb. 4.32 dargestellt. Die mit PBS behan-

delten Tiere hatten, wie erwartet, keine intestinale Entziindung; der Score lag bei 0.
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Die Tiere der CD62L"-Gruppe hatten trotz des relativ geringen Gewichtsverlustes (sie-
he 4.7.2.2) mit einem Score von 2,8 + 0,4 eine recht starke intestinale Entzindung,
wie auch schon im ersten Transferversuch. Eine etwas schwachere Entzindung hat-
ten die Tiere der VB Gp96/Pep-Gruppe. Der Score von 2,0 + 0,8 war hoher als im ers-
ten Transfer (1,5 + 0,9) und er war nicht signifikant geringer als der der CD62L"-Tiere.
Einen signifikant niedrigeren Score hatten aber die Tiere der VB Gp96-Gruppe. Der
Score lag bei 1,6 £ 1,2 und war damit leicht hoher als im ersten Versuch (1,3 £+ 0,6).
Somit hatten die Tiere lediglich eine leichte intestinale Entzindung im Vergleich zu
den Tieren der CD62L"-Gruppe (p<0,05, t-Test).

Histologische Scores
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Abb. 4.32: Histologische Scores im 2. Transfer. Die VB Gp96-Gruppe zeigte eine signifikante

Verbesserungen im histologischen Score. * p<0,05, t-Test.
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In Abb 4.33 ist jeweils ein typisches Bild der Histologie fur jede Gruppe darge-
stellt. Nach Behandlung der Donortiere mit Gp96 ist der Epithelschaden deutlich ge-
ringer als bei Tieren der CD62L"-Gruppe. Er ist aber auch im Vergleich zur VB
Gp96/Pep-Gruppe etwas weniger stark ausgepragt.

Abb. 4.33: Exemplarische Darstellung eines typischen Ausschnitts der Histologie fiir jede
Gruppe. Bei der VB Gp96-Gruppe ist der Epithelschaden im Vergleich zur CD62L"-Gruppe
deutlich reduziert.

4.7.2.5 Zytokinsekretion von T-Zellen aus mesenterialen Lymphknoten

Auch bei diesem Transfer wurden die isolierten mesenterialen Lymphknotenzellen
(MLN-Zellen) fur 24 h mit und ohne anti-CD3-Stimulation inkubiert. Bei Stimulation mit
anti-CD3 wurde dem Medium IL-2 zugegeben. In den Uberstéanden wurden die Zytoki-
ne IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 und TNF-a im Luminex® und IFN-y im ELISA nachgewiesen.

Die Sekretion des antiinflammatorischen Zytokins IL-4 lag bei den unstimulier-
ten Zellen der PBS-, der CD62L" und der VB Gp96-Gruppe unter der Nachweisgren-
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ze. Lediglich bei der VB Gp96/Pep-Gruppe zeigte sich eine tendenzielle aber nicht

signifikant erhdhte Sekretion (nicht gezeigt).

IL-4

260 - Abb. 4.34: IL-4-Sekretionder
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Nach Stimulation war die IL-4-Sekretion in der CD62L"-Gruppe und der VB
Gp96-Gruppe in etwa gleich, wobei eine tendenziell hdhere Expression bei der VB
Gp96-Gruppe vorzuliegen schien. Die Sekretion von IL-4 bei den Zellen der VB
Gp96/Pep-Gruppe war im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen signifikant hdher
(p<0,005, t-Test, Abb. 4.34).

Auch das proinflammtorische Zytokin IL-6 war in den unterschiedlichen Grup-
pen verschieden stark sezerniert. Unstimuliert war die IL-6-Sekretion bei den Zellen
der PBS-Gruppe, wie erwartet, am niedrigsten. Der Unterschied zu den anderen
Gruppen war nicht signifikant. Die Zellen der CD62L"-Gruppe sezernierten tendenziell
das meiste IL-6, wobei dieser Unterschied im Vergleich zu den anderen Gruppen nicht
signifikant war (Abb. 4.35 A). Im ersten Transfer war die IL-6-Sekretion ohne Stimula-
tion in der VB Gp96-Gruppe im Vergleich zur CD62L"-Gruppe erniedrigt. Nach Stimu-

lation war IL-6 in den Uberstanden der VB-Gruppen am starksten exprimiert und die
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Erhdhung gegenuber den beiden anderen Gruppen war signifikant (p<0,05, t-Test ,
Abb. 4.35 B).

IL-6

A unstimuliert B anti-CD3
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Abb. 4.35: IL-6-Sekretion der MLN-Zellen ohne (A) und mit Stimulation (B). Tiere, die Zellen
aus mit Gp96 behandelten Donortieren erhalten hatten, wiesen nach Stimulation gegentiber

den anderen Gruppen eine erhéhte IL-6-Expression auf. * p<0,05, t-Test

Hier ist ein deutlicher Unterschied zum ersten Transfer zu verzeichnen, da dort
die IL-6-Sekretion der MLN-Zellen der VB Gp96-Gruppe im Vergleich zur CD62L"-
Gruppe erniedrigt war.

Bei dem antiinflammatorischen Zytokin IL-10 zeigten sich in diesem Transfer
sowohl ohne als auch mit Stimulation keine Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen (Abb. 4.36). Das war unerwartet, da im ersten Transfer nach Stimulation die
IL-10 Expression der Gp96-Gruppe gegenuber den anderen Gruppen, vor allem ge-

geniiber der CD62L" Gruppe, stark erhéht war.
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Abb. 4.36: IL-10-Sekretionder MLN-Zellen ohne (A) und mit Stimulation (B). Es zeigten sich

weder mit noch ohne Stimulation Unterschiede in der IL-10-Sekretion.

Die Absolut-Werte der CD62L"-Gruppe unterschieden sich dabei. Im ersten
Transfer lag die Sekretion bei etwa 250 pg / ml, in diesem Transfer war sie bei etwa
400 pg / ml. Auch bei den VB-Gruppen waren die Absolut-Werte etwas hoher als im
ersten Transfer, was vor allem fur die VB-Gp96-Gruppe der Fall war. Im ersten Trans-
fer lag die Sekretion bei Uber 350 pg / ml, im zweiten Transfer lag sie bei etwa 300 pg /
ml.

Bei der IL-13-Sekretion zeigten sich Unterschiede zwischen den Gruppen. Oh-
ne Stimulation war die IL-13-Sekretion bei den Zellen der PBS-Gruppe und der VB
Gp96-Gruppe am geringsten. Der Unterschied zur CD62L"-Gruppe war dabei nicht
signifikant, wohingegen der Unterschied zur VB Gp96/Pep-Gruppe signifikant war
(PBS vs. VB Gp96/Pep p<0,05; VB Gp96 vs. VB Gp96/Pep p<0,01, t.Test). Diese
Gruppe produzierte spontan das meiste IL-13 (Abb. 4.37 A). Nach Stimulation zeigten
die Zellen der VB Gp96-Gruppe eine signifikant niedrigere IL-13 Expression als die der
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beiden anderen Gruppen (CD62L" vs. VB Gp96 p<0,001; VB Gp96/Pep vs. VB Gp96
p<0,05, t-Test), aber auch die Zellen der VB Gp96/Pep-Gruppe zeigten gegenuber der
CD62L"-Gruppe eine signifikant niedrigere IL-13-Sekretion (p<0,01, t-Test, Abb. 4.37
B).

IL-13

A unstimuliert B anti-CD3

*%*

N
o
!
T T T T T T T

Q R o
L R © L CQQCb
X N\

2 Q N © Q

Abb. 4.37: IL-13-Sekretion der MLN-Zellen ohne (A) und mit Stimulation (B). Ohne Stimulation
zeigten die Zellen VB Gp96/Pep-Gruppe die héchste IL-13-Sekretion (A). Nach Stimulation (B)
war die IL-13-Sekretion bei Zellen der VB Gp96-Gruppe am niedrigsten. * p<0,05, #* p<0,01,
##% p<0,001, t-Tes

Der Unterschied zum ersten Transfer ist sehr deutlich, da dort die IL-13-
Sekretion bei Vorbehandlung der Spendertiere mit Gp96 deutlich erhéht war. Die Vor-
behandlung mit Gp96/Pep zeigte aber in beiden Transfers ein ahnliches Ergebnis.

Uber die TNF-Sekretion der Zellen nach Stimulation lieB sich keine Aussage
treffen, da alle Werte uber dem Maximum lagen (nicht gezeigt). Die Sekretion ohne
Stimulation zeigte lediglich beim Vergleich der CD62L*-Gruppe mit der VB Gp96/Pep-
Gruppe eine signifikant geringere TNF-Sekretion (p<0,05, t-Test, Abb. 4.38). Das war
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erstaunlich, da beim ersten Transfer gerade diese Gruppe vermehrt TNF sezerniert
hatte.

TNF Abb. 4.38: TNF-Sekretion
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Die IFN-y-Sekretion der MLN-Zellen wurde mittels ELISA bestimmt. Dabei lag
die Sekretion bei den unstimulierten Zellen unter der Nachweisgrenze und nur nach
Stimulation konnte die IFN-y Menge bestimmt werden. Die Sekretion war bei MLN-
Zellen der aus der VB Gp96-Gruppe tendenziell am niedrigsten. Dieser Unterschied zu
den beiden anderen Gruppen war aber nicht signifikant (Abb. 4.39).

Auch hier zeigten sich Unterschiede zum ersten Transfer. Dort war die IFN-y-
Sekretion nach Stimulation bei allen Gruppen im Vergleich zur CD62L"-Gruppe erhéht,

wobei sie gerade bei den VB-Gruppen am hdéchsten war.
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Zusammenfassend lasst sich also feststellen, dass bei Tieren, die Zellen aus
dreimal Gp96-vorbehandelten Spendertieren erhalten hatten, kaum ein Unterschied im
Zytokinprofil im Vergleich zu Zellen der CD62L"-Gruppe auszumachen war. Das steht
im Gegensatz zum ersten Transfer (zweimalige Vorbehandlung), bei dem MLN-Zellen
dieser Gruppe sehr wohl ein antiinflammatorisches Zytokinprofil aufwiesen. Die drei-
malige Behandlung der Donortoere mit Gp96/Pep dagegen, zeigte ein ahnliches Zyto-
kinprofil in den Scid-Tieren, wie die zweimalige Behandlung des ersten Transfers
(Tab. 4.3).
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VB VB
Zytokin
Gp96 | Gp96/Pep
IL-4
& gy T2

IL-10

IL-13
T2
nach Stimulation

IL-13
T2
ohne Stimulation

Tab. 4.3: Verédnderung der Zytokine der
MLN-Zellen aus Tieren, deren Donoren
mit Gp96 bzw. Gp96/Pep behandelt wur-
den im Vergleich zu Zellen aus Tieren
deren Donoren unbehandelt waren
(CD62L" Gruppe). &: Abnahme der Sek-
retion im Vergleich zur CD62L" Gruppe;
1: Zunahme der Sekretion im Vergleich
zur CD62L* Gruppe; < unverénderte
Sekretion im Vergleich zur CD62L" Grup-

pe.

griin unterlegt: antiinflammatorische Zytokine, bzw. antiinflammatorischer Effekt

rot unterlegt: proinflammatorische Zytokine, bzw. proinflammatorischer Effekt

4.7.3 3. Transfer

Bei einem dritten Transfer-Versuch wurden Balb/c-Spendertiere wieder zweimal im

Abstand von einer Woche mit jeweils 100 pg Gp96, bzw. denaturiertem Gp96

(Gp96/denat.) behandelt, da sich die dreimalige Behandlung nicht als wirksamer da-

gestellt hatte, als die zweimalige Behandlung. Mit dem denaturiertem Gp96 sollte aus-

geschlossen werden, dass dem entzindungshemmenden Effekt von Gp96 lediglich

eine allgemeine Stimulation des Immunsystems der Spendertiere zugrunde liegt. Ware

dies der Fall, so musste auch denaturiertes Gp96 denselben entzindungshemmenden

Effekt haben, wie natives Gp96. Diesmal wurden auch wieder Tiere nach dem Trans-

fer von T-Zellen aus unbehandelten Spendertieren mit je 100 pg Gp96 bzw.

Gp96/denat. behandelt. Die Behandlung erfolgte viermal nach Transfer, beginnend am

Tag 1 und weitere Behandlungen eine, zwei und drei Wochen nach dem Transfer.

Somit ergaben sich insgesamt 6 Gruppen:



4. Ergebnisse 152

CD62L": keine Behandlung der Donortiere, keine Behandlung
nach dem Transfer

VB Gp96: zweimalige Behandlung der Spendertiere mit Gp96

VB Gp96/denat.: zweimalige Behandlung der Spendertiere mit denaturier-
tem Gp96

BNT Gp96: viermalige Behandlung nach T-Zell-Transfer mit Gp96

BNT Gp96/denat.: viermalige Behandlung nach T-Zell-Transfer mit denatu-
riertem Gp96

PBS. Kein T-Zell-Transfer und keine Behandlung

Die Gruppen bestanden aus jeweils 6 Tieren, mit Ausnahme der PBS-Gruppe,

die aus nur 4 Tieren bestand.

4.7.3.1 Zytokinprofil der CD4* CD62L"-Donorzellen

Nicht alle isolierten Zellen wurden fur den Transfer bendtigt und so war es moglich das
Zytokinprofil der isolierten CD4" CD62L"-Zellen, ahnlich wie bei den MLN-Zellen, zu
bestimmen (3.13.2). Ein Teil der Zellen wurde unstimuliert 24 h bei 37° C inkubiert und
ein weiterer Teil wurde mit anti-CD3 in IL-2-haltigem Medium fir 24 h stimuliert. Die

Zytokine IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 und TNF wurden mittels der Luminex® Technologie

bestimmt, IFN-y wurde per ELISA gemessen.

Die Messung der IL-4-Sekretion ergab keine Daten, da alle Messwerte unter
der Nachweisgrenze lagen. Im zweiten Transfer war die Messung von IL-4 bei den
Donorzellen moglich gewesen. Dort zeigte sich ein vermehrte Expression von IL-4
nach Behandlung der Tiere mit Gp96 und Gp96/Pep.

Ohne Stimulation sezernierten die Zellen aus mit Gp96 behandelten Tieren im
Vergleich zu den beiden anderen Gruppen das meiste IL-6 (p<0,0005, t-Test). Dazu
muss erwahnt werden, dass die IL-6 Expression bei der CD62L*- und der
Gp96/denat.-Gruppe jeweils unter der Nachweisgrenze lag (Abb. 4.40). Nach Stimula-
tion zeigte sich fur die IL-6-Sekretion der CD4" CD62L*-Zellen keine Unterschiede in
der Menge (nicht gezeigt).



4. Ergebnisse 153

IL-6
Abb. 4.40: IL-6-Sekretion der
14 | x N x | CD4" CD62L*-Zellen ohne
12 - Stimulation. Die IL-6-Menge
lag bei den unbehandelten
10 und  den Tieren, die
£ 8 Gp96/denat. erhalten hatten,
;) unter der Nachweisgrenze. Im
S 6 Vergleich dazu war die Sekre-
tion in Zellen der Gp96-
7 EE— EE— Gruppe  deutlich  erhéht.
2 - # p<0,0005, t-Test
0
(\o‘é{g C’)QQQ) b\b@(\&
0 ol

Hier zeigte sich ein Unterschied zu den Donorzellen des zweiten Transferver-
suches, bei dem die IL-6-Sekretion nach Behandlung mit Gp96 im Vergleich zu Zellen
aus unbehandelten Tieren keinen Unterschied aufwies.

Fir IL-10 war eine Aussage zu Unterschieden in der sezernierten Menge ohne
Stimulation nicht mdglich, da die Menge bei allen drei Gruppen unter der Nachweis-
grenze lag (nicht gezeigt). Nach Stimulation war die Sekretion bei Zellen der unbe-
handelten Gruppe im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen am hochsten
(p<0,02, t-Test). Die Menge bei den Gruppen, die mit Gp96 bzw. Gp96/denat. behan-
delt worden waren, war in etwa gleich (Abb. 4.41).
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Im zweiten Transfer war die Sekretion von IL-10 in den Zellen aus unbehandel-
ten Tieren und aus Tieren, die mit Gp96 behandelt worden waren, gleich.

Fur die Sekretion von IL-13 zeigte sich ohne Stimulation kein signifikanter Un-
terschied im Vergleich der Gruppen. Lediglich die Zellen der Gp96/denat.-Gruppe se-
zernierten tendenziell mehr IL-13 (Abb. 4.42 A). Nach Stimulation war die Sekretion
bei Zellen der unbehandelten Gruppe am héchsten (CD62L" vs. Gp96 p<0,02; CD62L"
vs. Gp96/denat. p=0,0002, t-Test, Abb. 4.42 B). Auch hier war ein Unterschied zum
zweiten Transfer festzustellen, da dort die IL-13-Sekretion nach Stimulation bei Zellen

der Gp96-Gruppe am hochsten war.
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Abb. 4.42: IL-13-Sekretion der CD4* CD62L"-Zellen ohne (A) und mit (B) Stimulation. Ohne
Stimulation ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Die IL-13-Menge war nach
Stimulation bei Zellen aus unbehandelten Tieren gegeniiber den anderen beiden Gruppen
deutlich erhéht. * p<0,02, *+ p=0,0002, t-Test

Die TNF-Sekretion war ohne Stimulation im Vergleich zu den beiden anderen
Gruppen bei Zellen aus mit Gp96 behandelten Tieren am hoéchsten (Gp96 vs. CD62L"
p<0,01; Gp96 vs. Gp96/denat. p<0,05, t-Test, Abb. 4.43 A). Nach Stimulation ergab
sich kein signifikanter Unterschied in der TNF-Sekretion zwischen den Gruppen (Abb.
4.43 B), wobei Zellen der Gp96/denat.-behandelten Gruppe tendenziell mehr TNF se-
zernierten. Im Vergleich zum zweiten Transfer-Versuch ergab sich auch hier ein Un-
terschied. Im vorangegangenen Transfer war die TNF-Sekretion bei Zellen aus vorbe-

handelten Tieren im Vergleich zu Zellen aus unbehandelten Tieren reduziert.
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Abb. 4.43: TNF-Sekretion der CD4* CD62L*-Zellen ohne (A) und mit Stimulation (B). Zellen
der Tiere, die mit Gp96 behandelt worden waren, zeigten unstimuliert eine deutlich erhéhte

Sekretion. * p<0,05, #* p<0,01, t-Test

Die IFN-y-Sekretion unterschied sich ohne Stimulation zwischen allen drei
Gruppen. Sie war bei Zellen aus unbehandelten Tieren im Vergleich zu Zellen aus den
beiden behandelten Gruppen deutlich hther (CD62L" vs. Gp96 p<0,005, CD62L" vs.
Gp96/denat. p<0,005, t-Test). Zellen aus Gp96-behandelten Tieren wiesen die nied-
rigste IFN-y-Sekretion auf. Diese Menge war auch im Vergleich zu mit Gp96/denat.
behandelten Tieren signifikant niedriger (p<0,005, t-Test, Abb. 4.44 A). Nach Stimula-
tion war die IFN-y—Sekretion in Zellen der unbehandelten Gruppe und der Gp96-
behandelten Gruppe in etwa gleich hoch. Bei Zellen aus mit denaturiertem Gp96 be-
handelten Tieren lag die Expression etwas niedriger, wobei der Unterschied nur im
Vergleich zu Zellen aus Gp96 behandelten Tieren signifikant war (p=0,01, t-.Test, Abb.
4.44 B). Im Vergleich zum vorangegangenen Transfer-Versuch war auch bei IFN-y ein

Unterschied in der Sekretion zu verzeichnen. Im zweiten Transfer war die IFN-y-
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Sekretion nach Stimulation bei Zellen aus Gp96 behandelten Tieren am niedrigsten.

Ohne Stimulation gab es keine Unterschiede in der Expression.
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Abb.4.44: IFN-y-Sekretion der CD4* CD62L"-Zellen ohne (A) und mit (B) Stimulation. Ohne
Stimulation war die IFN-»-Menge bei Zellen aus unbehandelten Tieren am héchsten und bei
Zellen aus Gp96-behandelten Tieren am niedrigsten. Nach Stimulation war die IFN-y-

Sekretion bei Zellen aus Gp96/denat.-behandelten Tieren herabgesetzt. * p=0,01, ** p<0,005,
t-Test.

Zusammenfassend ergibt sich bei den CD4"CD62L"-Zellen dieses Transfers, im
Vergleich zum zweiten Transfer, kein eindeutiger Hinweis auf einen regulatorischen T-
Zell-Typ nach Behandlung der Tiere mit Gp96. Die antiinflammatorischen Zytokine IL-
10 und IL-13 sind im Vergleich zu Zellen aus unbehandelten Donoren erniedrigt und

IL-6 wird verstarkt sekretiert. Nur IFN-y war herabreguliert (Tab. 4.4).
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Gp96 | Gp96/denat. Zytokin Tab. 4.4: Verédnderung der Zytokine
IL-4 der Donorzellen aus Gp96- und
) ) Th2 Gp96/denat.-behandelten ~ Balb/c-

Spendertieren im Vergleich zu Zellen
aus unbehandelten Donortieren. {:
Abnahme der Sekretion im Vergleich

zu Zellen unbehandelter Tiere; 1:

Zunahme der Sekretion im Vergleich
zu Zellen unbehandelter Tiere; &
unverénderte Sekretion im Vergleich

zu Zellen unbehandelter Tiere.

grin unterlegt: antiinflammatorische Zytokine, bzw. antiinflammatorischer Effekt

rot unterlegt: proinflammatorische Zytokine, bzw. proinflammatorischer Effekt

4.7.3.2 Gewichtsverlauf

Auch bei diesem dritten Transferversuch zeigten sich, wie auch schon im zweiten
Transfer, keine so eindeutigen Gewichtsverlaufe wie im ersten Transferversuch. Die
Tiere, die nur PBS statt T-Zellen erhalten hatten, nahmen nach anfanglicher Ge-
wichtszunahme ebenso stak ab wie Tiere, die CD62L"-Zellen aus unbehandelten
Spendertieren erhalten hatten und auch nach dem Transfer ohne Behandlung blieben
(Abb. 4.45). Tiere der VBGp96/denat.-Gruppe wiesen einen sehr starken Gewichtsver-
lust auf (Abb. 4.45) und 3 der 6 Tiere verstarben wahrend des Versuches. Ebenfalls 3
von 6 Tieren verstarben in der BNT Gp96/denat.-Gruppe. In der BNT Gp96-Gruppe
verstarb ein Tier, in allen anderen Gruppen Uberlebten die Tiere bis zum Ende des
Versuches. Der Unterschied im Gewichtsverlauf war bei Tieren der PBS-Gruppe im
Vergleich zu Tieren der CD62L"-Gruppe signifikant (p=0,01, allgemeines lieares Mo-
dell). Einen signifikanten Unterschied im Verlauf zeigte auch die CD62L"-Gruppe zur
VB Gp96/denat.-Gruppe (p<0,002, allgemeines lieares Modell). Der Unterschied im

Gewichtsverlauf der anderen Gruppen zur CD62L*-Gruppe war jeweils nicht signifi-
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kant. Auch der Verlauf der Gewichte von VB Gp96- zu VB Gp96/denat.-Tieren und der
von BNT Gp96- zu VB Gp96/denat.-Tieren war nicht signifikant.
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Abb. 4.45: Gewichtsverldufe der Tiere im 3. Transfer. Den stédrksten Gewichtsverlust wiesen
die Tiere der VB Gp96/denat.-Gruppe auf. Tiere der CD62L"-Gruppe zeigten nur einen relativ
leichten Gewichtsverlust und auch die PBS-Tiere nahmen entgegen der Erwartung ab. Die
anderen Gruppen bewegten sich mit ihren Gewichten zwischen diesen beiden Kurven. # vs. §

p=0,01, § vs. & p<0,002, allgemeines lieares Modell

Aufgrund der Gewichtskurven der Tiere konnte in diesem Versuch nicht auf ei-
ne entziindungshemmende Wirkung von Gp96 geschlossen werden. Da aber jeweils
50% der Tiere starben oder frihzeitig getdtet werden mussten, die denaturiertes Gp96
erhalten hatten, oder die Zellen aus Gp96/denat.-behandelten Spendern erhalten hat-
ten, konnte geschlossen werden, dass die protektive Wirkung von Gp96, die in den
beiden vorangegangenen Transfers erzielt worden war, nicht auf einer unspezifischen

Stimulation des Immunsystems der Tiere beruhte.
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4.7.3.3 Milzgewichte und Darmlangen

Die Untersuchung der Milzgewichte ergab, dass die Milzen von Tieren der PBS-
Gruppe am leichtesten waren. Die Milzen der CD62L*-Gruppe zeigten demgegentiiber
hohere Gewichte, wobei dieser Anstieg nicht signifikant war. Die Milzen der BNT
Gp96-Gruppe hatten im Vergleich zur PBS-Gruppe ebenfalls eine hoheres Gewicht,
aber auch dieser Unterschied war nicht signifikant. Signifikant hohere Milzgewichte als
Tiere der PBS-Gruppe hatten Tiere der BNT Gp96/denat.-Gruppe und Tiere der VB-
Gruppen (PBS vs. BNT Gp96/denat. p<0,002; PBS vs. VB Gp96 p<0,002; PBS vs. VB
Gp96/denat. p<0,02, t-Test, Abb. 4.46).

Gegenliber der CD62L"-Gruppe waren nur die Milzgewichte von Tieren der
BNT Gp96/denat.-Gruppe und von Tieren der VB Gp96-Gruppe signifikant erhoht
(CD62L" vs. BNT Gp96/denat. p<0,03; CD62L" vs. VB Gp96 p<0,02, t-Test, Abb.
4.46). Im Vergleich zu den beiden vorherigen Transfer-Versuchen zeigte sich in die-
sem Parameter kein nennenswerter Unterschied, da auch im zweiten Transfer die
Milzgewichte aus Tieren, die Zellen aus vorbehandelten Donortieren erhalten hatten,

erhoht waren. Im ersten Transfer gabes keine Unterschiede bei den Milzgewichten.
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Abb. 4.46: Milzgewichte der Tiere nach dem 3. Transfer-Versuch. Alle Gruppen wiesen im
Vergleich zur PBS-Gruppe erhéhte Milzgewichte auf, wobei nicht alle Unterschiede signifikant
waren. Im Vergleich zur CD62L*-Gruppe waren nur die Milzgewichte der BNT Gp96/denat.-
Gruppe und der VB Gp96-Gruppe signifikant erh6ht. # p<0,03, ## p<0,02, ##* p<0,002, t-Test

Bei den Darmlangen waren in diesem Transferversuch, wie schon beim ersten
Transfer, keine signifikanten Unterschiede zu verzeichnen (nicht gezeigt). Beim zwei-
ten Transfer waren die Darme der PBS-Gruppe gegenuber den anderen drei Gruppen
langer, so wie man es auch erwarten wirde, da die PBS-Tiere keine Kolitis entwickelt
hatten. Zusammenfassend lasst sich aber feststellen, dass der Parameter der Darm-
lange bei der Transferkolitis keinen verlasslichen Schluss auf die Auspragung der Koli-
tis hat.
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4.7.3.4 Histologie

Auch bei diesen Transfer wurden die histologischen Scores durch Dr. Florian Ober-
meier bestimmt und sind in Abb. 4.47 dargestellt. Die mit PBS behandelten Tiere hat-
ten keine intestinale Entziindung, der Score lag bei 0,8 + 1,2. Die Tiere, die Zellen aus
unbehandelten Spendertieren erhalten hatten (CD62L"), hatten trotz des geringen
Gewichtsverlustes (siehe 4.7.3.2) mit einem Score von 2,7 + 0,4 eine starke intestinale
Entzindung, wie auch schon im ersten und im zweiten Transfer. Eine etwas schwa-
chere Entzindung hatten die Tiere der VB Gp96-Gruppe. Der durchschnittliche Score
von 2,2 + 0,5 war hoher als im ersten (1,3 + 0,6) und im zweiten (1,6 + 1,2) Transfer,
und er war nicht signifikant geringer als der der CD62L"-Tiere. Einen signifikant niedri-
geren Score hatten die Tiere der BNT Gp96-Gruppe. Der Score lag bei 1,6 + 0,7 und
war damit leicht niedriger als im ersten Versuch (1,9 + 0,2). Damit hatten die Tiere le-
diglich eine leichte intestinale Entziindung im Vergleich zu den Tieren der CD62L"-
Gruppe (p<0,02, t-Test). Tiere der VB Gp96/denat.-Gruppe hatten gegenlber der
CD62L"-Gruppe und der VB Gp96-Gruppe eine starkere intestinale Entziindung (3,4 +
0,6), wobei der Unterschied nur im Vergleich zur Vorbehandlung mit Gp96 signifikant
war (p<0,01, t-Test). Auch die Behandlung nach dem Transfer mit Gp96/denat. fuhrte
zu keiner Verbesserung der intestinalen Entzindung, was aufgrund der hohen Sterbe-
rate schon vermutete worden war. Der Score lag bei 3,3 + 0,3 und war signifikant ho-
her als bei der BNT Gp96-Gruppe (p<0,01, t-Test). Er war aber nicht signifikant hdher
als bei Tieren der CD62L"-Gruppe.
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Abb. 4.47: Histologische Scores im 3. Transfer. Die BNT Gp96-Gruppe hatte in diesem Expe-

riment den besten histologischen Score. * p<0,02, #* p<0,01, t-Test

In Abb. 4.48 ist exemplarisch fur jede der Gruppen ein typisches Bild der Histo-
logie gezeigt. Man erkennt bei VB Gp96/denat. und BNT Gp96/denat. einen sehr aus-
gepragten Epithelschaden. Bei BNT Gp96 war kaum ein Epithelschaden zu erkennen,
aber auch bei VB Gp96 war der Epithelschaden etwas weniger stark ausgepragt als
bei Tieren der CD62L"-Gruppe. Bei Tieren der VB Gp96-Gruppe war dagegen ein

starkes Entzlindungsinfiltrat zu beobachten.
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Abb.4.48: Exemplarische Darstellung eines typischen Ausschnitts der Histologie fiir jede
Gruppe. Bei der BNT G96-Gruppe war der Epithelschaden im Vergleich zur CD62L"-Gruppe
deutlich reduziert. Aber auch bei der VB Gp96-Gruppe war der Epithelschaden geringer als bei

der CD62L"-Gruppe, wobei aber ein deutliches Entziindungsinfiltrat zu sehen war.

Bei diesem Transfer hatten die Tiere der VB Gp96-Gruppe keinen signifikant
besseren Score, als die Tiere der CD62L"-Gruppe. Da im ersten und im dritten Trans-
fer die Vorbehandlung der Tiere mit Gp96 zu den gleichen Zeitpunkten und mit dersel-
ben Menge erfolgt war, konnten die Scores der einzelnen Tiere des ersten und des
dritten Transfers fur die VB Gp96-, die CD62L"- und die PBS-Gruppe zusammen be-
trachtet werden. Wertet man diese zusammen aus, so ergibt sich insgesamt ein signi-
fikant besserer Score fiir die Tiere der VB Gp96-Gruppe (CD62L" vs. Gp96 p<0,005, t-
Test, Abb. 4.49)
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Abb. 4.49: Histologische Scores der drei identischen Gruppen des 1. und 3. Transfers. Bei
gemeinsamer Auswertung der beiden Versuche ergibt sich fiir die Tiere der VB Gb96-Gruppe
ein signifikant besserer Score als fiir Tiere der CD62L"-Gruppe.** p<0,005, #** p<0,0001,
t-Test

4.7.3.5 Zytokinsekretion von T-Zellen aus mesenterialen Lymphknoten

Auch bei diesem dritten Transfer wurden den Tieren nach Beendigung des Versuches
die mesenterialen Lymphknoten entnommen und die Zytokinsekretion der daraus iso-
lierten Zellen getestet. Das Vorgehen erfolgte analog zu den beiden vorhergegange-
nen Transfers. Die Mengen der sezernierten Zytokine IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 und TNF
wurden mittels der Luminex®-Technologie quantifizierte, die Ermittlung der IFN-y-
Sekretion erfolgte mittels ELISA. Die MLN-Zellen der PBS-Tiere reichten auch diesmal

nur fur die Quantifizierung der Zytokine ohne Stimulation aus.
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Ohne Stimulation konnten die Werte fur IL-4 nicht bestimmt werden, da sie un-
ter der Nachweisgrenze lagen. Nach Stimulation war die IL-4-Sekretion bei Zellen aus
Tieren der VB Gp96-Gruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen, am hdchsten. Die
Erhéhung war im Vergleich zur CD62L*-Gruppe signifikant (p<0,002, t-Test). Die Vor-
behandlung mit denaturiertem Gp96 und die Behandlung nach Transfer mit Gp96 fuhr-
te zu einer erniedrigten IL-4-Sekretion, die im Vergleich zur CD62L"-Gruppe ebenfalls
signifikant war (p<0,03, t-Test, Abb. 4.50).

IL-4
Abb. 4.50: IL-4-Sekretion der
200 - fadd
] MLN-Zellen nach Stimulation.
180 A — Bei MLN-Zellen der VB Gp96-
Gruppe kam es zu einer er-
160 -
* | * | héhten  IL-4-Sekretion.  Bei
" 140 A | MLN-Zellen der VB
E Gp96/denat.-Gruppe und bei
o 120 -
Q den BNT-Gruppen war die IL-
100 - 4-Sekretion erniedrigt.
80 #* p<0,03, ** p<0,002, t-Test.
60
3 © . © X\
[e)) X\
O Q \© &
Q S
R o
* Q,é‘

Im Vergleich zum ersten Transfer zeigte sich ein Unterschied. Dort war die IL-4-
Sekretion bei Vorbehandlung der Donortiere mit Gp96 nicht erhoht, und auch im zwei-
ten Transfer war die Erhéhung nur tendenziell feststellbar, aber nicht signifikant.

Ohne Stimulation der Zellen war die IL-6-Sekretion aus MLN der VB-Gruppen
im Vergleich zur CD62L"-Gruppe signifikant hoher (p<0,02, t-Test), bei den MLN-
Zellen der BNT-Gruppen war sie niedriger als in der CD62L*-Gruppe (CD62L" vs. BNT
Gp96 p<0,01, CD62L" vs. BNT Gp96/denat. p<0,0005, t-Test, Abb. 4.51 A). Nach Sti-
mulation war die IL-6-Sekretion bei MLN-Zellen der VB Gp96-Gruppe im Vergleich zur
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CD62L"-Gruppe (p<0,02, t-Test) und allen anderen Gruppen signifikant héher (p<0,05,
t-Test, Abb. 4.51 B).
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Abb. 4.51: IL-6-Sekretion der MLN-Zellen ohne (A) und mit Stimulation (B). Ohne Stimulation
war die IL-6-Sekretion der VB Gp96- und der VB Gp96/denat.-Gruppe erhoht, die Behandlung
nach dem Transfer fiihrte zu verminderter IL-6-Sekretion. Nach Stimulation zeigten die Zellen
aus Tieren der VB Gp96-Gruppe die héchste IL-6-Sekretion. * p<0,05, ** p<0,02, *** p<0,01,
*#xx p<0,0005 t-Test

Der Unterschied zum ersten Transfer ist sehr deutlich, da dort die IL-6-
Sekretion nach Behandlung der Donoren mit Gp96 reduziert war, wobei sie dann im

zweiten Transfer im Vergleich zu unbehandelten Tieren erhoht war.
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Ohne Stimulation war die IL-10-Sekretion bei den Tieren der VB Gp96-Gruppe
am hdchsten, wobei der Unterschied hier nur zu den Gruppen, die nach dem Transfer
behandelt worden waren, signifikant war. Die IL-10-Sekretion lag dort unter der Nach-
weisgrenze (p<0,0001, t-Test, Abb. 4.52 A). Nach Stimulation war sie ebenfalls in der
VB Gp96-Gruppe am hdchsten. Gegeniiber der CD62L"-Gruppe war dieser Unter-
schied zwar nicht signifikant, gegenuber den anderen Gruppen war dies der Fall (VB
Gp96 vs. VB Gp96/denat. p<0,02, vs. BNT Gp96 p<0,005, vs. BNT Gp96/denat.
p<0,01, t-Test, Abb. 4.52 B).
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Abb. 4.52: IL-10-Sekretion der MLN-Zellen ohne (A) und mit Stimulation (B). Sowohl ohne als
auch mit Stimulation zeigten die Zellen aus Tieren der VB Gp96-Gruppe die héchste IL-10-
Sekretion. * p<0,02, ** p<0,01, *** p<0,005, **** p<0,0001 t-Test
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Im Vergleich zum ersten Transfer zeigte sich nur ohne Stimulation ein Unter-
schied, da im ersten Transfer bei der CD62L*-Gruppe die héchste IL-10-Sekretion vor-
lag. Nach Stimulation war auch im ersten Transfer die IL-10-Produktion in der VB
Gp96-Gruppe am hdéchsten. Im zweiten Transfer waren keine Unterschiede in der IL-
10-Sekretion festzustellen.

Auch die IL-13-Sekretion war bei Behandlung der Donortiere mit Gp96 am
hochsten, und zwar sowohl mit als auch ohne Stimulation der MLN-Zellen. Ohne Sti-
mulation war der Unterschied zur CD62L*-Gruppe signifikant (p<0,0002, t-Test) und
auch gegenuber der IL-13-Sekretion der BNT-Gruppen war der Unterschied signifikant
(p<0,001, t-Test, Abb. 4.53 A). Gegeniiber der CD62L"-Gruppe war der Unterschied
der Zytokinsekretion nach Stimulation der MLN-Zellen nicht signifikant, gegenuber den

anderen Gruppen waren die Unterschiede signifikant (p<0,005, t-Test, Abb. 4.53 B).
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Abb. 4.53: IL-13-Sekretion der MLN-Zellen ohne (A) und mit Stimulation (B). Sowohl ohne als
auch mit Stimulation zeigten die Zellen aus Tieren der VB Gp96-Gruppe die héchste IL-13-
Sekretion. * p<0,005, ** p<0,001, *** p<0,0002, t-Test
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Auch im ersten Transfer war die |L-13-Sekretion bei Zellen der VB Gp96-
Gruppe im Vergleich zu Zellen aus unbehandelten Tieren erhdht. Im zweiten Transfer
zeigte sich hingegen ein genau umgekehrtes Bild.

Die Sekretion von TNF konnte nur ohne Stimulation der Zellen bestimmt wer-
den, da die TNF-Sekretion nach Stimulation Uber der nachweisbaren Menge lag. Bei
MLN-Zellen der PBS-Gruppe war das meiste TNF nachzuweisen, wobei diese Menge
gegeniiber der CD62L*-Gruppe und der BNT-Gruppen signifikant hdher war (PBS vs.
CD62L" p<0,05, PBS vs. BNT p<0,01, t-Test). Gegenlber der CD62L"-Gruppe war die
TNF-Sekretion in Zellen aus den VB-Gruppen signifikant hoher (CD62L" vs. VB Gp96
p<0,05, CD62L" vs. VB Gp96/denat. p<0,01, t-Test). Am niedrigsten war sie, wenn die
Tiere nach dem Transfer behandelt worden waren. Der Unterschied war zur VB Gp96-
Gruppe und zur CD62L*-Gruppe signifikant (VB Gp96 vs. BNT Gp96 p<0,001, VB
Gp96 vs. BNT Gp96/denat. p<0,0005, CD62L" vs. BNT Gp96 p<0,0002, CD62L" vs.
BNT Gp96/denat. p<0,0001, t-Test, Abb. 4.54).

TNF
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der MLN-Zellen ohne Sti-
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= 1001 ‘ | | Zelltransfer behandelt
\O_’ 80 worden waren, am héchs-
e 60 4 — ten war sie in den PBS-
w0 ] L ‘ . . Tieren. =+ p<0,05, ==
* [ I p<0,01, *** p<0,001, **#*
20 ‘ = E=3 p<0,0005, t-Test
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Im ersten Transfer war die TNF-Sekretion der MLN-Zellen bei Behandlung der
Donortiere im Vergleich zur CD62L*-Gruppe gleich stark und die Behandlung nach
dem Transfer ergab eine leicht erhdhte TNF-Menge in den Zellkulturiberstanden. Im
zweiten Transfer war die TNF-Menge der CD62L*-Gruppe und der VB Gp96-Gruppe
ebenfalls gleich hoch. Dies stellte also im Vergleich zu diesem dritten Transfer einen
Unterschied dar.

Die IFN-y-Sekretion der MLN-Zellen konnte ohne Stimulation der Zellen nicht
bestimmt werden, da die Werte unter der Nachweisgrenze lagen. Mit Stimulation se-
zernierten die MLN-Zellen der VB Gp96-Gruppe das meiste IFN-y und die Gruppen VB
Gp96/denat. und BNT Gp96/denat. sezernierten am wenigsten IFN-y. Der Unterschied
der Sekretion der VB Gp96-Gruppe war zu allen anderen Gruppen signifikant hoher
(VB Gp96 vs. CD62L" p<0,01, VB Gp96 vs.VB Gp96/denat. p<0,0001, VB Gp96 vs.
BNT Gp96 p=0,0001, VB Gp96 vs. BNT Gp96/denat. p<0,0001). Die IFN-y-Sekretion
der CD62L"-Gruppe war signifikant héher als bei VB G96/denat. und BNT Gp96/denat.
(CD62L" vs. VB Gp96/denat. p<0,005, CD62L" vs. BNT Gp96/denat. p<0,005, t-Test).
Aber auch der Unterschied in der IFN-y-Sekretion der BNT Gp96- und der BNT
Gp96/denat-Gruppe unterschied sich. Bei BNT Gp96 wurde mehr IFN-y sezerniert als
bei BNT Gp96/denat., aber genauso viel wie bei der CD62L"-Gruppe (BNT Gp96 vs.
BNT Gp96/denat. p<0,005, t-Test, Abb. 4.55).

Im Vergleich zum ersten und zum zweiten Transfer gab es bei der IFN-y-
Sekretion Unterschiede. Im ersten Transfer war IFN-y bei der VB Gp96-Gruppe im
Vergleich zur CD62L"-Gruppe, wie in diesem Transfer, stark erhdht. Bei BNT Gp96 im
ersten Transfer war die IFN-y-Sekretion im Vergleich zur CD62L"-Gruppe erhoht, in
diesem Transfer gab es keine Unterschied. Im zweiten Transfer war die IFN-y-
Sekretion der VB Gp96-Gruppe gleich der der CD62L*-Gruppe.
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Zusammenfassend ergab sich beim Zytokinprofil der MLN-Zellen des dritten
Transfers, dass die Zellen aus Tieren der VB Gp96-Gruppe im Vergleich zu Zellen der
CD62L*-Gruppe, bei allen gemessenen Zytokinen eine erhohte Sekretion aufwiesen.
Im Vergleich zur VB Gp96/denat.-Gruppe zeigte sich ebenfalls ein Unterschied in der
Zytokin-Sekretion der VB Gp96-Gruppe. MLN-Zellen der VB Gp96/denat.-Gruppe hat-
ten ein proinflammatorisches Zytokinprofil. Bei MLN-Zellen der BNT Gp96-Gruppe wa-
ren alle Zytokine, im Vergleich zur CD62L"-Gruppe, vermindert exprimiert, wobei sich
nur bei IFN-y ein Unterschied zur BNT Gp96/denat.-Gruppe ergab (Tab. 4.5).
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VB
Gp96 | Gp96/denat.

BNT griin unterlegt: an-
Gp96/denat. | ZYtoKin

BNT Gp96 .. .
tiinflammatorische

Zytokine, bzw. an-

& IL-4 tiinflammatorischer
Th2

Effekt

rot unterlegt:
proinflammatorische
Zytokine, bzw.
proinflammatorischer
Effekt

Tab. 4.5: Verdnderung der Zytokine der MLN-Zellen aus Tieren, deren Donoren mit Gp96 bzw.
Gp96/denat. behandelt wurden und von Tieren, die nach dem Transfer mit Gp96 oder
Gp96/denat. behandelt wurden im Vergleich zu Zellen aus Tieren deren Donoren unbehandelt
waren (CD62L"-Gruppe). 3: Abnahme der Sekretion im Vergleich zur CD62L" Gruppe; 1 :
Zunahme der Sekretion im Vergleich zur CD62L" Gruppe; < unverdnderte Sekretion im Ver-

gleich zur CD62L" Gruppe.

4.8 Generierung einer konditionellen Gp96-Knock-out-Maus

Aufgrund der bisher dargestellten Ergebnisse im humanen Darm und bei der Behand-
lung von Mausen, bei denen durch T-Zell-Transfer eine Kolitis induziert wurde, sollte
eine konditionelle knock-out-Maus fur Gp96 generiert werden, um den Einfluss von
Gp96 auf die Erhaltung der Toleranz gegenuber der intestinalen Flora genauer unter-
suchen zu kdnnen. Der Versuch einer anderen Arbeitsgruppe, eine Gp96-knock-out-
Maus zu generieren, scheiterte daran, dass diese Maus am 5. Tag der Embryonalent-
wicklung starb, was die Herstellung einer induzierbaren knock-out-Maus notwendig
machte. Die sollte auch den Vorteil haben, dass die Gp96-Expression in verschiede-
nen Geweben unterdriickt werden kann, wie z.B. bei myeloiden Zellen, zu denen auch

die intestinalen Makrophagen gehoren.
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Die Klonierungsstrategie fur den Targeting-Vektor ist im Methodenteil ausfuhr-
lich dargestellt (3.14). Hier sollen nur die bisher erzielten Fortschritte der einzelnen

Klonierungsschritte dargestellt werden.

4.8.1 PCR der einzelnen Fragmente

Flr den Targetingvektor wurden drei Teile des Gp96-Gens der Maus per PCR amplifi-
ziert, um diese dann in einem Vektor mit der Neomycin-Resistenz zusammenzufuhren.
Fragment | hatte ein Gréfke von 2975 bp, Fragment Il war 3346 bp und Fragment Il
1722 bp grol3. Alle Fragmente wurden per PCR aus ES-Zell-DNA amplifiziert. Die frt-
flankierte Neomycin-Resitenz und das lox p-Element wurden aus einem Vektor, der
uns von Prof. Dr. Hehlgans aus der Abteilung fur Patholgogie zur Verfugung gestellt
wurde, amplifiziert. Die Amplifikation der genomischen Sequenzen der Maus stellten
aus unklaren Grinden ein gro3es Problem dar, so dass im Verlauf der Arbeit viele
unterschiedliche Primer, Polymerasen und PCR-Protokolle getestet wurden, bis letzt-
endlich die Fragmente amplifiziert und kloniert waren. In dieser Arbeit sind nur die
Primer und Protokolle aufgefuhrt, die schliellich zum Erfolg gefuhrt haben (2.4.3 und
3.14). In Abb. 4.56 sind die nach erfolgreicher PCR erhaltenen Banden dargestellt,

welche aus dem Gel ausgeschnitten, eluiert und in den pCR® [I-TOPO-Vektor kloniert

wurden.
A
Fragment |
B 3 kb Fragment I
C
Fragment llI 2 kb
Abb. 4.56: PCR der drei
D Gp96-Genfragmente (A-
2 kb “Neomycm C), von Neomycin (D)
und des lox p - Ele-
E
176 bp lox p ments (E).
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Die Sequenzierung ergab, dass es sich um die jeweils richtigen Fragmente
handelte, so dass die einzelnen Teile nun zu einem Targeting-Vektor zusammenge-

fugt werden kénnen.

4.9 Die Expression von TANK und TBK1 in intestinalen Makropha-

gen

Wie bereits unter 4.2 erwahnt, wurden im Vorfeld dieser Arbeit in der Arbeitsgruppe
subtraktive Hybridisierungs-Versuche durchgefuhrt. Dabei wurde cDNA von in vitro
differenzierten Makrophagen von Makrophagen-cDNA nicht entzindeter Patienten
subtrahiert. Es zeigte sich, dass 1 von 76 erhaltenen Klonen >99% Homologie zur
MRNA von TANK (traf family member associated Nf-xB activator) aufwies (Referenz-
Sequenz bei NCBI: NM_004180.1). Die Tatsache, dass TANK bei der Kontrolle der
NF-xB-Aktivierung eine Rolle spielt, und die Tatsache, dass NF-xkB in Makrophagen
der nicht entziindeten Mukosa nicht aktiviert ist, lie3 den Schluss zu, dass TANK bei
der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen induziert wird. Da TANK an
TRAF2 gebunden vorliegt, und es durch Komplexbildung mit TBK1 zur Aktivierung von

NF-kB kommt, sollte auch die Expression von TBK1 untersucht werden.

4.9.1 Affymetrix GeneChip® Analysen

Die Affymetrix GeneChip® Analysen wurden am Kompetenzzentrum fiir fluoreszente
Bioanalytik in Regensburg durchgeflihrt. Die Makrophagen-mRNA von drei nicht ent-
zindeten Patienten und drei Spendern fur in vitro differenzierte Makrophagen wurde
gepoolt, um madgliche individuelle Unterschiede in der Expression auszuschlieen. Die
jeweilige mRNA wurde auf jeweils zwei Chips hybridisiert. Auf dem Chip waren jeweils
drei probe-sets fur TANK vorhanden, aber fur keines der drei probe-sets gab es eine
signifikant hohere mMRNA-Expression von TANK. Die Expression schien bei
Makrophagen aus nicht entzindetem Darm lediglich tendenziell etwas hoher zu sein

als in den in vitro differenzierten Makrophagen. (Abb. 4.57). Im Durchschnitt liegt die
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Expression in intestinalen Makrophagen etwa 1,7 mal hoher als in in vitro differenzier-

ten Makrophagen. Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des t-Tests.

Affymetrixdaten TANK

500 -
& NE 1
400 - - u
o H NE 2
= — X X .
© 300 - ns.| o &iv. mac 1
© L 4 -+
c * 1i.v. mac 2
D 9200 - Nns.
» o *¥ Mittelwert NE
100 - _ E + Mittelwert i.v. mac
0 n.s.
1 2 3
TANK probe-sets

Abb. 4.57: Die Affymetrixdaten unterstiitzen das Ergebnis der subtraktiven Hybridisierung. Die
original Signalstédrken der intestinalen Makrophagen und der in vitro differenzierten Makropha-
gen fiir die drei TANK probe-sets sind gezeigt. Jeder Datenpunkt reprédsentiert die original
Signalstérke auf dem Chip. Der Mittelwert ergibt sich jeweils aus den beiden Datenpunkten fiir
intestinale Makrophagen und in vitro differenzierte Makrophagen. Flir das probe-set 1 wurde
eine 2,8-fache fiir das probe-set 2 eine 1,2-fache und fiir das probe-set 3 wurde keine Indukti-
on gemessen. NE: nicht entziindet; i.v. mac: in vitro differenzierte Makrophagen, n.s.: nicht

signifikant.

Abb. 4.58 zeigt die Affymetrixdaten von TBK1. Auf dem Chip war nur ein TBK1
probe-set vorhanden, aber dieses zeigte eine signifikant geringere Expression von
TBK1-mRNA in intestinalen Makrophagen im Vergleich zu in vitro differenzierten

Makrophagen.
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Affymetrixdaten TBK1

o NE 1
1200 -
m NE2
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Abb. 4.58: Affymetrixdaten flir TBK1. in in vitro differenzierten Makrophagen wird 3,2 mal mehr

TBK1-mRNA exprimiert als in normalen intestinalen Makrophagen.

4.9.2 Real-time-PCR mit TagMan® zum Nachweis von TANK in intestinalen

Makrophagen

Die durch Affymetrix-Analysen erzielten Daten zur Expression der TANK mRNA soll-
ten durch real-time-PCR mittels der TagMan®-Technologie bestatigt werden. Dafiir
wurde mRNA aus intestinalen Makrophagen von vier Patienten mit Colitis ulcerosa,
vier Patienten mit Morbus Crohn und finf Patienten ohne intestinale Entziindung iso-
liert. Des Weiteren wurde mRNA aus in vitro differenzierten Makrophagen von zwei
Spendern und Monozyten von sieben Spendern isoliert. Da TANK in zwei Varianten
vorliegt (V1 und V2), die durch differenzielles SpleiRen entstehen, wurde auf beide
Varianten getestet. V2 besitzt einen um 306 Aminosauren kirzeren C-Terminus und
es ist nicht klar, welche biologische Funktion es ausubt. Fur die bisher beschriebenen
Funktionen von TANK scheint Trankriptionsvariante 1 essenziell zu sein.

In Abb 4.59 ist die Expression der beiden TANK-Varianten dargestellt. Die Ex-
pression von V1 (Abb. 4.59 A) entspricht genau der, die auch durch Affymetrix festge-

stellt wurde. In Monozyten und in in vitro differenzierten Makrophagen (i.v. MAK) war
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TANK V1 im Vergleich zu intestinalen Makrophagen (CU, MC und NE = IMAK) weni-
ger stark exprimiert. Der Unterschied war signifikant (Monozyten vs. IMAK p<0,005,
i.v. MAK vs. IMAK p<0,05, t-Test). Innerhalb der verschiedenen Patientengruppen
(CU, MC, NE) gab es jedoch keine Unterschiede.
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Abb. 4.59: Nachweis der TANK-Expression durch TagMan® in Monozyten, in vitro differenzier-
ten Makrophagen und Makrophagen aus Patienten mit MC, CU und ohne intestinale Entziin-
dung (NE). A: Nachweis der ldngeren Variante 1 von TANK. In Monozyten und i.v. MAK kann
weniger TANK V1-mRNA detektiert werden als in intestinalen Makrophagen. B: Nachweis der
um 306 AS-Séuren kiirzeren Variante 2. In Monozyten und i.v. MAK ist eine h6here TANK V2-
Expression nachweisbar als in intestinalen Makrophagen.* p<0,05 =##p<0,01, #*# p<0,005,
t-Test.

Fur V2 zeigte sich ein anderes Bild. Die Expression der Variante 2 war bei Mo-
nozyten am hochsten. Der Unterschied war im Vergleich zu mRNA aus Makrophagen
von Patienten mit CU und ohne intestinale Entzindung (NE) signifikant (Monozyten
vs. CU p<0,05, Monozyten vs. NE p<0,01, t-Test). Die Expression war in in vitro diffe-
renzierten Makrophagen gegenuber mRNA aus Makrophagen von Patienten ohne in-
testinale Entzundung (NE) ebenfalls signifikant hoher (p<0,05, t-Test, Abb. 4.59 B).
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4.9.3 Nachweis der TANK-Expression in LPMNZ durch Western Blot

Da durch Microarray nachgewiesen werden konnte, dass TANK in Makrophagen der
nicht entziindeten Mukosa exprimiert wird und auch die TagMan®-Versuche bestétig-
ten, dass TANK in intestinalen Makrophagen exprimiert wird, sollte die Expression auf
Proteinebene zunachst durch Western Blot Uberprift werden.

Dafur wurde die Methode mit HEK 293-Zellen etabliert, wobei sich herausstell-
te, dass der polyklonale anti-TANK-Antikdrper am besten fur diese Zwecke geeignet
war (Abb. 4.60). Die TANK-Bande sollte bei einer Grol3e von etwa 48 kDa nachzuwei-
sen sein. Nachdem die Membran mit 5% Magermilchpulver in PBS blockiert worden
war, erfolgte die Inkubation des Antikorpers (4ug/ml) Uber Nacht bei 4° C. Als zweiter
Antikorper dienten HRP-konjugierte anti-Kaninchen-Immunglobuline. Der Nachweis
erfolgte mit dem ECL-Reagenz. Aktin wurde mit einem monoklonalen Antikérper auf
derselben Membran nachgewiesen, da Aktin eine Grélke von etwa 40 kDa aufwies und
so keine Uberlappung mit dem TANK-Nachweis zu erwarten war. Der Nachweis er-
folgte ebenfalls mittels eines HRP-gekoppelten Sekundarantikérpers mit dem ECL-
Reagenz, und es stellte sich heraus, dass der Nachweis beider Proteine auf derselben
Membran mdglich war, was fur die weiteren Versuche deshalb wichtig war, da Patien-

tenmaterial nur begrenzt vorhanden war.

A B
Standard HEK 293 Standard HEK 293

— —

Abb. 4.60: Western Blot auf HEK 293-Zellen zum Nachweis von TANK (A). In den HEK 293-
Zellen konnte eine spezifische Bande bei ca. 48 kDA nachgewiesen werden (A, rechts). Der
Nachweis von Aktin (B) in HEK 293-Zellen erfolgte auf derselben Membran.

51 kDa

39 kDa

Da der Nachweis sicher und reproduzierbar funktionierte, sollten nun
Makrophagen-Lysate sowie Biopsie-Lysate verschiedener Patienten im Western Blot

zum Nachweis von TANK eingesetzt werden. In einem ersten Versuch wurden
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Makrophagen eines Patienten ohne intestinale Entziindung (Ko 47) und eines Patien-
ten mit MC (MC 49), sowie Biopsien eines Patienten mit MC oder CU (genaue Diag-
nose nicht bekannt, B 16) und eines Patienten mit CU untersucht. Von letzterem Pati-
enten waren Biopsien aus unterschiedlich entzindeten Arealen abgenommen worden
(B 17a: nicht entzindet, B 17b: stark entzundet). Als Kontrolle fur den TANK-Nachweis
wurde ein HEK 293-Lysat mitgefuhrt (Abb. 4.61). TANK konnte weder in einem der
Makrophagenlysate noch in einem Biopsielysat nachgewiesen werden, es ist aber ei-
ne deutliche Bande bei den HEK 293-Zellen detektierbar, so dass geschlossen wer-
den kann, dass der Nachweis an sich funktioniert hat (Abb. 4.61 A). Nachdem der
Nachweis von Aktin im Wesentlichen dasselbe Resultat zeigte (Abb. 4.61 B), namlich,
dass Aktin nur in HEK und 293-Zellen und in Biopsie 16 nachzuweisen war, musste
daraus geschlossen werden, dass sowohl Makrophagenlysate als auch Biopsielysate

zu wenig Material fur einen Nachweis von TANK und Aktin im Western Blot lieferten.

A MC Ko HEK
St. 49 47 B16 B17a B17b 293

51 kDa

39 kDa

Abb. 4.61: Nachweis von TANK in Makrophagen- und Biopsielysaten verschiedener Patienten
(A). Nur in der Positivkontrolle (HEK 293) gelang der Nachweis von TANK. Der Nachweis von
Aktin (B) gelang nur in der Biopsie 16 (B16) und in HEK 293-Zellen. St.: Standard

Da nun fest stand, dass Makrophagen- und Biopsielysate fur den Nachweis von
TANK im Western Blot nicht geeignet waren, sollten im folgenden Lysate von LPMNZ
aus Darmresektaten flr den Nachweis von TANK im Western Blot herangezogen wer-
den. LPMNZ wurden aus Resektaten, wie unter 3.2.1 beschrieben, isoliert und lysiert.
Fur den im Folgenden gezeigten Blot (Abb. 4.62) wurden LPMNZ von vier Patienten
ohne intestinale Entziindung, einem Patienten mit CU und zwei Patienten mit MC un-
tersucht. Als Positivkontrolle diente ein HEK 293-Lysat.
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In Abb. 4.62 A ist die TANK-Expression der verschiedenen Patienten abgebildet
und es ist zu erkennen, dass TANK bei allen Patienten ohne intestinale Entziindung
nachweisbar war (unten: langere Belichtung, nur Patienten ohne intestinale Entzin-
dung). Dasselbe galt fur Patienten mit CU und MC, wobei die Banden dort starker wa-
ren. Aktin war in LPMNZ aller Patienten detektierbar, so dass der schwache Nachweis
von TANK bei den Patienten ohne intestinale Entziindung nicht auf eine mangelnde

Proteinmenge zurtckzuflihren war (Abb. 4.62 B).

A Ko Ko Ko CU MC MC HEK
St. 48 49 51 12 51 52 293

Abb. 4.62: Nachweis von TANK in LPMNZ aus Darmresektaten (A). In allen Patienten war
TANK nachweisbar, wobei TANK in LPMNZ aus entziindeter Mukosa stérker exprimiert zu
sein schien und es in Patienten ohne Entziindung nur nach nochmaliger ldngerer Exposition
(A, unten) detektierbar war. Bei allen Patienten war Aktin in den LPMNZ detektierbar (B).
St.: Standard

4.9.4 Immunhistochemische Analyse der TANK-Expression in humaner intesti-

naler Mukosa

Nachdem durch Western Blot gezeigt werden konnte, dass TANK in LPMNZ der in-
testinalen Mukosa exprimiert wird, und da es wegen der zu geringen Proteinmenge
nicht moglich war, TANK durch Western Blot in Makrophagen nachzuweisen, sollte die
Expression in intestinalen Makrophagen durch Immunhistochemie nachgewiesen wer-
den. Die immunhistochemische Untersuchung wurde auf Darm-Resektaten von drei

Patienten ohne intestinale Entziindung und drei Patienten mit MC mit einem polyklo-
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nalen anti-TANK Antikdrper vorgenommen. Es wurden 5 pym dicke Gefrierschnitte her-

gestellt und in einem ersten Markierungsschritt wurde TANK mit Vector® NovaRED®

(rot) nachgewiesen. In einem zweiten Markierungsschritt wurden Makrophagen uber
den spezifischen Marker CD68 mit BDHC (blau, granular) detektiert. Wie in Abb. 4.63

zu sehen ist, war TANK in intestinalen Makrophagen bei Patienten ohne intestinale

Entzindung nachweisbar (Abb. 4.63 A), wohingegen TANK in Makrophagen von

Patienten mit MC nicht detektierbar war. TANK konnte aber in der entziindeten

Mukosa in anderen nicht ndher charakterisierten Zellen nachgewiesen werden (Abb.

4.63 B, rote Pfeile TANK, blaue Pfeile Makrophagen). Die Isotypkontrolle (Kaninchen-

Immunglobuline fir TANK, Maus-IgG1 fur CD68) zeigte keinerlei unspezifische Far-

bung (Abb. 4.63 C + D).
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Abb. 4.63: Nachweis der
TANK-Expression in intestina-
len Makrophagen mit einem
polyklonalen Antikérper.
TANK war in intestinalen
Makrophagen der nicht ent-
ziindeten Mukosa nachweis-
bar (A), aber nicht in
Makrophagen bei Patienten
mit MC (B). Die Isotypkontrol-
len zeigten keine unspezifi-
sche Farbung (C + D).

(VergréBerung x400)

Die Expression von TBK1 konnte leider weder durch Western Blot noch durch

Immunhistochemie untersucht werden, da der Antikorper, der bisher in der Arbeits-

gruppe vorhanden war im Laufe der Arbeit zur Neige ging und derzeit kommerziell

kein anti-TBK1 Antikdrper mehr zu erwerben ist.
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5 Diskussion

5.1 Aufreinigung intestinaler Makrophagen

Die Aufreinigung intestinaler Makrophagen Uber CD33 war schon vor einiger Zeit
durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe beschrieben worden 244 und war auch in dieser
Arbeit unerlasslich fur weitere Versuche und die phanotypische und funktionelle Cha-
rakterisierung dieser Makrophagenpopulation.

In 4.1 ist die Aufreinigung der Makrophagen Uber CD33 gezeigt und es wird
deutlich, dass eine zu Uber 90% reine Zellpopulation erhalten werden konnte, so
dass davon ausgegangen werden konnte, dass im weiteren Verlauf der Arbeit mit
einer ausreichend reinen Makrophagenpopulation gearbeitet wurde, was vor allem

fur Untersuchungen an isolierter mMRNA wichtig war.

5.2 Expression von Gp96 in der intestinalen Mukosa

In der vorliegenden Arbeit konnte sowohl auf mMRNA-Ebene als auch auf Proteinebe-
ne gezeigt werden, dass die Expression des Hitzeschockproteins Gp96 bei der Diffe-
renzierung von Monozyten zu intestinalen Makrophagen induziert wird. Durch im-
munhistochemische Untersuchungen wurde deutlich, dass Gp96 in intestinalen
Makrophagen bei Patienten ohne intestinale Entzindung, bei Patienten mit Divertiku-
litis und CU exprimiert wird, wohingegen Gp96 kaum in intestinalen Makrophagen
von Patienten mit MC nachzuweisen war. Dadurch drangt sich die Vermutung auf,
dass Gp96 bei der Entstehung und Perpetuation von MC eine wichtige Rolle zu-
kommt. Beim Transfer-Kolitis Maus-Modell wurde Gp96 in Mac-3 positiven
Makrophagen der nicht entzlindeten Mukosa gefunden, nicht jedoch in aktivierten
F4/80 positiven Makrophagen bei Mausen mit einer intestinalen Entzindung. Da-
durch kann geschlossen werden, dass auch bei der Maus die Regulation der Gp96-
Expression ahnlich der im Menschen ablauft.

Bisher wurde die Gp96-Expression hauptsachlich im Zusammenhang mit ma-

lignen Erkrankungen, wie dem Kolorektalen Karzinom %*°, oder dem malignen Me-
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sotheliom 2*° untersucht. In beiden Fallen war die Gp96-Expression im Tumorgewe-
be im Vergleich zu normalem nicht malignem Gewebe erhdht, was den Schluss nahe
legt, dass Gp96 dort beim Peptid-Transfer auf MHC Klasse Il und der Antigenprasen-
tation involviert ist.

Da bekannt ist, dass Gp96 bei der Kreuzprasentation von Antigenen und auch
bei der Induktion von Toleranz eine Rolle spielt, ist die Expression in intestinalen
Makrophagen sehr interessant. Nach den vorliegenden Daten zu urteilen, wird Gp96
bei der Differenzierung von Monozyten zu intestinalen Makrophagen induziert, wo-
durch ihm eine spezielle Rolle im intestinalen Immunsystem zuzukommen scheint.

Weiterhin wird Gp96 in groRen Mengen in intestinalen Makrophagen unter
Bedingungen der mukosalen Toleranz gegenuber luminalen Antigenen gefunden,
wohingegen es bei Morbus Crohn, bei dem keine Toleranz gegenuber der eigenen
Darmflora herrscht, nur stark reduziert zu finden ist. Bisher sind keine Untersuchun-
gen zu Gp96 im Zusammenhang mit chronisch entzliindlichen Darmerkrankungen
gemacht worden, wobei das cytosolische Homolog Hsp 90 sehr wohl schon im Zu-
sammenhang mit MC und CU betrachtet wurde. Bei diesen Studien stellte sich her-
aus, dass es keinen Unterschied in der Expression von Hsp 90 in entziindeter sowie
nicht entziindeter Mukosa gibt %°".

Dagegen steht eine Arbeit von Stange und Mitarbeitern, die eine erhdhte Ex-
pression von Hsp 70 in Epithelzellen bei MC und CU unabhangig vom Grad der Ent-
ziindung festgestellt haben #°2. Des Weiteren zeigten Peetermans und Mitarbeiter
eine erhohte Hsp 60 Expression in B7-positiven mononuklearen Zellen in der Muko-
sa von Patienten mit IBD % und eine weitere Arbeit zeigte eine erhéhte Expression
von Hsp 60 in Epithelzellen bei CU ?**. All diese Arbeiten zeigten aber keinen Zu-
sammenhang dieser Hsp’s mit einer chronischen Darmentziindung.

Sehr interessant ist die Untersuchung der Expression von HSP60 in PBMNCs
von verschiedenen Rattenstammen. Arthritis-prone-Lewis-Ratten sind resistent ge-
genuber der Heraufregulation von HSP60 in PBMNCs, Splenozyten und Zellen aus
dem Synovium des Fuligelenkes, wohingegen dies bei Fischer-Ratten nicht der Fall
ist. Letztere sind dabei resistent gegeniiber der Entwicklung von Arthritis 2°°. Dies
deutet darauf hin, dass es genetische Variationen in der Expression von HSPs gibt,
obwohl das HSP selber keine genetische Variabilitat aufweist. Eine weitere Studie
zur Expression von HSPG60 in Kindern mit neonataler Autoimmunthrombozytopenie,

ebenfalls einer Autoimmunerkrankung, zeigte, dass nur eins von 29 Kindern HSP60
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in Lymphozyten exprimierte, wohingegen in allen 30 Kontrollpatienten die HSP60-
Expression nachzuweisen war ?*°. Obwohl diese Studien keine direkten Beweise lie-
fern, kann dennoch vermutet werden, dass HSPs eine entscheidende Rolle in der
Regulation von Immunantworten haben und bei der Protektion gegen Autoimmuner-
krankungen wichtig sind.

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die Expression von Gp96 in der intesti-
nalen Mukosa im Zusammenhang mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen
untersucht. Im Gegensatz zu anderen Studien, die eine unveranderte oder erhdhte
Expression von Hsp’s in IBD feststellten, ist Gp96 in intestinalen Makrophagen bei
MC herunterreguliert, wobei verschiedene Grinde fur dieses Fehlen von Gp96 in
Frage kommen. Eine erste Mdglichkeit ist, dass Gp96 von den aktivierten Makropha-
gen sezerniert, und dann in der entzindeten Mukosa sehr schnell degradiert wird.
Bei den Microarray-Untersuchungen stellte sich heraus, dass in intestinalen
Makrophagen aus nicht entztindeter Mukosa im Vergleich zu in vitro differenzierten
Makrophagen Proteasom-assoziierte Proteine herunterreguliert sind (Daten nicht ge-
zeigt). Es bleibt zu untersuchen, ob diese Gene in Makrophagen der entzindeten
Mukosa heraufreguliert sind, so dass die Proteindegradation erhdht sein kénnte und
Gp96 madglicherweise sogar in der Zelle selber degradiert wird. Die qualitative PCR
zeigte, dass Gp96-mRNA sowohl in intestinalen Makrophagen der entziindeten als
auch der nicht entzindeten Mukosa nachzuweisen war. Wegen der sehr niedrigen
Zellzahlen nach der Makrophagenseparation und der daraus resultierenden geringen
Menge an mRNA und cDNA (unter Detektionslevel mit Ribogreen und Picogreen),
musste mit einer hohen Zyklenzahl bei der RT-PCR gearbeitet werden, um Uber-
haupt z.B. ein Haushaltsgen nachweisen zu konnen. Daher kann bei dieser Methode
keinerlei Aussage uber die Menge an vorhandener mRNA getroffen werden. Die Da-
ten der Tagman-Versuche bestatigen die Ergebnisse der schon friher durchgefihr-
ten subtraktiven Hybridisierungen und der in dieser Arbeit durchgefuhrten Microar-
rays, die alle eine deutlich erhdhte Gp96 Expression in intestinalen Makrophagen im
Vergleich zu in vitro differenzierten Makrophagen zeigten. Untersuchungen zu Unter-
schieden in der 5’- und der 3’-nicht-codierenden Region des Gp96-Genes kdnnten
Aufschluss geben, ob dort bei Patienten mit MC mdglicherweise Signalelemente fur
einen schnelleren Abbau der mRNA vorliegen, so dass dies zu einer geringeren Pro-

teinmenge fuhrt.
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Weiterhin zeigt die vorliegende Arbeit, dass Gp96 im MZS-Modell bei Diffe-
renzierung von Monozyten in einen, den intestinalen Makrophagen ahnlichen Phano-
typ induziert wird. Bei der Entzindung wandern Monozyten in die Mukosa ein, wobei
diese Monozyten kein Gp96 exprimieren. Dies konnte ebenfalls eine Erklarung sein,
warum in der entzindeten Mukosa kein Gp96 in den Makrophagen gefunden werden
kann, obwohl die mMRNA-Expression induziert wird. Dagegen steht, dass bei CU und
Divertikulitis auch Monozyten in die entzindeten Areale der Lamina propria einwan-
dern, wobei dort aber Gp96 in den intestinalen Makrophagen exprimiert wird. Daher
kann das Fehlen von Gp96 in intestinalen Makrophagen bei MC nicht ausschliel3lich
mit der Invasion von Monozyten erklart werden. Eine weitere, noch zu untersuchende
Méoglichkeit fur die Abwesenheit von Gp96 in intestinalen Makrophagen bei MC kdnn-
ten veranderte posttranskriptionelle und posttranslationelle Regulationswege sein.

Die Herabregulation von Gp96 in intestinalen Makrophagen bei MC kodnnte ei-
ne Rolle beim Verlust der Toleranz gegenlber luminalen Antigenen spielen. Daflr
sprechen Untersuchungen von Chandawarkar und Mitarbeitern, die beobachtet ha-
ben, dass die Gabe einer 5-10-fach hoheren Dosis als der immunisierenden Dosis
von Gp96 an Mause zu einer Toleranz gegenuber dem Tumor fihrt, aus dem das
Gp96 isoliert wurde und nicht, wie bisher gezeigt, zu einer Immunisierung. Schon
damals vermuteten die Autoren, dass dies ein T-Zell-abhédngiger Prozess sei. '¥'.
Kulrzlich zeigte dieselbe Gruppe, dass die Immunisierung mit 100 uyg Gp96 die Ent-
stehung einer myelin basic protein- und einer Proteolipid Protein-induzierten Auto-
immun-Encephalomyelitis (EAE) in SJL-Mausen verhindert, wohingegen die Tiere
EAE entwickeln, wenn sie mit nur 10 pug behandelt wurden. Weiterhin konnten sie
zeigen, dass die Behandlung von non-obese diabetic (NOD) Mausen, die spontan
einen Diabetes entwickeln, mit 100 ug Gp96 die Entwicklung des Diabetes verhin-
dert. In NOD-Mausen kann diese ,Immunsuppression” durch adoptiven Transfer von
CD4'-T-Zellen auf andere NOD-Mause iibertragen werden '?®. Die dabei Uibertrage-
nen Zellen midssen noch naher charakterisiert werden, aber es ist anzunehmen, dass
durch hohe Gp96-Mengen regulatorische T-Zellen generiert werden.

Die Oberflachenexpression von Gp96 in transgenen Mausen flhrt zu einer
Lupus-ahnlichen Autoimmunerkrankung, wobei extrazellulares Gp96, welches keine
prozessierten Peptide gebunden hat, als Aktivator von APCs fungiert. Die chronische

Aktivierung von APCs koénnte ebenfalls zu einem Durchbrechen der Toleranz fuhren
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257 Solch ein Mechanismus ist natiirlich auch im Zusammenhang mit chronisch ent-
zundlichen Darmerkrankungen, im Speziellen mit MC, denkbar.

Erst kurzlich wurde die immunmodulatorische Rolle eines anderen Glycopro-
teins (HC gp39) beschrieben, welches in ex vivo Versuchen in der Lage war, die Ant-
wort von zytotoxischen T-Zellen zu unterdricken, so dass die Autoren schlossen,
dass die HC gp39-gerichtete Immunantwort in gesunden Individuen einen regulatori-
schen Phanotyp generiert. Dabei exprimierten HC gp39-spezifische CD4"-T-Zellen
CD25, GITR, CTLA-4 und Foxp3 und sie waren in der Lage andere Immunantworten
zu unterdriicken 2. Aufgrund dessen kann man vermuten, dass Gp96 in der intesti-
nalen Mukosa eine ahnliche Funktion haben konnte.

Eine weitere Studie zeigte kirzlich, dass Gp96 auch in der Lage ist MHC
Klasse |l spezifische Peptide zu binden und an MHC Klasse |l zu Ubertragen, wobei
die peptidspezifischen T-Zellen zwar proliferieren, aber keine Effektorzytokine wie

IFN-y oder IL-4 exprimieren 2.

5.3 Behandlung von Mausen mit Gp96 im Transfer-Kolitis Maus-
Modell

Die Idee fur die Versuche, Spendermause vor einem T-Zell-Transfer mit Gp96,
Gp96/Peptid-Komplexen und denaturiertem Gp96 zu behandeln, begrindete sich auf
Veroffentlichungen der Arbeitsgruppe um Chandawarkar. Diese Arbeitsgruppe konn-
te zeigen, dass die Behandlung von non-obese diabetic (NOD) Mausen, die spontan
einen Diabetes entwickeln, mit 100 ug Gp96 die Entwicklung des Diabetes verhin-
dert, und dass diese protektive Wirkung durch adoptiven Transfer von CD4"-T-Zellen
auf andere NOD-Mause Ubertragen werden kann . In einem T-Zell-Transfer-Modell
einer chronischen Kolitis, das bereits in den 90er Jahren etabliert und 2002 durch
Mudter und Mitarbeiter modifiziert wurde, wird die chronische intestinale Entziindung
durch den Transfer CD4" CD62L*-T-Zellen in immundefiziente CB17 Scid-Mause
induziert. Es konnte gezeigt werden, dass durch Transfer regulatorischer T-Zellen in
diesem Entziindungsmodell die Kolitis inhibiert werden kann 2*2. Unter der Annahme,
dass die Gabe von Gp96 in der Lage ist, in vivo regulatorische T-Zell-vermittelte Me-

chanismen zu induzieren, formulierten wir die Hypothese, dass die Applikation von
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Gp96 in Spendertieren eine T-Zell-Population mit regulatorischen Fahigkeiten indu-
zieren konnte, die dann in der Lage ist, nach Transfer in Scid-Mause die Entwicklung
einer Kolitis zu inhibieren. Unterschiedliche Versuchsansatze wurden hierfur getes-
tet: Zum einen sollte versucht werden, die Empfangertiere nach dem Transfer norma-
ler CD4" CD62L*-Zellen mit Gp96 und denaturiertem Gp96 zu behandeln, zum ande-
ren sollten, in Anlehnung an die Ergebnisse von Chandawarkar, die Spendertiere mit
Gp96, peptidbeladenem Gp96 oder denaturiertem Gp96 behandelt werden, um einen
maoglicherweise regulatorischen T-Zelltyp zu erzeugen, der in den Empfangertieren
keine, oder nur eine schwache Kolitis induziert. In den Arbeitsgruppen von Dr. Ulrike
Strauch und Dr. Florian Obermeier war das Transfer-Kolitis Maus-Modell gut etab-
liert, so dass die Experimente in Kooperation mit diesen Arbeitsgruppen durchgefiihrt

wurden.

5.3.1 Behandlung der Spendertiere mit Gp96, Gp95/Pep und Gp96/denat.

Die Behandlung der Spendertiere fiir den Transfer von CD4'CD62L"-T-Zellen mit
Gp96 erfolgte in drei unabhangigen Transferexperimenten. In zweien dieser Versu-
che wurden die Spendertiere zweimal und in einem der Versuche wurden die Spen-
dertiere dreimal mit jeweils 100 ug Gp96 behandelt. Die Injektionen erfolgten sub
cutan im Abstand von jeweils einer Woche. Die Wahl der Menge und der Injektions-
zeitpunkte war dabei der Arbeit von Chandawarkar und Mitarbeitern abgeleitet, die in
Ihren Versuchen NOD-Mause mit diesen Mengen behandelt hatten.

FUr die Beurteilung der Schwere der Entzindung wurden verschiedene Para-
meter untersucht. Zunachst wurden die Tiere wochentlich gewogen. Ein Gewichts-
verlust kann dabei ein klinischer Hinweis auf eine Darmentziindung sein, da die Tiere
eine Diarrhé entwickeln. Im ersten Transfer-Versuch war eine erwartete Gewichts-
entwicklung erzielt worden. Die PBS-Tiere nahmen stetig an Gewicht zu, wohinge-
gen die CD62L"-Tiere ab der zweiten Woche nach T-Zell-Transfer Gewicht zu verlie-
ren begannen. Die Gewichtsentwicklung der Tiere, die Zellen aus Gp96-
vorbehandelten Donoren erhalten hatten, und die, die nach Transfer behandelt wor-
den waren, lagen zwischen diesen Kontrollgruppen. Diese Beobachtung liel} bereits
wahrend des Versuchs darauf schlieBen, dass die Tiere eine schwachere intestinale

Entziindung entwickelten als die CD62L"-Tiere. In den beiden folgenden Transfer-
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Versuchen waren die Gewichtsverlaufe nicht mehr so eindeutig. Vor allem die Tiere
der CD62L"*-Gruppe verloren nicht mehr so stark an Gewicht. Die PBS-Tiere verloren
im dritten Transfer sogar genauso an Gewicht wie die Tiere der CD62L"-Gruppe, so
dass wahrend des laufenden Versuchs anhand des Gewichtsverlaufs kein
Ruckschluld auf mogliche Unterschiede in der Schwere der Entzindung zwischen
den Gruppen gezogen werden konnte. Mégliche Ursachen fir die Unterschiede in
den Gewichtskurven der verschiedenen Experimente konnten auliere Faktoren, wie
die Verweildauer im Tierstall vor dem Versuch und das Alter der Tiere sein. Je langer
die Mause im hauseigenen Tierstall vor dem Versuch verweilen, desto weniger stark
verlieren sie an Gewicht. Das kann z.B. an der Futterumstellung vom Lieferanten
zum ,neuen” Tierstall liegen. Vor allem bei der Dextran-Sodium-Sulfat (DSS)-Kolitis
ist es wichtig den Tieren vor Beginn des Versuchs eine EingewOhnungsphase zu
gbnnen, damit sie nicht so rasch an Gewicht verlieren. Aber auch bei der Transfer-
Kolitis sollte man aufgrund dieser Ergebnisse die Verweildauer im Tierstall und das
Alter der Tiere moglichst einheitlich gestalten, um mogliche dadurch bedingte Unter-
schiede in den Gewichtskurven zu vermeiden. Da es sich nicht um einen SPF-
Tierstall handelt, kann auch nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass die Scid-
Mause bereits bei der Lieferung an einer Infektion litten.

Weiterhin wurden, nachdem die Tiere getotet worden waren, die Milzgewichte
ermittelt und die Darmlangen gemessen. Letzteres ist bei der DSS-induzierten Kolitis
bei Mausen ein guter Anhaltspunkt fur eine bestehende Darmentziindung bei den
Tieren, da sich der Darm in Abhangigkeit vom Grad der Entzindung verkirzt und
verdickt. Bei der Transfer-Kolitis korrelieren beide Paramater jedoch nicht verlasslich
mit dem Schweregrad der Kolitis. Dies bestatigte sich auch in der vorliegenden Ar-
beit. Lediglich im zweiten Transfer waren die Darme der Tiere, die histologisch eine
Entzindung aufwiesen, im Vergleich zur PBS-Gruppe, signifikant verklrzt. In den
beiden anderen Transfer-Experimenten war dies nicht der Fall. Fir die Zukunft kon-
nen bei Transfer-Exprerimenten diese beiden Parameter aul3er Acht gelassen wer-

den.
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5.3.1.1 Behandlung der Spendertiere: Histologie

Den wichtigsten Parameter fur die Beurteilung des Schweregrades der Darmentzin-
dung stellt die histologische Untersuchung des Kolons dar. Dabei wird das gesamte
Kolon auf Entziindungsinfiltrate und Epithelschaden untersucht und ein Score gebil-
det. Je niedriger der Score, desto geringer die Entziindung.

Die Tiere der VB Gp96-Gruppen wiesen im ersten (1,3 + 0,6) und im zweiten
Transfer (1,6 + 1,2), im Vergleich zu Tieren der CD62L"-Gruppe (2,6 + 0,25 und 2,8 +
0,4), einen signifikant besseren Score auf. Im dritten Transfer war der Score der Tie-
re der VB Gp96-Gruppe nicht statistisch signifikant niedriger (2,2 + 0,5), wobei der
Score der CD62L*-Gruppe dem der ersten beiden Transfer-Experimente entsprach
(2,7 £ 0,4). Da beim ersten und dritten Transfer die Vorbehandlung der Spendertiere
auf die gleiche Weise erfolgt war, kdnnen die Scores dieser Gruppe, und der Kon-
troligruppen (PBS und CD62L") zusammengefasst werden. Dabei zeigt sich ein
signifikanter Unterschied im histologischen Score und damit im Grad der intestinalen
Entzindung. Die Tiere der Gp96-Gruppe hatten einen Score von 1,8 + 0,7, die der
CD62L"-Gruppe einen von 2,7 + 0,3. Eine dreimalige oder zweimalige Behandlung
der Spendertiere mit je 100 pg Gp96 machte somit keinen Unterschied in der Aus-
pragung der intestinalen Entziindung. Warum die Tiere im dritten Transferversuch
histologisch keine deutliche Verbesserung der intestinalen Entziindung aufwiesen,
lasst sich nur schwer nachvollziehen. Moglicherweise kam es bei diesem Experiment
zu einer Infektion. Diese Vermutung ergibt sich aus der Beobachtung, dass Tiere der
VB Gp96/denat.-Gruppe, die eine starke Kolitis entwickelten und zudem eine Kon-
junktivitis aufwiesen, mit Tieren der anderen Gruppen in einem Kafig sallen. Es war
zu beobachten, dass nach einigen Tagen die Konjunktivitis auch auf die Tiere der VB
Gp96-Gruppe Ubetragen wurde. Dies kdnnte eine mogliche Ursache fur die starke
intestinale Entzindung der Tiere sein.

Die Behandlung der Spender mit peptidbeladenem Gp96 erbrachte im ersten
Transfer ebenfalls eine statistisch signifikante Verbesserung der Entziindung (1,5 +
0,9), wobei der Unterschied beim zweiten Transfer keine Signifikanz zeigte (2,0 +
0,8). Da beim ersten Transfer die Behandlung zweimal und beim zweiten Transfer
dreimal erfolgte, kann man die Ergebnisse korrekterweise nicht zusammenfassen,

obwohl dies zu einem signifikanten Unterschied im Entzindungsgrad fUhren wirde
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(Gp96/Pep [1,8 = 0,9] vs. CD62L+ [2,7 + 0,4] p<0,01). Die Beladung von Gp96 mit
Peptiden scheint demnach keinen Vorteil flr die Inhibition der intestinalen Entzin-
dung zu bringen. Eine Moglichkeit ware dass die Peptide, da sie nicht kovalent an
Gp96 gebunden sind, mdglicherweise dissoziieren, so dass bei der Behandlung der
Mause ein Teil der Peptide nicht an Gp96 gebunden transferiert wurde, sondern als
freies Antigen. Dies konnte eine gegen diese E.coli-Peptide gerichtete aktive Immun-
antwort auslosen und zu reaktiven T-Zellen flhren, die im Darm der Empfanger-Tiere
eine Entziindung auslésen. Das vorhandene freie Gp96 - und moglicherweise auch
das peptidbeladene Gp96 - tragen aber vermutlich zusatzlich zur Generierung eines
regulatorischen T-Zell-Typs bei, so dass die Entziindung bei Behandlung der Spen-
dertiere mit Gp96/Pep dennoch leicht verbessert wird. Dass im zweiten Transfer die
intestinale Entzindung der Empfangertiere, die Zellen von mit Gp96/Pep behandel-
ten Donormausen erhielten, ausgepragter war, als im ersten Transfer, lasst sich
mdglicherweise dadurch erklaren, dass das verwendete peptidbeladene Gp96 zum
Zeitpunkt des zweiten Experiments bereits langere Zeit gelagert worden war. Da-
durch kénnte sich mehr Peptid von Gp96 geldst haben, als dies beim ersten Transfer
der Fall war, als das Gp96 noch frisch war.

Die Behandlung der Donortiere mit denaturiertem Gp96 flhrte, wie erwartet,
zu keiner Verbesserung der intestinalen Entziindung. Gp96/denat. diente als Kontrol-
le dafir, dass Gp96 nur im nativen Zustand zu einer Modulation der Immunantwort in

der Lage ist, was im dritten Transfer gezeigt werden konnte.

5.3.1.2 Behandlung der Spendertiere: Zytokinsekretion

Zur Beurteilung des T-Zell-Typs, der nach Gp96-Behandlung in den Spendertieren
erzeugt wurde, wurden die zu transferierenden Zellen auf die Sekretion der Zytokine
IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, TNF und IFN-y untersucht. Die Sekretion derselben Zytokine
wurde auch bei aus den Scid-Tieren nach Transfer isolierten MLN-Zellen gemessen,
um feststellen zu kénnen, welchen Phanotyp die Zellen nach dem Transfer aufwie-
sen. Da Scid-Tiere keine funktionsfahigen T-Zellen besitzen, werden bei der Isolation
der MLN u.a. die einige Wochen zuvor transferierten T-Zellen isoliert.

In unseren Experimenten konnte bei der Betrachtung der Zytokine kein so

eindeutiges Ergebnis erzielt werden, wie bei den histologischen Scores. Im ersten
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Versuch wurden die transferierten Donorzellen nicht auf ihre Zytokinsekretion unter-
sucht. Im zweiten Transfer zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen
CD4'CD62L"*-Zellen von Donoren nach Behandlung mit Gp96 und unbehandelten
Tieren. Erstere produzierten signifikant vermehrt antiinflammatorische (IL-4, IL-10, IL-
13) und weniger proinflammtorische Zytokine (IL-6, TNF, IFN-y). Auch nach Behand-
lung der Spendertiere mit Gp96/Pep zeigte sich ein ahnliches Bild. Im dritten Trans-
fer zeigte sich eine andere Situation: Durch Gp96 konnte dort kein antiinflammatori-
sches Zytokinprofil in den T-Zellen erzeugt werden. Lediglich die IFN-y-Sekretion war
herabgesetzt. Dies zeigte sich jedoch auch nach Behandlung mit denaturiertem
Gp96. Maoglicherweise erklart dieses unveranderte Zytokinprofil der transferierten T-
Zellen, weshalb es in diesem Transferversuch zu keiner deutlichen Verbesserung der
intestinalen Entziindung kam. Da im ersten Transfer die T-Zellen nicht auf die Zyto-
kinsekretion hin charakterisiert wurden, kann kein eindeutiger Schluss auf die Wir-
kung von Gp96 gezogen werden. Weil aber im ersten Transfer, genauso wie im zwei-
ten, eine Verbesserung der Entzundung erzielt wurde, kann vermutet werden, dass
Gp96 das Zytokinprofils auch im ersten Transfer moduliert hat. Warum wir dieses
Phanomen im dritten Versuch nicht nachvollziehen konnten, bleibt unklar. Es wurde
eine andere Charge Gp96 verwendet als im ersten und zweiten Transfer. Es kann,
trotz der Kontrollen der Firma Immatics Biotechnolgies, nicht ausgeschlossen wer-
den, dass die Endotoxin-Menge dieser Charge hdher war als in der ersten Charge.
Des Weiteren kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass die Balb/c-Spender-
Tiere eine unerkannte Infektion hatten - diese kann z.B. schon bei Lieferung der Tie-
re bestanden haben - und dass dadurch reaktive T-Zellen generiert wurden. Daflr
spricht auch der starke Gewichtsverlust und die schlechtere Histologie. Um die Frage
definitiv zu klaren, ob Gp96 in der Lage ist, regulatorische T-Zellen zu generieren,
mussen auf jeden Fall weitere Transfer-Versuche, mit der Untersuchung der Zytokine
der zu transferierenden Zellen, durchgefuhrt werden. Ein weiteres regulatorisches
Zytokin, TGF-B, kann dabei erganzend untersucht werden. Zusatzlich konnen die
CD4'CD62L*-T-Zellen auch auf die Expression von Foxp3 (forkhead box P3) und der
regulatorischen T-Zell-Marker GITR (glucokorticoid-induced tumor necrosis factor
receptor), CTLA4 (cytotoxic t-lymphocyte antigen) und CD30 betrachtet werden.

Die MLN-Zellen wurden bei allen drei Versuchen isoliert und ebenfalls auf die

Sekretion der oben genanten Zytokine untersucht. Meist ergab sich dabei kein Un-
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terschied in der Relation der Mengen zwischen den unterschiedlichen Gruppen,
wenn die MLN-Zellen stimuliert wurden oder unstimuliert blieben, lediglich die Ge-
samtmenge war nach Stimulation hoher. Im ersten und dritten Transfer war das Zy-
tokinprofil der MLN-Zellen bei Tieren, die Zellen aus mit Gp96 behandelten Spendern
erhalten hatten, ahnlich. IL-4, IL-10 und IL-13 war, im Vergleich zur CD62L"-Gruppe,
in beiden Versuchen erhdht. Somit liel3 sich also feststellen, dass in den Scid-Tieren
vermehrt Ty2-Zytokine gebildet wurden, wenn sie Zellen aus zweimal mit Gp96 be-
handelten Spendern erhalten hatten. Der zweite Transfer unterschied sich deutlich
vom ersten und dritten Transfer was die Zytokinsekretion betraf. Obwonhl die transfe-
rierten Zellen gerade in diesem Transfer ein antiinflammtorisches Zytokinmuster hat-
ten, war dies furr die MLN-Zellen nicht der Fall. Im Vergleich zur CD62L"-Gruppe war
IL-6 erhdht und IL-13 erniedrigt. Alle anderen Zytokine zeigten dieselbe Sekretionsra-
te wie in der CD62"-Gruppe. Aufgrund der Zytokinsekretion der MLN-Zellen l&sst sich
also im zweiten Transfer die Verbesserung der intestinalen Entziindung nicht erkla-
ren. Da aber alle Tiere, auch die, die Zellen aus mit Gp96 behandelten Donortieren
erhalten hatten, und die, die nach dem Transfer mit Gp96 behandelt worden waren,
eine, wenn auch schwachere, intestinale Entzindung hatten, ist anzunehmen, dass
Gp96 nicht in der Lage war, alle transferierten Zellen zu modifizieren. Dies legt den
Schluf® nahe, dass immer regulatorische T-Zellen zusammen mit aktivierten T-Zellen
kotransferiert wurden. Es ist moglich, dass im Vergleich zu aktivierten T-Zellen relativ
wenige regulatorische T-Zellen vorlagen, so dass das Zytokinmuster nicht stark ver-
andert wurde. Die wenigen regulatorischen T-Zellen kdnnten aber dennoch im Ge-
webe, bei Zell-Zell-Kontakt, einen starken protektiven Effekt aufweisen. Nur weitere
Versuche mit Gp96-Behandlung der Donortiere kdnnen Uber die Relevanz der bishe-
rigen Ergebnisse Aufschluss geben. Auch die MLN-Zellen sollten dann auf die Pro-
duktion von TGF-B und die Expression von FoxP3, GITR, CTLA4 und CD30 unter-
sucht werden. Die Untersuchung dieser Marker Iasst einen genaueren Schluss Uber

den Phanotyp und die Funktion der generierten T-Zellen zu.

5.3.2 Behandlung der Tiere nach dem T-Zell-Transfer

Ein weiterer Ansatz war die Behandlung der Scid-Tiere nach dem Transfer von

CD4"CD62L"-T-Zellen. Im ersten Transfer wurden die Tiere an Tag 1 und 7 nach
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dem Transfer mit jeweils 100 ug Gp96 behandelt. Im dritten Transfer wurden sie
viermal mit je 100 ug Gp96, oder denaturiertem Gp96 behandelt. Im zweiten Transfer
wurde zugunsten groferer Gruppen auf eine Gruppe, die nach dem Transfer behan-
delt wurde, verzichtet. Die Behandlung im ersten Transfer lehnte sich an die Arbeit
von Chandawarkar und Mitarbeiter an '?®. Durch die viermalige Gabe von Gp96 im
dritten Transfer sollte eine weitere Verbesserung der Entziindung erreicht werden.
Anhand der Gewichtskurve im ersten Transfer konnte auf einen Erfolg der Behand-
lung mit Gp96 geschlossen werden, da die Tiere im Vergleich zur CD62L"-Gruppe
weniger stark an Gewicht verloren. Im dritten Transfer wiesen die Tiere, die mit Gp96
behandelt wurden, einen starkeren Gewichtsverlust auf, als die Tiere der CD62L"-
Gruppe. Die Tiere, die mit denaturiertem Gp96 behandelt worden waren, verloren
noch starker an Gewicht und drei der sechs Tiere verstarben schon wahrend des
laufenden Versuchs. In diesem Transfer war es anhand der Gewichtskurven nicht
modglich Rickschlisse auf einen mdglichen Therapie-Erfolg durch die Behandlung
mit Gp96 zu ziehen. Fir die unterschiedlichen Gewichtsverlaufe bei der Behandlung
nach Transfer kdonnen die gleichen Faktoren wie bei der Behandlung der Donortiere
ursachlich gewesen sein: unterschiedliche Verweildauer der Mause nach Lieferung
im Tierstall, Probleme der Tiere mit der Futterumstellung, unterschiedliches Alter und
unterschiedliche Anfangsgewichte der Tiere bei Versuchsbeginn. Auch die, mogli-
cherweise durch die mit Gp96/denat. behandelten Tiere Ubetragene Konjunktivitis
konnte ursachlich sein. Weiterhin kommt auch bei diesen Tieren eine mdgliche Infek-

tion in Frage, die schon bei der Lieferung bestanden haben konnte.

5.3.21 Behandlung der Tiere nach dem T-Zell-Transfer: Histologie

Die Behandlung der Tiere nach dem T-Zell-Transfer verbesserte sowohl im ersten,
als auch im dritten Transfer die Kolitis, wie sich in einem histologischen Score im
Vergleich zur CD62L"*-Gruppe zeigte. Im ersten Transfer war der Score mit 1,9 + 0,2
etwas schlechter als im dritten Transfer. Dort lag er bei 1,6 + 0,7. Der Unterschied
zur CD62L"-Gruppe war in beiden Versuchen statistisch signifikant. Erfolgte die Be-
handlung mit denaturiertem Gp96, kam es zu keiner Veranderung des histologischen
Scores im Vergleich zur Kontrollgruppe, so dass daraus geschlossen werden kann,

dass durch die Applikation von Gp96 keine unspezifische Stimulation des Immunsys-
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tems erfolgte, sondern ein spezifischer Effekt zur Verbesserung der Entziindung
fihrte. Der Unterschied zwischen dem ersten und dem dritten Transfer ist nicht signi-
fikant. Es kann somit geschlossen werden, dass eine Behandlung nach Transfer die
Auspragung einer Kolitis mildern kann, wobei es keinen Unterschied macht, ob die
Behandlung zwei- oder viermal erfolgt.

Unter 4.6 wurde gezeigt, dass bei der durch T-Zell-Transfer ausgeldsten Koli-
tis kein Gp96 in der intestinalen Mukosa der Maus nachzuweisen war. Durch das
nach dem Transfer applizierte Gp96 wird dem Organismus mdglicherweise das feh-
lende Gp96 zugeflhrt, so dass es seine entzindungshemmende Funktion ausuben
kann.

Der Erfolg der Behandlung mit Gp96 nach dem T-Zell-Transfer kann wahr-
scheinlich noch verbessert werden. Chandawarkar und Mitarbeiter vermuteten, dass
der Zeitpunkt der Applikation sehr wichtig sei und dass bereits eine Immunreaktion
vorliegen misse, damit Gp96 diese modulieren kann '?2. Somit ist zu vermuten, dass
die Behandlung mit Gp96 nach dem Transfer zu frih begonnen wurde, und dass es
sinnvoller ware mit der Behandlung erst zwei bis drei Wochen nach dem T-Zell-
Transfer zu beginnen, wenn es bereits zur Generierung aktivierter T-Zellen gekom-

men ist.

5.3.2.2 Behandlung der Tiere nach dem T-Zell-Transfer: Zytokinsekretion

Die Sekretion der Zytokine IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, TNF und IFN-y der MLN-Zellen
wurde auch bei der Behandlung der Tiere nach dem Transfer gemessen. Dabei un-
terschied sich die Produktion einiger Zytokine zwischen den beiden Versuchen. Bei
zweimaliger Behandlung nach dem Transfer waren IL-4, IL-13 und IFN-y herauf-, IL-6
und IL-10 herabreguliert. Das stellt eine Erklarung fur den Behandlungserfolg dar, da
die transferierten T-Zellen durch das applizierte Gp96 wohl zu einem regulatorischen
T-Zell-Typ mit entsprechendem Zytokinprofil ausdifferenzierten und keine eben-
sostarke Entziindung ausldsten, wie T-Zellen ohne die Gabe von Gp96. Bei viermali-
ger Behandlung mit Gp96 waren alle gemessenen Zytokine herabreguliert. Die He-
rabregulation der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF ist dabei als positiv fur
den Verlauf der Entzindung zu bewerten, wohingegen die verminderte Produktion

von IL-4, IL-10 und IL-13 den Behandlungserfolg nicht erklaren kann. Méglicherweise
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werden durch die mehrfache Gabe von Gp96 die T-Zellen voéllig inaktiviert und se-
zernieren daraufhin generell kaum noch Zytokine, so dass sie zwar keine aktiven
reglatorischen Eigenschaften, durch Sekretion entsprechender Zytokine, mehr aus-
uben, aber auch nicht entziindungsférdernd wirken. Erstaunlich ist dabei aber, dass
auch nach Gabe des denaturierten Gp96 alle Zytokine herabreguliert wurden. Diese
Tiere hatten eine sehr starke intestinale Entzindung entwickelt, so dass man schlie-
Ren muss, dass das Gp96 in den Tieren, die nach Transfer behandelt worden waren,
nicht ausschliel3lich auf T-Zellen wirkt, sondern andere regulatorische Mechanismen
zum Tragen kommen. Es ist nicht auszuschliel3en, dass APCs durch das Gp96 direkt
inaktiviert werden und keine gewebsdestruktiven Funktionen mehr ausuben. Moglich
ist auch, dass nach nur zweimaliger Gabe von Gp96 nur ein Einfluss auf die T-Zellen
erfolgt, welche dann ein antiinflammatorisches Zytokinprofil zeigen. Bei der viermali-
gen Gabe wird dieser Effekt vielleicht verstarkt, indem die T-Zellen anerg werden und
die gesamte Zytokinproduktion herabregulieren. Zusatzlich ist vielleicht erst die mehr-
fache Gabe dazu in der Lage, auch APCs zu inaktivieren. Dafur spricht, dass nach
viermaliger Behandlung die Entzundung nochmals verbessert wurde, als nach nur

zweimaliger Gabe von Gp96, auch wenn diese Verbesserung nicht signifikant war.

5.3.3 Mogliche Wirkweise von Gp96 bei der Behandlung der Transfer-Kolitis

Die Behandlung der Balb/c-Donortiere mit Gp96 und die Behandlung nach dem T-
Zell-Transfer, bringen eine Verbesserung der intestinalen Entziindung mit sich, wobei
es wohl Gp96 alleine zuzuschreiben ist und nicht von den auf Gp96 geladenen Pep-
tiden abhangt, ob die Entzindung verbessert wird. Dass der therapeutische Effekt
von Gp96 nicht antigenspezifisch ist, wurde schon friiher gezeigt und konnte in die-
sen Versuchen bestatigt werden. Das ist insofern interessant, als die Vermittlung ei-
ner Immunantwort gegenuber Tumoren von den an Gp96 gebundenen Peptiden ab-
hangt (siehe dazu 1.5.1) und somit als relativ antigenspezifisch zu betrachten ist.

Die Behandlung der Spendertiere mit Gp96 kdnnte also einen T-Zell-Typ ge-
nerieren, der die Entwicklung von Kolitis-regulierenden Immunphanomenen in den
Empfangertieren vermittelt. Dies wird durch die Beobachtung bestatigt, dass beim
zweiten Transfer, die transferierten Zellen vermehrt IL-4 und IL-13 sezernieren. Bei-

de Zytokine gelten als Inhibitoren der Makrophagen-Aktivierung und sind in der Lage
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die TNF- und IFN-y-Sekretion zu unterdriicken "% 22 |L-4 und IL-13 scheinen also
die Expression von IL-6, TNF und IFN-y in Schach zu halten, so dass vermutet wer-
den kann, dass durch Gp96 ein T-Zell-Typ generiert wird, der in den Scid-Mausen
die Auspragung der Kolitis vermindert und somit regulatorische Funktionen haben
konnte. Bisher wurden hauptsachlich regulatorische T-Zellen beschrieben, die IL-10
exprimieren. Dazu gehdren vor allem natlrlich vorkommende CD4" CD25" T-Zellen,
aber auch induzierbare CD25 T-Zellen (Tr1) (siehe dazu 1.3.1.3.1). Da die transfe-
rierten Zellen auch auf den Oberflachenmarker CD25 untersucht wurden, und fest-
gestellt wurde, dass dieser auf den transferierten CD4" CD62L" T-Zellen aus Gp96-
behandelten Tieren ebensowenig exprimiert wird (4.7), wie auf Zellen der Kontrolltie-
re, kann angenommen werden, dass die durch Gp96-Behandlung induzierten T-
Zellen keinen klassischen CD25°-Phanotyp aufweisen. Sowohl CD25" als auch
CD25 regulatorische T-Zellen sind in der Lage im Transfer-Modell die Entstehung
einer Kolitis zu inhibieren, wobei der regulatorische Effekt vor allem dem antiinflam-
matorischen Zytokin IL-10 zugeschrieben wird *° . Interessanterweise ist nach Be-
handlung der Spendertiere mit Gp96 die Sekretion von IL-10 in den T-Zellen nicht
erhoht. Somit scheint durch Gp96-Behandlung ein T-Zell-Typ mit regulatorischen Ei-
genschaften generiert zu werden, der seine regulatorische Fahigkeit nicht Gber Sek-
retion von IL-10 vermittelt. Es ist aber auch moglich, dass Gp96 T-Zellen generiert,
die anerg sind und keinerlei aktivierende Eigenschaften mehr besitzen. Diese These
wird durch eine Publikation von Doody und Mitarbeitern gestutzt, in der gezeigt wur-
de, dass Gp96-gebundene Peptide auf MHC Klasse Il Molekile Ubertragen werden
kénnen. Diese Peptide werden CD4" T-Zellen prasentiert, wobei die T-Zellen dabei
nicht aktiviert werden, sondern Anergie aufweisen 22,

Das Zytokinprofil der MLN-Zellen zeigte in drei verschiedenen Transfer-
Versuchen, sowohl bei Behandlung der Spendertiere, als auch bei Behandlung nach
Transfer, deutliche Unterschiede. Lediglich beim ersten und dritten Transfer gab es
bei der Gruppe, die Zellen aus mit Gp96 behandelten Spendertieren bekommen hat-
te, Ubereinstimmungen in der Sekretion der antiinflammatorischen Zytokine IL-4, IL-
10 und IL-13. Die Unterschiede in den Ergebnissen der Transfer-Versuche koénnten
daher ruhren, dass man bei der Behandlung mit Gp96 moglicherweise am unteren
Limit der notwendigen Gp96-Dosis ist, die fur die Induktion von Toleranz notwendig
ist, und man noch mehr Gp96 einsetzen muss, um den Effekt deutlicher herauszu-

stellen.
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Die in dieser Arbeit verwendete Dosis wurde in Anlehnung an eine Studie ein-
gesetzt, in der durch Gabe von 100 ug Gp96 die Entstehung eines Diabetes in NOD-
Méausen verhindert wurde '?®. Da es sich dabei um eine andere Erkrankung handel,
ist nicht auszuschliel3en, dass dort andere Mengen zum gewilnschten Erfolg fihren,
als bei einer intestinalen Entzindung. Es sollte daher eine Behandlung der Donortie-
re mit héheren, aber auch mit niedrigeren Dosen von Gp96 durchgefuhrt werden, um
die Ergebnisse weiter zu bestatigen. Die genaue Wirkweise von Gp96 bleibt dabei zu
untersuchen.

Dass Gp96 Immunitat erzeugen kann, und dass dies auf der Anwesenheit von
Peptiden beruht, wurde bereits sehr ausfiihrlich gezeigt '#" 131 146, 154,126,259, 260
Gegensatz dazu ist fur die Vermittlung von Suppressorfunktionen keine besondere
Spezifitat in Form eines bestimmten Peptids notig. Das konnten Chandawarkar und
Mitarbeiter zeigen, als sie Gp96 flur die Vermittlung von Toleranz gegenuber eines
Tumors einsetzten, das zum einen aus Tumorgewebe zum anderen aus normalem,
gesunden Gewebe gewonnen worden war '%.

Es gibt einige tierexperimentelle Untersuchungen mit HSP 60 und 70, in de-
nen gezeigt werden konnte, dass diese HSPs ebenfalls immunregulatorische Funkti-
onen ausuben. Dabei scheint es eine Rolle zu spielen, dass HSPs phylogenetisch

hoch konserviert sind 2°'

. Im Zusammenhang mit Rheumatoider Arthritis, Diabetes
Typ | und Atherosklerose wurde in Tierstudien schon mehrfach gezeigt, dass eine
Behandlung mit HSP60 bzw. 70, oder deren Uberexpression, die Entstehung dieser
Erkrankungen unterbindet 20% 263 264, 265, 266, 267 'Dyar protektive Effekt der HSPs ist
dabei unabhangig davon, gegen welche Antigene die Autoimmunerkrankung gerich-
tet ist °". Bei Patienten mit juveniler idiopathischer Arthritis wurden HSP60-reaktive
T-Zellen gefunden, die einen regulatorischen Phanotyp aufweisen. Dabei exprimier-
ten von Patienten in Remission gewonnene T-Zellen nach Stimulation mit HSP60 die
Oberflachenantigene CD25 und CD30 und sezernieren die regulatorischen Zytokine
IL-4, IL-10 und TGF-p ?®®. Obwohl es erst wenige humane Daten gibt, zeichnet sich
ein Bild ab, in dem die Expression von HSPs mit einer Unterdriickung von Entzin-
dungen in Zusammenhang steht. In Abb. 5.1 ist die mogliche Wirkweise von HSPs

bei der Induktion von Toleranz dargestellt.
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Abb. 5.1: Zellulére Interaktionen zur Induktion regulatorischer HSP-spezifischer T-Zellen. A:
T-Zellen, spezifisch flir mikrobielle HSPs, kénnen durch natiirlichen Kontakt zu HSPs der
bakteriellen Darmflora, bei Infektionen oder durch Immunisierung mit HSPs geprimed und
aktiviert werden, so dass sie klonal expandieren. Gerade im MALT des Darmes kénnen da-
bei vemutlich regulatorische Mechanismen in Gang gesetzt werden. B: In der Peripherie
kann durch Exposition der T-Zellen zu APCs, die in Folge von Stress eigene HSP hochregu-
liert haben, die Toleranz weiter geférdert werden, vor allem wenn den APCs kostimulatori-
sche Molekiile fehlen. C: In entziindetem Gewebe kénnen die T-Zellen ihren regulatorischen

Effekt einsetzen, wenn aufgrund von Stress kérpereigene HSPs hochreguliert sind %%’
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Fur Mitglieder der HSP90-Familie ist bislang, aulRer in der Studie von Chan-
dawarkar '#, keine immunregulatorische Wirkung beschrieben worden. Dennoch ist
auf der Basis der dargestellten Ergebnisse anzunehmen, dass auch fur Gp96 ein
immunregulatorischer Mechanismus existiert, der analog dem von HSP60 und 70
funktioniert.

Der Wirk-Mechanismus von Gp96 ist noch unklar und es erfordert weitere
Studien um ihn aufzuklaren. Dies kénnte z.B. durch Kokultur-Versuche von APCs mit
T-Zellen unter Zugabe von Gp96 in vitro geschehen. Bisher ist lediglich bekannt,
dass Gp96 an die Scavenger-Rezeptoren CD91, CD36 '® 2% 270 ynd an die Toll-
like-Rezeptoren 2 und 4 '®2 binden kann, wobei vor allem immunaktivierende Mecha-
nismen getriggert werden. Weitere, bisher unbekannte Rezeptoren fir Gp96 werden
diskutiert "',

Korpereigene Peptide, oder bakterielle Peptide im Darm, kdnnen nach Appli-
kation des Gp96 im Organismus daran binden. Nach Aufnahme in eine APC kdnnen
die Peptide, wie neueste Studien zeigen, CD4"-T-Zellen prasentiert werden. Dies
vermittelt keine Aktivierung der T-Zellen, sondern Anergie bei Herabregulation

proinflammatorischer Zytokine 2%

. Moglicherweise wirkt Gp96 in den gezeigten
Transferversuchen auf diese Weise auf CD4"-T-Zellen und fiihrt bei diesen zu Aner-
gie. Der direkte Effekt von Gp96 auf T-Zellen ist noch nicht gut untersucht. Anhand
des des beta-Galaktosidase- (beta-GAL) Modell-Systems konnte gezeigt werden,
dass ein rekombinates Gp96/beta-GAL Fusionsprotein nicht in der Lage ist beta-
GAL-spezifische T-Zellen in vivo zu generieren, wobei Gp96 aus einer beta-GAL-
positiven Zell-Linie dazu aber in der Lage war 2" 2’2, Die Daten weisen darauf hin,
dass es im Fall CD4"-T-Zellen auf die Art des an Gp96 gebundenen Peptides an-
kommt ob Anergie oder Immunitat der Zellen erzeugt wird.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass Rezeptoren fir Gp96 auch auf Thrombozy-

ten exprimiert werden '*°

, SO0 dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass auch
diese in den Prozess der Regulation des Immunsystems involviert sind. Humane
Thromozyten interagieren spezifisch mit Gp96. Die Anwesenheit von Thrombozyten
wahrend der Aktivierung von DCs reduziert die Sekretion proinflammtorischer Zytoki-
ne und die Aktivierung der DCs. Der Effekt ist unabhangig von einem Zell-Zell-
Kontakt zwischen den Thrombozyten und DCs. Aufgrund dieser Daten kann vermutet
werden, dass dies ein reglatorischer Mechanismus ist, durch den Gp96 systemisch

neutralisiert wird. Gerade bei Verletzungen, wenn chronische Entziindungen und
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Immunantworten gegen korpereigenen Antigene verhindert werden mussen, kann
dieser Mechanismus eine Rolle spielen ™.

Moglicherweise fuhren hohe Dosen von Gp96 aber auch zur Entwicklung einer
,CD4"-Super-Suppressorzelle“, die in der Lage ist, jede Art von Immunantwort zu
unterdriicken '?®. Solch eine Zelle ist bisher noch nicht beschrieben worden und es
bleibt zu untersuchen ob ein solcher Zelltyp existiert.

Bisher wurde oft davon ausgegangen, dass regulatorische Funktionen bei T-
Zellen mit dem Oberflachenantigen CD25 in Zusammenhang stehen, wobei dies
durch die Entdeckung der Tr1- und Th3-Zellen bereits widerlegt werden konnte (sie-
he dazu 1.3.1.3). Auch im Zusammenhang mit der Immunisierung mit hohen Gp96-
Dosen scheinen keine CD25" regulatorischen T-Zellen induziert zu werden, wie unter
4.7. (Abb. 4.12) gezeigt wurde. Dies wurde auch von Chandawarkar und Mitarbeitern
in ihrem Modell beschrieben, wobei die Gruppe noch keine durch Gp96 induzierte
regulatorische T-Zelle beschreiben konnte '?2.

Die gezeigten Daten weisen darauf hin, dass Gp96 bei der Unterdriickung von
intestinalen Entzindungen eine Rolle spielt, wobei der genaue Mechanismus noch

aufgeklart werden muss.

5.4 Expression von TANK und TBK1 in intestinalen Makrophagen

In dieser Arbeit wurde neben Gp96 die Expression der im NF-kB Signalweg involvier-
ten Molekule TANK und TBK1 in intestinalen Makrophagen untersucht. In der Ar-
beitsgruppe war bereits im Vorfeld durch subtraktive Hybridisierung festgestellt wor-
den, dass TANK in intestinalen Makrophagen exprimiert wird. Durch Affymetrix Ge-
neChip® Arrays und quantitative PCR wurde die Expression von TANK in intestinalen
Makrophagen bestétigt. Bei der Auswertung der Affymetrix GeneChip® Analysen
stellte sich heraus, dass die Expression einer weiteren Kinase, TBK1, in intestinalen
Makrophagen unterdrickt ist. Das TANK-Protein konnte in LPMNZ und in intestina-
len Makrophagen durch Western Blot und Immunhistochemie nachgewiesen werden.
Leider war dies fiur TBK1 nicht mdglich, da kommerziell kein Antikdrper zu erwerben

war, um diese Versuche durchzufuhren.
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Die Expression von TANK (Variante 1) in intestinalen Makrophagen bei
gleichzeitiger Herabregulation von TBK1 ist ein Weg zur Deaktivierung des NF-xB
Signalweges. Schon seit langerem ist bekannt, dass NF-xB in intestinalen
Makrophagen der nicht entzindeten Mukosa inaktiv und in denen der entzindeten
Mukosa aktiv ist >*°. Diese Regulation kann zum einen dadurch zustande kommen,
dass Molekule wie die toll-like-Rezeptoren (TLR) 2 und 4 auf intestinalen Makropha-

gen nicht exprimiert werden 1

und es so nicht zur Aktivierung des NF-«xB-
Signalweges kommen kann, zum anderen ist zur sicheren Deaktivierung von NF-xB
wahrscheinlich noch ein intrazellularer Mechanismus notwendig, da nicht alle Rezep-
toren, die zur Aktivierung dieses Signalweges fuhren, auf Makrophagen in der nicht
entzindeten Mukosa herabreguliert sind. Damit es also nicht zur Aktivierung von NF-
kB, vor allem durch TNF, IL-1 oder CD40 kommt, konnte TANK in den intestinalen
Makrophagen eine inhibitorische Rolle spielen, indem es TRAF2 bindet. Diese Bin-
dung allein ist dabei inhibitorisch fiir die Signalweiterleitung '*>. Da nun TBK1 nicht
exprimiert wird, kann sich kein aktiver ternarer Komplex bestehend aus TBK1, TANK
und TRAF2 bilden und es erfolgt keine Aktivierung der NIK-IKK-Kaskade (Abb. 5.2)
19 Welche Rolle dabei die kiirzere Variante 2 von TANK spielt ist nicht klar und be-

darf weiterer Untersuchungen.

inaktiver Komplex aktiver Komplex Abb. 5.2: Schema fir das Zu-
sammenwirken von TANK und

TBK1 in der Aktivierung von NF-
xB. In Abwesenheit von TBK1
liegt TANK an TRAF2 gebunden
vor und es kommt, trotz Ligan-
denbindung an den Rezeptor,
nicht zur Signalweiterleitung und
zur Aktivierung von NF-xB. Diese
Situation liegt in intestianlen

Makrophagen vor. Bei Expression

. von TBK1 kommt es nach Ligan-
NF-1B-Aktivierung denbindung an den Rezeptor zur
Bildung eines aktiven ternéren
Komplexes und in Folge zur Akti-

NF-«B-Aktivierung vierung von NF-xB.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wurde die Expression und Funktion des Glykopro-
teins Gp96 in intestinalen Makrophagen bei Patienten mit und ohne chronisch ent-
zundliche Darmerkrankungen untersucht. Dabei wurde zunachst die Expression in
humaner intestinaler Mukosa untersucht und spater die Wirkung von Gp96 auf den
Entzindungsverlauf im Transfer-Kolitis-Maus-Modell. Weiterhin wurde die Expressi-
on der im NF-xB Signalweg eingreifenden Proteine TANK und TBK1 in intestinalen
Makrophagen betrachtet. Konstrukte fur einen Targeting-Vektor einer Gp96-knock-

out-Maus wurden hergestellt.

6.1 Expression von Gp96 in intestinaler Mukosa

Die Expression von Gp96 in intestinalen Makrophagen wurde mittels Affymetrix Ge-
neChip® Analysen, RT-PCR, real-time-PCR (TagMan®) und immunhistochemischer
Farbungen in intestinalen Makrophagen, sowohl im humanen, als auch im murinen
System untersucht. Gp96 wird in intestinalen Makrophagen exprimiert und bei der
Differenzierung zu diesen induziert. Um dies zu prufen, wurde die Gp96-Expression
in Monozyten und in in vitro differenzierten Makrophagen mittels real-time-PCR und
RT-PCR analysiert. Im MZS-Modell zur Differenzierung von Monozyten in intestinale
Makrophagen wurde gezeigt, dass Gp96 differenzierungsspezifisch fir intestinale
Makrophagen ist. Gp96-Protein ist in intestinalen Makrophagen bei MC nicht nach-
zuweisen, bei anderen intestinalen Entzindungen, wie CU und Divertikulitis, ist es
exprimiert. Daher kann man vermuten, dass Gp96 essenziell fur die Aufrechterhal-

tung der Toleranz gegenuber luminalen Antigenen ist.
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6.2 Behandlung von Mausen mit einer durch T-Zell-Transfer indu-

zierten Kolitis

Gp96 wurde zur Behandlung von immundefizienten Scid-Mausen, bei denen durch
den Transfer von CD4" CD62L"-Zellen eine Kolitis induziert wurde, eingesetzt. Des
Weiteren wurden Balb/c-Donortiere mit Gp96, peptidbeladenem Gp96 oder denatu-
riertem Gp96 behandelt und die T-Zellen auf Scid-Tiere Ubertragen. Es konnte fest-
gestellt werden, dass die Behandlung der T-Zell-Spendertiere mit Gp96 einen positi-
ven Effekt auf die Auspragung der intestinalen Entzindung mit sich bringt. Auch die
Behandlung der Tiere nach dem T-Zell-Transfer mit Gp96 fuhrte zu diesem Ergebnis.
Vor allem der histologische Score dieser Tiere war signifikant besser als der von
Kontrolltieren. Auch die Analyse der Zytokinprofile der Donorzellen und der mesente-
rialen Lymphknotenzellen aus den Scid-Tieren zeigte, dass durch Gp96 T-Zellen ge-
neriert werden, die hauptsachlich Ty2-Zytokine produzieren (IL-4, IL-10, IL-13) und
somit regulatorische Funktion haben kdnnen. Die Transfer-Experimente lassen den
Schluss auf eine essenzielle Rolle von Gp96 in der Aufrechterhaltung der Toleranz
gegenuber luminalen Antigenen zu. Da Gp96 in intestinalen Makrophagen bei MC
und der Transfer-Kolitis fehlt, kann vermutet werden, dass der Verlust von Toleranz

fur die Pathophysiologie bei MC wichtig ist.

6.3 Generierung einer konditionellen knock-out-Maus fir Gp96

Die fur den Targeting-Vektor bendtigten drei Fragmente aus dem Maus-Genom, die
Neomycin-Resistenz und das lox p-Element wurden per PCR amplifiziert und in je-
weils einen Topo-Vektor kloniert. Die Sequenzierungen ergaben, dass es sich um die
gewinschten Gensequenzen handelt, so dass die Klonierung des Targeting-Vektors

fortgesetzt werden kann.
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6.4 Expression von TANK und TBK1 in intestinalen Makrophagen

Die Expression von TANK und TBK1 in intestinalen Makrophagen wurde zunachst
mit Affymetrix GeneChip® Analysen untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Expressi-
on von TANK in intestinalen Makrophagen, im Vergleich zu in vitro differenzierten
Makrophagen, erhoht, die von TBK1 erniedrigt war. Durch Western Blot wurde ge-
zeigt, dass TANK in LPMNZ der intestinalen Mukosa sowohl bei Entzindung als
auch ohne Entzindung exprimiert wird. Durch Immunhistochemie konnte gezeigt
werden, dass TANK in intestinalen Makrophagen vorkommt, wenn keine Entzindung
vorherrscht. Bei MC wurde TANK in anderen noch nicht ndher charakterisierten Zel-
len gefunden. Die Heraufregulation von TANK, bei gleichzeitiger Herabregulation von
TBK1, in normalen intestinalen Makrophagen konnte zur Inhibierung einer TRAF2
vermittelten NF-kB-Aktivierung flhren, was die Differenzierung in einen anergen
Makrophagentyp unterstutzt. Das Fehlen von TANK in intestinalen Makrophagen bei
MC konnte eine erhdhte TRAF2 vermittelte NF-xB Aktivitat zu Folge haben.
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7 Ausblick

7.1 Funktionelle Bedeutung von Gp96 bei der Aufrechterhaltung

der Toleranz im Darm

Aus den erarbeiteten Ergebnissen ergeben sich eine Reihe von Folgeuntersuchun-
gen: Bei den Experimenten im Transfer-Kolitis-Modell mit Gp96 vorbehandelten
Spendertieren haben sich aufgrund der erzielten Ergebnisse neue Ansatzpunkte zur
FortfUhrung der Experimente herausgestellt. In Zukunft soll zuerst nach einer optima-
len Gp96-Dosis zur Vorbehandlung der Donortiere gesucht werden. Dabei kdnnen
sowohl héhere (150 pg, 200 pg und 250 ug) als auch niedrigere Dosen (50 pg, 30 ug
und 10 pg) zum Einsatz kommen. Weiterhin sollten auch den Tieren, die nach dem
Transfer mit Gp96 behandelt werden, hdhere (150 ug, 200 pg und 250 pg) und nied-
rigere (50 ug, 30 pg und 10 pg) Dosen appliziert werden. Die Behandlung soll 2-3
Wochen nach dem Transfer begonnen werden, da andere Autoren beschreiben,
dass Gp96 am besten therapeutisch wirkt, wenn schon eine leichte Entzindung be-
steht 128,

Aulerdem soll der Mechanismus von Gp96 in diesem Zusammenhang durch
in vitro-Versuche aufgeklart werden. Dafiur kdnnen frisch isolierte intestinale
Makrophagen aus Patienten mit und ohne intestinale Entzindung herangezogen
werden. Diese werden mit verschiedenen Gp96-Dosen (10 ug, 30 ug, 50 ug, 100 ug,
150 pg und 200ug) inkubiert und mit naiven CD4" T-Zellen kokultiviert. Durch die
Analyse der sezernierten Zytokine (z.B. IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, TNF, IFN-y und TGF-
B), durch Proliferationsmessungen und FACS-Analysen (GITR, CTLA4 und CD30)
kann der resultierende Phanotyp und Aktivierungszustand der T-Zellen bestimmt
werden. Die Menge primarer Makrophagen ist limitiert, daher ist es sinnvoll, zunachst
Kokultur-Versuche in einem von humanem Primarmaterial unabhangigen Modell
durchzufihren. Hierzu kann man in vitro generierte dendritische Zellen der Maus und
CD4" CD62L*-Zellen desselben Mausstammes verwenden. Die DCs und die
CD4'CD62L*-Zellen kdénnen in Kokulturen unter Zugabe unterschiedlicher Gp96-
Mengen kultiviert werden. Die Uberstande kénnen auf Zytokine (IL-4, IL-6, IL-10, IL-
13, TNF, IFN-y und TGF-B) und die T-Zellen im Durchflusszytometer auf Oberfla-
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chenmarker wie CTLA4, GITR, CD103 und CD30 untersucht werden. Die so erzielten
Ergebnisse lassen sich direkt auf die bereits durchgefiuhrten Transfer-Versuche tber-
tragen, da auch hier CD4"CD62L"-Zellen verwendet wurden.

Im Weiteren soll eine konditionelle Gp96-knock-out-Maus hergestellt werden.
Die gentechnisch veranderte Maus mit den lox p-Elementen im Gp96-Gen wird mit
einer cre-Rekombinase-Maus gekreuzt, die die Rekombinase in myeloiden Zellen
tragt. So kann Gp96 selektiv in Monozyten und Makrophagen ausgeschaltet werden.
Der Phanotyp der Gp96-knock-out-Maus kann Aufschluss Uber die Funktion von
Gp96 bei Autoimmunerkrankungen oder intestinalen Entzindungen geben. Die Gabe
von Gp96 bei der knock-out-Maus kann, analog der Behandlung von Scid-Tieren
nach T-Zell-Transfer, getestet werden. Entwickelt die knock-out-Maus keine sponta-
ne Kolitis, kann durch Gabe von DSS im Trinkwasser eine Kolitis induziert werden.
Dann kann untersucht werden, ob die knock-out-Mause ohne Gp96 in den

Makrophagen einen héhren Entziindungs-Score entwickeln.

7.2 Untersuchung der Funktion von TANK und TBK1 in intestina-
len Makrophagen

Zunachst muss die fehlende Expression von TBK1 in intestinalen Makrophagen veri-
fiziert werden. Daflr werden real-time-PCR-Untersuchungen mit cDNA aus intestina-
len Makrophagen verschiedener Patienten mit und ohne intestinale Entziindung, mit
Monozyten und in vitro differenzierten Makrophagen durchgefuhrt. Zudem soll die
verminderte Expression von TBK1 in intestinalen Makrophagen auf Protein-Ebene
bestatigt werden. Da kein anti-TBK1-Antikorper kommerziell zu erwerben ist, muss
zunachst ein Antkorper gegen TBK1 generiert werden. Danach soll die Expression
von TBK1 in der intestinalen Mukosa immunhistochemisch auf Gefrier- oder Paraffin-
schnitten von intestinalem Gewebe analysiert werden. Dabei kann durch Doppelfar-
bungen der TBK1-exprimierende Zelltyp charakterisiert werden. Im MZS-Modell zur
Differenzierung von Monozyten in intestinale Makrophagen kann untersucht werden,
ob TANK bei der Differenzierung zu intestinalen Makrophagen induziert, und TBK1
gleichzeitig herabreguliert wird. Der Nachweis von TANK und TBK1 kann dabei

durch immunhistochemische Farbungen erfolgen.
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Nachdem geklart wurde, in welchen Zellen TANK und TBK1 exprimiert wird,
kann TANK und/oder TBK1 in einer entsprechenden Zelllinie (z.B. MonoMac 6) Ube-
rexprimiert werden. Durch einen NF-kB-Reporter-Assay soll der Effekt dieser Uber-
expression auf die NF-kB-Aktivitat untersucht werden. Aber auch die Analyse der IL-
8-Expression kann Aufschluss Uber die NF-kB-Aktivitat geben. Durch Versuche mit
si-RNA zur Blockierung der TANK- und TBK1-Expression kdnnen die Uberexpressi-

onsversuche erganzt werden.
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