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Einleitung S.1

1. Einleitung

1.1. Antigenprozessierung und -prasentation

Extrazellulare Proteine werden durch Phagozytose, Rezeptor-vermittelte Endozytose
und Pinozytose aufgenommen und in sauren Vesikeln intrazellular in kurze Peptide
zerlegt. Einige dieser Peptide kénnen an MHC (major histocompatibility complex)
Molekile binden. Ein Komplex aus Peptid und MHC Klasse Il Molekil wird an die
Zelloberflache transportiert und dem Immunsystem préasentiert. Peptide, die im
Cytoplasma produziert werden, werden durch MHC Klasse | Moleklle prasentiert. In
der vorliegenden Arbeit wird die Antigenprasentation durch MHC Klasse Il Molekile
behandelt.

Erste Hinweise, dass die Antigenprozessierung im endozytotischen Abbauweg
stattfindet, ergaben sich durch Inhibitionsversuche mit schwachen Basen wie
Ammoniumchlorid, die den pH-Wert in den Endosomen und Lysosomen veranderten
und endosomale  Proteasen inhibierten,  woraufhin  eine  verminderte

Antigenprozessierung beobachtet werden konnte (Harding et al., 1991).

Unter Antigenprozessierung versteht man den Biosyntheseweg der MHC Klasse I

Molekile und deren anschlieBende Ausreifung. Gleichzeitig werden durch die
Degradation von Antigenen Peptide erzeugt.

Die MHC Klasse Il Molekiile werden im ER synthetisiert und bestehen aus zwei Typ I-
Transmembranglykoproteinketten (o-Kette = 34 kDa und B-Kette 29 kDa), die nicht-
kovalent verbundene of3-Dimere bilden. Am carboxyterminalen Ende bilden die MHC
Klasse Il Dimere eine Peptid-Bindungsgrube, in der Polypeptide mit einer Lange von
mindestens 8 Aminosauren gebunden werden kénnen (Rudensky et al., 1991).
Unmittelbar nach der Einlagerung der neu synthetisierten MHC Klasse |l Molekiile in
die ER-Membran assoziieren sie mit der Invarianten Kette (li) (Kvist et al., 1982). MHC
Klasse Il op-Dimere werden von der Invarianten Kette zu den endosomalen
Kompartimenten eskortiert.

Die Degradation der endozytotisch aufgenommenen Antigene im
endosomalen/lysosomalen Kompartiment liefert Peptide, mit denen die neu
synthetisierten MHC Klasse |l Molekiile beladen werden. Die Abbildung (Abb.) 1.1 zeigt
schematisch die Antigenprozessierung und -prasentation mit MHC Klasse || Molekdlen.
Thymus-abhangige (T)-Lymphozyten zirkulieren standig in der Blutbahn und

durchwandern kontinuierlich die lymphatischen Organe auf der Suche nach einem
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passenden Peptid-MHC. Dieser MHC-Peptid-Komplex wird auf der Zelloberflache von
Antigen-prasentierenden Zellen (APC) prasentiert.

Zur T-Zellproliferation und -differenzierung werden zwei Signale bendtigt. Zum einen
mussen die T-Zellrezeptoren (TCR) auf der Zelloberflache der T-Lymphozyten den
Peptid-MHC erkennen, zum anderen ist ein sogenanntes kostimulatorisches Signal zur

Aktivierung der Antigen-spezifischen T-Zelle erforderlich.

Peptid-off
= Komplex
(a) exogenes Antigen B )
Zelloberflache ) E ; D;
~— y Endozytose A

// ~ HLA-DO ‘u_A-DM \\

antigerle Peptlde

(c) li-Proteolyse

\\_Ci‘: —’ * CLIP _’ . me

Golgi

ER

(b) Synthese

Nonamerer
Komplex

Ribosom

Abb. 1.1 MHC Klasse Il Antigenprozessierung:

(a) MHC Kilasse Il Molekiile prasentieren Peptide von exogenen, endozytotisch aufgenommen
Antigenen. (b) o~ und B-Kette der MHC Klasse |l Molekiile und die Invariante Kette werden im
ER synthetisiert und bilden den nonameren Komplex aus jeweils drei MHC Klasse I
Heterodimeren und drei Molekllen der Invarianten Kette. (c) Der nonamere Komplex wird zu
dem endosomalen/lysosomalen MHC Klasse || Kompartiment (MIIC) transportiert. Dort wird die
Invariante Kette bis auf ein Peptidfragment (CLIP) degradiert. (d) Das CLIP-Fragment verbleibt
in der Bindungsgrube der Klasse Il Molekiile, bis es durch ein antigenes Peptid ausgetauscht
wird. Dieser Austausch wird von HLA-DM katalysiert. Zur Antigenprasentation werden Peptid-
beladene MHC Klasse Il Molekile an die Zelloberflache transportiert. (Abbildung enthommen
aus Seliger et al., 2000)
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1.2. Die Rolle der Invarianten Kette bei der Antigenprozessierung und
Antigenprasentation

Der effiziente Zusammenbau von MHC Klasse |l Molekiilen und die Prasentation von

antigenen Peptiden wird durch die Chaperon- und Transportfunktion der Invarianten

Kette gefordert.

Die Bedeutung der Invarianten Kette beim Zusammenbau der MHC Klasse |l Molekdule
wurde an Untersuchungen mit li-defizienten Mausen deutlich. li-defiziente Mause
besitzen eine verminderte Anzahl von MHC Klasse Il Molekiilen auf der Zelloberflache,
da die meisten der gebildeten MHC Klasse Il Molekiile im ER verbleiben (Bikoff et al.,
1993; Viville et al., 1993). Die MHC Klasse |l Molekile besitzen eine atypische
Konformation und bilden mit ER-standigen Chaperonen Aggregate (Marks et al., 1990;
Bonnerot et al., 1994).

Die verschiedenen funktionellen Domanen der Invarianten Kette, wie die cytosolische

Domane, die MHC Klasse Il Bindungsdomane und die Trimerisierungsdomane spielen

eine wichtige Rolle beim Transport und der Beladung von MHC Klasse || Molekllen mit

antigenen Peptiden.

Direkt nach ihrer Synthese im ER bildet die Invariante Kette Trimere (Roche et al.,
1991), die wahrend des Zusammenbaus mit Calnexin assoziiert sind (Anderson und
Cresswell, 1994). Die Trimerisierungsdomane der Invarianten Kette befindet sich am
C-Terminus (aa 118-192) und ragt in das Lumen des ER hinein (Bertolino et al. 1995;

Jasanoff et al., 1995). Sie besteht aus drei o-Helices. Jeweils drei Helices von drei li-
Molekilen bilden zusammen das Grundgertst des trimeren Komplexes, das von sechs
o-Helices umgeben und stabilisiert wird (Jasanoff et al., 1998). AnschlieRend binden
drei MHC Klasse |l Proteine an das li-Trimer, und es entsteht der nonamere Komplex
(ofsliz) aus drei li-Molekilen und drei o3-Dimeren. Erst wenn der nonamere Komplex
vollstéandig ist, wird er von Calnexin freigesetzt und vom ER durch das Trans-Golgi
Netzwerk zu den endosomalen/lysosomalen Kompartimenten sortiert (Roche et al.,
1991).

Wahrend des Transports durch den Golgi-Apparat werden die MHC Klasse Il Molekile
und die Invariante Kette posttranslational modifiziert. Im Trans-Golgi Netzwerk werden
die li/MHC Klasse Il Komplexe in bestimmte Vesikel sortiert, die dann direkt zu
endosomalen/lysosomalen MHC Klasse Il Beladungskompartimenten (MIIC)
transportiert werden (Geuze, 1998). Zwei Leucin-Isoleucin Motive in der cytosolischen
Domane (aa 1-20) der Invarianten Kette sind fir die Sortierung in das

endosomale/lysosomale Kompartiment verantwortlich (Bakke und Nordeng, 1999).
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Im ER befinden sich viele noch nicht vollstandig gefaltete Polypeptide aus
Biosynthesevorgangen. Durch Blockierung der Petidbindungsgrube der Klasse I
Molekile verhindert die Invariante Kette eine Beladung von MHC Klasse Il mit
Polypeptiden, die sich bereits im ER befinden (Hitzel et al., 1995; Busch et al., 1996).
Die MHC Klasse Il Bindungsdomane (CBS = class Il binding site, aa 81-109)

(Freisewinkel et al., 1993) der Invarianten Kette ist flr die Assoziation von MHC Klasse

Il Molekullen und Invarianter Kette verantwortlich. Man unterscheidet zwei Regionen in
der MHC Kilasse Il Bindungsdomane der Invarianten Kette. Erstens die promiskuitive
Bindungsstelle (PBS), und zweitens die GBS-Region (groove binding site)
(Siebenkotten et al., 1998).

MHC Molekiile sind hochpolymorph, und man kennt mittlerweile 629 humane Klasse I
Allele (Stand Januar 2003, aus Datenbank: www.ebi.ac.uk.imgt.hla.stats.html). Die
starke Bindung der Invarianten Kette mit den verschiedenen MHC Klasse |l Allotypen
wird durch die hochkonservierte PBS-Region (aa 81-87) der Invarianten Kette
vermittelt (Stumptner und Benaroch, 1997; Siebenkotten et al., 1998).

Aminosauren der GBS-Region (aa 91-99) interagieren mit Aminosauren der Peptid-
Bindungsgrube der MHC Klasse Il Molekile und verhindern die Bindung von
Polypeptiden (Siebenkotten et al., 1998).

Nachdem der nonamere Komplex vom Trans-Golgi Netzwerk zu den
endosomalen/lysosomalen Kompartimenten gelangt ist, wird die Invariante Kette
schrittweise degradiert. Die Degradation der Invarianten Kette durch saure Hydrolasen
findet im MHC Klasse Il Kompartiment (MIIC) statt (Peters et al., 1990; Benaroch et al.
1995; Geuze, 1998).

Aspartat- und Cysteinproteasen spalten Aminosauren am C-Terminus der Invarianten
Kette unmittelbar vor der Trimerisierungsdomane, und der nonamere Komplex zerfallt.
Die degradierte Invariante Kette ist aber immer noch mit einem MHC Klasse |l Molekdl
assoziiert. Nach weiterer Degradation am C-Terminus bis zur MHC Klasse Il
Bindungsdomane der Invarianten Kette findet man ein 10 kDa grofies li-Fragment
(lip10) an den Klasse Il Molekilen (Villadangos et al., 1997; Nakagawa et al., 1999).
AnschlieBend findet eine N-terminale Degradation der Invarianten Kette bis auf
Peptidgrofle statt. Nur noch das CLIP-Fragment (= class Il assoziated invariant chain
peptides, aa 81-104) verbleibt in der Bindungsgrube der MHC Klasse Il Molekile
(Romagnoli und Germain, 1994; Avva und Cresswell, 1994; Cresswell, 1996).

Die endosomale Cysteinprotease Cathepsin S ist hauptsachlich an der Degradation zu
CLIP beteiligt (Shi et al., 1999). In Cathepsin S-defizienten Mausen kam es zu einer
groen Anhaufung von lip10/MHC Klasse Il Intermediaten (Driessen et al., 1999;
Villadangos und Ploegh, 2000).
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Solange sich das CLIP-Fragment an MHC Klasse Il Molekilen befindet, ist dieser
Komplex vor enzymatisch-aktiven Proteasen geschutzt (Ghosh et al., 1995). Das CLIP-
Fragment in der Bindungsgrube der MHC Klasse Il Molekiile wird in dem spaten MIIC
Kompartiment durch ein antigenes Peptid ausgetauscht. Dieser Austausch wird von
dem MHC Molekll HLA-DM katalysiert. (Denzin und Cresswell, 1995; Brocke et al.,
2002). MHC Klasse Il Molekiile, die mit antigenen Peptiden beladen sind, gelangen
durch Exozytose der endosomalen/lysosomalen Vesikel auf die Zelloberflache und

koénnen via TCR-Kontakt T-Lymphozyten aktivieren.

Durch verschiedene Translationsstarts und alternatives Spleifden existiert die Invariante
Kette in verschiedenen Isoformen (Yamamoto et al., 1985; Koch et al. 1987). Die
murine Invariante Kette kommt als 31 kDa schweres Glykoprotein mit 215
Aminosauren und als 41 KDa schweres Glykoprotein mit 279 Aminosauren vor. Die 41
kDa schwere Isoform der murinen Invarianten Kette entsteht durch alternatives

Spleillen des Exons 6b, das eine 64 Aminosaure lange Thyroglobulindoméane enthalt

(Koch et al., 1987). Die endosomale Cystein-Protease Cathepsin L bindet an dieses
Fragment der Invarianten Kette (Guncar et al., 1999).

Cathepsin L ist an der Hydrolyse langer Polypeptidketten beteiligt und wird vor allem in
Makrophagen und cortikalen Thymusepithelzellen exprimiert (Nakagawa et al., 1998,
1999).

Zur Funktion der Thyroglobulindomane der Invarianten Kette gibt es unterschiedliche
Erklarungen. Die Thyroglobulindoméne der Invarianten Kette ist ein starker Inhibitor fir
die Cysteinprotease Cathepsin L. Diese Domane bindet das enzymatisch aktive
Cathepsin L, wodurch der MHC-1i41 Komplex langer bestehen bleibt (Bevec et al.,
1996). Auch Arunachalam und Mitarbeiter (Arunachalam et al., 1994) beobachteten
eine langere Halbwertzeit der 41kDa Isoform in Endosomen im Gegensatz zu der
31kDa Isoform der Invarianten Kette, die keine Cathepsin L-Inhibitordomane besitzt.
Neuere Untersuchungen zeigten, dass die 64 aa lange Thyroglobulindoméane eine
Rolle bei der Stabilisierung und Reifung der enzymatisch aktiven Form des Cathepsin
L besitzt (Lennon-Dumenil et al., 2001). Durch Bindung der Thyroglobulindomane an
das enzymatisch-aktive Zentrum des Cathepsin L kann das Enzym nicht von anderen
Proteasen oder autoproteolytisch in den Endosomen degradiert werden.

Zudem stabilisiert die Interaktion der Thyroglobulindoméane mit reifem Cathepsin L
dieses bei neutralem pH-Wert. In dieser Form wird reifes Cathepsin L von
Makrophagen in den extrazellularen Raum sezerniert. Dort kann Cathepsin L bei
neutralem pH-Wert Elastin degradieren und die extrazelluldre Matrix im Zuge einer

Entztindungsreaktion auflockern (Fiebiger et al., 2002).
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1.3. DNA-Vakzinierung

Der Transfer von ,nackter DNA in einen Organismus wurde bereits 1966 von Ito (Ito et
al., 1966) durch Injektion von Nukleinsduren des Papillomavirus unter die Haut von
Kaninchen durchgefiihrt. 1990 wurde ein Reportergen in einem Plasmid-Vektor in den
Muskel von Mausen injiziert und eine Expression des Gens nachgewiesen (Wolff et al.,
1990).

Die Methode der DNA-Vakzinierung mit DNA-beschichteten Goldpartikeln wurde
erstmals in den 80er Jahren zur Transfektion von Pflanzenzellen eingesetzt (Bruce et
al., 1989). In den 90er Jahren wurde die Methode weiterentwickelt und an
Saugerzellen angewendet (Zelenin et al., 1989; Wolff et al., 1992). Mit einem als Gene
Gun bezeichneten Gerat gelang es 1990 Yang und seinen Mitarbeitern (Yang et al.,
1990) die physikalische Barriere der Haut, das Stratum corneum, zu Uberwinden und
lebende Versuchstiere mit Reportergen-DNA zu transfizieren. 1992 wurden zum ersten
Mal Antikoérper gegen ein fremdes Gen nach DNA-Partikel-Beschuss mittels Gene Gun

nachgewiesen (Tang et al., 1992).

1.4 Immunologie der DNA-Vakzinierung

Humorale und zelluldare Immunantworten kénnen durch Immunisierung mit Antigen-
exprimierenden Plasmiden ausgelést werden. Die DNA-Immunisierung induziert
Antigen-spezifische Antikérper, T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen. Fir die
Aktivierung der verschiedenen Effektorwege der adaptiven Immunabwehr missen
bestimmte Strukturen auf Antigen-prasentierenden Zellen erkannt werden: CD4+ T-
Helferzellen erkennen Peptid-MHC Klasse 1l Komplexe, zytotoxische T-Zellen
erkennen Peptid-MHC Klasse | Komplexe, und l6sliche Antigene werden durch den B-

Zellrezeptor (BCR) erkannt.

DNA-Vakzine sind in der Lage, sowohl somatische Zellen als auch Immunzellen direkt
zu transfizieren. Die DNA-Goldpartikel penetrieren die Haut und dringen je nach Grolie
der verwendeten Goldpartikel 0,1 bis 5 mm tief in die Haut ein. Dabei werden Zellen in
der Epidermis (Oberhaut) und der Dermis (bindegewebige Unterhaut) mit Plasmid-DNA
transfiziert. Die Antigenexpression findet vor allem in den Keratinocyten und
Langerhanszellen in der Epidermis aber auch in geringem Umfang in Fibroblasten und

Makrophagen der Dermis statt (Eisenbraun et al., 1993).

Nach Beschuss durch DNA-beschichtete Goldpartikel werden in der Epidermis

Keratinocyten, Fibroblasten und dendritische Zellen mit Plasmid-DNA transfiziert
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(Cohen et al., 1998). Bereits acht Stunden nach der Gene Gun Vakzinierung wurde
eine Expression des Antigens in den transfizierten Keratinozyten beobachtet (Torres et
al., 1997). Anschlieliend sekretieren die Keratinozyten das Plasmid-kodierte Antigen,
sofern dieses eine ER-Signalsequenz besitzt.

Die sezernierten Antigene werden von Langerhans Zellen, einer speziellen Variante
dendritischer Zellen in der Haut, aufgenommen. Diese Antigen-prasentierenden Zellen
phagozytieren das Antigen und schleusen es in den endosomalen/lysosomalen
Antigenprozessierungsweg ein (Torres et al., 1997; Cohen et al, 1998) und
prasentieren anschliefend antigene Peptide auf MHC Klasse |l Molekilen. Daraufhin
wandern dendritische Zellen zu den afferenten Lymphknoten in der Nahe (Randolph et
al., 1999).

Zehn Tage nach einer DNA-Vakzinierung wurden Antigen-spezifische dendritische
Zellen in den ,draining“ Lymphknoten lokalisiert (Akbari et al., 1999). Dort werden die
Peptid-MHC Klasse Il Komplexe von passenden T-Zellrezeptoren der zirkulierenden
CD4+ T-Zellen erkannt. Antigen-prasentierende Zellen, wie dendritische Zellen,
besitzen die erforderlichen kostimulatorischen Molekule (B7.1, B7.2, CD 40), um CD4+
T-Zellen zur Differenzierung anzuregen, woraufhin aktivierte CD4+ T-Helferzellen

entstehen.

Einige dendritischen Zellen (<2%) in der Haut werden direkt durch den Beschuss mit
DNA-beschichten Goldpartikeln transfiziert (Akbari et al., 1999). Die Plasmid-DNA
integriert nicht in das Wirtsgenom (Wolff et al., 1990) und verbleibt episomal im
Cytoplasma. Cytoplasmatisch exprimiertes Antigen wird auf MHC Klasse | Molekilen
prasentiert. Peptid-MHC Klasse | Molekule auf dendritischen Zellen werden von CD8+
T-Zellen erkannt, die zu cytotoxischen T-Zellen (CTL) differenzieren. Um zu
cytotoxischen T-Effektorzellen zu werden, bendtigen die CD8+ T-Zellen zusatzlich den
Kontakt ihrer CD40-Rezeptoren mit CD40-Liganden (CD154) auf CD4+ T-Helferzellen.
Diesen speziellen Rezeptor-Liganden Kontakt zwischen CD4+ T-Zellen und zu
aktivierenden Zellen nennt man T-Zellhilfe. An der Differenzierung von naiven T-Zellen
sind aulRerdem noch Zytokine, die von den CD4+ T-Helferzellen ausgeschuttet werden,

beteiligt.

Zytotoxische CD8+ T-Effektorzellen entstehen auch, wenn exogen aufgenommenes
I6sliches Antigen (z.B. von Kerationozyten oder dendritischen Zellen selbst sezerniert)
in den MHC Klasse | Prozessierungsweg gelangt. Dieser Mechanismus, auch als
,cross-presentation“ bekannt (Heath und Carbone, 2001), hat auch bei der DNA-

Vakzinierung Bedeutung (Gurunathan et al., 2000). Cytotoxische T-Lymphozyten, die
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durch cross-presentation entstanden sind, bendtigen zur Aktivierung ebenfalls T-
Zellhilfe von CD4+ Zellen (Chan et al., 2001; Thalhamer et al., 2001).

Die Keratinozyten besitzen wie alle somatischen Zellen MHC Klasse | Molekile und
kénnen auf diesen Peptide prasentieren. Bei der DNA-Immunisierung spielt dieser
Mechanismus keine Rolle, da die meisten somatischen Zellen keine kostimulatorischen

Molekile besitzen, die CD8+ Zellen aktivieren kénnten (Torres et al., 1997).

Das sezernierte Antigen aus somatischen oder dendritischen Zellen wird von B-Zellen
durch die Bindung an einen Antigen-spezifischen B-Zellrezeptor (BCR) aufgenommen,
in den endosomalen/lysosomalen Kompartimenten degradiert und auf MHC Klasse |
Molekulen prasentiert. B-Zellen bendtigen ebenfalls als zweites kostimulatorisches
Signal die T-Zellhilfe von aktivierten CD4+ T-Helferzellen. Erst nach T-Helferzell-
Kontakt proliferieren und differenzieren sie zu Antikorper-produzierenden

Plasmazellen.

Abb1.2 Mechanismus der Antigenprasentation nach DNA-Vakzinierung:

(1) Direkte Transfektion von dendritischen Zellen (DC) und Kerationozyten. (2) Endogenes
Protein wird nach Transfektion von DCs auf MHC Klasse | Molekile prasentiert. (3) Transfizierte
Keratinozyten sezernieren das Plasmid-kodierte Antigen, das von B-Zellen (4) und DCs (5)
aufgenommen wird. (6) In den Endosomen wird das Antigen degradiert und als Peptid auf MHC
Klasse Il Molekilen prasentiert oder gelangt durch (7) ,Crossprasentation® in den MHC Klasse |
Weg. T-Helferzellen aktivieren CD8+ cytotoxische T-Zellen (8) und B-Zellen (9). (10) Trans-
fizierte DCs exprimieren ebenfalls I6sliches Antigen. (Abbildung entnommen aus Thalhamer et
al., 2001)
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CD4+ T-Helferzellen (Th) sind die zentralen Zellen des Immunsystems, die Uber den
Verlauf einer Immunreaktion entscheiden. Naive CD4+ T-Zellen werden von
dendritischen Zellen aktiviert und differenzieren zu T-Helferzellen. Man unterscheidet
zwei funktionale Klassen von T-Helferzellen: Thy- und Thy-Zellen. lhre Aktivierung wird
von der Antigendichte, kostimulatorischen Molekulen und Cytokinen beeinfluf3t (Murphy
und Reiner, 2002).

Ths- und Thy-Zellen sezernieren unterschiedliche Cytokine, die auf verschiedene Zellen
des Immunsystems wirken. Thy-Zellen schitten vor allem die Cytokine Interferon (IFN)-
v und Tumor-Nekrosefaktor (TNF)-B aus. Thy -Zellen vermitteln eine zellulare
Immunitat, weil sie mittels IFN-y und TNF-f vor allem Makrophagen aktivieren kénnen.
Aktivierte Makrophagen sind in der Lage, eine Entzindungsreaktion im Gewebe
auszul6sen und andere Immunzellen, wie naturliche Killerzellen, zu stimulieren.
Thy-Zellen produzieren die Cytokine Interleukin (IL)-4 und IL-5. Dadurch werden B-

Zellen aktiviert und vor allem eine humorale Immunantwort induziert.

Untersuchungen haben gezeigt, dass die DNA-Dosis und die immunstimulatorischen
Cytokine die Ausrichtung der Differenzierung der T-Helferzellen beeinflussen. Nach
DNA-Immunisierung mit der Gene Gun entstehen vor allen Thy-Zellen, die sich durch
eine héhere Antikérperproduktion auszeichnen, wahrend bei salinen Injektionen von

Plasmid-DNA bevorzugt Thi-Antworten entstehen (Feltquate et al., 1997).

Es ist noch unklar, wie die DNA-Immunisierung die Ausbildung der verschiedenen T-
Helferzelltypen beeinfluldt. Welcher T-Helferzelltyp gebildet wird, hangt nicht vom Weg
(intradermal oder intramuskular) der DNA-Immuniserung ab. Zur Zeit wird eine Dosis-
abhangige Differenzierung diskutiert (Feltquate et al., 1997; Cohen et al., 1998). Um
vergleichbare Immunantworten zu induzieren, wird 100 bis 1000 mal mehr DNA bei der
intramuskularen DNA-Injektion gegenuber der Gene Gun Immunisierung bendétigt
(Akbari et al., 1999). GroRe Mengen von Plasmid-DNA haben einen immun-
stimulatorischen Effekt. Bakterielle DNA enthalt unmethylierte Cytosin-phosphat-
Guanosin-dinucleotide (CpG), die mit zwei flankierenden Purinen am 5' Ende und zwei
Pyrimidinen am 3‘Ende die sogenannten CpG-Oligonukleotide Motive bilden. CpG-
Motive kdnnen dendritische Zellen, Makrophagen und B-Zellen direkt stimulieren (Krieg
et al., 1995; Sato et al., 1996). Plasmidvektoren sind bakteriellen Ursprungs und
enthalten v.a. in den Antibiotikaresistenzgenen (z.B. Ampicillinresistenz) CpG-
Oligonukleotid-Motive (Klinman et al., 1996; Feltquate et al., 1999). Die Aktivierung von
Makrophagen und dendritischen Zellen durch CpG-Motive resultiert in der
Ausschuttung von proimflammatorischen Cytokinen wie IFN-y und IL-12, die eine

Differenzierung zu Th4-Zellen und eine zellulare Immunantwort bewirken.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Zur Auslésung einer Antigen-spezifischen Immunantwort ist die Beladung von MHC
Klasse Il Molekilen mit antigenen Peptiden notwendig.

Vor Beginn der Arbeit war bekannt, dass durch rekombinante Fusionsmolekiile aus der
Invarianten Kette und antigenen Sequenzen, T-Zellepitope in den MHC Klasse I
Prozessierungsweg eingeflihrt werden kénnen. In dieser Arbeit sollte der Mechanismus
der Prozessierung rekombinanter Antigene untersucht werden und eine Optimierung
von B- und T-Zellreaktionen erreicht werden.

Im ersten Teil der Arbeit sollte die Antigenbeladung von MHC Klasse |l Molekulen mit
verschiedenen Fusionsmolekllen aus Invarianter Kette und antigenen Epitopen des
HuhnereiweilRlysozyms (HEL) untersucht werden. Es wurden li-Fusionsmolekiile
hergestellt, die entweder in der MHC Klasse Il Bindungsdoméane oder am C-Terminus
der Invarianten Kette ein antigenes HEL-Epitop besitzen. Damit sollte in vitro die
Bedeutung der Positionierung von antigenen Epitopen in bestimmten Regionen der
Invarianten Kette bei der MHC-Beladung untersucht werden.

Die Prasentation von verschiedenen antigenen Peptiden konnte wegen des
unterschiedlichen Bindungsverhaltens an MHC Klasse Il Molekile in Konkurrenz
zueinander stehen. Die Kompetition zwischen Epitopen mit unterschiedlicher Affinitat
innerhalb eines li-Fusionsmolekiils sollte anhand von in vitro Antigenprasentations-
assays untersucht werden.

Die Frage, ob sich T-Zellantworten nach DNA-Vakzinierung mit li-Epitop-
Fusionsmolekiilen auslésen lassen, sollte innerhalb dieser Arbeit ebenfalls geklart
werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten neue Fusionsproteine aus der Trimerisierungs-
domane der Invarianten Kette und der kompletten antigenen Sequenz des
HuhnereiweilRlysozyms hergestellt und auf ihre Fahigkeit, in den MHC Klasse I
Prozessierungsweg zu gelangen, untersucht werden.

In vitro sollte festgestellt werden, ob diese Fusionsmolekile tber eine Interaktion mit
der Trimerisierungsdomane der Wildtyp Invarianten Kette zu den endosomalen/
lysosomalen Beladungskompartimenten sortiert werden. Dazu sollten biochemische
Experimente durchgefuhrt werden, die nachweisen, dass die rekombinanten Proteine
in den Golgiapparat transportiert werden und eine Sekretion stattfindet. In vitro
Antigenprasentationsversuche sollten zeigen, dass die rekombinanten Fusionsproteine
spezifische T-Zellen aktivieren kénnen und sie sich eignen, um als DNA-Vakzine
eingesetzt werden zu kénnen.

Durch das zielgerichtete Einschleusen von Antigenen mittels Fusionsproteinen,
bestehend aus dem Antigen und der Trimerisierungsdomane der Invarianten Kette,

sollten bevorzugt CD4+ Immunantworten in Versuchstieren induziert werden. Um die



Einleitung S.11

Antikérperantwort bei einer DNA-Vakzinierung zu verbessern, bendétigen B-Zellen den
Kontakt zu aktivierten CD4+ T-Zellen.

In Tierversuchen sollte untersucht werden, ob sich diese Fusionsmolekule als DNA-
Vakzine eignen und eine spezifische T-Zellantwort und eine Antikérperantwort
ausldsen. Bei der Induktion der humoralen Antwort sollte die Bedeutung der Sekretion
der Fusionsmolekile Uberprift werden. Welche Bedeutung die Trimerisierungsdomane
und die Cathepsin L-Inhibitordomane bei der Antikdrperantwort haben, sollte durch

vergleichende in vivo DNA-Vakzinierungsexperimente untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

Alle molekularbiologischen Methoden wurden, falls nicht gesondert aufgefiihrt, nach
Sambrook & Russell, Molecular cloning, 2001 oder mit Kits nach Herstellerangaben
durchgeflihrt.

2.1.1 Plasmide

pcEXV-3: Die li-HEL Konstrukte, I-A“ o-Kette und I-A* B-Kette, die fiir die
biochemischen Untersuchungen benutzt wurden, befanden sich im eukaryontischen
pcEXV-3 Expressionsvektor (Miller und Gemain, 1986). Dieser 3 kb grol3e Vektor
besitzt einen SV-40 Promotor und Enhancer, Signale zum Spleilen und zur
Polyadenylierung, einen prokaryotischen Replikationsursprung (pBR322 ori) und ein

Ampicillinresistenzgen zur Selektion.

pcDNAS3.1(-) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA): Die rekombinanten li-HEL Molekile und

HEL-Tri Molekdle, die fir Transfektion von Zelllinien und die DNA-Vakzinierung benutzt

wurden, befanden sich im pcDNA3.1(-) Plasmid. Dieser 5,4 kb grof’e Vektor enthalt
alle Elemente zur Expression in Bakterien (f1 Ori, T7 Promotor, Ampicillin-
resistenzgen). Ebenso besitzt der Vektor die Elemente zur Expression der klonierten
Sequenzen in Saugerzellen (CMV Promotor/Enhancer, BGH Polyadenylierungssignal)
und ein Neomycinresistenzgen (mit SV40 Ori/Promotor, SV40 Polyadenylierungs-
signal). Das Neomycinresistenzgen ist bakteriellen Ursprungs und codiert fir zwei
Aminoglykosid 3‘ Phoshotransferase Enzyme (APH) und ist auch in Sdugerzellen aktiv.
Es schiutzt die transfizierten Zellen vor Glykosidantibiotika wie Neomycin (fur
Prokaronten) und Geneticin (fur Eukaryonten). Geneticin (G418 Sulfat) inhibiert die

Elongation der Proteinbiosynthese.

pcDNAS.1/V5-HisTOPO (Invitrogen): Dieser 5,5 kb groRe Vektor unterscheidet sich in

den Elementen fur die pro- und eukaryontische Expression nicht vom pcDNA3.1(-)

Vektor. Er besitzt zusatzlich kovalent gebunden am 5° und 3 Ende der linearisierten
multiplen Klonierungsseite die Topoisomerase | des Vaccinia Virus. Topoisomerase
spaltet Phosphodiesterbriicken von doppelstrangiger DNA nach 5'CCTTT—Motiven im
Vektor und bindet kovalent mit dem Thyrosylrest an Phosphatgruppen der

aufgespaltenen DNA-Strange. Hydroxylgruppen am 3' und 5° Ende des Adenin von
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doppelstrangiger DNA eines PCR-Produkts spalten die Phospho-Thryrosyl-Bindungen
zwischen Enzym und DNA. Das Enzym wird freigesetzt und zwischen der DNA des
PCR-Produkts und dem Vektor werden Phosphodiesterbriicken ausgebildet. Dadurch
ist die direkte Klonierung von PCR-Produkten moglich. AulRerdem besitzt der Vektor
am 3' Ende der Klonierungsseite nach einem Zwischenstiick von 65 bp ein V5-Epitop

und ein Hexa-Histidin-Epitop.

pCR Il _TOPO (Invitrogen): Dieser Vektor (GroRe 3,9 kb) ist ein reiner

Klonierungsvektor und besitzt ebenfalls eine kovalent gebundene Topoisomerase am

5° und 3' Ende der multiplen Klonierungsseite. Dieser Vektor besitzt nur prokaryotische

Replikations- bzw. Expressionselemente und ein Ampicillinresistenzgen.

2.1.2 Praparation von Plasmid-DNA

a.) Praparation von kleinen Mengen Plasmid-DNA

Eine Bakterieneinzelkolonie wird in 3 ml LB-Medium UN bei 37 °C unter schitteln
inkubiert. 1,5 ml dieser Bakterienkultur werden bei 13 000 rpm flr 1 min abzentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Bakterienpellet wird anschlieRend in 200 pl 10 mM
Tris-Puffer (20 yg RNase/ml) resuspendiert. Lysiert wird mit 400 uyl 0,1 N NaOH, 0,5 %
SDS in TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH: 7,9) flr 5 min bei RT und neutralisiert
mit 300 pl 7,5 M Natriumacetat-Losung bei +4 °C. Zelltrimmer, Proteine und
genomische Bakterien-DNA werden durch 5 minltiges Abzentrifugieren bei 13000 rpm
entfernt. Die Plasmid-DNA im Uberstand wird mit 500 pl Isopropanol geféllt und
anschlieend erneut fir 15 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Das DNA-Pellet wird mit

100 %igem Ethanol gewaschen und in destiliertem Wasser (ddW) resuspendiert.

b.) Praparation von groRen Mengen Plasmid-DNA

GrolRe Mengen Plasmid DNA wurden durch Verwendung von Nucleobond PC 100 und
PC 500 Kits (Fa. Machery-Nagel, Diren) nach Herstellerangaben gewonnen.
Endotoxin-freie Plasmid-DNA wurde ebenfalls mit einem Kit (Nucleobond PC 500 - EF,
Fa. Machery-Nagel) isoliert und flr die DNA-Vakzinierung benutzt. Die Konzentration

der Plasmid-DNA wurde im Photometer bei 260 nm bestimmit.
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2.1.3 Herstellung von DNA-beschichteten Schlauchen fur die Vakzinierung
mittels Gene Gun

Bei der intradermalen DNA-Vakzinierung mit der Gene Gun (Fa. BioRAD, Minchen)
werden DNA-beschichtete Goldpartikel durch Heluimdruck in die Haut geschossen.
Dafir muissen Goldpartikel mit Plasmid-DNA beschichtet werden und auf die
Innenseite von Polypropylen-Schlauchen (Fa. BioRAD, Mibchen) aufgebracht werden.
Ein Schlauch von ca. 70 cm Lange wird in eine Rotationsapperatur eingespannt und
unter Stickstoffzufuhr (FluBrate 350 ml/min) getrocknet. 25 mg Gold mit einem
Durchmesser von 1 ym werden mit 200 pyl 50 mM Spermidin-Losung (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) und 100 ug Plasmid-DNA gemischt. Unter leichtem Schutteln wird 200 pl
1 M CaCl,-Lésung zugegeben und 10 min bei RT inkubiert. Das DNA-Goldgemisch
wird dreimal mit wasserfreien 100 %igem Ethanol (Merck, Darmstadt) gewaschen und
anschliefend in 3 ml 100 %igem Ethanol mit 50 pg/ml Polyvinylpyrrolidon (PVP)
aufgenommen, kraftig gemischt, in eine Spritze aufgezogen und zlgig in den
getrockneten Schlauch gegeben. Nachdem sich die DNA-Goldpartikel (5-10 min) am
Boden des Schlauches abgesetzt haben wird das Ethanol/PVP-Gemisch wieder
abgesaugt. Der Schlauch wird unter Rotation und Stickstoffzufuhr getrocknet und
anschlieRend mit einem Schneidegerat in Stlicke von 1 cm Lange geschnitten, die
jeweils 0,5 mg Gold mit 2 ug DNA beinhalten. Diese Schlauchstiicke kdnnen in das
Reservoir der Gene Gun eingespannt werden. Alle zur Herstellung der Gold-DNA-
beschichteten Schlauche bendétigten Reagenzien und Apparate wurden, falls nicht

anders bezeichnet, von der Fa. BioRAD (Mlnchen) bezogen.

2.1.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

PCR-Produkte oder durch Restriktionsverdau entstandene DNA-Fragmente wurden in
einem 0,8 oder 1 % TAE (40 mM Tris, 10 mM NaAc, 1 mM EDTA, pH: 7,8)-Agarosegel
mit 0,25 % Ethidiumbromid bei 130 V aufgetrennt unter UV-Licht ausgeschnitten und in
Natriumjodid-Puffer (4,5 M Nad) bei 55 °C geschmolzen. Die Isolierung erfolgte mit
dem Gene clean®-Kit von MoBio Lab (USA). Hierbei wird die DNA unter hohen
Salzkonzentrationen an Glasmilchpartikel gebunden und anschlieRend mit destilliertem

Wasser eluiert.
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2.1.5 Modifikation von DNA-Fragmenten

a.) Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen wurden eingesetzt, um Plasmidvektoren zu linearisieren,
und die Fragmentlangen der DNA-Konstrukte nach Klonierung zu Uberprifen. Die
verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma NEB (USA), MBI
Fermentas (St. Leon-Rot) und Roche Diagnostik (Mannheim) bezogen und nach

Herstellerangaben eingesetzt.

b.) Dephosphorylierung der 5° Enden linearisierter DNA

Um die Effizienz der Ligation von DNA-Fragmenten und Plasmid-DNA zu erhdhen
wurde der zuvor linearisierte DNA-Vektor (100-200 ng) mit einer Einheit alkalischer
Phosphatase (Fa. Roche) nach Herstellerangaben versetzt. Dabei werden die
endstandigen 5-Phosphatgruppen des linearisierten Vektors entfernt. Durch

Hitzeinaktivierung (+65 °C, 5 min) wurde das Enzym anschlieRend deaktiviert.

c) Ligation

T4-DNA Ligase wurde von der Firma NEB bezogen und zur Ligation von DNA-
Fragmenten in die entsprechenden Vektoren eingesetzt. Dabei wurde das zu ligierende
Fragment im 3-5 fachen molaren Uberschuss zum Vektor eingesetzt und Uber Nacht
bei +16 °C oder 1 Std. bei RT inkubiert.

2.1.6 PCR-Mutagenese und Klonierung der rekombinanten li-Molekiile

Die verwendeten cDNA Konstrukte li-HEL (auf3er li-HEL_Asw, li-HEL Aws) befinden
sich im pcEXV-Plasmid Vektor und wurden von K. Knieke (Diplomarbeit, Bonn 1998)
kloniert und freundlicherweise zur Verfigung gestellt. Zur Herstellung von stabilen
Zelllinien und fur die DNA-Immunisierung wurden die li-HEL Konstrukte in den
pcDNA3.1(-) Vektor umkloniert. Das HEL-Tri31 Molekul im pcDNA3.1(-) Vektor wurde
von S.Thiel hergestellt.

Alle weiteren cDNA Konstrukte befinden sich im pcDNA3.1(-) Vektor und wurden durch

Fusions-PCR hergestellt. Dazu wurden folgende Primer und Oligonukleotide

verwendet, die von den Firmen Sigma-Ark (Steinheim), MWG Biotech (Ebersberg) oder

Metabion (Martinsried) bezogen wurden.
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1. Primer fur die Herstellung von li-HELAsw
T7: 5-AAT ACG ACT CAC TAT AG-3
BGH-revers: 5-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3'
HEL49-62-li: 5-GGA TCG ACT GAT TAC GGA ATC CTA CAG ATC AAC TCG AGG
TGG TCC ATG GAT AAC ATG CTC CTT GG-3
HEL49-62-li-revers: 5-GGA TTC CGT AGT CAG TCG ATC CAA GCT TCA TGC
GAA GGC TCT-3

2. Primer fir die Herstellung von li-HELAws
T7: 5-AAT ACG ACT CAC TAT AG-3
BGH-revers: 5-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3
HEL-34-45-li: 5-TTC GAA TCT AAT TTT AAT ACA CAA GCA ACT AAT AGA TCC
ATG GAT AAC ATG CTC CTT GG-3'
HEL-34-45-li-revers: 5-GTA TTA AAA TTA GAT TCG AAA AGC TTC ATG CGA AGG
CTC TC-3

3. Primer fur die Herstellung von HEL-Tri41

HEL-N-Term: 5-GAT CTC TAG ACT CGA GAT GAG GTC TTT GCT AAT C-3
HEL-C-Term-Tri-revers: 5-CTG GGT CAT GTT GCC GTA CAG CCG GCA GCC-3
Tri31N-Term: 5-GAT CAG AGG CTG CCG GCT GTA CGG CAA CAT GAC CCA G-3'
PrimEx8-revers: 5-CAC AGG AGA GCA GGG GG-3

BGH-revers: 5-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3'

4. Primer fur die Herstellung von HELnoLeader und HEL-Tri41nolLeader
HELnoLeader: 5-GAT CCC CCT GAC CAT GAA AGT CTT TGG ACG ATG TGA G-3°
BGH-revers: 5-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3°

Fir die PCR wurde folgender Ansatz verwendet:

1 ul 10 ng cDNA

5l PCR-Puffer 10x mit (NH4).SO4 (MBI)

3ul MgCl, 25 mM (MBI)

0,75 pl DMSO

1 ul Primer 50 pM

1ul Reverser Primer 50 pM

1 ul Tag-Polymerase (MBI)

2,5l dNTP-MIX je 5 mM dATP, dCTP,dGTP, dTTp (MBI)

Ad 50 I ddW
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Die PCR wurde im allgemeinen mit folgendem Programm durchgefiihrt:

68 °C 5 min
+4 °C PAUSE

1. 95 °C 5 min

2. 95 °C 30 sec* Denaturierung
3. 52 °C 30 sec ™ Annealing

4. 68 °C 1 min * Elongation

5.

6.

*30 Wiederholungen

2.1.7 Fusions-PCR und TOPO-Klonierung

Fur die Klonierung der rekombinanten li-HEL Molekile und der HEL-Tri Molekile
diente li41 cDNA und hen egg lysozyme cDNA als Ausgangsprodukt. Mittels PCR
wurden zunachst die einzelnen Fragmente in getrennten Reaktionen hergestellt und in
der anschlieBenden Fusions-PCR beide Fragmente fusioniert, da die Primer eine
komplementare Sequenz am 5° Ende besitzen, die mit der Sequenz des zweiten
Fusionsfragments Ubereinstimmt. Die Fusions-PCR enthielt jeweils 10 ng des 1. und 2.
PCR-Produkts als Template. Das Fusions-PCR-Produkt wurde in den Zwischen-vektor
pPCRII (Invitrogen) nach Herstellerangaben kloniert. Nach PCR mit Tag-Polymerasen
besitzen die amplifizierten Fragmente einen Adenin-Uberhang. Der linearisierte Vektor
besitzt am 5° und 3‘ Ende einen Thymidin-Uberhang und eine kovalent gebundene
Topoisomerase, die die Ligation des Vektors mit dem PCR-Produkt katalysiert. Mittles
flankierender EcoRI-Schnittstellen konnte das PCR-Produkt aus dem Zwischenvektor

herausgeschnitten werden und in den pcDNAS3.1(-) Vektor eingebracht werden.

2.1.8 Herstellung kompetenter Bakterien und Transformation durch
Hitzeschock

Folgender Bakterienstamm wurde fir die Klonierung der li-HEL Molekile in den
pcDNA3.1(-) Vektor benutzt:

Escherischia coli (E.coli) DH5a (Hanahan et al. 1985):

Genotyp: F, $80AlacZM15, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17 (r¢, mg’), supE44,
relA1, deoR, A(lacZ'lAargF)U169
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Fur die Klonierung des li-HELAsw, des li-HELAws, des HEL-Tri41, des HEL-Tri41 no
Leader, des HEL und des HEL no Leader Moleklls wurde der Bakterienstamm E.coli F
TOP10 verwendet.

Genotyp F TOP10 (Invitrogen): F~, 680AlacZM15, recA1, endA1, nupG, galU, galK,
rpsL(Str?), araD139A(araleu)7697, lacX74, mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC).

Alle hergestellten rekombinanten Plasmid-DNAs wurden mittels Hitzeschock (1 min bei
42 °C) in die chemisch kompetenten Bakterien eingebracht, und da alle Vektoren das
Ampicillinresistenzgen tragen mit Ampicillin selektioniert. Die transformierten Bakterien
wurden in LB-Medium (Difco, USA) oder LB-Agar (1,5 %) in Gegenwart von 100 pg
Ampicillin/ml (Sigma-Aldrich) kultiviert.

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen

Alle verwendeten Suspensionszelllinien (A20, 3A9, 3B11, CTLL-2) wurden in RPMI
1640 Medium, 10 % FCS (Conco-Lab, Wiesbaden), 2 mM L-Glutamin, 1 mM
Natriumpyruvat, 50 uM B-Mercaptoethanol, 100 ug/ml Penicillin, 100 U/ml Streptomycin
bei 37 °C, 5 % CO, in feuchter Atmosphare kultiviert. CTLL-2 Zellen benétigen zum
Wachstum IL-2 (Sigma-Aldrich), das dem kompletten Medium in einer Konzentration
von 1 ng/ml zugefugt wurde. Primare Milzlymphozyten wurden ebenfalls in RPMI 1640
mit gleichen Zusatzen , aber mit 8 % FCS, mit 50 pg/ml Gentamycin (Sigma-Aldrich)
und mit 0,25 ug/ml Amphotericin B (Biochrom, Berlin) gehalten. Adharent wachsende
Zellen wurden in DMEM Medium 10 % FCS (Biochrom, Berlin), 2 mM L-Glutamin,
1 mM Natriumpyruvat, 10 mM HEPES, 100 pg/ml Penicillin, 100 U/ml Streptomycin mit
4,5 g/ml Glukose (COS7) oder 1,5 g/ml Glukose (Fibroblasten) ebenfalls bei 37 °C, 5 %
CO; in feuchter Atmosphare kultiviert. Durch regelmaRige mikroskopische Kontrolle
wurde ein bakterien- und pilzfreies Wachstum sichergestellt und die Zellen alle zwei bis
drei Tage passagiert. Die Medien und die Zellzusatze wurden von der Fa.

BioWitthaker-Cambrex (Belgien) bezogen.
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Tab.2.1 verwendete Zelllinien

Zelllinie | Beschreibung Referenz

COSs7 Adharente Affennierenzellen, SV40 transformiert DSMZ ACC 60

KK18 Adhérente Fibroblasten (L-Zellen) aus C3H Maus, stabil |Landais et al., 1986
mit muriner MHC Klasse |l (I-AK) transfiziert, Selektion
durch HAT; dieser Subklon zeichnet sich durch sehr

geringe Mengen endogener li aus

3A9 T-Zellhybridom, erkennt HEL-Epitop 46-61 auf I-A® Allen et al., 1984
Molekdil

3B11 T-Zellhybridom, erkennt HEL-Epitop 34-45 auf I-A® Adorini et al., 1988
Molekdl

CTLL-2 |IL-2 abhangiges CTL-Lymphom, aus C57BL/6 Mausen Baker et al., 1979
isoliert

A20-2J |B-Zelllymphom aus BALB/c Mausen Robinson et al., 1983

MHC: H2® Haplotyp

2.2.2 Transiente Expression rekombinanter Proteine in COS7 Zellen

0,5 - 10° COS7 Zellen wurden zwei bis vier Stunden vor Transfektion in eine Vertiefung
einer 6-well Schale mit 2 ml Komplettmedium ausplattiert. 1 bis 3 ug Plasmid-DNA
wurde in 100 yl DMEM-Medium ohne Zusatze verdinnt und nach Zugabe eines
liposomalen Transfektionsmittels (DOSPER, FUGENE 6, Fa. Roche) im Verhaltnis von
3:1 (Transfektionsmittel : DNA) 20 min bei RT inkubiert und anschlielend zu den
COS7 Zellen gegeben. Diese wurden fir weitere 24-48 Std. kultiviert und anschlieend

fur biochemische Analysen verwendet.

2.2.3 Stabile Transfektion von Fibroblasten

Die stabile Transfektion von L-Fibroblasten (KK18) erfolgte mit der
Calciumprazipitatmethode. Dazu wurden 5-10° L-Zellen in einer Petrischale (10 cm
Durchmesser) ausgesat und in DMEM-Komplettmedium 24 Std. kultiviert. Insgesamt
maximal 20 ug Plasmid-DNA wurden in sterilem Wasser (ad 450 pl) und 50 ul 2,5 M
CaCl, verdinnt. Durch Zugabe von 500 pl zweifach-konzentrierter HBS-L&sung
(0,280 M NaCl, 1,5 mM Na,HPOQO,, 0,05 M Hepes, pH: 7,0) und Inkubation von einer
Stunde unter leichtem Schitteln bilden sich feine Calciumphoshat-Kristalle, an die sich

DNA anheftet. Anschlielend wird das Prazipitat zu den L-Zellen, die vier Stunden
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zuvor mit frischem Medium versorgt wurden, gegeben. Zwei Tage nach der
Transfektion wurden die Zellen mit 1 mg/ml Geneticin (Sigma-Aldrich) selektioniert. Alle
drei Tage wurde das Medium (mit 1 mg/ml Geneticin) gewechselt und nach ca. 10
Tagen waren die ersten resistenten Zellklone zu sehen. Die gesamten transfizierten

Zellen wurden passagiert, vermehrt und mit 0,5 mg/ml Geneticin kultiviert.

2.2.4 Isolation von Milzzellen

Nachdem den Mausen exorbital Blut zur Gewinnung von Serum entnommen wurde,
erfolgte die Tétung der Tiere durch zervikale Dislokalisation und die Entnahme der
Milz. Um die MilzZlymphozyten zu gewinnen wurde die Milz durch ein steriles Zellsieb
(70 ym Nylon, Falcon BD, USA) gedriickt und anschliefend die Milzzellsuspension
zweimal mit eiskaltem RPMI 1640 ohne Zusatze gewaschen. Die Erythrozyten wurden
durch einen hypertonen Puffer (0,15 M NH,CI, 0,01 M KHCO3;, 0,01 mM Na,EDTA)
zum Platzen gebracht (Inkubation 30 min +4° C) und die Zelltritmmer und das
H&amoglobin durch anschlieRendes zweimaliges Waschen entfernt. 2-10° Milzzellen (in
100 ul Komplettmedium) wurden pro Vertiefung in eine 96 U-well Platte pipettiert und

im T-Zellproliferationstest eingesetzt.

2.2.5 T-Zell Proliferationstest

Die Milz enthalt viele verschiedene Sorten von Immunzellen vor allem aber B- und T-
Lymphozyten. Nach der Aktivierung teilt sich ein Lymphozyt. Diese klonale Expansion
der Lymphozyten ist charakteristisch flr die adaptive Immunabwehr und wird auch
durch Impfungen hervorgerufen. Einige Antigen-spezifische Lymphozyten bleiben nach
der Impfung erhalten und kénnen bei erneuter Aktivierung durch das Antigen wiederum
proliferieren. Fir die Aktivierung von T-Zellen sind zwei Signale notwendig, die
Erkennung von Peptid-beladenen MHC Klasse |l Molekllen auf professionellen
Antigen-prasentierenden Zellen (APC) durch den Antigen-spezifischen T-Zellrezeptor
und ein costimulatorisches Signal. Makrophagen, dendritische Zellen und B-Zellen sind
Antigen-prasentierende Zellen, die in der Milz vorkommen und T-Zellen zur klonalen
Expansion veranlassen konnen. Drei bis zehn Tage nach der DNA-Vakzinierung
wurden die Milzzellen entnommen (siehe 2.2.3) und im Proliferationstest eingesetzt.
2-10° Zellen wurden mit 100ul HEL-Protein Lésung (10 ug/ml HEL-Protein, Sigma-
Aldrich, in RPMI Komplettmedium) 96 Std. bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Es wurden

jeweils drei parallele Ansatze mit und ohne Antigen pipettiert. Nach Zugabe von 1 mCi
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*H-Thymidin (Amersham, Braunschweig) wurden die Zellen weitere 16-18 Stunden
kultiviert. Die Antigen-spezifischen proliferierenden Zellen bauen bei der Zellteilung das
radioaktive *H-Thymidin in die sich replizierende DNA ein. Die so markierten Zellen
werden mittels einer Vakuumpumpe und eines Harvesters (Canberra-Packard, Dreich)
auf Glasfaserfilter, an der die DNA haften bleibt, geerntet. AnschlieRend werden die
Filter durch Aufbringen eines speziellen Wachses (Meltilex, Wallac/PerkinElmar,
Belgien) szintilliert und die B-Strahlung (im B-counter, Wallac/Perkin-Elmar) als count
pro Minute (cpm) gemessen. Die B-Strahlung ist direkt proportional zur Menge des
eingebauten Thymidin-lsotops und ein Mal fir die Proliferation der T-Zellen. Die
Differenz (Acpm) der gemessenen Strahlung der Proben mit Antigen und ohne Antigen

ergibt die HEL-spezifische Proliferation der Milzzellen immunisierter Mause.

Acpm = (cpm Milzzellen mit HEL-Antigen) — (com Milzzellen ohne HEL-Antigen)

2.2.6 IL-2 abhangiger Proliferationstest

Aktivierte, proliferierende T-Zellen schitten nach Stimulation durch Antigen-
prasentierende Zellen IL-2 aus. Zunichst werden stabil mit I-A* und den li-HEL bzw.
HEL-Tri Molekiilen transfizierte Fibroblasten in einer Konzentration von 10° Zellen
zusammen mit 10 pg/ml HEL-Protein 24 Std. bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 10 T-Lymphomzellen. Die 3A9 T-
Lymphomzellen erkennen das HEL-Epitop aa 46-61 und die 3B11 T-Lymphomzellen
erkennen das HEL-Epitop aa 34-45 jeweils prasentiert durch das murine MHC Klasse Il
Molekiil I-A*. Nach weiteren 24 Std. Inkubation (37 °C, 5 % CO,) wurde die
Mikrotiterplatte bei 1500 rpm 5 min zentrifugiert und 100 ul des Zelliberstandes in eine
neue 96-well Mikrotiterplatte tberfiihrt. 510> CTLL-2 Zellen in 100 pl Vollmedium (ohne
IL-2 Zusatz) wurden hinzugegeben und 24 Std. im Brutschrank kultiviert. Die CTLL-2
Zellen wurden 3 Tage vor Zugabe des Uberstandes mit 1 ng/ml IL-2 geflittert. Zu den
CTLL-2 Zellen mit dem Zelliberstand der T-Lymphomzellen wurde 0,5 mCi °H-
Thymidin geben und, wie bereits unter 2.2.4 beschrieben, die proliferierenden >H-
Thymidin-markierten Zellen geerntet und die B-Strahlung als cpm bestimmt. Alle
Ansatze wurden als Dreifachmessung bestimmt. Als Kontrolle dienten CTLL-2 Zellen,

die mit rekombinantem IL-2 (2 ng/ml) inkubiert wurden.



Material und Methoden S. 22
2.2.7 FACS Analyse

Im Durchflusszytometer (FACS = Fluorescense activated cell sorter) wird das Streulicht
einzelner Zellen analysiert. Die zu untersuchenden Zellen kdnnen mittels
Fluorochromen oder Fluoreszenzfarbstoff-markierter Antikérper definiert werden. MHC
Klasse Il Molekiile werden auf der Zelloberflache mit monoklonalen Primarantikérpern
detektiert und mittels eines Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sekundarantikérpers
angefarbt.

KK18-Fibroblasten, die bereits mit dem murinen MHC Klasse Il Molekdil I-A transfiziert
waren, wurden zuséatzlich mit den verschiedenen li-HEL Molekilen stabil transfiziert,
selektioniert und im FACS auf die MHC Klasse |l Oberflachenexpression analysiert. Es
wurden 10° transfizierte Fibroblasten mit dem anti I-A* Antikdrper 17-227 (siehe Tab.
2.2) in einer Verdinnung von 1:1000 in FACS-Puffer (PBS, 2 % FCS, 0,01% NaNj3) fur
30 min auf Eis inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer wurden die
Zellen mit einem Fluoresceinisothionat (FITC)-gekoppelten Zweitanikérper (goat anti
mouse-FITC, Dianova, Hamburg) fir 15 min bei +4 °C inkubiert, wodurch die MHC
Klasse Il Moleklle auf der Zelloberflache angefarbt wurden. Anschliefend wurde die
FITC-Fluoreszenz im Kanal 1 des Druchflusszytometers gemessen. Nach statistischer
Auswertung von 10000 lebenden Zellen wird die Fluoreszenzintensitat als MFI (mean
fluorescence intensity) in einem Histogramm dargestellt und ist proportional zur Anzahl
der angefarbten Oberflachenmolekile. Die Messung im Durchflusszytometer erfolgte
mit identischen Einstellungen aller Parameter eines Ansatzes, wobei jeweils

Doppelansatze gemessen wurden.

2.3. Biochemische Methoden

2.31 Biosynthetische Markierung zellularer Proteine und
Immunprazipitation

Ca. 5-10° transient transfizierte COS7 Zellen wurden mit PBS abgewaschen und fiir 1
Std. bei 37 °C in 500 pl Methionin-freiem RPMI Medium (Biochrom), 10 % dialysiertem
FCS (Gibco, BD, Heidelberg), 1 mM Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin und 10 mM
Hepes inkubiert. Die zelluldren Proteine wurden durch Zugabe von 30 pCi *S-
Methionin (Amersham) 10-30 min markiert. Anschlieliend wurde das Medium entfernt
und die Zellen bei —20 °C eingefroren. Die markierten Zellen wurden mit 1 % NP40 in
TBS-Puffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH: 7,5) 1 mM PMSF und 1 mM Aprotenin
(Sigma-Aldrich) fir 30 min auf Eis lysiert. Zelltrimmer wurden durch einminttige

Zentrifugation (13000 rpm) aus dem Lysat entfernt. Fir den Nachweis von SDS-
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stabilen Dimeren werden die Zellen nach der radioaktiven Markierung fiir weitere 6 Std.
in Komplettmedium kultiviert und anschliefend lysiert. Proteine wurden durch
spezifische Antikérper und Protein A-Sepharose (Amersham) Uber Nacht bei +4 °C
prazipitiert. Nach dreimaligem Waschen (TBS-Puffer mit 0,1 % NP40) wurde das
Prazipitat mit einem SDS- und DTT-haltigen Probenpuffer (62,5 mM Tris, 50 mM DTT,
2,3 % SDS, 10 % Glycerol, 0,1 % Bromphenol Blau, pH: 6,8) versetzt. Durch Erhitzen
(95 °C, 5 min) in Probenpuffer wurden die Bindungen zwischen markierten Proteinen
und Antikérpern geldst. Die markierten Proteine kdnnen anschlielend in einem SDS-

Acrylamidgel nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden.

Tabelle 2.2 Antikorper, die zur Immunprézipitation und im Western Blot eingesetzt wurden:

Antikorper | Spezifitat Art und Konzentration des | Referenz
Antikorpers
In-1 N-Terminus(aa1-29) murine li | mAk Ratte, IgG2a, Koch et al., 1982
Hybridomiiberstand 20fach
konzentriert
MAR 18.5 |Ratten IgG mAKk Ratte, IgG2a, Lanier et al., 1982
Hybridomiiberstand 20fach
konzentriert
17-227 I-A* Molekiil mAk Maus , 1IgG2a, Lemke et al., 1979
Hybridomuberstand 20fach
konzentriert
10.2.16 I-A B-Kette mAk Maus , 1IgG2a, Oietal., 1978
Hybridomiiberstand 20fach
konzentriert
Anti-V5 V5-Epitop: -Gly-Lys-Pro-lle- mAk Maus, IgG2a Fa. Invitrogen
pro-Asn-Pro-Leu-Leu-Gly-
Leu-Asp-Ser-Thr-
anti-HEL- HEL-Protein Polyklonales Kaninchenserum | Fa. Chemicon
Serum 10mg/ml HEL-spezifische Ak

2.3.2 Behandlung immunprazipitierter Glykoproteine mit Endoglykosidase
(Endo) H

Nach ihrer Synthese im ER werden viele Proteine posttranslational modifiziert und
Zuckerseitenketten N-glykosidisch angehangt. Endoglykosidase H spaltet N-
gebundene Zuckerseitenketten von modifizierten Proteinen ab. Die N-glykolisierten
Proteine im ER sind gegeniber Endoglykosidase H sensitiv. Im Golgi-Apparat werden

diese N-gebundenen Zuckerseitenketten weiter modizifiert, so dass sie gegenuber
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Endo H resistent werden, d.h. nicht mehr von Endoglykosidase H gespalten werden
kénnen. Fir biochemische Untersuchungen werden 18 pl des Zelllysats oder 18 pl in
destilliertem Wasser resuspendierte, immunprazipitierte >°S-markierte Proteine (an
Protein A-Sepharose gebunden) mit jeweils 2 ul 10x Denaturierungspuffer (5 % SDS,
10 % B-ME, NEB) versetzt und fir 10 min auf 95 °C erhitzt. Nach Zentrifugation (1 min,
13000 rpm) wird der abgekiihlte Uberstand mit 3 pl Puffer G5 (0,5 M Natriumcitrat,
NEB) und 3,5 pl Endo H (rekombinant, 100000 U, NEB) ad 30 pl ddW zwei Stunden
bei 37 °C inkubiert. Anschliellend kénnen die Proteine in der SDS-Gelelektrophorese

aufgetrennt werden.

2.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Lammli

%*S-markierte Proteine oder Proteine aus Zelllysaten transfizierter Zellen kénnen
aufgrund ihrer unterschiedlichen Molekulargewichte mittels SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese aufgetrennt werden. Proteine werden durch das Detergenz SDS
denaturiert und negativ geladene SDS-Molekiile binden an die hydrophoben Gruppen
proportional zu dem Molekulargewicht des Proteins, wodurch die Eigenladung des
Proteins Uberlagert wird.

Das im Probenpuffer ebenfalls enthaltene DTT reduziert die inter- und intramolekularen
Disulfidbricken und laRt Proteine in ihre Untereinheiten bzw. monomere Formen
zerfallen. An der Grenze zwischen groRporigem Sammelgel (Acrylamidanteil von 4 %)
und héherprozentigem Trenngel (Acrylamidanteil 12 % oder 16 %) werden die Proteine
fokussiert und anschlielRend im elektrischen Feld (120 V) nach ihrer Grofe aufgetrennt.
30 %iges Acrylamid/Bisacrylamid (Verhaltnis 37,5:1) wurde von der Fa. BioRAD
(Minchen) bezogen und alle verwendeten Ldsungen und SDS-Gele nach
Herstellerangaben hergestellt. Folgende Proteinmarker wurden verwendet:
Kaleidoscope Prestained Standards (BioRAD): 7,1; 18,1; 31,8; 41,3; 89; 131; 210 KDa;
Prestainded Protein Marker, broad range (NEB): 6,5; 16,5; 25; 32,5; 47,5; 62, 83; 175
kDa und der "C-Proteinmarker (Amersham): 14,3; 30; 46; 66; 97,4; 220 kDa.

Autoradiographie nach Bonner und Lansky

Zur Verstarkung der im Acrylamid-Gel gebundenen Radioaktivitat wird das Gel 30 min
mit DMSO entwassert und anschlieRend in 20 % PPO/DMSO weitere 30 min inkubiert.
Das DMSO wird durch Wassern des Gels fur 30 min entfernt. Die gewasserten Gele
werden unter Vakuum getrocknet. Das eingelagerte PPO bewirkt die Verwandlung der
energiereichen Strahlung in eine fir den Rontgenfilm (Kodak BiomaxMR, Amersham)

empfindliche Strahlung.
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2.3.4 Proteinnachweis durch Western Blot Analyse

Beim Blotten werden die negativ-geladenen Proteine eines SDS-Gels elektrophoretisch
auf eine Membran (bertragen. Die Proteine binden durch hydrophobe
Wechselwirkungen an eine Nitrozellulosemembran. Ca. eine Millionen adharente
Zellen werden mit EDTA-Lésung (0,5 mM in PBS) vom Kulturgefall abgeldst und
zweimal mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wird in 30 ul Lyse-Puffer (TBS, 1% NP40,
1 mM Aprotenin, 1 mM PMSF) fir 60 min bei +4 °C lysiert und abzentrifugiert (1 min,
13000 rpm). AnschlieRend wird der Uberstand mit reduzierendem vierfach-
konzentrierten Probenpuffer versetzt. Die Auftrennung der Proteine erfolgt in der SDS-
PAGE. Anschlief3end wird das Acrylamidgel fir 15 min gewassert.

Die Ubertragung auf die Membran erfolgte in einer Halbtrockenkammer (BioRAD) auf
eine mit Transferpuffer (48 mM Tris base, 39 mM Glycin, 0,0375% SDS, 20%
Methanol)-getrankte Nitrozelluosemembran (Schileicher & Schiill, Dassel) fur 45-60 min
bei 20 V und 0,8 x cm? des Gels mA. Die unbesetzten Proteinbindungsstellen der
Nitrozelluosemembran werden nach dem Transfer durch ein Blockierungsreagenz
(Roti-Block 1:10 in PBS, Fa. Roth, Karlsruhe) abgesattigt (Inkubation 1 Std. bei RT).
Der Primarantikérper wird ebenfalls in Roti-Block verdinnt und UN bei +4°C inkubiert.
Als Primarantikérper wurden die in Tab. 2.2 aufgefliihrten Antikdrper benutzt.
Konzentrierte Hybridomiberstande wurden 1:100 bis 1:1000 verdinnt, polyklonale
Kaninchenseren wurden 1:10000 in 0,5 g D-Glukose und 0,5 ml Glycerol pro 10 ml
Roti-Block-PBS verdiinnt. Nach mehrmaligem, intensiven Waschen der Membran mit
PBS/0,2 % Tween 20 wurde die Membran mit Peroxidase- oder Horse-radish-
Peroxidase (HRP)-gekoppeltem Sekundarantikérper (Verdinnung 1:3000 bis 1:10000)
in Roti-Block-PBS fir 1,5 Std. bei RT inkubiert (siehe auch Tab. 2.3). Peroxidase
katalysiert die Oxidation von Luminol und I6st eine Chemilumineszenz aus, dessen

Lichtentwicklung auf einem Film (X-OMAT blue, Kodak) gemessen werden kann.

Tab. 2.3 Sekundarantikorper fiir die Western Blot Analyse

Sekundar- Spezifitat Eingesetzte Hersteller
Antikorper Verdiinnung

Anti-Maus Ig goat anti mouse Ig 1:3000 DAKO, Hamburg
HRP P0744
Anti-Maus Ig rabbit anti mouse whole IgG|1:10000 Sigma-Aldrich
HRP molecule fur WB A0944
Anti-Ratte Ig rabbit anti rat Ig 1:3000 DAKO

HRP P0450
Anti-Kaninchen |goat anti mouse whole IgG |1:10 000 Sigma-Aldrich

Ig Peroxidase molecule A0545
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2.4 Tierexperimente

Alle Tierexperimente wurden mit dem Mausstamm C3H He durchgefihrt, die Tiere
wurden von Harlan Winkelmann (Borchen) bezogen. Der C3H He Inzucht-Mausstamm
zeichnet sich durch folgende genetische Merkmale aus: MHC Locus H2". Die
Tierversuche wurden von der Bezirksregierung Koéln (AZ 50.203.2-BN 23, 37/01)

genehmigt.

2.4.1 DNA-Injektion mittels Gene Gun

C3H He Mause wurden im Alter von 6-8 Wochen immunisiert. Die Tiere wurden in
Gruppen aufgeteilt und jeweils mit einem DNA-Konstrukt geimpft. Es waren jeweils
gleich viele mannliche und weibliche Tiere in einer Gruppe. Das Fell der Tiere wurde
im Bereich des unteren Abdomen rasiert, und mit einem Heliumdruck von 300 psi
wurde jeweils einmal 2 ug DNA gebunden an Goldpartikel mit einem Durchmesser von
1 ym mit der Gene Gun intradermal appliziert. Die Tiere wurden bei der Prozedur nicht
narkotisiert, da die DNA-Vakzinierung durch ballistischen Transfer ohne Verletzungen
erfolgt, man erkennt lediglich eine leichte Rétung, die nach einigen Stunden nicht mehr
vorhanden ist. Bei Mehrfachimmunisierungen wurden die Tiere jeweils im Abstand von
10 Tagen immunisiert. Die Milzzellen zum Nachweis von HEL-spezifischen
proliferierenden T-Zellen wurden 4-10 Tage nach der letzen Impfung entnommen
(siehe 2.2.4). Vor der Organentnahme wurde den Tieren exorbital Blut enthommen,
welches bei 37 °C fiur 5 min zum Gerinnen gebracht wurde. Das Serum, durch
Zentrifugation (10 min, 2000 rpm) von den festen Bestandteilen getrennt, wurde
anschliefend bei -20 °C gelagert. Bei einmaliger Immunisierung erfolgte die

Serumgewinnung 19-21 Tage nach der Impfung.

2.4.2 Nachweis von HEL-spezifischen Antikorpern durch ELISA

Zum Nachweis von HEL-spezifischen Antikdrpern aus dem Serum der geimpften
Mause wurde ein enzyme linked immune adsobent assay (ELISA) durchgefihrt.
Lyophilisiertes HEL-Protein wurde in einer Konzentration von 1 ug/ml in Coating Puffer
(0,1 M NayHPO,, pH: 9) geldst. Jeweils 50 ul dieser Losung wurde in eine Polysterol-
ELISA Platte (Falcon, BD, Heidelberg) pipettiert, an die die Proteine UN bei +4 °C in
der feuchten Kammer binden. Die ELISA-Platte wird einmal mit PBS gewaschen und
die ungesattigten Bindungen der Platte mit Roti-Block (1:10 in PBS) bei 37 °C fir eine
Stunde abgedeckt. Die Mausseren werden 1:100 bis 1:10 000 in PBS verdinnt und
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jeweils 50 pl als Dreifachansatz in die Platte gegeben. Nach einer Stunde Inkubation
bei 37 °C wurde intensiv finfmal mit PBS/0,1 % Tween 20 gewaschen. Ein Peroxidase
gekoppelter-Sekundarantikdrper gegen Mausimmunglobuline (A0944, Sigma-Aldrich)
wurde 1:10000 in PBS/BSA verdinnt und wiederum fir eine Stunde bei 37 °C
inkubiert. Als Substrat/Farblésung wurde nach dreimaligem Waschen 0,01 % H,0 in
1 mg/ml ABTS in Citratpuffer (40 mM Citrat, 60 mM Na,HPO,, pH: 4-5) zugeben. H,0O,
wird durch das Enzym Peroxidase zu 20H" lonen reduziert und dabei der Farbstoff
ABTS von hellgriin zu dunkelgriin oxidiert. Der enzymatische Farbumschlag wurde bei
einer Wellenlange von 405 nm im ELISA Reader (DynaTech, Heidelberg) gemessen.
Zur Bestimmung der absoluten Konzentration von HEL-spezifischen Antikérpern wurde
ein aufgereinigtes anti-HEL Serum mit bekannter HEL-Antikdrperkonzentration (10
mg/ml, Chemicon, USA) ebenfalls im ELISA eingesetzt und die Steigung der
Eichgerade (x = Antikérperkonzentration, Y = OD,s) zur Berechnung der absoluten

Konzentration von HEL-spezifischen Antikérpern benutzt.

2.5 Verwendete Computersoftware und Datenbanken

Fur die Tabellenkalkulation, die Darstellung der Diagramme und die statistischen
Auswertungen wurden die Programme Excel 2000 (Microsoft Corporation, USA) und
PRIZM Version 3 (GraphPad Software Inc., USA) verwendet. Kontinuierliche
Parameter zwischen den einzelnen Gruppen wurden, da sie nicht normalverteilt waren,
mit den Mann-Witney-U-Test verglichen. Wahrscheinlichkeiten p<0,05 wurden als
signifikant angesehen. Fir die Darstellung und Auswertung der FACS-Analysen wurde
das Programm WinMDI 3.1 (von Josef Trotter) verwendet. Zur Vorhersage von T-
Zellepitopen wurde das Programm SYFPEITI von H.G. Rammensee (www.syfpeiti.de)

benutzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Beschreibung und Charakterisierung der rekombinanten
Fusionsproteine (li-HEL) aus der Invarianten Kette und den
antigenen Epitopen des HuhnereiweilRlysozyms

Die rekombinanten Molekiile, die aus der Sequenz der Invarianten Kette 1i31 und den
antigenen Epitopen des Huihnereiweilllysozym (HEL) bestehen werden als li-HEL
bezeichnet. Uber das Sortierungssignal der cytosolischen Doméane der Invarianten
Kette sollen die li-HEL Fusionsproteine in den MHC Klasse |l Prozessierungsweg
eingeflhrt werden.

Die MHC Kiasse Il Bindungsdomane (CBS = class Il binding site) der Invarianten Kette
ist fur die Assoziation der Invarianten Kette mit MHC Klasse |l Molekilen
verantwortlich. Die CBS-Region besteht aus einer promiskuitiven Bindungsseite (PBS,
aa 81-87), die fir die Assoziation an die verschiedenen MHC Kilasse Il Allele
verantwortlich ist und einem Grube-bindenden Segment (GBS, aa 91-99), das mit der
Peptidbindungsgrube der MHC Klasse Il Molekule interaggiert.

Bei vier der rekombinanten Fusionsmolekile wurde die GBS-Region der [i31 durch ein
T-Zellepitop des Huhnereiweilllysozyms ersetzt (siehe Abb. 3.1). Bei drei weiteren li-
HEL Konstrukten wurden antigene Sequenzen des Hihnereiweilllysozyms hinter das
letzte kodierende Exon (Exon 8) der Invarianten Kette kloniert. Es wurden flnf
verschiedene rekombinante Molekule hergestellt, die zwei antigene HEL-Sequenzen
besitzen, jeweils in der GBS-Region und am C-Terminus. Bei zwei dieser
rekombinanten Molekule wurde die PBS-Region (bezeichnet mit A) deletiert.

Als Antigene wurden verschiedene, bereits bekannte CD4+ T-Zellepitope des
HihnerweiRlysozyms, die an das murine MHC Klasse |l Molekil I-A* binden,
ausgewahlt. Das HEL-Epitop 49-62 mit der AminosauresequenzGSTDY GILQIN
S R Y bindet mit hoher Affinitit an das murine MHC Klasse Il Molekiil I-A*. Die
verkirzte Sequenz dieses Epitops HEL 52-61 (AminosauresequenzD Y GILQIN S
R) bindet mit mittlerer Affinitdt an das I-A* Molekiil. Der Austausch der Aminoséure
Leucin (L) gegen lIsoleucin (I) in Position 56 des mutierten HEL-Epitops 52-61
vermindert nicht die Bindungsaffinitat an das MHC Klasse Il Molekiil I-A*, sondern
beeinfluf3t die TCR-Erkennung. Das HEL-Epitop 34-45(FESNF T QA T N R) bindet
mit niedrigerer Affinitat als die Epitope 49-62 und 52-61 an die Aminosaureseitenketten
in der Bindungsgrube von |-A*. Anhand dieser li-Fusionsmolekiile, die unterschiedlich
affine HEL-Epitope besitzen, sollte in vitro untersucht werden, ob eine Kompetition der
Epitope stattfindet und ob dabei die Position der antigenen Sequenz in der Invarianten

Kette eine Rolle spielt.
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Abb. 3.1 Schematische Darstellung und Nomenklatur der murinen li31und der li-HEL Proteine.

Die Grube-bindende Region (GBS) der i31 wurde gegen ein antigenes T-Zell-Epitop
ausgetauscht. Hinter das letzte Codon der 1i31 wurde ebenfalls ein HEL-Epitop angehangt. Die
li-HEL Molekile wurden wie folgt bezeichnet: Befindet sich die antigene HEL-Sequenz in der
Grube-bindenden Region der li wurde das Konstrukt mit dem Buchstaben g versehen. Wenn
sich das antigene HEL-Epitop am C-Terminus der li befindet, wurde das Konstrukt mit _C
bezeichnet. Anschlieend folgt ein Buchstabe fiir das HEL-Epitop. Es wurde zwischen dem
hoch affinen (s = strong) HEL-Epitop 49-62 -GSTDYGILQINSR- und dem minimalen (m) Epitop
HEL 52-61 —DYGILQINSR- und dem schwach bindenden (w = weak) HEL-Epitop 34-45 —
FESNFTQATNR- unterschieden. Bei li-HEL Konstrukten mit zwei Epitopen wurde das Epitop in
der GBS zuerst genannt und danach das am C-Terminus (z.B. li-HEL_sw). Die li-HEL Molekile

ohne die PBS-Region werden mit A z.B. als li-HEL_Asw bezeichnet.
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3.1.1 Expression der rekombinanten li-HEL Fusionsproteine

Es sollte Uberprift werden, ob die Fusionsproteine aus Invarianter Kette und HEL-
Epitop (li-HEL) im eukaryotischen Zellsystem exprimiert werden kénnen. COS7 Zellen
wurden transient mit jeweils 1 pug Plasmid-DNA der murinen Invarianten Kette 1i31 oder
der li-HEL Konstrukte transfiziert. COS7 Zellen besitzen keine MHC Klasse || Molekile
und keine Invariante Kette. Die Expression der rekombinanten li-HEL Proteine in COS7
Zellen wurde mittels radioaktiver biosynthetischer Markierung, Immunprazipitation und
anschlieBender SDS-PAGE untersucht. Abbildung 3.2 zeigt die Expression aller li-HEL
Molekulle und der murinen Invarianten Kette 1i31 mit einer Grolke von 31 kDa. Die
verschiedenen rekombinanten |i-HEL Konstrukte besitzen ebenfalls ein
Molekulargewicht von ca. 31 kDa, aulder den Proteinen li-HEL g w, li-HEL_wm und li-
HEL_ws, deren Banden liegen etwa 3 kDa hdher als der Wildtyp (wt) der Invarianten
Kette (1i31). Die GroRendifferenzen der li-HEL Konstrukte entstehen vermutlich durch
unterschiedliche Beladung der Molekiile mit SDS. An dem Prazipitat untransfizierter
COS7 Zellen erkennt man, dass Proteine aus COS7 Zellen mit dem In-1 Antikérper
nicht prazipitiert werden. Bei den schwachen Banden unterhalb der 1i31 bzw. li-HEL

handelt es sich vermutlich um Abbauprodukte.
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Abb. 3.2 Uberpriifung der Expression der rekombinanten li-HEL Proteine in COS7 Zellen. 24
Std. nach der Transfektion mit Plasmid-DNA wurden die COS7 Zellen mit 30 uCi **S-Methionin
radioaktiv markiert und anschlieRend mit NP40 lysiert. Die Proteine aus den Zelllysaten wurden
mit dem anti-li-Antikérper In-1 prazipitiert und elektrophoretisch in einem 12 % SDS-Gel

auftrennt und fluorographisch detektiert.

Die Expression der rekombinanten li-HEL _Asw und li-HEL_Aws Molekile wurde
ebenfalls durch transiente Transfektion von COS7 Zellen und SDS-PAGE (ohne
Abbildung) Gberprift. Das Molekulargewicht der li-HEL_Asw und li-HEL_Aws Proteine
liegt bei ca. 32 kDa, da die Moleklle keine PBS-Region aber zwei HEL-Epitope

besitzen.
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3.1.2 Assoziation von MHC Klasse Il Molekiilen mit den rekombinanten li-
HEL Molekiilen

Die Invariante Kette und MHC Klasse Il Molekiile assoziieren unmittelbar nach ihrer
Synthese im ER und bilden einen nonameren Komplex. Die promiskuitive
Bindungsstelle (PBS) der Invarianten Kette bildet eine Interaktionsseite fur MHC
Klasse Il Moleklle. Die PBS-Region ist in den hier vorgestellten rekombinanten li-HEL
Konstrukten vorhanden und grenzt an die nachfolgende antigene HEL-Sequenz. Durch
Koexpression der rekombinanten li-HEL Konstrukte mit MHC Klasse Il Molekilen in
COS7 Zellen sollte untersucht werden, ob die rekombinanten li-HEL Konstrukte MHC
Klasse Il Molekile binden koénnen. Die Assoziation von rekombinanten li-HEL
Molekiilen und murinem MHC Klasse |l Molekiil |-A“ wurde anhand von
Koprazipitationen biosynthetisch, radioaktiv markierter Proteine tberpruift.

Eine Assoziation von I-AX mit allen rekombinanten li-HEL Molekilen, die die PBS-
Region besitzen, ist in Abb. 3.3 zu sehen. Man erkennt zwischen den o~ und B-Ketten
der I-A* Molekiile eine dritte Bande, die entweder der murinen Wildtyp 1i31 oder den
rekombinanten li-HEL Molekilen entspricht. In den Spuren der li-HEL g _w, li-HEL_wm
und li-HEL_ws Konstrukte erkennt man keine mittlere Bande, weil die li-HEL Bande die
gleiche GroRe wie die a-Bande von I-A* besitzt. Dies konnte durch GréRenvergleich

parallel separierter li-HEL und I-A“Molekiile gezeigt werden (nicht abgebildet).
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Abb. 3.3 Koprézipitation von murinen MHC Klasse Il Molekiilen I-A¥ und den rekombinanten li-
HEL Konstrukten. SDS-PAGE der murinen li31, der rekombinanten li-HEL Proteine und der
murinen MHC Klasse Il Molekiilen I-A* nach transienter Koexpression in COS7 Zellen und

Immunoprazipitation mit dem anti- l-A Antikorper 17-227.
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3.1.3 Nachweis von SDS-stabilen MHC Klasse Il Molekiilen

Die o~ und B-Ketten von MHC Klasse Il Molekilen bilden stabile Komplexe mit hoch
affinen, antigenen Peptiden. Die Stabilitdt dieser Komplexe ist von Reaktions-
bedingungen wie pH-Wert, Temperatur und denaturierendem Agens abhangig. Bei
Raumtemperatur, einem pH-Wert von 6,8 und dem Zusatz von SDS findet man bei ca.
50 kDa ein Signal, das dem SDS-stabilen Komplex aus Peptid, a- und B-Kette von
MHC Klasse Il Molekiilen entspricht. Durch Temperaturerhéhung dissoziiert der stabile
Komplex wieder in die einzelnen Bestandteile. Alle rekombinanten li-HEL Konstrukte,
die das hoch affine, antigene HEL-Epitop 49-62 (s) und das verkirzte HEL-Epitop 52-
61 (m) besitzen, bilden zusammen mit I-A* SDS-stabile Komplexe mit einer GréRe von
50 kDa wie in Abb. 3.4 bei ungekochten Proben des li-HEL g_s Moleklls exemplarisch
gezeigt wurde. Erhitzt man die Probe auf 95°C, dissoziieren die stabilen Komplexe in
ihre Einzelkomponenten.

Es werden SDS-stabile Komplexe mit li-HEL Proteinen gebildet, die das hoch affine
HEL-Epitope am C-Terminus oder in der Grube-bindenden Region von der Invarianten
Kette besitzen (siehe Tabelle 3.1). SDS-stabile Dimere findet man ebenfalls mit dem
rekombinanten li-HELmut Protein, dessen TCR-Erkennungsstelle mutiert wurde. Die li-
HEL Proteine mit dem schwach affinen HEL-Epitope 34-45 bilden mit o~ und B-Kette
von |-A* keine SDS-stabilen Dimere, obwohl diese Molekiille die PBS-Region der
Invarianten Kette besitzen. Bei den li-HEL Konstrukten mit zwei HEL-Epitopen findet
man bei dem rekombinanten li-HEL_ sw, das das hoch affine Epitop in der GBS besitzt,
SDS-stabile Dimere. Bei den li-HEL Konstrukten mit dem schwach bindenden Epitop in
der GBS und mit den hoch affinen Epitopen s (HEL 49-62) oder m (HEL 52-61) am C-

Terminus kann man ebenfalls SDS-stabile Komplexe erkennen.

Tab. 3.1 Bildung von SDS-stabilen Dimeren

li-HEL Molekile HEL-Epitop SDS-stabile Dimere

li-HEL g s 49-62 ja

li-HEL_g m 52-61 ja

li-HELmut 52-61, 56L ja

li-HEL g w 34-45 nein

li-HEL_C s 49-62 ja

li-HEL_C m 52-61 ja

li-HEL C w 34-45 nein

li-HEL_wm 34-45, ja
52-61

li-HEL_ws 34-45, ja
49-62

li-HEL Aws 34-45, ja
49-62

li-HEL_sw 49-62 ja
34-45

li-HEL_Asw 49-62 ja

34-45
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Abb. 3.4 Das hoch affine, antigene HEL-Epitope 49-62 bildet SDS-stabile Dimere mit dem
murinen MHC Klasse [l Molekiil I-A". SDS-Page von I-A* und li-HEL_g_m nach transienter
Transfektion in COS7 Zellen. Proteine aus *°S-Methionin markierten Zelllysaten wurden mit dem
anti-I-A* Antikorper 17-227 prazipitiert und anschlief’end mit einem SDS-haltigen Probenpuffer
bei RT 60 min inkubiert oder bei 95°C 5 min erhitzt.

Die rekombinanten li-HEL Molekile, die keine PBS-Region besitzen (li-HEL Asw, li-
HEL_Aws) bilden ebenfalls mit I-A* SDS-stabile o-Peptid-Komplexe, wie im Western
Blot in Abbildung 3.5 zu sehen ist. Die SDS-stabilen Komplexe, die mit dem li-HEL_ws
bzw. li-HEL_Aws Molekll gebildet werden, besitzen ein Molekulargewicht von ca. 60
kDa. Wahrend die li-HEL_sw bzw. li-HELAsw Molekiile mit I-A* einen Komplex von ca.
50 kDa bilden. Bei dem murinen MHC Klasse Il Molekiil I-A* und I-E* existieren zwei
verschiedene  Formen von  of3-Peptid-Komplexen mit  unterschiedlichem
Molekulargewicht und unterschiedlichen Eigenschaften (Srinivasan et al., 1991). Bei
der ,slow-migrating“ oder ,floppy“-Form der MHC Klasse Il Moleklle (ca. 60 kDa)
handelt es sich wahrscheinlich um nicht stabile, intermediare Peptid-MHC Klasse I
Molekdle. Die ,floppy“-Form der SDS-stabilen Komplexe ist nur im Western Blot (nicht
nach Immunprazipitation) mit den li-HEL_ws bzw. li-HEL_Aws Molekilen zu sehen, die

das niedrig affine HEL-Epitop anstelle der GBS-Region besitzen.
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Abb. 3.5 SDS-stabile Dimere mit _dem murinen MHC Klasse 1l Molekiil I-A* und den
rekombianten li-HEL Molekiilen mit und ohne PBS-Region. Western Blot von I-A“ und li-HEL
nach transienter Transfektion in COS7 Zellen. Die Zelllysate wurden in einem SDS-haltigen
Probenpuffer bei RT (=) 60 min inkubiert oder bei 95°C 5 min erhitzt (+). Die MHC Klasse I
Proteine wurden mit dem monoklonalen Antikorper 10.2.16, der spezifisch die B-Kette des l-A
Molekuls erkennt, detektiert.

3.1.4 Nachweis Peptid-beladener MHC Klasse Il Molekiile auf der
Zelloberflache

Die Stabiltat von MHC Klasse Il Molekllen auf der Zelloberflache ist von der Bindung
eines affinen antigenen Peptids in der Bindungsgrube der Klasse || Moleklle abhangig.
Hoch affine Peptide bilden mit MHC Klasse Il Molekilen stabile Komplexe, die einer
geringen Internalisierung unterliegen und nicht wie unbeladene oder mit niedrig affinen
Peptiden beladene MHC Klasse Il Molekiile von der Zelle wieder verwertet werden.

Eine bereits mit o- und B-Kette von I-A* stabil transfizierte Fibroblasten Zelline (L-
Zellen) wurde zusatzlich mit den verschiedenen li-HEL Konstrukten stabil transfiziert
und selektioniert. Die I-A* Molekille wurden mit einem Fluoreszenz-gekoppelten
Antikérper angefarbt und anschlielend im FACS analysiert. Abb. 3.6 zeigt
exemplarisch die Fibroblastenzellen, die mit 1i31 oder li-HEL_C_m transfiziert wurden.
Wie in dieser Abbildung dargestellt, kann eine deutliche Zunahme der
Fluoreszenzintensitat bei den li-HEL_C_m transfizierten Zellen beobachtet werden. Die
Fluoreszenzintensitat ist direkt proportional zu der Oberflachenexpression der
angefarbten Molekile. Das bedeutet, dass die Expression von Peptid-beladenen MHC

Klasse Il Molekilen auf der Zelloberflache der li-HEL_C_m transfizierten Fibroblasten
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um ein Vielfaches hoher ist, als bei Fibroblasten, die mit der murinen 1i31 transfiziert
wurden. Eine Zunahme der Oberflachen-MHC Klasse |l Molekile konnte bei
Fibroblasten, die mit dem schwach affinen Epitop-Konstrukt li-HEL_C_w (HEL34-45)
transfiziert wurden, nicht nachgewiesen werden. Der Nachweis vermehrter
Oberflachenexpression von MHC Klasse Il wurde nur bei Fibroblasten nachgewiesen,
die mit den li-HEL Molekllen transfiziert wurden, die die hoch affinen Epitope s
(HEL49-62) oder m (HEL52-61) besitzen. Die Ergebnisse der Oberflachenexpression
gemessen im  DurchfluRzytometer stimmen mit den Ergebnissen der
Prazipitationsversuche von SDS-stabilen Dimeren (siehe 3.1.3) Uberein, denn li-HEL
Konstrukte mit den hoch affinen HEL-Epitopen bildeten SDS-stabile of3-Dimere aus
und zeigten im Durchflusszytometer eine vermehrte MHC Klasse I

Oberflachenexpression.

—-A¥
I-A* + 1i31

125

— I-A* +li-HEL_C_m

— Antikorperkontrolle

Evertz

100 101 102 107 10+
FL1-Height

Abb. 3.6 Nachweis von I-A* Molekiilen auf der Oberfliche von stabil transfizierten Fibroblasten
im FACS. Die Fibroblastenzelllinien, die stabil mit I-A“ oder I-A* + 1i31 und I-A* + li-HEL_C m
transfiziert wurden, wurden mit einem FITC-gekoppelten anti-1-A* Antikérper angefarbt und im
FACS analysiert (siehe Material und Methoden 2.2.6). 10000 gemessene Zellen werden in
einem Histogramm nach ihrer Fluoreszenzintensitat (x-Achse) dargestellt.

3.1.5 In vitro Antigenprasentation der rekombinanten li-HEL Molekile

Antigene werden dem Immunsystem als Peptide auf MHC Klasse Il Molekilen
prasentiert und kdénnen von spezifischen T-Helferzellen erkannt werden und diese
aktivieren. Der erste Schritt einer Aktivierung von naiven T-Zellen ist die Erkennung
von Peptid-MHC Klasse Il Komplexen durch den T-Zellrezeptor. Die Aktivierung
bewirkt eine Proliferation der T-Zellen und eine IL-2 Ausschittung. In einem in vitroTest

wurde (berpriift, ob mit [-A* und Ii-HEL transfizierte Zellen HEL-spezifische T-
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Hybridomzellen aktivieren konnen. Die Aktivierung von T-Zellen kann anhand der |L-2
Sekretion gemessen werden. In diesem Experiment wurden entweder transient
transfizierte COS7 Zellen oder stabil transfizierte Fibroblasten (L-Zellen) als Antigen-
prasentierende Zellen eingesetzt. Die T-Zelllinie 3A9 erkennt das HEL-Peptid 46-61
und die Zelllinie 3B11 erkennt das HEL-Peptid 34-45 in der Bindungsgrube von I-A.
Werden diese T-Zellen aktiviert, schitten sie IL-2 aus. Abbildung 3.7 zeigt das
Diagramm eines Proliferationstests von CTLL-2 Zellen, die nur in Abhangigkeit von IL-2
proliferieren. L-Zellen, die nur mit I-A* oder die mit I-A* und 1i31 transfiziert wurden,
kdnnen die beiden T-Zelllinien 3A9 und 3B11 nicht zur IL-2 Sekretion stimulieren. Die
Zellen, die mit den li-HEL Konstrukten transfiziert wurden, die das hoch affine HEL-
Epitop s (HEL49-62) in der GBS oder am C-Terminus besitzen, kénnen die 3A9 T-
Zellen, nicht aber die 3B11-Zellen aktivieren, wahrend die Transfektanten mit dem
schwach affinen HEL-Epitop w (HEL34-35) nur die 3B11 Zellen und nicht die 3A9
Zellen aktivieren kénnen.

Das li-HELmut Protein kann keine 3A9 T-Zellen zur IL-2 Produktion stimulieren, da
dieses Epitop zwar mit hoher Affinitat an I-A* bindet, aber die Mutation an Position 56
(Leucin zu Isoleucin) durch den T-Zellrezeptor der 3A9 Zellen nicht erkannt wird.
Vergleichbare Ergebnisse wie mit den stabil transfizierten L-Zellen wurden mit transient

transfizierten COS7 Zellen erzielt.
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Abb. 3.7 CTLL-2 Proliferationstest misst die IL-2 Produktion nach Stimulation von spezifischen
T-Zellen bei li-HEL transfizierte Zellen. L-Zellen wurden mit I-A* und den verschiedenen li-HEL
Molekdllen transfiziert. 3A9-Zellen erkennen das hochaffine und 3B11-Zellen das schwach affine
HEL-Epitop. Der Uberstand wurde mit den IL-2 abhangigen CTLL-2 Zellen und 3H-Thymidin
inkubiert. Die Proliferation der CTLL-2 Zellen wurde Messung der Radioaktivitdt im als cpm
(counts pro Minutes) bestimmt. Als positiv Kontrolle wurde 2 ng/ml IL-2 (CTLL-2 + IL-2 =
straffierter Balken) zugegeben.




Ergebnisse S.37

3.1.6 Antigenprasentation mit den rekombinanten li-HEL Molekiilen, die
zwei verschiedene HEL-Epitope besitzen

Die rekombinanten li-HEL Molekile li-HEL _sw und li-HEL_ws besitzen, jeweils ein
HEL-Epitop in der GBS der Invarianten Kette und am C-Terminus. In Abb. 3.8 ist die
Proliferation von CTLL-2 Zellen dargestellt, die mit dem Uberstand von I-A* und li-
HEL_sw bzw. I-A* und li-HEL_ws transfizierten COS7 und den T-Zellhybridomen 3A9
und 3B11 kultiviert wurden. Die 3A9 Zellen spezifisch fur HEL 46-61, sowie die 3B11
Zellen spezifisch fur HEL 34-45, schitten nach Kokultivierung mit den transfizierten
COS7-Zellen IL-2 aus. Wie in Abb. 3.8 dargestellt, ist eine IL-2 Sekretion beider T-
Zelllinien nach Kokultivierung mit li-HEL_sw und [li-HEL_ws Transfektanten zu
beobachten. Eine Antigenprasentation in COS7 Zellen ist unabhéngig von der Position
der HEL-Epitope in der Invarianten Kette. Es wurden HEL-Epitope prasentiert, wenn
sie sich sowohl in der GBS-Region und als auch am C-Terminus der Invarianten Kette
befanden, unabhangig von der Affinitat der HEL-Epitope. COS7 Zellen sind keine
professionellen Antigen-prasentierenden Zellen und besitzen keine MHC Klasse I
Molekile und keine Invariante Kette. Durch die starke Expression der transfizierten
Klasse Il Molekile kénnen auch ,leere“ d.h. nicht Peptid-beladene MHC-Klasse I
Molekule entstehen. Die nicht-beladenen MHC Klasse || Molekile kdnnen in anderen
Kompartimenten mit HEL-Peptiden beladen werden, die z.B. durch Degradation der li-
HEL Molekile entstehen. Durch Transfektion geringer Mengen cDNA von o- und -
Kette wird I-A in COS7 Zellen in geringerem MaR exprimiert. Aber auch die niedrige
MHC Kilasse Il Expression fiihrt dazu, das ,unbeladene“ I-A* Molekiile entstehen und
beide HEL-Epitope prasentiert werden. Es wird nicht nur das hoch affine Epitop
(HEL49-62), das sich an Stelle der Grube-bindenden Region der Invarianten Kette
befindet, von den MHC klasse Il Molekile prasentiert. Sondern es gelangt auch das
schwach affine Epitop (HEL34-45) am C-Terminus der Invarianten Kette in die

Bindungsgrube der MHC Klasse Il Molekile und wird an der Zelloberflache prasentiert.
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Abb.3.8 Antigenprasentation von COS7 Zellen transfiziert mit 1-A* und li-HEL sw _bzw. li-
HEL ws. Fir die Transfektion von I-A® wurden verschiedene Menge von DNA eingesetzt:
jeweils 1, 0,1 und 0,01 pg Plasmid-DNA von o~ und B-Kette. Die DNA-Menge (1 pg) von li-
HEL sw bzw. li-HEL_ws war bei jeder Transfektion konstant. Der CTLL-2 Proliferationstest
wurde durchgefiihrt wie in Material und Methoden beschrieben.

Die rekombinanten Molekiile li-HEL_Asw und li-HEL_Aws besitzen keine PBS-Region.
Die PBS Region der Invarianten Kette ist fir die Bindung und die Stabilisierung des of}-
Heterodimers der Klasse Il Molekule verantwortlich. Fehlt die PBS Region ist allein die
Bindung eines Peptids fur die Stabilitdt des of-Dimers verantwortlich. Mit den Ili-
HEL_Aws Konstrukten ohne PBS soll Uberprift werden, ob eine Beladung im ER mit
antigenen niedrig affinen Peptiden bereits dazu flhrt, das diese Peptid-af3-Komplexe
stabil sind. Es soll Uberprift werden, ob ein hoch affines Peptid das gebundene niedrig
affine Peptid nicht aus dem of3-Peptid-Komplex verdrangen kann. In Abb. 3.9 erkennt
man, dass beide HEL-Epitope an MHC Klasse Il Molekile gebunden werden, an die

Zelloberflache gelangen und spezifische T-Zellen zur IL-2 Produktion veranlassen.

Bei beiden Molekilen - li-HEL _Asw und li-HEL-Aws - findet man die Prasentation von
dem niedrig affinen HEL-Epitop (HEL34-45) und dem hoch affinen HEL-Epitop (HEL
49-62), unabhangig davon ob sich die Epitope am C-Terminus oder in der GBS-Region
befinden. Die Invariante Kette ist daher ein geeignetes Vehikel, um auch schwach

bindende Epitope in den MHC Klasse Il Prozessierungsweg einzuschleusen.
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Abb.3.9 Antigenprasentation von COS7 Zellen transfiziert mit I-A* und li-HEL Asw bzw. li-

HEL Aws. CTLL-2 Proliferationstest wie in Material und Methoden beschrieben.

3.1.7 Zusammenfassung der Ergebnisse der Fusionsproteine li-HEL aus

Invarianter Kette und antigenen Epitopen des HiihnereiweiRlysozyms

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass alle rekombinanten Fusionsproteine

bestehend aus der Invarianten Kette und einem oder zwei T-Zellepitopen des

HuhnereiweilRlysozyms antigen-spezifische T-Zellreaktionen in vitro auslésen. Die

Prasentation der HEL-Epitope ist unabhangig von der Position der Sequenzen in der

Invarianten Kette. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Invariante Kette geeignet ist, um

antigene T-Zellepitope in den MHC Klasse Il Prasentationsweg einzuschleusen.
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3.2 Beschreibung und Charakterisierung der rekombinanten
Fusionsproteine (HEL-Tri) aus der Trimerisierungsdomane der
Invarianten Kette und des Antigens HiulhnereiweiRlysozym

Wie bereits in Abschnitt 3.1 dargestellt, konnten antigene Epitope mittels Fusion mit
der Invarianten Kette in den MHC Klasse |l Prasentationsweg eingeschleust werden.
Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der Fusionsproteine aus der kompletten
Sequenz des Hihnereiweillysozyms und der Trimerisierungsdomane der Invarianten
Kette dargestellt, diese Moleklle wurden als HEL-Tri bezeichnet.

Es sollte untersucht werden, ob ein Antigen in Verbindung mit der
Trimerisierungsdomane in die endosomalen Beladungskompartimente gelangen und
nach Degradation der Invarianten Kette als Peptide von MHC Klasse Il Molekilen
prasentiert werden kann. In Tierversuchen sollte gezeigt werden, ob sich diese

Molekule eigenen eine zellulare und eine humorale Immunantwort auszul6sen.

Das chimare Molekil HEL-Tri31 besteht aus der kompletten Sequenz des
HuhnereiweilRlysozyms (HEL) und der Trimerisierungsdomane der murinen Invarianten
Kette 1i31 (aa 117-191).

Ein weiteres rekombinantes Fusionsprotein wurde aus der kompletten HEL-Sequenz,
der murinen Trimerisierungsdomane (aa 117-191), der Cathepsin L Inhibitordomane
(Exon 6b, aa 192-256) und den C-terminalen Sequenzen (Exons 7 und Exon 8) der
Invarianten Kette hergestellt, dieses Molekil wurde als HEL-Tri41 bezeichnet.

Das Fusionsprotein HEL-Tri41 no Leader (nolL), das identisch zu dem HEL-Tri41
Molekiil ist, aber durch Deletion der ersten 17 Aminosauren keine ER-Signalsequenz
besitzt wurde als Kontrolle benutzt. Als weitere Kontrolle diente die komplette Sequenz
des Huhnereiweildlysozyms bezeichnet als HEL cDNA und die HEL-Sequenz ohne die
ER-Signalsequenz (HEL nolL). Alle Konstrukte bestehend aus HEL-Sequenz und

Trimerisierungsdomane sind in Abb. 3.10. schematisch dargestellt.
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Abb. 3.10 Schematische Darstellung der murinen 1i41 und der rekombinanten HEL-Tri

Molekile. Das HEL-Tri31 Molekil besteht aus der kompletten Sequenz des Hen egg lysozyme
(HEL) und der Trimerisierungsdomane (aa117-191) und das HEL-Tri41 Molekdil besitzt noch die
Cathepsin L-Inhibitor Doméane und die N-terminalen Aminosauren der li41. Das HEL-Tri41 no
Leader und das HEL no Leader Molekiil besitzen keine ER-Signalsequenz (aa 1-17).
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3.2.1 Expression der rekombinanten HEL-Tri Molekiile

Nach Klonierung der HEL-Tri Molekile wurde durch transiente Transfektion von COS7
Zellen Uberprift, ob die Fusionsproteine von eukaryotischen Zellen exprimiert werden.
Wie in Abb. 3.11(A) zu sehen ist, wurden die **S-radioaktiv markierten Proteine nach
Immunprazipitation mit einem polyklonalen anti-HEL-Serum in einer SDS-PAGE
aufgetrennt. Man erkennt eine Doppelbande von 30/28 KDa, die dem chimaren HEL-
Tri31 Protein und eine Doppelbande von ca. 39/40 kDa, die dem rekominanten HEL-
Tri41 Protein entspricht. Bei den Doppelbanden der HEL-Tri31 bzw. HEL-Tri41
Proteine handelt es sich um unterschiedliche Glykosilierungsformen der chimaren
Molekiile (siehe auch Abschnitt 3.2.3).

Mit dem monoklonalen anti-li-Antikérper In-1 konnten die chimaren HEL-Tri Konstrukte
nicht immunprazipitiert werden, da dieser spezifisch den cytoplasmatischen Teil (aa1-
29) der murinen Invarianten Kette erkennt.

In Abb. 3.11(B) erkennt man in der SDS-PAGE die Proteinbanden des HEL-Tri41
Proteins und des HEL-Tri41 no Leader Proteins nach Immunprazipitation mit dem
polyklonalen HEL-Serum. Wiederum erkennt man mehrere Banden des HEL-Tri41
Proteins, die wahrscheinlich unterschiedliche Glykosilierungsformen darstellen.

Das HEL-Tri41 no Leader Protein, das keine ER-Signalsequenz besitzt, wird im
Cytoplasma exprimiert und folglich nicht im ER bzw. Trans-Golgi-Netzwerk glykosiliert,
besitzt daher keine Mehrfachbanden, die auf unterschiedliche Glykosilierungformen
zurick zu fihren sind und man erkennt daher nur eine Proteinbande von ca. 33 kDa.
Das HEL-Protein und das HEL noL Protein sind 14 kDa grol3e Proteine, die in
Abbildung 3.11(B) ebenfalls nach transienter Expression von COS7 Zellen zu sehen

sind.
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Abb. 3.11 Synthese der rekombinanten HEL-Tri Proteine mit und ohne ER-Signalsequenz in
COS7 Zellen. 48 Std. nach der Transfektion mit Plasmid-DNA wurden die COS7 Zellen mit 30
MCi “°S-Methionin radioaktiv markiert und anschlieend mit NP40 lysiert. Die Proteine aus den
Zelllysaten wurden entweder mit dem monoklonalen anti-li-Antikbrper In-1 oder einem
polyklonalen anti-HEL Kaninchenserum prazipitiert und elektrophoretisch in einem 12% SDS-
Gel auftrennt und fluorographisch detektiert. (A) zeigt die Expression der HEI-Tri31 und HEL-
Tri41 Proteine, in (B) sind die Expressionsbanden der HEL-Tri41 und HEL Proteine mit und
ohne ER-Signalsequenz (no Leader) dargestellt.

3.2.2 Assoziation der HEL-Tri Molekiile mit der murinen Invarianten Kette

Nachdem die Proteinexpression der rekombianten HEL-Tri Proteine gezeigt wurde,
sollte nun die Assoziation der chimaren HEL-Tri Proteine mit der kompletten murinen
Invarianten Kette (li31) durch Koexpression Uberprift werden. Hierzu wurden COS7
Zellen mit DNA der murinen [i31 und HEL-Tri31 oder HEL-Tri41 kotransfiziert und nach
radioaktiver Markierung die Proteinkomplexe mittels Immunprazipitation und
anschlieflender SDS-PAGE fluorographisch detektiert.

In Abb. 3.12 erkennt man eine Assoziation von muriner Invarianter Kette 1i31 und dem
HEL-Tri31 bzw. HEL-Tri41 Protein nach Immunprazipitation mit dem anti-HEL Serum.
Man erkennt bei der Kotransfektion von 1i31 und HEL-Tri eine Bande, die der murinen
li31 entspricht und die Doppelbande, die dem HEL-Tri31 bzw. dem HEL-Tri41 Molekal
entspricht. Eine Assoziation von 1i31 und HEL-Tri Molekulen konnte nicht gezeigt
werden, wenn eine Immunprazipitation mit einem Antikérper (In-1), der gegen den N-

terminalen Anteil von li gerichtet ist, durchgefuhrt wurde.
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Abb. 3.12 Darstellung der Assoziation von muriner li und den rekombinanten HEL-Tri Proteinen.
Nach Koexpression der murinen 1i31 und den HEL-Tri31 bzw. HEL-Tri41 Konstrukten in COS7
Zellen und anschlieender radioaktiver 35S-Markierung, wurden die Proteine mit einem
monoklonalen anti-li Antikbrper bzw. einem polyklonalen anti-HEL-Serum prazipitiert und
aufgrund ihres unterschiedlichen Molekulargewichtes in einem 16 % Acrylamidgel aufgetrennt.

3.2.3 Transport der HEL-Tri Molekule aus dem ER in den Golgi-Komplex

Die Glykosilierung von Proteinen erfolgt im ER und beim intrazellularen Transport
durch den Golgi-Komplex werden diese Zuckerseitenketten modifiziert. Modifizierte N-
gebundene Zuckerreste kénnen durch Endoglykosidase H (Endo H) nicht mehr
gespalten werden, man bezeichnet sie als Endo H resistent. Unmittelbar nach der
Synthese im ER sind die Proteine sensitiv gegenuber Endoglykosidase H. Bei
Proteinen, die das ER nicht verlassen, zeigt sich in der SDS-PAGE eine
Grélenabnahme von ca. 3 kDa pro N-gebundenem Zuckerrest nach Endo H-Verdau.
Fir diesen Versuch wurden COS7 Zellen transient mit der HEL-Tri41 oder HEL-Tri31
cDNA ftransfiziert und nach radioaktiver *°S-Markierung mit Endoglykosidase H
verdaut.

In Abbildung 3.13 sind die HEL-Tri31 und HEL-Tri41 Proteine nach Endo H Verdau
dargestellt. Bei beiden HEL-Tri Molekilen (HEL-Tri31 und HEL-Tri41) erkennt man in
der SDS-PAGE eine Doppelbande oder Mehrfachbanden, deren obere Banden nach
Endo H Verdau nicht mehr zu sehen sind. Die obersten Banden mit dem hochsten
Molekulargewicht reprasentieren die Endo H sensitive, nicht transportierte Form des
HEL-Tri Molekils, die sich im ER befindet. Bei der unteren Bande mit niedrigeren
Molekulargewicht ist kein GréRenunterschied nach Endo H Verdau zu erkennen ist.

Dabei handelt es sich um die Endo H-resistente im Golgi-Komplex modifizierte Form
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des HEL-Tri Molekuls. Es kann davon ausgegangen werden, dass die HEL-Tri Proteine

nach Expression das ER verlassen und in das Trans-Golgi Netzwerk gelangen.

HEL-Tri 41 + EndoH
HEL-Tri 31 + EndoH

HEL-Tri 41
HEL-Tri 31

30 kDa =

Abb. 3.13 Expression der rekombinanten HEL-Tri 31 und HEL-Tri 41 Proteine vor und nach
Endo H-Verdau nach 30 minltiger radioaktiver » S-Markierung und Immunprazipitation

3.2.4 Sekretion der rekombinanten HEL-Tri Proteine

In den vorangegangen Versuchen wurde gezeigt, dass die HEL-Tri Molekile im Golgi
Apparat modifiziert werden. In diesem Versuch sollte untersucht werden, ob die
Fusionsproteine sezerniert werden und als lésliches Antigen vorkommen. Ldsliche
Antigene koénnen von B-Zellen aufgenommen werden und bei Immunisierungs-
versuchen eine Antikérperantwort ausldsen.

Die HEL-Tri Konstrukte bestehen aus dem C-terminalen Anteil der Invarianten Kette
und besitzen keine Transmembrandomane wie die murine Invariante Kette 1i31, die in
der Membran des ER verankert ist (Typ Il Membranprotein). Die ersten 17
Aminosauren der HEL-Sequenz kodieren fir eine ER-Signalsequenz, die es den
Proteinen ermdglicht nach ihrer Synthese ins ER zu gelangen.

COS7 Zellen wurden fir diesen Versuch liposomal mit cDNA der Konstrukte HEL-
Tri41, HEL-Trid1noL, HEL bzw. HEL noL, transient transfiziert und nach 48 Stunden
radioaktiv markiert. Ein Teil der markierten Zellen wurde nach 10 Minuten lysiert. Die
restlichen Zellen wurden eine weitere Stunde kultiviert und anschlieBend lysiert. Der
Zellkulturiberstand wurde ebenfalls nach einer Stunde gesammelt und auf das
Vorhandensein von sekretietem HEL-Tri Protein untersucht. Alle Proteine aus den

Zelllysaten und der Zelliberstand wurden prazipitiert und im SDS-Gel aufgetrennt.
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Wie in Abb. 3.14 zu sehen ist, werden die HEL-Tri Molekule nach Biosynthese ins ER
sezerniert und koénnen bereits eine Stunde nach biochemischer, radioaktiver
Markierung im Uberstand von COS7 Zellen nachgewiesen werden. In dieser Abbildung
sind nur die sezernierten HEL-Tri41 und HEL cDNA Molekile zu sehen, aber auch das
HEL-Tri31 Molekul wird eine Stunde nach radioaktiver Markierung sezerniert (Daten
nicht gezeigt). Im Gegensatz zu den Proteinen mir ER-Signalsequenz konnten das
HEL-Tri41 no Leader Protein bzw. das HEL no Leader Protein weder im
Kulturiiberstand noch 1 Stunde nach radioaktiver Markierung in den transfizierten
Zellen nachgewiesen werden. Diese cytoplasmatisch exprimierten Proteine (HEL no
Leader bzw. HEL-Tri41 no Leader) wurden vermutlich durch cytosolische Proteasen
nach kurzester Zeit wieder abgebaut und konnten deshalb nach einer Stunde nicht
detektiert werden.

£ < £ < £ < c <

S > E T E <~ E =

o < -8 o = -g o = -8 o < -g

-~ ~ o -~ -~ S -~ -~ © A ~— o]

5 5 § & & § § & & 5 5 %

T 8 3 3 8 5 838 5 8 3 8
. - ™ €& HEL-Tria1
30 kD2 — S T it 1: HEL-Tri41
no Leader

-

14,3 kDa — l----I Ol | “I - -'I | i A |<— HEL/ HEL
' MEL-Tria1 ' | HEL-Tra1 ' HEL '' pgL | nolLeader

no Leader no Leader

Abb. 3.14 Sekretion der rekombinanten HEL-Tri41 Proteine. Nach transienter Expression in
COS7 Zellen wurden die Proteine 10 min radioaktiv markiert und direkt lysiert (10 min) oder
eine weitere Stunde (1 h) in Komplettmedium kultiviert und anschlieRend lysiert. Nach einer
Stunde wurden die Proteine aus dem Uberstand der radioaktiv markierten Zellen sowie die
Zelllysate mit Protein A-Sepharose und mit einem anti-HEL-Serum prazipitiert, in der SDS-
PAGE aufgetrennt und fluorographisch detektiert.

3.2.5 In vitro Antigenpasentation mit den rekombinanten HEL-Tri
Molekiilen

Durch Endo H-Verdau konnte gezeigt werden, dass die HEL-Tri Molekile das ER
verlassen. Ebenfalls konnte eine Assoziation der HEL-Tri31 bzw. HEL-Tri41 Molekule

mit der murinen Invarianten Kette (li31) bzw. mit MHC Klasse Il Molekilen
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nachgewiesen werden. Mittels eines Antigen-Prasentationstests soll nun Uberprift
werden, ob die HEL-Tri Molekile Uber die Assoziation mit 1i31 und I-A* in die MHC
Klasse Il Beladungskompartimente gelangen und sich antigene HEL-Peptide in MHC
Klasse Il Molekilen auf der Zelloberflache befinden.

Transient transfizierte COS7 Zellen wurden in diesem Versuch mit HEL-spezifischen T-
Zelllinien inkubiert. Die Prasentation des HEL 46-61 Peptids konnte mit der 3A9 T-
Zelllinie exemplarisch bei dem rekombinanten HEL-Tri31 Molekil bei transient
transfizierten COS7 Zellen nachgewiesen werden, wie im Balkendiagramm in Abb.
3.15 zu sehen ist. Auch eine Prasentation des schwach affinen HEL34-45 Epitops
konnte bei COS7 Zellen, die mit I-A“ und HEL-Tri31 transfiziert wurden beobachtet
werden. Die HEL-Tri Molekile gelangen nach der Expression in den MHC Klasse |l
Prozessierungsweg und kénnen spezifische T-Zellen aktivieren. Es zeigte sich aber
auch, dass COS7 Zellen, die mit I-A* und HEL cDNA transfiziert wurden, zur
Antigenprasentation von HEL-Epitopen fahig sind und 3A9 und 3B11 Z-Zellen

aktivieren konnen.

& aost
€ 20000 A N\
\
10000 - §
\
0 L

I+ Xv-
AV

I3H + AVl
¢+ 21110

LEU1-TTH + V-
S B I3H-I + V-

LEUL
-13H + LEl + V-

Abb. 3.15 CTLL-2 Proliferationstest HEL-Tri31 transfizierter Zellen. COS7 Zellen wurden mit
I-A* und HEL-Tri31 bzw. 1i31 cDNA transient transfiziert. 10° spezifische T-Zellen, die das hoch
affine HEL-Epitop 46-61 erkennen (3A9) oder das schwach affine HEL-Epitop 34-45 (3B11)
erkennen, wurden zugegeben und der Uberstand nach 2 Tagen mit 5 10® Zellen der IL-2
abhangigen Zelllinie CTLL-2 inkubiert. Die CTLL-2 Zellen proliferieren nur in Abhangigkeit von
IL-2 (CTLL-2 + IL-2=straffierter Balken), das als rekombinantes Protein in einer Konzentration
von 2 ng/ml zugegeben wurde.
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3.2.6 Zusammenfassung der Ergebnisse der Fusionsproteine HEL-Tri aus
der Sequenz des Hiihnereiweillysozyms und der Trimerisierungsdomane
der Invarianten Kette

Wie in den vorangegangenen Abschnitten (3.2.1-3.2.5) dargestellt, werden die
Fusionsproteine aus der kompletten Sequenz des Hihnereiweilllysozyms und der
Trimerisierungsdomane der Invarianten Kette (HEL-Tri31) bzw. und der Cathepsin L
Inhibitordomane (HEL-Tri41) exprimiert anschlielend transportiert und sezerniert. Alle
HEL-Tri Molekile gelangen in den MHC Klasse Il Prasentationsweg und konnen in

vitro Antigen-spezifische T-Zellen aktivieren.

3.3 Vakzinierung von C3H Mausen mit li-HEL und HEL-Tri DNA

Eine Verbesserung der CD4+ Immunantwort nach DNA-Immunisierung kdénnte durch
eine zielgerichtete Einschleusung von Antigenen in den MHC Klasse |l
Prozessierungsweg und durch eine Prasentation von antigenen Peptiden auf
professionellen Antigen-prasentierenden Zellen erreicht werden. In den zuvor
beschriebenen in vitro Versuchen konnte eine Antigenprozessierung und Prasentation

der li-HEL Konstrukte und der HEL-Tri Konstrukte nachgewiesen werden.

Alle li-HEL Konstrukte mit dem hoch affinen HEL49-62-Epitop, ob nun anstelle der
GBS oder am C-Terminus der li, unterschieden sich nicht in ihrer Fahigkeit MHC
Klasse Il Molekile mit antigenen HEL-Peptiden zu beladen. Ein Unterschied im
Bindungsverhalten konnte nur zwischen dem hoch affinen und dem schwach affinen
HEL-Epitop festgestellt werden. Daher wurde fir die DNA-Vakzinierung das
rekombinante li-HEL _g_s Konstrukt mit dem hoch affinen HEL49-62 Peptid anstelle
der GBS der Invarianten Kette ausgewahlt.

In in vitro Versuchen wurde gezeigt, dass die HEL-Tri Molekile ebenfalls in die MHC
Klasse Il Beladungskompartimente gelangen und prasentiert werden. In den folgenden
Abschnitten soll die humorale und zellulare Immunantwort bei li-HEL und HEL-Tri

cDNA-immunisierten Mausen untersucht werden.
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3.3.1 In vivo Antigenprasentation nach DNA-Vakzinierung

Eine Immunisierung bewirkt, dass sich T-Effektorzellen bilden, die verschiedene
Immunreaktionen ausfihren. Ziel folgender Versuche war es durch Plasmid-DNA
Vakzinierung eine CD4+ spezifische T-Helferzellantwort in Mausen zu induzieren.
T-Zellen, die nach Immunisierung auf ein spezielles Antigen reagieren, proliferieren in
Gegenwart dieses Antigens. Proliferierende T-Zellen kdnnen durch den Einbau von
radioaktiv markiertem *H-Thymidin in sich replizierende DNA gemessen werden. Die
Art der proliferierenden T-Effektorzellen kann durch diesen Antigenproliferationstest
nicht bestimmt werden, es wird nur die klonale Expansion von Antigen-spezifischen T-
Zellen gemessen.

6-8 Wochen alte C3H Mause wurden im Intervall von 10 Tagen vier bis funfmal mit
DNA-beschichteten Goldpartikeln immunisiert. Dabei wurden die DNA-Goldpartikel
mittels der Gene Gun Apparatur unter Heliumdruck in die Haut des Abdomen injiziert.
Kontrolltiere wurden gleichzeitig mit 10 pg lyophilisiertem HEL-Protein in einem CpG-
haltigen Adjuvans vier bis finfmal geimpft.

Den immunisierten Mausen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Mehrfachimmunisierung die Milz und die Lymphknoten entnommen. Es wurden
Proliferationstests nach 11, 12, 18, 19, und 20 Tagen nach der letzten Impfung
durchgefihrt (Daten nicht gezeigt). Eine HEL-spezifische Proliferation konnte nur mit
Milzzellen, die 4-10 Tage nach der letzten Vakzinierung enthommen wurden,
nachgewiesen werden. Lymphknotenzellen, die 4 bis 10 Tage nach der letzten Impfung
entnommen wurden, zeigten keine HEL-spezifische Proliferation. Zur Etablierung des
Proliferationstests wurden verschiedene Inkubationszeiten der Milzzellen mit den
Antigen erprobt. Es stellte sich heraus, dass erst nach 96 oder 120 Stunden Inkubation
eine Proliferation detektiert werden konnte. Nach einmaliger DNA-Immunisierung
konnte bei Milz- bzw. Lymphknotenzellen keine HEL-spezifische Proliferationsantwort

nachgewiesen werden.

Nach funfmaliger Vakzinierung konnte bei den li-HEL49-62, den HEL cDNA und den
HEL-Protein vakzinierten Tieren eine HEL-spezifische T-Zellproliferation (siehe Abb. 3.
16) detektiert werden. Bei Mausen, die mit Leervektor immunisiert wurden, konnte

keine HEL-spezifische Proliferation detektiert werden.
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Abb. 3.16 Milzzellen von Tieren, die mit Leervektor, HEL cDNA, li-HEL49-62 und HEL-Protein
vakziniert wurden, wurde mit 10 yM HEL-Protein 96 h inkubiert. Nach Zugabe von 1 uCi 3H-
Thymidin wurde fiir weitere 16 h inkubiert. Die HEL-spezifische Proliferation wurde nach Einbau
von radioaktivem *H-Thymidin in proliferierende Milzzellen mit und ohne Antigen gemessen und
als Acpm (= cpm Milzzellen mit HEL-Antigen — cpm Milzzellen) dargestellt.

HEL-spezifische T-Zellen wurden auch nach mehrmaliger Vakzinierung von C3H

Mausen mit den Trimerisierungsvektoren (HEL-Tri31, HEL-Tri41) gebildet.

Vergleicht man die HEL-spezifische Proliferation bei Tieren, die finfmal mit HEL cDNA,
HEL-Tri31 oder HEL-Tri41 immunisiert wurden, erkennt man in Abb. 3.17 die hochsten
Proliferationsraten bei den HEL-Tri41 vakzinierten Tieren. Bei jeweils einem Tier, das
mit HEL-Tri31 bzw. HEL cDNA immunisert wurde, konnte keine HEL-spezifische
Proliferation nachgewiesen werden, obwohl bei diesen Tieren HEL-spezifische

Antikérper im ELISA nachweisbar waren.
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Abb. 3.17 Milzzellen von HEL cDNA, HEL-Tri31 und HEL-Tri41 vakzinierten Tieren wurden wie
in den Methoden beschrieben mit HEL-Protein und 1 uCi *H-Thymidin inkubiert. Die HEL-
spezifische Proliferation wurde als Acpm (= cpm Milzzellen mit HEL-Antigen — cpm Milzzellen)
dargestellt. Der Mittelwerte der Proliferationsrate der Tiere, die mit dem gleichen DNA
immunisert wurden, ist als Balken im Diagramm dargestellt.

3.3.2. Detektion einer humoralen Immunantwort nach DNA-Vakzinierung

Um zu zeigen, dass sich durch die DNA Vakzinierung mit den rekombinanten Vektoren
eine humorale Immunantwort auslosen lasst, wurden 6-8 Wochen alte C3H Mause im
Abstand von 10 Tagen ein- bis finfmal immunisiert, wobei jeweils einmal 1-2 ug
Plasmid-DNA durch ballistischen Transfer abdominal verabreicht wurden. 19-21 Tage
nach einer einmaligen Vakzinierung wurde den Tieren Blut zur Bestimmung der
Antikérperkonzentration entnommen. Bei Mehrfachimmunisierungen wurde den Tieren
4-10 Tagen nach der letzten Immunisierung Blut enthommen und im ELISA auf das
Vorhandensein von spezifischen anti-HEL Antikdrpern untersucht. Mittels eines anti-
HEL Serums mit bekannter Konzentration konnte die Antikdrperkonzentration im
Serum der immunisierten Mausen bestimmt werden.

1-10 ug lyophilsiertes HEL-Protein wurde in sterilem PBS geldst und mit einem CpG-
Oligonukleotid-haltigen Adjuvans (Immuneasy) versetzt und intradermal den

Kontrolltieren im gleichen Zeitabstand injiziert.
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3.3.2.1 Antikorpernachweis nach einmaliger und mehrmaliger DNA-
Vakzinierung

Vier Gruppen von jeweils drei bis sieben Tieren wurden einmal mit Leervektor, 1i31,
HEL bzw. HEL-Tri41 DNA-beschichteten Goldpartikeln immunisiert. Kontrolltiere
wurden intradermal mit 10 ug HEL-Protein (in Adjuvans) immunisiert. Das Serum
wurde nach 19 Tagen gewonnen. In Abb. 3.18 ist das Ergebnis des anti- HEL-ELISAs
zu sehen. Die héchste spezifische Antikorperkonzentration wurde bei den Protein-
immunisierten Tieren gemessen. Weder die mit Leervektor, noch die mit Wildtyp 1i31
immunisierten Tiere zeigten HEL-spezifische Antikdrper. Schon nach einmaliger DNA-
Immunisierung konnten bei 5 von 6 HEL-Tri41 immunisierten Tieren anti-HEL
Antikérper nachgewiesen werden, wahrend nur bei einem von 7 mit HEL cDNA

immunisierten Tieren spezifische Antikdrper gemessen wurden.
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Abb. 3.18 HEL-spezifische Antikérperkonzentration (ug/ml) im Serum von einmal mit
Leervektor, wt 1i31, HEL cDNA, HEL-Tri41 und Protein immunisierten C3H Mausen. Die
Datenpunkte reprasentieren die Mittelwerte der Serumantikérperkonzentration von jeweils
einem Tier gemessen im anti-HEL-ELISA (siehe Methoden). Der Mittelwerte der
Antiképerkonzentration einer Gruppe ist in der Grafik als Linie dargestellt.
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In der Abbildung 3.19 sind die Serumantikérperkonzentrationen nach flinfmaliger
Immunisierung dargestellt. Vergleicht man die HEL-spezifische Antikdrperkonzentration
von einmaliger (siehe Abb. 3.18) und mehrmaliger Vakzinierung, erzielt man nach
mehrmaliger Immunisierung generell hohere Antikorpertiter. Auch bei der
Mehrfachimmunisierung beobachtet man bei den Protein immunisierten Tieren die
héchsten Antikdrpertiter. Eine niedrige Antikdrper-konzentration wird in M&ausen
induziert, die mit dem li-HEL49-62 Konstrukt immunisiert wurden. Die HEL49-62
Sequenz enthalt vermutlich ein B-Zellepitop, dass nur von wenigen Antikdrpern der
immunisierten Mause erkannt wird, wahrend bei den Tieren, die mit der kompletten
HEL cDNA immunisiert wurden, eine polyklonale Immunantwort gegen mehrere HEL-

Epitope stattfindet.
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Abb. 3.19 Antikérperkonzentration in pyag/ml von jeweils einem Tier gemessen im anti-HEL-
ELISA (siehe Methoden) nach mehrmaliger DNA-Vakzinierung mit Leervektor, HEL cDNA, li-
HEL49-62 HEL-Tri41 und Protein. Der Mittelwert der AntikGrperkonzentration einer Gruppe ist in
der Grafik als Linie dargestellt.
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3.3.2.2 Antikorpernachweis nach  DNA-Vakzinierung mit den
rekombinanten HEL-Tri Vektoren mit und ohne ER-Signalsequenz

Sezernierte, I6sliche Proteine, wie DNA-Vakzine mit ER-Signalsequenz, werden von B-
Zellen gebunden und aufgenommen. Die B-Zellen produzieren dann Antigen-
spezifische Antikdrper. Wie bereits durch in vitro Versuche gezeigt, wurden die
rekombinanten HEL und HEL-Tri Proteine nach transienter Transfektion sezerniert. Um
den Einflul der Sezernierung von Proteinen bei der Plasmid-DNA Vakzinierung zu
uberprifen, wurden je vier Tiere funfmal mit HEL cDNA und HEL-Tri41 immunisiert.
Beide Konstrukte besitzen die komplette Sequenz des HEL-Proteins mit der ER-
Signalsequenz. Ebenfalls wurden vier Tiere funfmal mit DNA-Konstrukten mit gleicher
Proteinsequenz, aber ohne ER-Signalsequenz (HEL noL und HEL-Tri41 noL), geimpft.
Vergleicht man die HEL cDNA geimpfte Gruppe mit der HEL no Leader Gruppe bzw.
die HEL-Tri 41 geimpften Tiere mit den HEL-Tri41 no Leader geimpften Tieren, erkennt
man in Abb. 3.20 bei den HEL cDNA und den HEL-Tri41 Tieren einen hdheren
Antikorpertiter. Eine hdhere Antikdrperkonzentration wurde somit bei den Tieren

erreicht, die mit den Konstrukten mit ER-Signalsequenz vakziniert wurden.
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Abb. 3.20 HEL-spezifische Antikérper (ug/ml) im Serum von HEL cDNA, HEL noL HEL-Tri41
und HEL-Tri41 noL DNA-immunisierten C3H Mausen. Die HEL noL und HEL-Tri41 noL
Konstrukte besitzen keine ER-Signalsequenz. Der Mittelwert der Antikdrperkonzentration einer
Gruppe ist in der Grafik als Linie dargestellt.
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3.3.2.3. Vergleich der humoralen Immunantwort nach Vakzinierung mit
HEL und HEL-Tri DNA

Die Molekile HEL-Tri31 und HEL-Tri41 unterscheiden sich durch die Cathepsin L-
Inhibitordomane am C-Terminus. Um die Effizienz der DNA-Immunisierung mit
rekombinanten Vektoren, die die Trimerisierungsdomane bzw. die
Trimerisierungsdomane und die Cathepsin L Inhibitor-Domane besitzen zu
untersuchen, wurden daher im folgenden Versuch jeweils 9-10 Tiere mit HEL cDNA,
HEL-Tri31 oder HEL-Tri41 Plasmid-DNA immunisiert. Im Diagramm (Abb. 3.21) sind
die Serumantikérperkonzentrationen jeweils eines Tieres nach finfmaliger
Immunisierung dargestellt. Die horizontalen Balken reprasentieren die Mittelwerte der
Antikérperkonzentrationen jeder Gruppe. Man erkennt, dass die Tiere, die mit HEL-
Tri41  DNA  immunisiert wurden, eine signifikant (p=0,0023) hohere
Antikérperkonzentration besitzen als die Tiere, die nur mit dem HEL-Antigen alleine
immunisiert wurden. Zwischen den Tieren, die mit HEL-Tri31 und HEL cDNA
immunisiert wurden besteht kein signifikanter Unterschied (p>0,05; p=0,4452) in der

Antikérperkonzentration nach DNA-Vakzinierung.
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Abb. 3.21 Vergleich der HEL-spezifische Antikérper (ug/ml) im Serum von HEL cDNA, HEL-
Tri31 und HEL-Tri 41 DNA immunisierten C3H Mausen. Der Mittelwert der Antikdrper-
konzentration einer Gruppe ist in der Grafik als Linie dargestellt.
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In weiteren Versuchen (Daten nicht gezeigt) wurden insgesamt 16 Tiere mit HEL
cDNA, 9 Tiere mit HEL-Tri31 und 14 Tiere mit HEL-Tri41 finfmal immunisiert. Auch bei
diesen Versuchen erkennt man einen signifikant hdheren Antikdrpertiter (p=0,0291) bei
den HEL-Tri41 immunisierten Tieren. Auch in diesem Versuch unterscheidet sich die
Antikorperkonzentration der HEL-Tri31 immunisierten Tiere nicht signifikant (p=0,9323)

von den HEL cDNA immunisierten Tieren.
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4. Diskussion

4.1. Untersuchungen zur Bedeutung der Affinitat und der Position der T-
Zellepitope bei li-Fusionsmolekiilen

CD4+ T-Zellepitope entstehen durch Degradation von Proteinen in Endosomen. Als
Fusionsmolekil aus Invarianter Kette und T-Zellepitop kénnen Antigene in den MHC
Klasse Il Prozessierungsweg eingefihrt werden (Sanderson et al., 1995; Van Bergen
et al., 1999; Sponaas et al., 1999; Carstens et al., 2000; Diebold et al., 2001). In dieser
Arbeit wurde die Invariante Kette dazu benutzt, um bekannte T-Zellepitope des HEL-
Proteins in den MHC Klasse Il Prozessierungsweg einzuschleusen.

Das Huhnereiweilllysozym (HEL) diente in dieser Arbeit als Modellantigen zur
Untersuchung der Beladung von MHC Klasse Il Molekilen mit Peptiden. Die T-
Zellepitope dieses Proteins sind sehr gut untersucht (Babbit et al., 1985; Allen et al.,
1987; Nelson et al., 1992; Nelson et al., 1996), und die Bindungseigenschaften dieser
Epitope an das murine MHC Klasse Il Molekiil I-A“ wurden in zahlreichen Arbeiten
beschrieben (Nelson et al., 1994, 1996; Dadaglio et al., 1997; Carrasco-Marin et al.,
1999; Latek et al., 2000; Gugasyan et al., 1998, 2000).

Peptide binden mit Aminosaurenseitenketten an Taschen aus konservierten
Aminosauren der MHC Klasse |l Bindungsgrube. Fir die Bindung an MHC Kilasse |l
Molekile sind Aminosaurereste des antigenen Peptids entscheidend, die als primare
Ankerpositionen bezeichnet werden. Die Aminosauren Asparaginsaure (D) an
Ankerposition P1 und Serin (S) an Ankerposition P9 binden an Aminosauretaschen der
Bindungsgrube von I-A*. Das HEL-Epitop 49-62 mit der AminosduresequenzGSTDY
GILQINSRY besitzt diese beiden Ankerpositionen und verfligt auflerdem noch
Uber einen sogenannten Hilfsanker an Position P4 (Nelson et al., 1996; Latek et al.,
2000). Die flankierenden Bereiche am N-Terminus eines Peptids, die aulerhalb der
Bindungsgrube mit Klasse Il Molekllen interagieren, beeinflussen die Stabilitdt der
beladenen MHC Klasse |l Molekile (Stumptner und Benaroch, 1997). Das HEL-Epitop
49-62 besitzt noch drei zusatzliche Aminosduren am N-Terminus und bindet mit hoher
Affinitat an das murine MHC Klasse Il Molekiil I-A.

Fir die eigentliche Bindung der Peptide in der Bindungsgrube der MHC Klasse Il
Molekdle sind 8-10 Aminosauren notwendig. Die verkirzte Sequenz des HEL-Epitopes
52-61 (Aminosauresequenz D Y G I L Q I N S R) besitzt drei Ankerpositionen und
bindet ebenfalls mit hoher Affinitat an I-A* (Nelson et al., 1996; Pu et al., 2002). Ein
Unterschied zwischen dem verkirzten HEL-Epitop 52-61 und dem immundominanten
HEL-Epitop 46-62 besteht in der Bindungsaffinitat, die bei dem verkiirzten HEL-Epitop

neunfach niedriger ist. Die Halbwertzeit der Peptid-a3-Komplexe auf der Zelloberflache
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ist fir das HEL-Epitop 52-61 gegeniber dem HEL-Epitop 48-62 vermindert (Nelson et
al.,, 1994; Nelson et al., 1996). Fir die T-Zellerkennung sind die Aminosauren
zustandig, die aus der Bindungsgrube herausragen. Die Aminosaure Leucin (L) in
Position 56 des HEL-Epitops 52-61 wird vom T-Zellrezeptor erkannt. Es wurde ein
mutiertes li-HEL Protein konstruiert mit einem Austausch von Leucin gegen Isoleucin
(li-HELmut), das die gleiche Affinitat zu I-A“ wie das HEL-Epitop 52-61 besitzt
(Dadaglio et al., 1997). Das HEL-Epitop 34-45 (FESNF T QA T N R) mit nur einer
Ankeraminosaure (N = Asparagin) bindet mit niedrigerer Affinitat in der Bindungsgrube
von |-A* (Gugasyan et al., 1998).

Die Affinitat eines antigenen Peptids ist bei der Bindung an MHC Klasse Il Molekile
entscheidend. MHC Klasse |l Molekulle werden durch die Bindung eines hoch affinen
Peptids stabilisiert (Germain und Hendrix 1991; Sadegh-Nasseri et al., 1994). In dieser
Arbeit wurde die Stabilitit von MHC Klasse || Komplexen in vitro untersucht. Die
Fusionsmolekiile, die entweder das hoch affine T-Zellepitop HEL 49-62 oder verkirzte
HEL-Epitop 52-61 besitzen, bilden mit MHC Klasse || Molekllen SDS-stabile Komplexe
aus Peptid, o- und p-Kette. Wie von E. Unanue und Mitarbeitern beschrieben,
stabilisieren die HEL-Peptide 48-62 und 52-61 die neusynthetisierten MHC Klasse |l
Molekile und bewirken, dass diese Peptid-beladenen MHC Klasse Il Molekiile eine
langere Halbwertszeit auf der Zelloberflache besitzen (Nelson et al., 1993; Nelson et
al., 1994). Auch in eigenen Experimenten wurde im Durchflusszytometer eine
vermehrte Oberflachenexpression von MHC Klasse Il Molekulen auf Zellen gefunden,
die mit den li-Fusionsmolekilen, die entweder das HEL-Epitop 49-62 oder das HEL-
Epitop 52-61 enthielten, transfiziert wurden.

Wie in weiteren Versuchen festgestellt wurde, beeinfluBt der Austausch der
Aminosaure Leucin gegen Isoleucin an Position 56 des li-HELmut Molekuls nicht die
SDS-Stabilitdt von MHC Klasse Il Molekulen. Diese Ergebnisse sind konform mit
Literaturangaben (Dadaglio et al., 1997).

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob sich T-Zellepitope mit niedriger
Affinitat zu MHC Klasse Il Molekilen in den Antigenprasentationsweg einschleusen
lassen. Dazu wurden rekombinante Fusionsmolekiile aus der Sequenz der Invarianten
Kette und dem niedrig affinen HEL-Epitop 34-45 hergestellt. Die Molekile enthielten
entweder anstelle der Grube-bindenden Region (li-HEL_g_w) oder am C-Terminus (li-
HEL_C_w) der Invarianten Kette das niedrig affine Epitop. Dieses Epitop bildete mit
dem MHC Klasse Il Molekiil I-A* keine SDS-stabilen Dimere von 50 kDa aus. Ebenfalls
konnte keine vermehrte MHC Klasse |l Oberflachenexpression im DurchfluRzytometer
von li-HEL g w oder li-HEL_C_w transfizierten Zellen nachgewiesen werden. Diese

Ergebnisse stimmen mit Literaturangaben Uberein (Gugasyan et al., 1998, 2000).
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Allerdings konnte beobachtet werden, dass das niedrig affine T-Zellepitop HEL 34-45
in Antigenprasentationsversuchen HEL 34-45-spezifische T-Zellen zur IL-2 Sekretion
anregen konnte. Das niedrig affine T-Zellepitop gelangt an die Zelloberflache, obwohl
in biochemischen Versuchen keine SDS-stabilen Dimere gefunden wurden. Es wird
postuliert, dass biochemische Untersuchungen zur Immundominanz und
Bindungsaffinitat von T-Zellepitopen nicht mit der Anzahl der aktivierten T-Zellen
Ubereinstimmen (Velazquez et al., 2001). Auch Carstens fand, dass niedrig affine T-
Zellepitope, wenn sie als li-Fusionsmolekiile angeboten wurden, T-Zellen zur IL-2

Ausschittung, nicht aber zur Proliferation bringen konnten (Carstens et al., 2000).

In weiteren Versuchen wurden li-HEL Fusionsmolekile benutzt, die an verschiedenen
Stellen in der Sequenz der Invarianten Kette jeweils ein HEL-Epitop besalen. Damit
sollte die Bedeutung der Position der T-Zellepitope in der Sequenz der Invarianten
Kette untersucht werden. Bei den rekombinanten li-HEL Molekilen (li-HEL_sw, li-
HEL_wm, li-HEL_ws) mit zwei verschiedenen affinen HEL-Epitopen bildeten sich SDS-
stabile Dimere von 50 kDa aus, wenn das hoch affine HEL-Epitop 49-62 oder 52-61 in
dem Molekul vorkam. Es bildeten sich mit allen drei li-Fusionsmolekilen stabile MHC
Klasse Il Komplexe unabhangig von der Position der Epitope in der Sequenz der
Invarianten Kette.

Ob sich die Epitope in der MHC Klasse Il Bindungsdomane (groove binding site =
GBS) oder am C-Terminus der Invarianten Kette befanden, beeinfluite die
Bindungseigenschaften der T-Zellepitope an MHC Klasse Il Molekulle nicht. In der
vorliegenden Arbeit konnte festgestellt werden, dal} die Ausbildung von SDS-stabilen
MHC Klasse Il Komplexen von der Affinitat des antigenen Peptids abhangt und nicht

von der Position der Epitope in der Sequenz der Invarianten Kette.

4.2 Untersuchungen zur Beladung der MHC Klasse Il Molekiile mit zwei
unterschiedlichen T-Zellepitopen

Die Hierarchie und die Effizienz der Peptidbeladung der MHC Klasse Il Molekile wird
vor allem durch die Affinitat der verschiedenen T-Zellepitope bzw. Peptide bestimmt. In
dieser Arbeit sollte die Bedeutung der Affinitat verschiedener T-Zellepitope untersucht
werden, die in einem Molekidl exprimiert werden und daher in gleicher Menge
vorkommen.

Dazu wurden Fusionsproteine aus Invarianter Kette und zwei HEL-Epitopen
hergestellt, die eine unterschiedliche Affinitat zu dem murinen MHC Klasse Il Molekdl |-

A* besitzen. Es wurde das immundominante HEL-Epitop 48-62 benutzt, von dem
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bekannt war, dass es auf 20 % der MHC Klasse || Molekile auf der Oberflachen von
Antigen-prasentierenden Zellen vorkommt, die mit HEL-Protein inkubiert wurden.
Wobei das niedrig affine HEL-Epitop 31-47 nur bei 0,3 % der MHC Molekiile vorkam
(Gugasyan et al., 2000). In Versuchen mit verschiedenen T-Hybridomzellen, die jeweils
spezifisch flr ein HEL-Epitop sind, konnte die Prasentation dieser Epitope in vitro
untersucht werden. Es wurde erwartet, dass das immundominante Epitop aufgrund
seiner hoheren Affinitat zu I-A* das niedrig affine Epitop aus der Bindungsgrube
verdrangt, mehr MHC Klasse |l Molekile besetzt und eine vermehrte IL-2
Ausschittung bewirkt. Nach Transfektion mit li-HEL Konstrukten, die beide Epitope
enthielten, wurde festgestellt, dass beide Epitope gleichzeitig prasentiert werden. Die
Prasentation des niedrig affinen Epitops resultierte in ahnlich hohen IL-2 Ausschuittung
der aktivierten T-Zellen wie das hoch affine Epitop. In dieser Arbeit konnte kein
Unterschied bei der Antigenprasentation zwischen dem hoch affinen oder dem niedrig
affinen Peptid festgestellt werden. Adorini et al. konnten nach endogener Expression
des HEL-Proteins feststellen, dass ebenfalls alle bekannten T-Zellepitope des HEL-
Proteins, inklusive des hoch affinen Epitops und des schwach affinen Epitops,
prasentiert wurden (Adorini et al., 1993). Bei diesen in vitro Versuchen wurden die
gleichen T-Zellhybridome verwendet, die auch in dieser Arbeit benutzt wurden. Von
dem verwendeten T-Zellhybridom 3A9 ist bekannt, dass bereits wenige (ca. 200)
HEL48-62 beladene MHC Klasse |l Moleklle ausreichen, um diese Zellen zur IL-2
Ausschittung zu veranlassen (Harding und Unanue, 1990). Auch die T-
Hybridomzellen, die das niedrig affine Epitop erkennen, bendtigen keine
kostimulatorischen Signale, um IL-2 zu produzieren, und sind sehr sensitiv. Das wurde
bei der Transfektion von sehr geringen DNA-Mengen (I-A“) beobachtet und kénnte eine
Begrindung sein, warum kein Unterschied bei der in vitro Antigenprasentation

zwischen dem hoch affinen und dem niedrig affinen Molekul festgestellt wurde.

Bei den Versuchen zur Kompetition von Peptiden spielte es ebenfalls keine Rolle, an
welcher Position in der Sequenz der Invarianten Kette sich das T-Zellepitop befand.
Van Bergen et al. postulierte, dass die Kompetition eines hoch affinen bereits
gebundenen Epitops bei Verwendung der li-Epitop Vektoren unwahrscheinlich ist, da
eine homogene Beladung mit den T-Helferzellepitopen bei MHC Klasse II DR
Molekilen beobachtet wurde (Van Bergen et al., 1997). Aufgrund der Affinitat der
Epitope wurde erwartet, dass sich keine oder eine stark verminderte Prasentation des
schwachen Epitops nachweisen lasst, wenn sich das immundominante HEL-Epitop 49-
62 in der Grube bindenden Region der Invarianten Kette (li-HEL_sw) befindet. Es
wurde davon ausgegangen, das alle neusynthetisieten MHC Klasse |l Molekile

bereits mit dem hoch affinen HEL-Epitop beladen waren, wenn COS7 Zellen mit den
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rekombinanten li-HEL_sw und |-A* Molekiilen transfiziert wurden. In den
durchgeflihrten Versuchen wurde aber wiederum eine Prasentation beider Epitope
beobachtet.

Dafir koénnte es unterschiedliche Erklarungen geben: Zum einem die bereits
aufgeflhrte Empfindlichkeit der verwendeten T-Hybridomzelllinien. Anderseits wurde
von Zhong und Mitarbeitern beschrieben, dass diese zwei HEL-Epitope (49-62; 34-45)
in unterschiedlichen Kompartimenten auf MHC Klasse || Molekile geladen werden.
Das Peptid HEL 48-62 soll an neusynthetisierte MHC Klasse Il Molekule in Lysosomen
binden und das HEL-Epitop 34-45 an reife, ,recycled* MHC Klasse Il Molekiile in
Endosomen (Zhong et al., 1997).

Um zu untersuchen, ob die promiskuitive Bindungsstelle (PBS) in der Sequenz der
Invarianten Kette die Konkurrenz zwischen hoch und niedrig affinen Peptiden
beeinflufdt, wurden Deletionsmutanten hergestellt. Bei den rekombinanten Ili-HEL
Molekulen li-HEL_Asw und li-HEL_Aws wurde die PBS-Region deletiert, die zur
Stabilitdt des MHC Komplexes beitragt. Fehlt diese Region, ist die Stabilitat der MHC
Klasse Il Molekile allein von der Bindungsstarke des Peptids abhangig.

Befindet sich das antigene Epitop in der MHC Klasse Il Bindungsdomane der
Invarianten Kette, findet eine Beladung der Klasse Il Molekiile bereits im ER statt.
Normalerweise wird in dem endosomalen MIIC Kompartment das CLIP-Fragment der
Invarianten Kette gegen ein antigenes Peptid ausgetauscht. Bei den rekombinanten
Fusionsproteinen li-HEL_Asw bzw. li-HEL_Aws sollte dieser Austausch jedoch nicht
stattfinden, es sollte entweder nur das eine oder andere Epitop prasentiert werden.
Auch hier wurde wider Erwarten eine starke Prasentation beider HEL-Epitope
nachgewiesen, auch wenn sich das hoch affine HEL-Epitop in der Grube-bindenden
Doméane der Invarianten Kette befand. Auch hier konnte die Beladung in
unterschiedlichen Kompartimenten eine Rolle spielen. Es entstehen offensichtlich
immer noch gentigend unbeladene oder ,recycled* MHC Klasse |l Molekile, die mit
Peptiden beladenen werden, die sich in den Endosomen befinden. In dem
endosomalen/lysosomalen Kompartiment wird auch die Invarianten Kette degradiert
und das Epitop, das sich am C-Terminus der Invarianten Kette befindet, wird eventuell
freigesetzt und kann an unbeladene oder ,recycled* MHC Klasse Il Moleklile binden.
Die Antigenprasentation scheint nicht nur, wie auch in dieser Arbeit festgestellt wurde,
von der Bindungsstarke der entstandenen Peptide abhangig zu sein.

Auch Velazquez et al. konnte keine Korrelation zwischen Bindungsstarke und T-
Zellaktivierung bei den beiden HEL-Epitopen 31-47 und 46- 61 feststellten. Durch die
Arbeit von Gugasyan (Gugasyan et al., 2000) wurde bestatigt, dass bei Abwesenheit
des hoch affinen Epitops 48-62 keine vermehrte Prasentation des niedrig affinen

Epitops beobachtet werden konnte. Bei Untersuchungen anderer Proteine stellte Lo-
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Man ebenfalls fest, dass die Konkurrenz zwischen Peptiden verschiedener Affinitat bei
der MHC Klasse Il Beladung nicht entscheidend fiir die Dominanz eines bestimmten
Epitops ist (Lo-Man et al., 1998).

Im Gegensatz zu Van Bergen (Van Bergen et al., 1997) konnte jedoch in vorliegender
Doktorarbeit gezeigt werden, dass sich auch niedrig affine T-Zellepitope von
rekombinanten li-Epitop Vektoren in den MHC Klasse Il Prasentationsweg
einschleusen lassen, auch wenn sie in Konkurrenz zu einem hoch affinen T-Zellepitop
stehen. Bei der Verwendung von li-Fusionsmolekilen kénnen auch niedrig affine
Epitope prasentiert werden, auch wenn sie im Wettbewerb zu einem hoch affinen
Epitop stehen. So kénnte z.B. bei der Immunisierung mit rekombinanten
Fusionsmolekiilen, die ein niedrig affines Epitop eines Onkogens enthalten, dieser

Aspekt entscheidend sein.

4.3 Fusionsproteine bestehend aus einer antigenen Sequenz und der
Trimerisierungsdomane assoziieren mit der Invarianten Kette und
gelangen in den MHC Klasse Il Prasentationsweg

In dieser Arbeit sollten Fusionsproteine hergestellt werden, die aus der
Trimerisierungsdomane der Invarianten Kette und einer antigenen Sequenz bestehen.
Hier wurde wiederum als Antigen die komplette Sequenz des Huhnereiweilllysozyms
gewahilt.

Es konnte in Koprazipitationsversuchen von transient transfizierten Zellen eine
Interaktion aller Fusionsproteine, die die Trimerisierungsdomane besitzen, mit der
kompletten Sequenz der Invarianten Kette [i31 (Wildtyp) gezeigt werden. Die
Interaktion zwischen den chimaren Molekulen und der Wildtyp Invarianten Kette findet
uber die Assoziation der Trimerisierungsdomanen der Molekule statt.

In der Maus existieren zwei Isoformen der Invarianten Kette, die 31 kDa und die 41
kDa schwere Isoform, die beide nonamere Komplexe mit MHC Klasse Il Molekilen
bilden (Ashman und Miller et al., 1999). Auch die unterschiedlichen Isoformen der
Invarianten Kette trimerisieren miteinander und bilden ebenfalls mit Klasse Il Molekilen
den nonameren Komplex (Arunachalam et al., 1994). In der vorliegenden Arbeit
assoziierte das HEL-Tri41 Molekil, dass neben der Trimerisierungsdomane auch die

Cathepsin L Inhibitordomane besitzt, ebenfalls mit der Wildtyp Invarianten Kette 1i31.

In in vitro Antigenprasentationsversuchen konnte gezeigt werden, dass die chimaren
Proteine, bestehend aus HEL-Antigen und Trimerisierungsdomane bzw.

Trimerisierungsdomane und Cathepsin L Inhibitordomane, in den MHC Klasse Il
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Prasentationsweg gelangen und HEL-spezifische T-Zelllinien aktivieren kénnen. Diese
Ergebnisse konnen durch Literaturangaben bestatigt werden. Versuche von Arneson et
al. beweisen, dass Heterotrimere aus trunkierten und Wildtyp li-Molekulen ebenfalls in
die endosomalen/lysosomalen Kompartimente gelangen kénnen (Arneson et al., 1995).
Allerdings konnte eine Antigenprasentation auch mit der HEL cDNA ohne Fusionsanteil
nachgewiesen werden. Es ist nicht auszuschlieRen, dass die sezernierten HEL-
Proteine wieder von den transfizierten Zellen durch Endozytose aufgenommen werden
und in den MHC Klasse |l Prasentationsweg gelangen. Eine Sekretion konnte bei allem

rekombinanten Molekilen gezeigt werden, die eine ER-Signalsequenz besitzen.

4.4 Induktion einer humoralen und zellularen Immunantwort mit
Fusionsproteinen nach DNA-Vakzinierung

Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene rekombinante Plasmid-Vektoren fiir die DNA
Vakzinierung herzustellen und zu untersuchen, ob diese eine Antikdrperantwort und
eine T-Zellantwort in Versuchstieren induzieren.

Mit rekombinanten Vektoren aus der Sequenz der Invarianten Kette und einem
antigenen T-Zell Epitop ist es bereits gelungen, eine CD4+ T-Zellantwort zu induzieren.
In zahlreichen Arbeiten wurde ein CD4+ T-Zellepitop anstelle der MHC Klasse I
Bindungsdomane der Invarianten Kette plaziert und Antigen-beladene MHC Klasse ||
Molekile und eine T-Zellantwort erzeugt (Van Bergen et al., 1997; Malcherek et al.,
1998; Van Tienhoven et al., 2001; Nagata et al., 2001; Toda et al., 2002).

Bei rekombinanten li-Epitop Molekilen, bei denen sich das antigene T-Zellepitop am
C-Terminus befindet, werden diese wie die Wildtyp Invariante Kette in den Endosomen
degradiert. Das Peptidepitop kann an Aminosauren der MHC Klasse |l
Peptidbindungsgrube binden und spezifische T-Hyridomazellen aktivieren (Sponaas et
al., 1999; Diebold et al., 2001).

Mittels  rekombinanter li-Epitopmolekile  kdénnen jedoch in vivo keine
Antikorperantworten induziert werden. Eine effiziente Antikérperantwort konnte nur mit
einem Vektor, der aus der 41 kDa schweren Isoform der Invarianten Kette und einem
antigenen Epitop bestand, induziert werden (Nagata et al., 2001). Deshalb sollten in
der vorliegenden Arbeit chimare Molekile (HEL-Tri31), die aus dem HEL-Antigen und
der Trimerisierungsdomane der Invarianten Kette bestehen, hergestellt werden. Ein
weiteres chimares Molekul (HEL-Tri41) aus HEL-Antigen, Trimeriserungsdomane und
Cathepsin L Inhibitordomane der 41 kDA Isoform der Invarianten Kette wurde in dieser
Arbeit ebenfalls in DNA-Immunisierungsversuchen eingesetzt. Es sollte untersucht

werden, ob diese Molekiile nach DNA-Vakzinierung eine Antikérperantwort induzieren.
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Alle mit den rekombinanten Trimerisierungsmolekilen vakzinierten Tiere entwickelten
HEL-spezifische Antikérper. Es konnte aber auch eine spezifische Antikdrperantwort
bei den Tieren, die mit HEL cDNA immunisiert wurden, festgestellt werden .

Im Vergleich zu den HEL cDNA vakzinierten Tieren wurde schon nach einmaliger
Immunisierung eine héhere Antikdrperkonzentration in Versuchstieren bei Verwendung
des rekombinanten HEL-Tri41 Vektors, der zwei Domanen der Invarianten Kette
(Trimerisierungsdomane und Cathepsin L Inhibitordomane) besitzt, beobachtet. Nach
mehrmaliger DNA-Vakzinierung konnte bei den HEL-Tri41 geimpften Tieren ebenfalls
eine signifikant hohere Antikdrperantwort festgestellt werden. Es stellt sich jedoch die
Frage, warum die Molekile, die aus dem Antigen und der Trimerisierungsdomane
(HEL-Tri31) bestehen, keine signifikant hdheren Antikdrpertiter induzieren, obwohl die
Trimerisierungsdomane, wie in biochemischen Untersuchungen gezeigt, mit der
Wildtyp Invarianten Kette assoziiert. Diese Interaktion fihrt dazu, dass das Antigen in
den MHC Klasse Il Prozessierungsweg gelangt.

Bei der DNA-Vakzinierung wird nur ein geringer Prozentsatz (< 2%) von
Langerhanszellen bzw. dendritischen Zellen in der Haut direkt transfiziert (Akbari et al.,
1999). Nur in diesen transfizierten Immunzellen werden MHC Klasse || Molekiile und
die Wildtyp Invariante Kette exprimiert, die dann mit den chimaren Proteinen via
Trimerisierungsdomane interagieren kdnnen. Die Transfektion von dendritischen Zellen
ist das Schlisselereignis bei der DNA-Vakzinierung (Casares et al., 1997; Akbari et al.,
1999; You et al., 2001), aber es ist auch ein seltenes Ereignis. Es kann angenommen
werden, dass durch die geringe Anzahl der transfizierten dendritischen Zellen kein
signifikanter Anstieg der Antikdrpermenge bei HEL-Tri31 immunisierten Tieren
nachgewiesen werden konnte. Die nachste Frage, die sich stellt, ist, warum dann der
héchste Antikorpertiter und auch die hochste T-Zellproliferationsantwort bei den HEL-
Tri41 geimpften Tieren beobachtet wurde. Die beiden Konstrukte unterscheiden sich
durch die Cathepsin L Inhibitordomane der Invarianten Kette, die das HEL-Tri41
Konstrukt zusatzlich enthalt. Die isolierte Cathepsin L Inhibitordomane bindet die
Cysteinprotease Cathepsin L. Cathepsin L kommt in vielen Geweben ubiquitar vor,
hauptsachlich aber in Makrophagen, corticodalen Thymuseptithelzellen (TEC),
epidermalen Keratinozyten und Haarfolikelzellen (Roth et al., 2000). Die Funktion
dieser Interaktion zwischen Cathepsin L und der Inhibitordomane der Invarianten Kette
ist noch nicht vollstandig geklart. In den Thymusepithelzellen ist Cathepsin L
malfdgeblich an der Degradation der Invarianten Kette beteiligt und somit an der MHC
Klasse Il Prasentation von Peptiden und an der positiven Selektion von CD4+ T-Zellen
im Thymus (Honey et al., 2002). Die positive Selektion der T-Zellen im Thymus ist in
Cathepsin L-defizienten Mausen gestoért, und diese Tiere besitzen eine verminderte

Anzahl von CD4+ Zellen (Nakagawa et al., 1998). Cathepsin L ist aber nicht an der
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Degradation der Invarianten Kette in myeloischen APCs beteiligt, dort Gbernimmt
Cathepsin S diese Rolle (Nakagawa et al., 1999; Shi et al., 1999; Driessen et al.,
1999). Cathepsin L wird von epidermalen Keratinozyten und Haarfolikelzellen
exprimiert. Durch ballistischen Transfer der DNA-beschichteten Goldpartikel werden
groltenteils Keratinozyten (Lu et al., 1996; Porgador et al., 1998) direkt transfiziert.
Nach Degradation der rekombinanten HEL-Tri41 Proteine in Endosomen konnte die
isolierte Cathepsin L Inhibitordoméane an reifes enzymatisch aktives Cathepsin L
binden und die Enzymaktivitat inhibieren. Nach der Inhibition des enzymatisch aktiven
Cathepsin L kénnte das transfizierte HEL-Tri41 Molekul ohne weitere Degradation
sezerniert werden und eventuell in groReren Menge als das HEL-Tri31 Molekul
vorliegen. Eine groflere Menge Protein bewirkt, dass umgebende dentritische Zellen
das Protein aufnehmen kénnen und in die umgebenden Lymphknoten auswandern
konnen, um T-Helferzellen zu aktivieren.

Veroffentlichungen von Fiebiger et al. zeigten aber auch noch eine andere Funktion
dieser Domane: Cathepsin L wird zusammen mit der isolierten Cathepsin L
Inhibitordomane der Invarianten Kette von Makrophagen in den extrazellularen Raum
sezerniert und kann dort extrazelludre Matrixproteine wie Elastin degradieren (Fiebiger
et al., 2002). Es wird spekuliert, dass dieses zur Auflockerung der extrazelluaren Matrix
fuhrt und &hnlich wie inflammatorische Prozesse andere Immunzellen z.B.
Makrophagen anlockt. Makrophagen sind Antigen-prasentierende Zellen, die v.a.
endozytotisch aufgenommene Antigene prasentieren und T-Zellen aktivieren kénnen.
Vielleicht sezernieren die mit den HEL-Tri41 Molekilen transfizierten Keratinozyten
ebenfalls Cathepsin L, gebunden an die Inhibitordomane, und bewirken eine
Degradation der extrazelluaren Matrix. Zur Untersuchung dieses Phanomens ware es
wichtig, ein weiteres rekombiantes Fusionsmolekul herzustellen, das aus dem Antigen
HEL und der Cathepsin L Inhibitordoméane besteht. Aulerdem ware es sinnvoll zu
untersuchen, welche Immunzellen nach Gene Gun Immunisierung aktiviert bzw.
angelockt werden, und ein Cytokinprofil dieser Zellen zu erstellen. Daraus kénnte man
dann ersehen, ob ein Unterschied in der Art der Immunantwort nach Benutzung der
verschiedenen rekombinanaten li-Fusionsmolkile mit den verschiedenen Domanen

der Invarianten Kette besteht.

Bei allem durchgefihrten Immunisierungsversuchen wurde die hdchste
Antikérperkonzentration in Versuchstieren induziert, die mit dem HEL-Protein in einem
CpG-haltigen Adjuvans immunisiert wurden. Keiner der verwendeten rekombinanten
Vektoren erreichte diese hohe Antikbrpermenge. Bei der Proteinimmunisierung wurden
zehnfach hdéhere Proteinmengen als DNA-Mengen bei der DNA-Vakzinierung

eingesetzt, daher wurde ein hdherer Antikérpertiter bei der Proteinimmunisierung als
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nach DNA-Immunisierung erwartet. Bei klassischer Proteinimmunisierung kann das
Protein direkt von B-Zellen aufgenommen werden, wahrend bei DNA-Immunisierung
das Protein erst nach Transfektion und Expression zur Verfligung steht. Nach DNA-
Vakzinierung mit einigen yg DNA wurden vermutlich keine grolen Mengen Protein
gebildet. Untersuchungen von Casares und Mitarbeitern bestatigen, dass nach
Transfektion mit rekombinanten Antigen-Vektoren das rekombinante Antigen im ng-
Bereich sezerniert wird (Casares et al., 1997).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die DNA-Immunisierung zwar geringere Mengen
Antikérper erzeugt als die klassische Proteinimmunisierung, jedoch die DNA-
Immunisierung andere entscheidende Vorteile hat. Gegen Proteine, von denen nur die
DNA-Sequenz bekannt ist, kénnen mit der DNA-Vakzinierung spezifische Antikdrper
hergestellt werden. Besonders unter Verwendung der in dieser Arbeit vorgestellten
rekombinanten Vektoren, die Trimerisierungsdomane und Cathepsin L-Inhibitordomane
besitzen, erzeugt man einen hoheren Antikorpertiter als bei Verwendung des Antigens
alleine in einem Vektor.

Auch die Anwendungen der rekombinanten DNA-Impfstoffe zur Herstellung
monoklonaler Antikdrper gegen schwach immunogene hochkonservierte Sequenzen ist
durch die Benutzung der beiden Domanen der Invarianten Kette denkbar. Im
Anschluss an diese Arbeit konnte gezeigt werden, dass spezifische Antikorper nach
DNA-Vakzinierung mit rekombinanten Molekilen aus der Trimerisierungsdomane, der
Cathepsin L- Inhibitordomane und der Sequenz des BAT2-Gens (HLA-B associated
transcript 2) induziert wurden. Wobei es nicht gelungen ist, Antikérper gegen die BAT2-
Sequenz ohne Fusionsanteil nach DNA-Vakzinierung zu induzieren (Manuskript in
Vorbereitung). Die Verwendung von rekombinanten li-Fusionsmolekilen, bestehend
aus Antigen, Trimerisierungsdomane und Cathepsin L Inhibitordomane, erhéht die

Immunogenitat eines Antigens.
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5. Zusammenfassung

Die Prasentation von Antigenen ist eine wichtige Voraussetzung, um Immunzellen zu
aktivieren. T-Zellen erkennen Antigene als Peptide, die von Molekilen des
Haupthistokompatibilitdtskomplexes (MHC) auf der Zelloberflache prasentiert werden.
MHC Klasse Il Molekiile prasentieren Peptide, die durch Degradation endozytotisch
aufgenommener Antigene entstehen. Die Invariante Kette ist ein wichtiges
akzessorisches Molekil, das die intrazelluldare Faltung und Antigenbeladung der MHC
Klasse Il Molekile kontrolliert. In dieser Arbeit wurden Sequenzen der Invarianten
Kette benutzt, um Antigene in den MHC Klasse Il Prozessierungsweg einzuschleusen.
Der Mechanismus der Antigenprozessierung rekombinanter li-Fusionsmolekiile, die
aus Sequenzen der Invarianten Kette und aus verschiedenen T-Zellepitopen des
Antigens Huhnereiweilllysozym bestehen, wurde untersucht. Die Bindungs-
eigenschaften der T-Zellepitope an MHC Klasse |l Molekile ist von der Affinitat der
Epitope und nicht von deren Position innerhalb der Sequenz der Invarianten Kette
abhangig. Alle rekombinanten Fusionsmolekiile, die T-Zellepitope in verschiedenen
Positionen der Sequenz der invarianten Kette besitzen, lésten in vitro eine T-
Zellantwort aus. Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte festgestellt werden, dass T-
Zellepitope, trotz geringer Affinitat zu MHC Klasse Il Molekilen eine T-Zellantwort
ausldsen. Diese rekombinanten Fusionsmolekile sind geeignet, um als DNA-Impfstoff
eine T-Zellantwort in Versuchstieren zu induzieren. Zur Optimierung von
Immunantworten im Tier wurden weitere chimare Fusionsmolekile hergestellt. Die
chimaren Fusionsmolekiile bestehen aus der kompletten Sequenz des Hihner-
eiweilllysozyms und der Trimerisierungsdomane der Invarianten Kette. Es konnte
gezeigt werden, dass diese Fusionsmolekule mittels Trimerisierungsdomane an die
Wildtyp Invariante Kette binden und in den MHC Klasse Il Prozessierungsweg
gelangen. Im Gegensatz zu den rekombinanten Molekulen, die aus T-Zellepitopen und
der vollstandigen Sequenz der Invarianten Kette bestehen, werden die chimaren
Trimerisierungsmolekiile sezerniert und kénnen in Versuchstieren eine B- und eine T-
Zellantwort auslésen. Durch Einfligen der Cathepsin L Inhibitordomane der 41 kDa
Isoform der Invarianten Kette in die Fusionsproteine konnte eine weitere Steigerung
der humoralen Immunantwort nach DNA-Vakzinierung beobachtet werden. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch Verwendung von zwei li-Domanen in

rekombinanten DNA-Impfstoffen eine Erhdhung der Antikérperantwort erreicht wird.
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