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1

KAPITEL 1

EINLEITUNG

DAS ANGEBORENE IMMUNSYSTEM DES MENSCHEN

Die Wichtigkeit des menschlichen Immunsystems steht evolutionsgeschichtlich ge-
sehen auBer Frage. Eine entscheidende Komponente ist die Fahigkeit, eigene Struk-
turen und Proteine von fremden zu unterscheiden. Nur durch diese Fahigkeit des
Immunsystems kann sichergestellt werden, dass eine Bekampfung von eigenen Stuk-
turen und Proteinen verhindert wird, fremde Organismen jedoch schnell und effek-
tiv bekampft werden. Das Immunsystem des Menschen besteht aus zwei Teilen, dem
angeborenen Immunsystem und dem erworbenen Immunsystem. Das angeborene
Immunsystem erkennt als erstes eine potentielle Infektion und kann dann das er-
worbene Immunsystem aktivieren. Wahrend fiir eine erworbene Immunitat gegen
bestimmte Pathogene ein vorheriger Kontakt mit diesem oder seinen Antigenen er-
folgt sein muss, kann der Korper sich mit dem angeborenen Immunsystem auch
ohne vorherigen Kontakt gegen Pathogene wehren. Wichtig ist hier vor allem die
Aktivitat der Zellen, die zu diesem System gehoren; Makrophagen, dendritische Zel-
len, Granulozyten und NK-Zellen spielen eine wichtige Rolle als diejenigen Zellen,
die durch Zytokinproduktion andere Zellen anlocken, die den T-Zellen Antigene
prasentieren und die tote oder infizierte Zellen phagozytieren kénnen. Erst durch
die Aktivierung des angeborenen Immunsystems wird eine lokale Kontrolle der In-
fektion und eine Aktivierung des erworbenen Immunsystems moglich, so dass nur
so eine effektive und schnelle Immunantwort stattfinden kann. Da die Zellen des an-
geborenen Immunsystems keine spezifischen Antigenrezeptoren haben, muss eine
Erkennung von >selbst< und >fremd« tiber andere Strukturen erfolgen. Hier war die

Entdeckung der Funktion der Toll-like Rezeptoren von sehr wichtiger Bedeutung.



1.2 TOLL-LIKE REZEPTOREN

Historisch gesehen kommt der Begriff Toll-like Receptor (TLR) von dem Toll Re-
zeptor der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster). Dieser Toll Rezeptor reguliert
die embryonale Entwicklung der Fliege. Solche Fliegen, die diesen Rezeptor nicht
besitzen, zeigen sich jedoch auch anfilliger fiir Pilzinfektionen als normale Fliegen.
Es konnte gezeigt werden, dass bei diesen Fliegen, die nur ein angeborenes Immun-
system haben, die Toll Rezeptoren wichtig fiir die Kontrolle der Pilzinfektion sind
(35)-

SchlieBlich wurden dhnliche Rezeptoren auch bei Saugetieren entdeckt, die des-
wegen Toll-like Rezeptoren genannt wurden. Durch diese recht gut im Laufe der
Evolution konservierten Rezeptoren erkennen Makrophagen und andere Zellen des
angeborenen Immunsystems Pathogene wie Bakterien oder Viren, ohne dass vorher
ein Kontakt mit diesen Pathogenen notwendig gewesen ist. Diese Rezeptoren erken-
nen z.B. Bakterien an Endotoxin oder einer Haufung von CpG Motiven in der DNA
(471)). Diese verschiedenen strukturellen Komponenten aktivieren verschiedene Toll-
like Rezeptoren, die dann eine Immunantwort induzieren. Mittlerweile sind tber
zehn verschiedene Toll-like Rezeptoren bekannt, die jeweils verschiedene, meist mi-
krobielle Substanzen erkennen. Die Molekiile, die tiber einen TLR erkannt werden,
werden allgemein als PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern) bezeichnet.
Die Toll-like Rezeptoren kénnen somit >fremde« nicht-eigene Molekiile entdecken,
da die PAMP sperzifisch fir Erreger sind und nicht im Wirtsorganismus vorkommen.
Somit wird eine Aktivierung durch eigene Strukturen verhindert. Eine Immunant-
wort gegen endogene Liganden konnte nattrlich auch gefahrlich fiir den Wirtsorga-
nismus sein, da es dann gegen wirtseigene Strukturen oder Zellen vorgeht. Dennoch
sind in letzter Zeit einige moglicherweise endogene Aktivatoren der TLR gefun-
den worden. Zu ihnen zahlen die Hitzeschockproteine HSP6o, HSP70 und HSPg6,
aber auch (-defensin und Oligosaccharide, die aus extrazellularer Matrix entstehen.
Hitzeschockproteine konnten TLR aktivieren, nachdem sie aus nekrotischen Zel-
len freigesetzt wurden. Es wird spekuliert, ob diese endogenen Stimulatoren dann

auch Gene aktivieren, die fir die Reparatur beschadigter Gewebe verantwortlich

sind (37).



MYELOID DIFFERENTIATION FACTOR 88 (MYDS8S8)

Der MyD88-abhingige Signalweg ist wichtig fur die Produktion von inflammatori-
schen Zytokinen wie IL-12, TNF und IL-6. In einer Infektion spielt das Vorhanden-
sein von MyD88 eine groBle Rolle. Bei Infektionen mit grampositiven Erregern, die
hauptsachlich tber TLR2, 6 und g die Immunantwort aktivieren, zeigten MyD88
knock-out Mduse eine geringere Resistenz gegentiber diesen Erregern. MyD88 spielt
in vivo eine entscheidende Rolle bei der Bekampfung von Staphylococcus aureus und

Listeria monocytogenes (61)) (65)).

ToLL-LIKE REZEPTOR 2 (TLR2)

TLR2 signalisiert als Heterodimer zusammen mit TLR1 oder TLR6 und erkennt
verschiedene Molekiile aus gram-negativen und gram-positiven Bakterien, Pilzen,
Spirochaten und Mykobakterien. TLR2 reagiert auf viele verschieden Molekiile, wie
zum Beispiel Peptidoglykane, Lipoteichonsaure, Mannuronsaure, auf manche LPS-
Arten oder auf das Himagglutinin des Masernviruses. Fiir manche dieser Antworten
braucht TLR2 die Unterstiitzung von CD14. Man nimmt an, dass es hier zu einer di-
rekten Interaktion von Molekiilen und Rezeptor kommt, dies konnte man bei Pep-
tidoglykanen zeigen (21). TLR2-defiziente Mause sind bei manchen Infektionen,
zum Beispiel mit S. aureus oder Streptococcus pneumoniae, weniger resistent. Bei Borre-
lieninfektionen haben TLR2-defiziente Mause hohere Bakterienmengen, obwohl sie
eine normale Antikoérperbildung haben. Das konnte heiBlen, dass an der Erkennung
von Borrelien noch andere TLR beteiligt sind (772). Auch bei Menschen suchte man
nach TLR2 und dessen Funktion. Man fand einen Genpolymorphismus im TLR2
Gen, das in einem Teil von Patienten, die an Lepra litten, nachweisbar war, wah-
rend dies in der gesunden Kontrollgruppe nicht vorhanden war (24). Somit ist ein

funktionierender TLR2 wichtig fur eine gute Immunantwort auch beim Menschen.

ToLr-LIKE REZEPTOR 4 (TLR4)

Ein wichtiger Durchbruch war die Entdeckung, dass Mause, die einem Endotoxin-
schock gegentiber resistent waren, natirliche Mutationen in ihrem TLR4 aufwie-
sen (54). Da TLR4 als nattrliche Mutation bei Mausen vorkommt, wurden die-
se genauer untersucht. Es hat sich gezeigt, dass diese Mause auf Endotoxine wie

LPS nicht reagieren konnten, auf die normalerweise das angeborene Immunsystem
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reagiert. TLR4 spielt eine wichtige Rolle in der Immunantwort auf eine groe An-
zahl von Molekiilen wie LPS, bakterielles HSP60, Teichonsidure, Pneumolysin von
S.pneumoniae oder auch ein Hiillenprotein vom Respiratory Syncytial Virus (RSV) (04).
TLR4-defiziente Mause sezernieren weniger proinflammatorische Zytokine und sind
anfalliger fir Erkrankungen mit Salmonellen (3) oder Haemophilus influenzae (71)).
Bisher konnte man keine Ahnlichkeiten in der Struktur der Molekiile, die iiber den
TLR4 Signalweg gehen, ausmachen. Moglicherweise gibt es spezielle extrazellulare
Rezeptoranteile, die an verschiedene Agonisten binden, dies konnte allerdings bis-
her noch nicht gezeigt werden. Von TLR4 wurden auch bei Menschen viele Polymor-
phismen entdeckt, von denen ein bekannterer mit einem erhéhten Risiko fur einen
septischen Schock (3¢) und einem erniedrigten Risiko fiir Atherosklerose (26) be-
haftet ist.

Viele Agonisten fiir Toll-like Rezeptoren sind nicht unbedingt auf der Zelloberfla-
che zu finden, wie z.B. doppelstrangige RNA, die an TLRg bindet (2). Moglicher-
weise muss hier zunachst Phagozytose und intrazellulares Prozessieren stattfinden,
damit die Agonisten an ihren TLR binden konnen. Bekannt ist, dass Heterodime-
re aus TLR2 und TLR6 sich in der Membran der Phagolysosomen verbinden (53).
Auch TLRg, der bakterielle DNA mit CpG Motiven erkennt, erkennt diese nicht an



der Zelloberfliche (1). Jedoch erkliren auch die verschiedenen Adaptermolekiile
nicht vollstindig, warum die Signale, die eine TLR Aktivierung auslosen, so unter-
schiedlich sein konnen. Bei der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten wird
dies bei TLR2 und TLR4 deutlich. I. Sabroe et al. haben gezeigt, dass sowohl TLR2
und TLR4 fir eine Aktivierung von neutrophilen Granulozyten nétig sind. Sie ver-
andern die Expression von Adhasionsfaktoren und induzieren die Bildung von IL-8.
Aber vor allem TLR4 sendet ein anti-apoptotisches Signal, so dass eine Aktivierung
von TLR4 und die Anwesenheit von Monozyten fiir ein verlingertes Uberleben der
Granulozyten benoétigt wird (59)).

Die verschiedenen Immunantworten, die TLR auslosen konnen, werden zur Besei-
tigung der unterschiedlichen Mikroorganismen genutzt. Die Beseitigung von intra-
zelluldren Mykobakterien erfordert z.B. eine erhéhte NO-Synthese, die TLR-abhan-
gig aktiviert wird. Die Beseitigung von Viren dagegen bendtigt IFN-/3, das ebenfalls
TLR abhéngig tber IRF-g aktiviert wird.

SIGNALWEG

Der TLR Signalweg ist eine sehr wichtige Kaskade in der Reaktion des angebore-
nen Immunsystems auf mikrobielle Substanzen. Innerhalb der Zelle schreitet der
Signalweg tiber viele andere Signalproteine weiter fort. In humanen Zellen wurde
entdeckt, dass ein konstant exprimierter und aktivierter TLR tiber eine Aktivierung
von NF-xB die angeborene Immunantwort aktiviert (42)). Bakterien wie S. pneumo-
niae werden gleich durch mehrere TLR erkannt. Sie aktivieren TLR4 tber Pneu-
molysin und gleichzeitig den Heterodimer aus TLR2/TLR6 tber Peptidoglykane
und Lipoteichonsiauren sowie TLRq tiber ihre DNA. TLR haben einen gemeinsa-
men Signalweg tber die Toll-IL-1-Rezeptor (TIR) Doméne, dies resultiert schlielich
in der Aktivierung von NFxB. Die Adaptermolekiile Myeloid Differentiation Fac-
tor 88 (MyD88) und TIRAP formieren einen Signalkomplex mit den TLR, wobei
auch IL-1-R-assoziierte Kinasen (IRAK) und TNFR-assoziierter Faktor 6 (TRAF6) ei-
ne Rolle spielen (22)). Wenn dieser frithe Signalkomplex dissoziiert, kommt es zur
Interaktion mit Proteinen, wie MAPgK und TAK1, dies spielt wieder eine Rolle in
der IKK-Aktivierung und aktiviert die MAPK Signalkaskade (34])). Der aktivierte IKK-
Komplex aktiviert nun den NF-xB Signalweg (1T1). Dieser Signalweg kann allerdings
auch anders ablaufen. So kann TLR4 auch MyD88-unabhangig eine Aktivierung von

Interferon regulatory factor g (IRF-3) veranlassen, dies endet dann in der Ausschut-



tung von Typ-1 Interferonen (68). Auch eine TLRg- und TLRg-Aktivierung kann
zur Freisetzung von IFN-0 fithren. Das Interferon kann wiederum auf eine autokri-
ne Weise von Interferon abhiangige Signalwege aktivieren. TLR4 ist auch nicht der
einzige Rezeptor, der fur die LPS Erkennung wichtig ist. LPS bindet an LBP (LPS-
binding protein), und dieser Komplex wird dann von CD14 erkannt. Hierdurch
kommt es zu einer Annaherung von TLR4 und CD14, in der Zelle assoziiert MD-2
dann mit TLR4. MD-2 scheint wichtig fir den Transport von TLR4 zur Zelloberfli-
che zu sein (4q). Auch der Scavenger Receptor A ist in die Signalubertragung von
LPS involviert. Die Abbildung zeigt einen Uberblick iiber die verschiedenen TLR
mit ihren Liganden und den Signalwegen innerhalb der Zelle (33).

Eine Aktivierung der TLR kann auf verschiedene Weise beendet werden. Es gibt
losliche Formen von TLRs, die sogenannten sTLR, die TLR Signale blockieren kon-
nen. sTLR2 und sTLR4, also die Antagonisten von TLR2 und TLR4 sind bereits
bekannt. sSTLR4 scheint die Interaktion von TLR4 und MDz2 zu verhindern, die ge-
naue Funktion von sTLR2 ist bisher nicht bekannt. Auch intrazellular gibt es Fakto-
ren, die eine TLR Aktivierung beenden kénnen, z.B. MyD88s, das durch seinen Ant-
agonismus zu MyD88 die IL-1- und LPS-abhangige, aber nicht die TNF-abhdngige
Aktivierung von NF-£B stoppt. Auch bei den Mitgliedern der IRAK-Familie, also Ad-
apterproteinen, die durch MyD88 aktiviert werden, gibt es Molektle, die diese Ak-
tivierung verhindern oder stoppen. Sie heifen IRAKM, IRAK2c und IRAK2d. Wah-
rend IRAKM-defiziente Zellen oder Mause durch viel hohere Entzindungsmarker
auffielen, sah man bei Zellen, die IRAK2c oder IRAK2d uberexprimiert hatten, eine
verringerte Aktivierung von NF-xB nach Stimulation mit LPS. Bei Stimulation von
TLR4 und TLRg durch LPS beziehungsweise CpG DNA, kann SOCS1 eine Aktivie-
rung verhindern; ob dies auch fir andere TLRs gilt, ist bisher unklar. Neben die-
sen Molekiilen, die im Inneren der Zelle agieren, gibt es auch membrangebundene
Strukturen, wie z.B. ST2 und SIGIRR, die den Signalweg schon direkt am oder nach
dem Toll-like Rezeptor storen. Auch die TLR Expression selbst kann durch anti-
entziindliche Zytokine wie TGF-3 und IL-10 reduziert werden. Dies konnte auch bei
der Toleranz von Normalflora eine Rolle spielen, da gezeigt wurde, dass Darmepi-
thelien wesentlich geringere Level an TLR2 und einen fast volligen Mangel an MD2
zeigen. Zusammengefasst gibt es also auf verschiedenen Wegen der Signalkette die
Moglichkeit, eine TLR Aktivierung zu minimieren oder ganz zu verhindern. Bei den

meisten Molekiilen kennt man die genaue Regulation in der Infektion noch nicht
(35)-
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1.3

Das Vaccinia Virus zum Beispiel kodiert fiir ein Protein, das die NF-<B Aktivie-
rung verhindert, indem es die Interaktion von IRAK und TRAF 6 behindert (17).
Auch Yersinien konnen eine Protease, Yop], sezernieren, die den TLR-aktivierten
anti-apoptotischen Signalweg stoppt, aber nicht ebenfalls aktivierte pro-apoptotische
Signale (7%7). Auch Mykobakterien konnen eine TLR-abhdngige Aktivierung von
dendritischen Zellen verhindern, indem sie Lipoarabinomannan an die DC binden

lassen (10).

ATHEROSKLEROSE

Herz- und Kreislauferkrankungen sind die haufigste Todesursache in Deutschland,
jedes Jahr sterben daran in Deutschland etwa 400.000 Frauen und Manner daran
(Quelle: Statistisches Bundesamt 1999). Atherosklerose ist die haufigste Ursache
fur diese Erkrankungen. Dabei handelt es sich um eine Erkrankung der Arterien,
die zu zunehmender Verengung und Versteifung der GefaBe fiihrt und so Herzin-
farkte, Schlaganfille und andere Durchblutungsstorungen verursacht. Es wird an-
genommen, dass es sich bei der Pathogenese der Atherosklerose um eine Reaktion
des menschlichen Koérpers auf chronische fibroproliferative und entztindliche Reize
handelt. Diese Reaktion fiuhrt dann zu einem Schaden der Subendothelialschicht
der Arterie.

Zu Anfang der Entwicklung der Atherosklerose kann man eine Aktivierung des
Endothels beobachten, die durch viele Risikofaktoren wie Rauchen, Hyperglykamie
oder Hyperlipidamie begtnstigt wird. Dadurch wird das angeborene Immunsystem
aktiviert, und Monozyten und Makrophagen wandern in das Endothel und die In-
tima des GefiaBles ein. Diese Prozesse werden durch Adhisionsmolekiile wie Mac-1,
VLA-4, ESL-1 und PSGL-1 unterstiitzt, die dann an die entsprechenden Rezepto-
ren der Endothelzellen, wie ICAM-1 und VCAM-1, binden (19g)). Hierdurch ist ein
Eindringen der Makrophagen in das Endothel moglich. Andere Rezeptoren sind
far das Durchwandern des Endothels bis zur Intima verantwortlich. Hier nehmen
die Makrophagen oxidiertes Lipoprotein geringer Dichte (LDL) auf und werden zu
Schaumzellen. Diese Zellen kennzeichnen das frithe Stadium der Atherosklerose.
Sie sezernieren Zytokine, die wiederum die Adhasionsmolekiile in den Endothelzel-
len hoch regulieren und somit den Einwanderungsprozess weiter unterstiitzen. Um
den Entziindungsvorgang zu beenden, wandern schlieflich glatte Muskelzellen ein,

die dann in der Intima proliferieren und Kollagene und Proteoglykane sezernieren
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1.4

und eine fibrése Matrix formen. Der reife atheromatose Plaque besteht nun aus ei-
ner Schicht aus glatten Muskelzellen in einer fibrésen Matrix mit einem lipidreichen
Kern, der aus toten Schaumzellen gebildet wird. Durch diese Prozesse werden die
GefaBe versteift und eingeengt, und es kann zu Minderdurchblutungen von Gewebe
kommen. Ein todliches Ereignis, wie z.B. ein Schlaganfall, kann durch die Ruptur
eines solchen Plaques ausgelost werden, oder durch einen Thrombus, der sich an
der Plaquestelle bildet (53)).

Viele Risikofaktoren, wie Rauchen und Hyperlipidamie, aber auch genetische Fak-
toren, sind mittlerweile bekannt. Die etablierten Risikofaktoren erklaren jedoch
nicht alle Falle von Atherosklerose, so dass ein infektidoses Geschehen kausal wichtig
sein konnte. Eine Reihe von Viren und Bakterien wurde verdachtigt, initial an der
Entstehung der Atherosklerose beteiligt zu sein. Herpes Simplex Virus, Cytomegalo-
virus, Hepatitis A und Influenza sowie Bakterien wie Helicobacter pylori, Poryphromonas
gingivalis oder Mykoplasmenarten und eben auch Chlamydia pneumoniae sind in die-
sem Zusammenhang untersucht worden (50). Ein Mikroorganismus, der eine Rolle
bei der Entstehung der Atherosklerose spielt, sollte innerhalb der Bevolkerung weit

verbreitet sein, da Atherosklerose eine sehr haufige Erkrankung ist.

CHLAMYDIALE INFEKTION UND ATHEROSKLEROSE

Chlamydien sind gram-negative, obligat intrazelluldre Bakterien. Der Begriff stammt
von dem griechischen Wort chlamys ab, welches Mantel bedeutet; das Bakterium
wurde zuerst 1907 von Prowazek in konjunktivalen Epithelzellen entdeckt. Chlamy-
dia trachomatis und Chlamydia pneumoniae sind humanpathogene Bakterien. C.tracho-
matis verursacht Augen- und Genitalinfektionen, wahrend C.pneumoniae Erkrankun-
gen der Atemwege verursacht und fir etwa 10% der Pneumonie- und fir 5% der
Bronchitis- und Sinusitisfille verantwortlich ist. Chlamydia psittaci und Chlamydia pe-
corum verursachen Erkrankungen bei Vogeln und einigen Saugetieren, aber auch
Menschen konnen bei engem Kontakt zu Vogeln an einer Lungenentziindung, ver-
ursacht durch C.psittaci, erkranken (46) (31) (14) (13) (16).

Chlamydien haben einen Entwicklungszyklus, in dem es zwei verschiedene mor-
phologische Formen gibt, und zwar das Elementarkorperchen und das Retikularkor-
perchen. Die extrazellulire Form (Elementarkorperchen) ist ein kugelférmiges Bak-
terium von 0,25-0,3um Durchmesser, das von einer dreischichtigen Zellwand umge-

ben ist. Das Elementarkorperchen ist die infektiése Form der Chlamydien. Bei der

12



Abbildung 1.2. Der Entwicklungszyklus dauert bei Chlamydia pneumoniae etwa 72 Stunden. a-c: Das
Elementarkérperchen dringt in die Zelle ein. d-e: Ein Retikularkérperchen wird gebildet, die Ver-
mehrung beginnt. f: Die Zelle rupturiert und Elementarkoérperchen werden frei. (Elementary body

= Elementarkorperchen, Reticular body = Retikularkérperchen, Nucleus = Zellkern, Abbildung nach

Hahn (16)

intrazellularen Form handelt es sich um das Retikularkorperchen, der Durchmesser
betriagt etwa 1um, und es ist nicht infektiés. Das Elementarkorperchen wird wahr-
scheinlich durch rezeptorabhingige Endozytose in die Zelle aufgenommen (47).
Wahrscheinlich spielt hierbei das chlamydiale Membranprotein MOMP eine Rolle
(32). Etwa zwei Stunden nach der Infektion beginnen sich die Elementarkorper-
chen in Retikularkorperchen umzuwandeln, diese fangen circa zwolf Stunden nach
erfolgter Infektion mit der Vermehrung an. Vermehren sich die Chlamydien, so
bilden sie in einem Phagosom das Einschlusskorperchen. Es ist von einer Vakuo-
lenmembran umgeben und haufig kernnah lokalisiert. Eine Fusion mit Lysosomen
unterbleibt, dadurch kann sich die Chlamydie innerhalb des Einschlusses vermeh-
ren. Zuletzt werden aus den Retikularkorperchen wieder Elementarkorperchen, die
dann durch Ruptur der infizierten Zelle freigesetzt werden und andere Zellen in-
fizieren konnen. Der Vermehrungszyklus von Chlamydia pnewmoniae dauert etwa 72
Stunden, Abbildung zeigt den Entwicklungszyklus der Chlamydien. Wie dieser
Zellzyklus reguliert wird, ist bisher noch unklar (16).
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Die Durchseuchung mit Chlamydia pneumoniae in der westlichen Bevolkerung ist
sehr hoch, fast jeder Mensch hat im Laufe seines Lebens damit Kontakt. Chlamydia-
le Infektionen wurden verdachtigt, den Prozess der Atherosklerose zu unterstiitzen.
Patienten mit Atherosklerose zeigen haufig hohere Antikorperspiegel gegen chla-
mydiales HSP6o oder andere Proteine des Bakteriums als Gesunde (30). In einer
Untersuchung von atheromatésen Aorten wurde histopathologisch in 40% der Falle
Chlamydia pneunomiae nachgewiesen, wahrend in gesunden GefiaBen keine Chlamy-
dien nachgewiesen werden konnten (62). Die Einschlusskérperchen wurden hier
vor allem in Makrophagen oder Schaumzellen gefunden.

In den letzten Jahren haben sich viele Forschergruppen mit einer infektiosen Ge-
nese der Atherosklerose beschaftigt, da die atherosklerotischen Plaques selbst eine
Anhaufung von Entziindungszellen und Entziindungsmediatoren aufwiesen. In vi-
tro-Studien mit Endothelzellen zeigten nach Infektion eine Hochregulation von Ad-
hasionsmolekulen wie ICAM-1, VCAM-1, P-Selectin und E-Selektin. Dies konnte eine
verstarkte Migration von Leukozyten in infizierte Gefalle begtinstigen (25). Makro-
phagen, die in Anwesenheit von LDL mit Chlamydia pneumoniae infiziert wurden,
zeigten eine Veranderung zur Schaumzelle, wie sie in Plaques vorkommt (23). Um
den Zusammenhang zwischen Atherosklerose und chlamydialer Infektion zu zeigen,
bediente man sich verschiedener Tiermodelle. In gendefizienten apoE-/- Mausen,
die zu Hyperlipidamie und Atherosklerose neigen, konnte eine Infektion die Ent-
wicklung von atheromatésen Plaques verstirken (45)). In nicht genetisch verander-
ten Mausen konnte Chlamydia pneumoniae nicht in den GefaBwanden nachgewiesen
werden (44), allerdings wurde das Bakterium in Atheromen, die durch lipidreiche
Erndhrung der Mause entstanden, gefunden (5)). Diese Erkenntnisse unterstitzten
die Hypothese, dass Chlamydia pneumoniae ein ursiachliches, Entziindungsprozesse
auslosendes, Agens sein konnte. Falls man nun annimmt, dass dies der Fall ist, konn-
te man nun durch ein Abtoten der Erreger auch den Entziindungsprozess der Ge-
fae stoppen. Infektionen mit Chlamydien sind beim Menschen gut mit Antibio-
tika der Klasse der Makrolide zu behandeln, zu denen auch Azithromycin gehort.
Dies wurde nun zundchst im Tierversuch getestet. Nach der Behandlung mit Azi-
thromycin wurde die Entwicklung der Plaques, die zuvor durch diitetische Fakto-
ren induziert worden waren, in mit Chlamydia pneumoniae infizierten Kaninchen ge-
stoppt (48). In Mausen dagegen konnte ein protektiver Effekt nicht nachgewiesen
werden. Um die Antibiotikabehandlung bei Menschen mit GefaBerkrankungen zu

zeigen, wurden grofle prospektive Studien angelegt, von denen bisher keine zweifels-
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1.5

frei einen protektiven Effekt der Therapie in Hinblick auf fortschreitende Erkran-
kung der GefaBle zeigen konnte (20). Zusammenfassend kann also zum heutigen
Zeitpunkt ein kausaler Zusammenhang zwischen Atherosklerose und Infektion mit

Chlamydia pneumoniae weder sicher bewiesen noch verworfen werden.

CHLAMYDIALES HSP60o

Heat Shock Protein 60 ist ein tber die Evolution hoch konserviertes Protein mit
einer Grofle von 6okDa, das sowohl in prokaryotischen als auch in eukaryotischen
Zellen nachgewiesen werden konnte. HSP6o gehort zur Familie der Hitzeschock-
proteine, die diesen Namen erhielten, da sie in Bakterien nach Hitzebehandlung
vermehrt nachweisbar sind. Sie gehoren zu den Chaperonen, einer Familie von Pro-
teinen, die eine wichtige Rolle bei der Proteinfaltung, beim Proteintransport und
bei der Proteindegradation spielen. Unter Stressbedingungen koénnen Hitzeschock-
proteine denaturierte Proteine aufnehmen und so vor Aggregation schuitzen. Im
Zusammenhang mit Atherosklerose hat das chlamydiale HSP6o als moglicher Akti-
vator einer entztiindlichen Reaktion eine besondere Bedeutung erlangt. Im Serum
von Patienten, die an einer koronaren Herzerkrankung litten, jedoch auch im Se-
rum von gesunden Kontrollgruppen, wurden Antikérper gegen chlamydiale HSP6o
gefunden (60) (40). Dies konnte fiir das Vorliegen einer loslichen Form von HSP6o
sprechen, die das angeborene Immunsystem aktiviert. Bei Patienten mit einer Ste-
nose der A. carotis waren die HSP6o Mengen im Serum signifikant erhoht (73)) (30).
Auch in den atherosklerotischen Plaques wurden in Makrophagen sowohl humanes
als auch chlamydiales HSP6o gefunden (29). Diese Entdeckungen lassen die Hy-
pothese zu, dass eine Infektion der Gefilendothelzellen mit Chlamydia pneumoniae
zur lokalen Freisetzung von chlamydialem HSP6o und damit zu einer Entziindungs-
reaktion leitet und dies wiederum die Entstehung von Atherosklerose unterstiitzen
konnte. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde die stimulatorische Aktivitat von chla-
mydialem HSP6o zunachst in vitro untersucht. Bekannt ist, dass HSP6o von Bakteri-
en und Saugetieren in vitro eine Vielzahl von verschiedenen Zelltypen, wie zum Bei-
spiel Makrophagen, dendritische Zellen, glatte Muskelzellen und Endothelzellen sti-
muliert (6)) (6g) (27). Auch auf die Stimulationsfahigkeit von chlamydialem HSP6o
gibt es bereits Hinweise. Aktivierte Makrophagen sezernieren, genau wie dendriti-
sche Zellen, nach Stimulation mit HSP6o proinflammatorische Zytokine wie TNF

(7). Die dendritische Zellen erhohen auch die Expression von Oberflichenmarkern
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wie CD40, CD8o und CD86 (55)), die fir eine Aktivierung der Zellen stehen. Auch
andere Zellen, wie Endothelzellen und glatte Muskelzellen exprimieren vermehrt
Aktivitatsmarker wie E-selectin, ICAM-1 und VCAM-1 und sezernieren proinflam-
matorische Molekule (56). Die Art der Erkennung des chlamydialen Proteins ist
auch schon teilweise aus in vitro bekannt. Die Erkennung von chlamydialem HSP6o
lauft bei dendritischen Zellen tiber TLR2 und TLR4. Dendritische Zellen, bei de-
nen TLR2 oder TLR4 nicht funktionsfihig sind, haben eine verminderte Immun-
antwort auf HSP6o (7)) (51). HEK29g-Zellen, die mit TLR2 oder einer Kombination
von TLR4 und MDz2 transfiziert wurden, reagieren auf Stimulation mit HSP6o mit
einer Aktivierung von NFxB (69). Die Aktivierung der Zellen durch HSP60 hangt zu-
dem von CD14 ab (28)). Das Zusammenspiel von CD14 und TLR mit HSP6o triggert
eine Signalkaskade, die mit der Aktivierung der Proteinkinasen pg8 und JNK1/2,
ERK1/2 und des Transkriptionsfaktors NFxB endet. In dieser Kaskade ist MyD88
von zentraler funktioneller Bedeutung, da Zellen ohne MyD88 nur eingeschrankt
durch HSP6o aktiviert werden (69)). Mit der Entdeckung von TLR4 in humanen
Atheromen ist zudem ein moglicher Mechanismus gefunden worden, wie HSP6o
das angeborene Immunsystem aktivieren konnte (70). Zusatzlich scheint chlamydia-
les HSP6o die Produktion cross-reaktiver Antikorper zu stimulieren. Diese reagieren
auf gemeinsame Epitope von chlamydialem und humanem HSP60, und dies konnte
die Entzindungsreaktion aufrecht erhalten.

Alle Experimente, deren Ergebnisse bisher veroffentlicht wurden, sind in vitro ge-
neriert worden, so dass eine funktionelle Analyse der stimulatorischen Kapazitit von
HSP6o in vivo bisher nicht erfolgt ist. Eventuell kann HSP6o in vivo nicht stimu-
lierend wirken, da die Endozytose des Proteins in vitro durch Serumkomponenten
vermindert werden kann (69). Diese ist jedoch eine Voraussetzung fiir die anschlie-
Bende zelluldre Aktivierung. Inwieweit dies auch in vivo gilt, muss noch geklart wer-

den.
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1.6 ZIEL DER ARBEIT

Da eine Infektion mit Chlamydia pneumoniae fir die Ausbildung der Atherosklero-
se mitverantwortlich gemacht wird, sind Erkenntnisse tiber die Art dieser Infektion
von grofitem Nutzen. Die Atherosklerose ist eine Erkrankung, an der groBe Teile der
Bevolkerung in Deutschland und der westlichen Welt leiden. Jedes Jahr sterben in
Deutschland viele Menschen an den Folgen der Atherosklerose, wie z.B. an einem
Herzinfarkt oder einem Schlaganfall. Neben den Chlamydien ist auch chlamydiles
HSP6o in den atherosklerotischen Plaques gefunden worden, was moglicherweise
zusammen mit endogenem HSP60o eine Entziindungsreaktion hervorrufen kann.
In vitro-Ergebnisse haben gezeigt, dass chlamydiales HSP6o eine Vielzahl an Zellen
des angeborenen Immunsystems stimulieren und aktivieren kann. Nach Aktivierung
durch HSP6o werden Zytokine wie TNF, IL-6 oder IL-8 induziert. Sicher ist somit,
dass HSP6o neben seiner Funktion als Chaperon auch immunaktivierend wirken
kann. In einem kompletten Organismus sind jedoch die Vorgange weit komplexer
als in vitro. Wir wissen, dass die Immunaktivierung durch HSP6o von Serumkompo-
nenten gemindert werden kann. Somit stellt sich die Frage, ob HSP60 auch in einem
komplexen Organismus immer noch immunaktivierend wirkt. Dazu sind bisher kei-
ne Daten erhoben worden.

Es galt daher zu priifen, ob chlamydiales HSP6o in vivo als TLR-Rezeptor abhangi-
ges PAMP agiert, somit das angeborene Immunsystem stimuliert und eine entztiind-
liche Reaktion, wie fiir Atherosklerose beschrieben, vorantreiben oder sogar initi-
ieren kann. Auch bei einer chlamydialen Entzindung durch Chlamydia pneumoniae,
wie zum Beispiel einer Pneumonie, ist das frithzeitige Erkennen des Bakteriums von
grofler Bedeutung fiir den Organismus. Da chlamydiales LPS nicht sehr immunsti-
mulatorisch ist, der CpG-Gehalt seiner DNA sehr niedrig ist und somit eine Erken-
nung uUber diese Faktoren nicht wahrscheinlich ist, sollte es einen weiteren Faktor
geben, der auf einen menschlichen Organismus immunstimulatorisch wirkt. Auch
hier konnte HSP60 eine wichtige Rolle spielen. Eine Untersuchung der Wirkungen
von chlamydialem HSP60 in vivo erscheint daher hilfreich, um die Immunogenitat

von Chlamydia pnewmoniae zu beschreiben.
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2.1

KAPITEL 2

MATERIAL

GERATE

Blotkammer

Brutschrank
DurchfluB3zytometer
Elektrophorese

Mikroplatten-Leser
Entwickler
FPLC

Heizblocke

Kuahlzentrifugen

Mikroskope
pH-Meter
Plattenschuttler
Sterilbank
Tischzentrifugen
Uberkopfschiittler

Trans-Blot SD, Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad,
Miunchen

Hera cell 240, Heraeus, Langenselbold
FACSCalibur, Becton Dickinson, USA
Electrophoresis Power Supply EPS600,
Pharmacia Biotech, Amersham, Freiburg
Sunrise, Tecan, Mannedorf, Schweiz

AGFA Curix 60, Rontgen Bender, Augst, Schweiz
FPCL System UV MII, Pharmacia Biotech,
Amersham, Freiburg

Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg
Biofuge fresco, Heraeus, Hanau

Multifuge g S-R, Heraeus, Hanau

Axicoert 100, Zeiss, Jena

pH-Meter pHp26, WI'W, Weilheim

Rocky, Rothhaar & Schréder Laborgerite
LaminAir, HLB247265, Heraeus, Hanau
Zentrifuge 5415 C, Epppendorf, Hamburg
Mixing Rotor, Variotim, Renner GmbH,
Dannstadt
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Ultrazentrifuge

Langenselbold
Vortex
Waage
Wasserbad

Burgwedel
Zentrifugen
Zytospin

Sorvall RC 26 Plus, Sorvall, uber Kendro,

MS2 Minishaker, IKA, USA
610-E2, Sartorius, Gottingen
GFL, Gesellschaft fur Labortechnik,

Megafuge 1.0, Heraeus, Hanau

Cytospin g, Shandon, Pittsburgh,

Pennsylvania, USA

2.2 CHEMIKALIEN

MATERIAL

10x Tris/Glycine
2-Mercaptoethanol
Acrylamid 30%
Acrylamid 40%

Alum

anti-CD4g microbeads

Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)
CpG

Desoxycholic acid

DMEM

DNAse, RNAse frei

DTT (Dithiothreitol)
ECL-Losung Western Lightning
Ethanol

FCS

Glycine

H>50,4

HAT Media Supplement (50x)

HERSTELLER

Gibco, Invitrogen Corporation, Karlsruhe
Biorad, Minchen

Roth, Karlsruhe

Biorad, Minchen

Miltenyi Biotec GmbH,

Bergisch Gladbach

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

TIB MolBiol, Berlin

Sigma, Taufkirchen

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Roche, Mannheim

Sigma, Taufkirchen

PerkinElmer tiber NEN, Koln

Merck, Darmstadt

BiochromAG, Berlin

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
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HFCS,

Hybridoma Fusion and Cloning Supplement
Imidazol

Imject Alum

IPTG

Isotonische Natriumchlorid-Lésung
LPS (E.coli)

Lysozym

Magermilchpulver

Methanol

Na-Acetat APS (Ammoniumpersulfat)
Ni-NTA Agarose Beads

Ovalbumin

PBS low-tox

PBS Pulver

PEG 1500

Penicillin/Streptomycin

RPMI

SeeBluez

Substrate A

Substrate B

Sucrose

TEMED

Tris SDS (Natriumdodecylsulfat
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100

Tween 20

Water for Embryo Transfer (low-tox)

2.9 ZELLMEDIEN

Roche, Mannheim

USB, Cleveland, Ohio, USA
Pierce, Perbio, Bonn
AppliChem GmbH, Darmstadt
DeltaSelect GmbH, Pfullingen
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Fluka, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Qiagen, Hilden

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Biochrom AG, Berlin

Roche, Mannheim

Biochrom AG, Berlin

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Invitrogen, Karlsruhe

BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen

Pierce, Perbio, Bonn

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

GibcoBRL, Eggenstein

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Als Mediengrundlage wurde RPMI der Firma PAA benutzt. Folgende Zellmedien

fanden Verwendung:

20



CM

(komplettes Medium)

RPMI 1640 500 ml

P/S (10%/10*U/ml) 5 ml

ME (romM) 5 ml
FCS 50 ml
HAT-Medium RPMI 1640 500 ml
P/S (10%/10*U /ml) 5 ml
ME (romM) 5 ml
FCS 50 ml
HAT (po0x) 10 ml
HFCS(r0x) 10 ml
Hybridom-Waschmedium RPMI 1640 500 ml
P/S (10*/10*U/mi) 5 ml
ME (5omM) 5 ml
MACS-Puffer PBS 500 ml
FCS 15 ml
2.4 LOSUNGEN UND PUFFER
UGB Tris 308
SDS 2g
H>0 ad 500 ml
auf pH 6,8 einstellen
LGB Tris 182 g
SDS 48
H50O ad 11
auf pH 8,8 einstellen
Laufpuffer H>O 400 ml
Laufpuffer 5x 100 ml
Transfer Puffer Methanol 200 ml
10xTris/Glycine 8o ml
H>0O 720 ml
1M DTT DTT 1,54 8
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Trislosung

(fir Antikorper)

Glycinlosung

(fir Antikorper)

Ammoniumchlorid-Lysepuffer

4x Lammli Puffer

TBST

FPLC Puffer

0,01 M Na-Acetat

auf pH 5,2 einstellen
Tris-OH

NaCl

in H,O

auf pH 8,0 einstellen
Glycin

in H,O

auf pH 3,0 einstellen
NH,Cl

KC 03 1g
NayEDTA

ddH>0O

auf pH 7,2-7,4 einstellen
TrissHCI(1 M)

SDS

Glycerol

EDTA
Bromphenolblau
ddH>0

NaCl

KCl

Tris

ddH>0

Tween 20

auf pH 7,4 einstellen
ddH,0

2omM Tris-HCI (1 M)
somM NaCl

ddH20

auf pH 8 einstellen und

22

ad 10 ml

50 mM
150 mM

100 mM

8,02 g

37,28
ad 8oo ml

6,25 ml
28

508
58,448
100 ng
ad 100 ml
88¢g
0,2¢g

38

ad 8oo ml

500 pl

ad 1000 ml

314 8
2,32 g
ad 11



filtrieren

Lysepuffer romM Hepes 10 ml
(HSP6o-Aufreinigung) 150mM NaCl 1,75 g
1%Triton X-100 2 ml
ddH,O ad 200 ml
auf pH 8 einstellen und
filtrieren
kurz vor Benutzung: Lysozym 2mg/ml 400 mg
ELISA Waschpuffer PBS 95,58
ddH,O ad 101
Tween 20 5 ml
Giemsa-Losung Giemsa-Stammlosung 0,8 ml
Weise-Puffer pH 7,2 10,0 ml
2.5 SDS GELE
Trenngel 10% LGB 2,5 ml
Acrylamid 40% 2,5 ml
H>O rml
APS 10% 40 pl
Temed 7 ul
Sammelgel UGB 1,9 ml
Acrylamid 30% 1,2 ml
H>0O 6,9 ml
APS 10% g5 ul
Temed 15 pl
2.6 MAUSE

1. Cy7/BL6 Mause von Harlan Winkelmann GmbH, Borchem, Deutschland
2. Balb/c Mause von Harlan Winkelmann GmbH, Borchem, Deutschland
3. CgH/HeN undCgH/He] Mause von Charles River, Sulzfeld, Deutschland

4. Cp7/BL6 TLR2-/- Miuse sind von Tularik, San Francisco, Kalifornien, USA

und wurden bei uns weiter geziichtet. Sie sind neunfach riickgekreuzt.
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5. TLR2-/-TLR4def. Mause wurden von uns selbst geziichtet, hierzu wurden die
Cr7/BL6 TLR2-/- Mause mit C4H HE] Mausen verpaart und sechsfach rick-

gekreuzt.

6. MyD88-/- Mause wurden uns von Dr. S. Akira (Osaka, Japan) zur Verfigung

gestellt und bei uns weiter geziichtet. Der Riuickkreuzstatus ist neunfach.

Alle Mause wurden unter SPF (Special Pathogen Free) Bedingungen gehalten.

2.7 ANTIKORPER

ANTIKORPER MARKIERUNG HERSTELLER

anti-CD11b APC PharMingen, Hamburg
anti-GR1 FITC PharMingen, Hamburg
anti-IgG2b FITC PharMingen, Hamburg
anti-IgGeb APC PharMingen, Hamburg
anti-CD16/32 PharMingen, Hamburg
anti-F4/80 FITC Serotec, Dusseldorf

anti-KC biotin Becton Dickinson, Heidelberg
anti-TNF PE Becton Dickinson, Heidelberg
Streptavidin PE Becton Dickinson, Heidelberg
anti-mouse IgG  biotin Serotec, Dusseldorf
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2.8 SONSTIGE MATERIALIEN

MATERIALIEN

Plastikwaren

Gel-Blotting-Papier
Nitrozellulosemembran Protan BASy
BCA Protein Assay Kit

Parafilm M

Dialyseschlauch

Konzentrationsrohrchen

DuoSet ELISA Development System
Affinity Pak Detoxi Gel

MACS Column L' S

Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit
HiTrap Protein G Columm
Cytofix/Cytoperm Plus (with GolgiPlug)
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HERSTELLER

NUNC, Wiesbaden

Falcon, BD Biosciences Pharmingen,
Heidelberg

TPP, Trasadingen, Schweiz

Alpha Laboratories Ltd., Hamphire,
GroBbritannien

Beckman, Kalifornien, USA

Schleicher und Schuell, Dassel
Schleicher und Schuell, Dassel

Pierce, Perbio, Bonn

American National Can, Chicago,
Ilinois, USA

SpectraPor Membrane,

Spectrum Lab., Rancho Dominguez, USA
Amicon Ultra 10,000, Millipore, Schwalbach
R&D Systems GmbH, Wiesbaden

Pierce, Perbio, Bonn

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
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KAPITEL §

METHODEN

HSP60 AUFREINIGUNG

Prinzip: Chlamydiales HSP6o wird rekombinant in Bakterien produziert und dann
aus dem Bakterienlysat aufgereinigt. Hierzu wurde ein prokariotischer Expressions-
vektor (pTrcHis G, Invitrogen) in E. coli (Stamm BlL-21) eingebracht. Dieser Vektor
kodiert fiir chlamydiales HSP60, an das N-terminal ein tag aus sechsfachem Histidin
hinzugefiigt wird. Nickelbeads bilden mit diesem einen Komplex, wodurch das Pro-

tein aufgereinigt werden kann.

ERSTER TAG

Zunichst werden 61 autoklaviertes LB-Medium mit 6oml 40% Glucose (10ml/1) und
gomg/1 Chloramphenicol (1ml/1) sowie 100mg/1 Ampicillin (1ml/I) versetzt, und
je 1l in groBe Glaskolben gegeben. Hierin werden die Bakterien tiber Nacht bei

37°C auf einem Schiittler inkubiert.

ZWEITER TAG

Nach ca. 12-13 Stunden Inkubation, wenn die Suspension beim Messen der Absorp-
tion bei ODgog zwischen 0,7 und 0,8 liegt, kann mit IPTG o0,4mM (entspricht 1g/1)
fir vier Stunden induziert werden. Jetzt wachsen die Bakterien nicht mehr, produzie-
ren aber das Protein. Danach mussen die Bakterien bei 4750 rpm und 4°C zwanzig
Minuten zentrifugiert werden. Die Pellets werden dann wieder mit sterilem PBS ge-

waschen und erneut wie beschrieben zentrifugiert. Das gewaschene Pellet wird in
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goml Lysepuffer (siehe Kapitel resuspendiert und bei Raumtemperatur fir 6o

Minuten lysiert, schlieBlich wird es tiber Nacht bei -20°C eingefroren.

DRITTER TAG

Das Bakterienlysat wird langsam auf Eis aufgetaut. In der Zwischenzeit werden 12ml
Ni-NTA-Agarose Beads dreimal mit PBS gewaschen (1500rpm, 4°C, 15min.) und in
1oml PBS aufnommen.

8opul DNAse wird dann zum aufgetauten Lysat pro Rohrchen hinzugegeben und
far 60 Minuten inkubiert, die Pellets miissen dabei fliissig werden. Die Suspension
wird nun erneut bei 12.000 rpm und bei 4°C zwanzig Minuten zentrifugiert. Die
Bakterienreste sammeln sich nun im Pellet, wihrend das Protein sich im Uberstand
befindet. Der Uberstand wird gesammelt (ca. 18oml) und g,6ml 1M Imidazol hin-
zugegeben (= 20mM), dann werden die bereits vorbereiteten Beads hinzugegeben.
Die Losung wird nun im Uberkopfschiittler bei 4°C fiir zwei Stunden inkubiert.

Die Beads, an die nun das Protein gebunden ist, werden erneut mit PBS 1omM
Imidazol dreimal gewaschen (1500rpm, 4°C, 15min), dabei werden die Pellets ge-
poolt. SchlieBlich werden die beladenen Beads in 2oml PBS aufgenommen. Die Sus-
pension wird in eine Spritze geladen und dann mit hochkonzentriertem Imidazol
eluiert. Die Imidazollésung mit dem Protein wird dann mittels FPLC nach ihrer
GrofBle auf einer HR10 Saule (Pharmacia) fraktioniert. Aufgefangen wird die Prote-
inlosung in Eppendorf-Roéhrchen, die einzelne Fraktionen auffangen. Gleichzeitig
wird die Konzentration der Losung bei einer OD von 28onm bestimmt.

Die Fraktionen mit dem hochsten Proteingehalt werden gepoolt. Diese werden
dann in Konzentrationsréohrchen (Millipore) gegeben und bei 4°C und gooorpm
zentrifugiert, um sie auf eine Menge von ca. sooul zu konzentrieren. Hierdurch
wird dann der Pufferwechsel ermoglicht. Das Protein wird in 10ml FPLC-Puffer auf-
genommen und erneut auf 2-gml konzentriert. Das Protein wird jetzt steril filtriert,

in flussigen Stickstoff getaucht und bei -80°C eingefroren.

VIERTER TAG

Am nachsten Morgen werden die Einfrierrohrchen auf Eis aufgetaut. Die Proteine
werden nach ihrer GroBe getrennt (Superdex 200HR, Pharmacia). Bei drei Millili-
tern Proteinlésung miuissen drei Laufe gefahren werden. Je 1ml wird auf die Saule

gegeben, das Eluat wird erneut in Eppendorf-Réhrchen aufgenommen und die Ab-
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sorption bei 28onm bestimmt. Hier werden dann die einzelnen Fraktionen aus den
verschiedenen Laufen gepoolt, erneut steril filtriert und schlieflich bei -80°C weg-
gefroren. Die Proben kénnen nun direkt benutzt werden, oder der Endotoxingehalt

der Proben wird mit der Polymyxin B-Saule reduziert.

WEITERE AUFREINIGUNG VON HSP60 UBER DIE POLYMYXIN B-SAULE

Prinzip: Das Polymyxin B in der Saule ist ein Antibiotikum, das an LPS bindet. Auch
Endotoxinkomplexe, die moglicherweise eng an das HSP60o gekoppelt sein konnten,
sollten so herausfiltriert werden.

Die bei den Proteinfraktionen gemessene Endotoxinkonzentration war in der Re-
gel sehr niedrig (etwa bei 5ng/ g Protein), trotzdem sollte eine Kontamination des
verwendeten Proteins moglichst verhindert oder maximal verringert werden. Zu-
nachst werden alle benutzten Losungen, die Saule selbst sowie das aufzureinigende
Protein auf Raumtemperatur gebracht. Die Saule wird zunachst mit 5ml 1% Desoxy-
cholsaure gespult. Dieses Detergens soll eventuell vorhandene Endotoxinkontami-
nationen aus der Saule entfernen. Danach wird das Detergens mit aufgereinigtem
Wasser aus der Siule herausgespiilt. Die Saule wird nun mit 0,9% NaCl Losung ge-
spult, um diese zu equilibrieren. Das untere Ende der Saule wird dann verschlossen.
AnschlieBend wird das Protein aufgetragen, die Menge sollte pro Saule soopul nicht
ubersteigen. Das Protein inkubiert nun eine Stunde auf der Siule, um eine mog-
lichst gute Aufreinigung zu bekommen. Schlieflich wird der Stopsel am Ende der
Saule entfernt, das Protein mit 0,9%NaCl Losung eluiert und in Fraktionen von
roopul aufgefangen. Nach Benutzung der Siaule muss diese wieder mit Desoxychol-
saure gespult und mit Wasser gereinigt werden. Bei den aufgefangenen Proteinfrak-
tionen wird dann die Konzentration mit der Bradford-Methode bestimmt. Jetzt kann

das Protein fur in vitro- und in vivo-Versuche benutzt werden.

PROTEINBESTIMMUNG MIT DER BRADFORD-METHODE

Prinzip: Die BCA (bicinchonic acid)-Methode ist eine schnelle und einfache Me-
thode, um Proteine zu quantifizieren. Bei dieser Methode werden durch die Prote-
ine Cu**-Ionen zu Cu'*-lonen reduziert. Durch die Chelatbildung von zwei BCA-
Molekilen mit einem Kupfer-lon kommt es zu einer Farbstoftbildung, die bei einer

Absorption von 562nm ausgelesen werden kann. Wir benutzen hierzu einen Kit des
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Herstellers Pierce.

In einer g6 Loch Platte werden 25ul der zu bestimmenden Proteinfraktionen pi-
pettiert. In den obersten zwei Reihen wird zudem ein Standard mit bekannter Pro-
teinkonzentration durchtitriert. Die eigentliche Bestimmungslésung wird nun aus
einem Teil Losung A und ro Teilen Losung B zusammengemischt. 20oul werden
nun in jede Vertiefung gegeben. Die Platte wird dann bei g7°C fir g0 Minuten in-
kubiert und kann dann im ELISA-Lesegerat bei O Dgao ausgelesen werden. Anhand
des vorhandenen Standards kann nun der Proteingehalt der Testproben ermittelt

werden.

IMMUNISIEREN VON MAUSEN

Prinzip: Durch mehrmalige Injektionen eines Antigens zusammen mit einem Adju-
vans will man eine moglichst hohe Anzahl an Plasmazellen, die spezifisch gegen das
jeweilige Antigen sind, aktivieren, um in der nachfolgenden Fusion antigenspezifi-
sche Hybridome zu erhalten. Als Adjuvans wurde Alum benutzt, eine Aluminium-
hydroxidlésung sowie CpG 1668, ein Oligonukleotid, das bakterielle DNA-Motive
zeigt.

Pro Maus wird eine Losung aus 100ug Hsp6o und 1onmol CpG (1668) in 1004l
PBS hergestellt. Hierzu wird 100ul Alum gegeben. Diese Losung wird dreiig Minu-
ten lang auf dem Vortexer gemixt, je 20oul werden dann jeder Maus intraperitoneal
injiziert. Nach vier Wochen wird erneut genauso immunisiert. Nach der zweiten In-
jektion konnen die Serumtiter der Mause kontrolliert werden (siehe >Klonieren und
Testen« (3.5)). Der letzte Boost erfolgt dann nach weiteren vier Wochen mit einer
Losung von 10oug HSP6o und 1ommol CpG, diesmal ohne Alum, die intravenos

gespritzt wird. Die Fusion kann nun nach weiteren drei Tagen erfolgen.

HYBRIDOMFUSION

Prinzip: Das Ziel ist es, eine Zelle zu generieren, die einen monoklonalen Antikor-
per herstellt wie eine Plasmazelle, jedoch durch Fusion mit einer Krebszelle nicht
wie natiirlicherweise nach ein paar Tagen in Kultur stirbt, sondern immer weiter
expandiert werden kann. Fusionspartner sind hier also Plasmazellen aus einer im-

munisierten Maus und immortalisierte Myelomzellen, die AG8 Zellen, die keine An-
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tikorper produzieren konnen. Die Fusion kommt durch Polyethylenglykol (PEG)
zustande, welches die Zellwande verklebt und somit das Fusionieren dieser Zellen
ermoglicht. Die Myelomzellen sind gegentiber einem Hypoxanthin-Aminopterin-
Thymidin-Medium (HAT) empfindlich. Nur aus Myelomzellen bestehende Fusions-
produkte konnen in diesem Fall nicht wachsen, da ihnen das Enzym Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyltransferase (HGPRT) fehlt. Das HGPRT-Gen wird jedoch von
den Milzzellen beigesteuert und ermoglicht es den Hybridzellen, im HAT-Medium
zu uberleben. Und nur Hybridzellen kénnen in Kultur kontinuierlich wachsen, da
sie auBerdem das maligne Potenzial der Myelomzellen besitzen. Deshalb sterben rei-
ne Myelomzellen und nichtfusionierte Milzzellen im HAT-Medium ab. AnschlieBend

wird getestet, ob die Hybridome Antikorper erzeugen.

MILZPRAPARATION

Die immunisierte Maus wird drei bis vier Tage nach der letzten Injektion mit CO2
getotet. Das Blut wird aus dem Herzen entnommen, um Serum zu gewinnen, und
die Milz wird entnommen. Die Milz wird nun durch ein steriles Zellsieb passiert, und
mehrmals mit MACS-Puffer gewaschen. Dann wird eine Lyse der Erythrozyten mit
Ammoniumchlorid-Puffer durchgefiithrt. Hierzu wird das Zellpellet in 5ml Lysepuf-
fer aufgenommen und 5 Minuten lang bei Raumtemperatur belassen. AnschlieBend
wird die Losung mit MACS-Puffer verdiinnt, zentrifugiert und erneut mit MACS-
Puffer gewaschen. Im Anschluss werden B-Zellen durch Depletion von T-Zellen via
magnetischer Separation (MACS) angereichert. Antikorper gegen CD44 binden an
T Zellen und nicht an B Zellen. In diesem Fall ist der Antikorper an ein magnetisches
Partikel (Bead) gekoppelt. Wenn nun die Zellen eine Saule in einem magnetischen
Feld durchlaufen, werden die Zellen, die ein magnetisches Partikel tragen, zurtick-
gehalten, wahrend alle anderen Zellen die Saule durchlaufen. Die Zellen werden
gezdhlt und in oyl MACS-Puffer aufgenommen, 5oul MACS anti-CD43-Beads wer-
den hinzugegeben und gut resuspendiert. Die Suspension wird nun auf Eis fir go
Minuten inkubiert. Die beladenen Zellen werden mit MACS-Puffer gewaschen und
die MACS Saule wird gesptlt. Jetzt werden die Zellen tber die Siaule gegeben und
mit MACS Puffer eluiert. Die eluierten Zellen, die jetzt keine T-Zellen mehr enthal-
ten sollten, werden mit Hybridom Waschmedium dreimal gewaschen (1.500 rpm,
4°C, smin) und bei g7°C gehalten. Die AG8 Zellen, die man schon zuvor entspre-

chend vermehren sollte, werden ebenso gewaschen und auch bei g7°C inkubiert.
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FusioN

B-Zellen und Myelom sollten im Verhaltnis 1:2 in ein spezielles abgerundetes Glas-
rohrchen gegeben werden. Diese werden dann gut gemischt und bei 1400 rpm fur
5 Minuten bei §7°C zentrifugiert. Der Uberstand wird nun bis auf einen kleinen
Rest abgesaugt und das Zellpellet wird nun durch vorsichtiges Bewegen des Glas-
rohrchens wieder in Losung gebracht. 1ml PEG wird langsam unter stindigem Rol-
len des Rohrchens tiber eine Minute in das Rohrchen gegeben. Dann wird langsam
Waschmedium hinzugegeben und zwar 2ml in einer Minute, dann 4ml in einer Mi-
nute und schlieBlich 8ml in einer Minute. Es wird nun erneut zentrifugiert und zwar
bei 1400 rpm fiir zehn Minuten. Das Zellpellet in der Restflussigkeit ist vorsichtig
durch Bewegung zu resuspendieren. Die Zellen werden nun vorsichtig mit HAT-
Medium verdinnt bis zu einer Konzentration von 1x10% Zellen/ml. Auch die Zellen
miussen dabei die ganze Zeit bei g7°C gehalten werden. Die Suspension wird nun
auf g6-Loch Platten ausplattiert. Zwei Tage spater werden die Zellen zum ersten Mal

mit HAT-Medium gefiittert und zunachst eine Woche inkubiert.

KLONIEREN UND TESTEN

Wenn man in einzelnen Lochern wachsende Zellhaufen von kleinen runden Zellen
beobachten kann, kann es sich hier um Klone handeln. Der Uberstand dieser Zel-
len kann nun verwendet werden, um zu testen, ob dieser Zellklon die gewtinschten
Antikoérper produziert. Zum Testen der Uberstinde wird eine Maxisorb Platte mit
HSP60o (1pg/ml) tiber Nacht beschichtet, als Negativkontrolle dient Ovalbumin in
gleicher Konzentration. Die Platte wird dreimal mit ELISA-Waschlésung gewaschen
und mit PBS 1% BSA und 5% Sucrose (Blocklosung) fur zwei Stunden geblockt.
Danach wird die Platte erneut gewaschen und die Zelliiberstinde werden auf die
Platte gegeben, so dass von jedem Zelliiberstand roul in eine mit HSP6o und in ei-
ne mit OVA beschichtete Vertiefung gegeben wird. Nach zwei Stunden Inkubation
wird die Platte gewaschen und ropul des biotinylierten Antikérpers gegen murine
Immunglobuline wird dazugegeben (1:1000 in PBS 1%BSA). Nach weiteren zwei
Stunden wird die Platte dreimal gewaschen und Streptavidin-Peroxidase (1:200 in
PBS 1% BSA) wird auf die Platte pipettiert (50ul pro Vertiefung). Zwanzig Minuten
spater wird die Platte wieder gewaschen und das Farbagens (TMB) wird in die Platte
pipettiert (5oul); sobald sich einzelne Vertiefungen tiefblau farben, wird die Reakti-
on mit Stop-Solution gestoppt (5oul/Vertiefung). Der Farbumschlag wird im ELISA-
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Lesegerit bei 450/ 570nm ausgelesen. Die Klone, deren Uberstand bei HSP60 deut-
lich positiv reagiert haben und die bei OVA nicht reagiert haben, werden nun weiter

subkloniert und erneut getestet.

WESTERN BroT

Prinzip: Der Western Blot ermoglicht eine Identifizierung und/oder Quantifizie-
rung von HSP6o innerhalb eines Proteingemisches. Nach der Auftrennung der Pro-
teine in einem speziellen Gel erfolgt die Ubertragung auf eine Membran, das soge-
nannte Blotten. Die Detektion erfolgt gewohnlich durch spezifische Antikorper, die

an spezifische Epitope des auf der Membran fixierten Zielproteins binden.

AUFTRENNUNG DURCH GELELEKTROPHORESE

Zunichst wird in eine hierfir vorhandene Apparatur ein Trenngel zwischen zwei
Glasplatten gegossen. Wir benutzten ein 10%iges Acrylamid-Trenngel (siehe Kapi-
tel [2.5). Nachdem dies getrocknet ist, kann ein Sammelgel von ca. 2cm Hoéhe auf
das Trenngel gegossen werden. Das Gel muss nun fest werden. In dieser Zeit wer-
den die Proteinproben vorbereitet. Eine entsprechende Menge Protein wird in 4x
Lammli-Puffer mit 10% DTT gegeben, hierdurch werden die Disulfidbindungen der
Proteine zerstort, eventuelle Dimere werden dadurch getrennt. Das Probenvolumen
sollte etwa 1511 betragen, diese werden dann fiir finf Minuten bei g5°C aufgekocht
und dann kurz bei 1g.00orpm herunter zentrifugiert. Die Proben werden auf das
Gel aufgetragen, mit Laufpuffer (sieche Kapitel tiberschichtet und bei 180 Volt
und ro Milliampere fiir 45 Minuten getrennt. Das Trenngel wird abgetrennt, und
vorsichtig auf eine Nitrocellulosemembran gelegt. Dann wird es mit Blotpapier auf
beiden Seiten in eine Transferapparatur tibertragen und bei 25V und 4omA go Mi-
nuten lang geblottet, hierbei werden die Proteine von dem Gel auf die Membran
ubertragen. Nach dem Blotten wird die Membran in der Milchlésung (5% Milch-
pulver in TBST) tber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Morgen wird die Mem-
bran dreimal in TBST gewaschen. Danach wird der erste Antikorper (anti-HSP60)
in einer Konzentration von 1oug/ml oder entsprechende Hybridomiiberstinde in
Milchlosung gegeben und die Membran darin bei Raumtemperatur far eine Stun-
de auf einem Schuttler inkubiert. Die Membran wird dann wieder dreimal in TBST
gewaschen, der zweite Antikorper (goat anti-mouse Peroxidase gekoppelt) wird in

Milchlésung aufgelost und mit der Membran eine Stunde inkubiert. Die Membran
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wird wiederum mit TBST gewaschen, danach einmal mit TBS. Die Membran wird
schlieBlich in eine INluminationslésung (ECL) gegeben, zwischen zwei Plastikfolien

eingeschweifit und kann nun auf einem Film dargestellt werden.

ISOTYPISIEREN DER ANTIKORPER

Prinzip: Fur die Aufreinigung der Antikorper ist es wichtig, den jeweiligen Isotypen
zu wissen, da diese unterschiedlich aufgereinigt werden. Verwendet wurde der -Mou-
se Monoclonal Antibody Isotyping Kit« des Herstellers Amersham Biosciences.
Uberstinde der zu testenden Hybridome werden nun mit TBST 1:10 verdinnt.
Drei Milliliter davon werden in ein Rohrchen mit einem Detektionsstreifen gegeben
und unter Schiuitteln 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach werden
die Streifen zweimal finf Minuten mit TBST gewaschen. 10pul des Peroxidase An-
tikorpers werden in sml TBST (jeweils pro Streifen) pipettiert. Der Streifen wird
anschlieBend in der Antikérperlosung unter Schiitteln 15 Minuten bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Der Papierstreifen wird nach der Inkubation mit dem Erstantikorper
erneut mit TBST zweimal finf Minuten lang gewaschen, dann werden drei Millili-
ter der Substratlosung (ein Tropfen H2O2 in soml TBS plus eine Substrattablette
in 10oml kaltem Methanol) zu einem Streifen gegeben und 15 Minuten auf dem
Schuttler inkubiert. Der Streifen wird dann zweimal mit destilliertem Wasser gewa-
schen. Auf dem Papierstreifen erscheinen die jeweiligen Isotypen als braun gefarbte

Banden.

88 ANTIKORPERAUFREINIGUNG DURCH AFFINITATSCHROMATOGRAPHIE

Prinzip: Das Prinzip beruht auf einer spezifischen, reversiblen Bindung der Anti-
korper an Protein A auf der Gelmatrix. Durch pH-Veranderungen kann nun eine
Bindung begunstigt oder verhindert werden.

Die jeweiligen Hybridome ldsst man in CM wachsen, bis man etwa 2ooml Medium
gesammelt hat, die Losung wird auf pHS8 eingestellt und steril filtriert. Eine Affi-
nitiatssaule mit Protein A wird mit PBS und danach mit Glycinlésung (pHg) gewa-
schen und anschlieBend mit PBS durchgespiilt. Dann wird der Uberstand langsam
tiber die Saule geleitet. Nachdem der Zelltiberstand komplett tiber die Saule gelau-
fen ist, kann er nun mit Glycinlosung eluiert werden. Wahrend die Glycinlésung in

die Saule lauft, fingt man am Ende der Saule je 12 Tropfen auf, durch Tris-Puffer
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in den Rohrchen wird die Losung neutralisiert. Insgesamt werden 15 Fraktionen
gesammelt, aus ihnen wird dann die Proteinkonzentration mit Hilfe der Bradford-
Methode bestimmt. Die Fraktionen, in denen das Protein nachgewiesen wurde, wer-
den zusammengegeben, und in einen Dialyseschlauch gegeben. Das Protein wird
dann uber Nacht bei 4°C in 11 PBS dialysiert. Am nachsten Morgen wird das PBS
ausgetauscht, und der Antikorper wird fur weitere drei Stunden dialysiert. Dann
wird die Antikorperlosung aus dem Schlauch entnommen, steril filtriert und erneut
die Proteinkonzentration gemessen. Der Antikérper wird aliquotiert und bei -80°C

eingefroren.

ELISA

Der hier beschriebene ELISA entspricht dem DuoSet von R&D Systems, alle Anti-
korper, Enzyme, Standards und Substrate wurden nach Angaben des Herstellers in
Losung gebracht und aliquotiert. Zunachst wird eine Maxisorbplatte, eine g6-Loch-
Platte, mit dem ersten Antikoérper (0,8ug/ml) iber Nacht bei Raumtemperatur in-
kubiert. Am nachsten Morgen wird die Platte dreimal mit der ELISA-Waschlésung
gewaschen. Danach erfolgt das Blocken mit Blockldsung (1%BSA und 5%Sucrose
in PBS), um unspezifische Bindungen zu verhindern. Nach zwei Stunden wird die
Platte erneut gewaschen, jetzt konnen die Proben hinzugegeben werden. In zwei
Reihen wird parallel eine Standardverdiinnung des zu detektierenden Proteins gege-
ben. Zelliberstinde werden je nach Konzentration unverdinnt oder 1:10 verdiinnt;
Serum wurde in der Regel 1:4 verdiinnt. Die Proben inkubieren zwei Stunden bei
Raumtemperatur, danach erfolgt wieder ein Waschschritt. Ein Aliquot des zweiten
Antikorpers wird nun in 1oml PBS 1%BSA-Losung (Reagenzlosung) aufgelost und
auf die Platte pipettiert. Zwei Stunden spater wird gewaschen und das Enzym hin-
zugegeben. Hierzu werden mopul Streptavidin-HRP in 10ml Reagenzlosung gegeben
und fiir 20 Minuten auf die Platte gegeben. Danach wird erneut gewaschen und eine
aus Losung A und Losung B bestehende Substratlosung (1:1 TMB Substrat BD Bios-
ciences) hergestellt. 10oul der Substratlésung wird nun in jede Vertiefung gegeben.
Die Platte wird nun im Dunkeln inkubiert, bis sich ein Farbumschlag ins Blaue zeigt.
Der Farbumschlag wird dann durch die Zugabe von ropul Stoplosung (2N H2SOy)
gestoppt. In einem ELISA-Lesegerat wird nun die Absorption bei 450nm gemessen,
als Referenz dient die Absorption bei 570onm. Von den so erhaltenen optischen Dich-

ten (OD) konnen nun anhand der Standardverdinnung die Werte fiir die Proben
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errechnet werden. Hierzu werden die Softwareprogramme Sigma Plot und Excel

genutzt.

ZELLGEWINNUNG AUS KNOCHENMARK

Prinzip: Aus Vorlauferzellen des roten Knochenmarkes, das man bei Mausen aus
den Ober- und Unterschenkelknochen gewinnen kann, kann man unter Zugabe
von Wachstumsfaktoren Makrophagen oder dendritische Zellen ausdifferenzieren.
Die Mause werden durch Genickbruck getotet, mit 70%igem Ethanol abgespriiht
und Unter-und Oberschenkel frei prapariert. Unter sterilen Bedingungen wird nun
mit einer mit Medium gefullten Spritze das rote Knochenmark herausgespiilt. Die
Knochenmarkssuspension wird nun durch mehrmaliges Pipettieren in eine Einzel-
zellsuspension uberfiihrt. Die Suspension wird fiinf Minuten bei 1000rpm zentrifu-
giert, der Uberstand wird verworfen, und das Pellet in 1,5ml Erythrozyten-Lysepuffer
pro Maus drei Minuten lang bei Raumtemperatur gelost. Die Zellen werden mit Me-
dium gewaschen und in Medium aufgenommen, das aus CM mit dem Wachstums-
faktor M-CSF Medium besteht. In Zellkulturschalen inkubiert man die Zellen dann
im Inkubator bei §7°C uber Nacht. Am nichsten Tag werden die nicht adhdrenten
Zellen in einer Konzentration von 1-2x107 Zellen/ml in Petrischalen ausgesit. Nach
drei Tagen werden die Zellen erneut mit Makrophagen-Medium gefiittert. Am Tag
7-10 kénnen die Zellen dann fiir Experimente verwendet werden. Fuir die Herstel-
lung von dendritischen Zellen werden die Zellen in einem Medium mit GM-CSF
aufgenommen und zwei Stunden in Zellkulturschalen inkubiert, dann die nicht ad-
héarenten Zellen in Petrischalen ausgesat. Nach sieben Tagen sind die Zellen ausdif-

ferenziert.

PERITONEALLAVAGE BEI MAUSEN

In der Regel wurde eine HSP6o Losung mit 150ug in 200ul PBS oder 0,9%NaCl
Losung pro Maus injiziert. Meist wurde die Peritoneallavage zwei Stunden nach In-
jektion des Proteins durchgefiihrt. Nun wird die Maus mit CO» getotet. Bei der toten
Maus wird nun durch einen Fellschnitt die Bauchdecke freigelegt. 7ml kaltes Medi-
um wird mit einer Spritze in die Bauchhohle gespritzt, verbleibt dort kurz und wird
wieder herausgezogen. Danach wird der Thorax der Maus geoftnet, das Herz wird

eroffnet, und man lasst das Blut in den Thoraxraum flieBen, dort wird es entnom-
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men. Aus dem Blut wird Serum gewonnen, indem man es ca. 2 Stunden auf Eis
stehen lasst und dann bei 13.000 rpm 20 Minuten zentrifugiert. Die Peritonealla-
vageflissigkeit wird zentrifugiert, ein Teil der Lavage zur spateren Zytokinkontrolle

abgenommen und eingefroren, und die Zellen werden fir eine FACS Analyse ange-

farbt (siehe Kapitel[3.12)).

DURCHFLUSSZYTOMETRIE - FACS

Fur die FACS (= Fluorescence Activated Cell Sorting)-Farbung werden die Milzzel-
len oder die Peritoneallavagezellen einer Erythrozytenlyse unterzogen und in PBS
3%FCS in einer Zellzahl von 1x10% Zellen pro ml aufgenommen. Zunichst wurde
eine Blockierung der Fc-Rezeptoren mit anti-CD16/g2 (100ug/ml) bei 4°C 20 Mi-
nuten durchgefiihrt. Die Zellen werden dann zu je 100ul in eine g6-Lochplatte ge-
geben. Wahrend der ganzen Zeit der Farbung sollten die Zellen auf Eis gehalten wer-
den. Dann folgt die Farbung der Zellen mit APC gefirbtem anti-CD11b (14g/ml)
und FITC gefarbtem anti-Gr1 (14g/ml), oder den passenden Isotypkontrollen, um
unspezifische Bindungen anzuzeigen. Die Zellen werden 3o Minuten lang gefarbt
und dann dreimal mit PBS §%FCS gewaschen. AnschlieBend werden sie in 2%iger
Paraformaldehydlosung fixiert. Die Zellen konnen nun gekiihlt aufbewahrt werden

und dann im Durchflusszytometer gemessen werden.

INTRAZELLULARE FARBUNG

Fur diese Farbung wurden Reagenzien der Firma PharMingen (Cytofix/Cytoperm
Plus) benutzt. Bei der intrazellularen Farbung wird die Peritoneallavage dreiflig Mi-
nuten nach Injektion von HSP6o vorgenommen. Die so gewonnenen Zellen wur-
den, um den intrazelluliren Gehalt an KC bzw. TNF zu erhohen, mit GolgiPlug
(Brefeldin A 1p1/ml Medium) in CM bei g7 °C fur drei Stunden inkubiert. An-
schlieBend werden die Zellen wie oben beschrieben gewaschen, mit anti-CD16/g2
geblockt und die Oberflichenrezeptoren angefarbt. Danach werden die Zellen mit
Cytofix/Cytoperm Losung fixiert und permeabilisiert. Jetzt kann der intrazellulire
Antikorper, also biotinylierter anti-KC mAb (gug/ml, g0 min, 4°) oder PE ange-
farbter anti-TNF mAb (2ug/ml, gomin, 4°) binden. Um den anti-KC Antikérper
darzustellen, wird er in einem weiteren Farbeschritt mit PE gefarbten Streptavidin

(5ug/ml, gomin, 4°) sichtbar gemacht. Nach intrazellularer Farbung werden die
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Zellen jeweils mit Perm/Wash gewaschen, hierdurch bleibt die Zellmembran aufge-
schlossen, und die Zellen kénnen so intrazellular gewaschen werden. Zum Schluss
wurden die Zellen wieder in PBS g%FCS gewaschen, die Zellmembran wird hier-
durch geschlossen. Die Zellen werden mit 2%igem Paraformaldehyd fixiert und bis

zur Analyse im Kuhlschrank aufbewahrt.

GIEMSAFARBUNG

Die aus der Peritoneallavage entnommenen Zellen werden gezahlt, §0.000 Zellen
werden durch einen Zytospin auf einen Objekttrager zentrifugiert (72,3g, smin).
Die Zellen werden dann mit Methanol fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur fixiert
und mit Giemsalosung fiir zwanzig Minuten ebenfalls bei Raumtemperatur gefarbt.
Die Farbel6sung wird danach abgewaschen und die Praparate konnen mikroskopiert

werden.
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KAPITEL 4

ERGEBNISSE

CHLAMYDIALES HSP60 INDUZIERT in vivo DAS CXC-CHEMOKIN KC, ABER
KEIN TNF

In vitro stimuliert rekombinantes HSP6o von Chlamydia pneumoniae bei aus Knochen-
mark differenzierten dendritischen Zellen die Sekretion der proinflammatorischen
Zytokine TNF und Il-12p4o0. Die stimulatorische Potenz des Proteins konnte durch
Zugabe von Proteinasen (Proteinase K oder Pronase E) neutralisiert werden (7).
Dies spricht fiir die direkte Wirkung des Proteins und schlieBt aus, dass diese Sti-
mulation durch Kontaminationen wie zum Beispiel LPS entstanden ist. TNF ist als
proinflammatorisches Protein wichtig fir die angeborene Immunantwort, da es lo-
kale Entztindungen unterstiitzt und die Immunantwort einleitet. Produziert wird es
vor allem von Makrophagen, NK-Zellen und T-Zellen. In der Regel ist es einer der
ersten Zytokine, die auf einen inflammatorischen Stimulus hin sezerniert werden.
Von vielen PAMP, wie zum Beispiel LPS, weill man, dass sie in vivo hohe Mengen an
TNF induzieren.

Um das immunstimulatorische Potenzial von HSP6o in vivo zu erfassen, haben
wir C57BL/6 Miusen 150ug HSP6o intraperitoneal gespritzt. Uberraschenderweise
konnten wir im Serum der Mause, die HSP60 injiziert bekommen hatten, kein TNF
detektieren, wie man in Abbildung [4.1]sieht. Dagegen sahen wir sehr hohe Konzen-
trationen des Chemokins KC im Serum von Miusen, denen zwei Stunden vorher
das Protein verabreicht worden war. KC ist als sogenanntes Chemokin ein Aktivator
der Immunantwort, indem es Zellen an den Ort der Entzindung rekrutiert, es wirkt
vor allem auf Polymorphkernige Neutrophile Granulozyten (PMN). Diese werden

dann aktiviert und wandern entlang des Chemokingradienten zum Ort der Entziin-



dung. Auch drei Stunden nach Injektion sahen wir immer noch erhéhte Mengen des
Chemokins, wahrend 18 Stunden nach Injektion die Konzentration von KC wieder
auf Normalniveau gesunken war. Da nach subkutaner Injektion das Protein Lymph-
knoten passieren muss, in denen es sehr viele dendritische Zellen gibt, injizierten
wir unser HSP6o in die FuBballen der Mause (5oug/Fufiballen). Doch auch jetzt
konnten wir keine TNF- oder IL-12p4o0-Induktion erkennen, jedoch erneut erhohte
Konzentrationen von KC. Selbst nach intravenoéser Injektion von HSP6o zeigte sich
keine Erhohung des TNF-Spiegels im Blut (Abb. B). Auch hier war der KC-Wert
deutlich erh6ht, und wir konnten eine gewisse Sekretion von IL-12p40 beobachten.
Um zu zeigen, dass wir TNF in unserem Modell prinzipiell induzieren konnen, inji-
zierten wir als Positivkontrolle jeweils Endotoxin (1ug LPS/ Maus), hierbei sahen
wir wie erwartet erhohte Serumspiegel des Zytokins TNF (Abb. D).

Auch die Erhéhung der HSP6o-Menge, die wir den Mausen injizierten, fuhrte

nicht zur Detektion von TNF. Wir sahen eine dosisabhingige Steigerung der Menge
an KC und MIP-2, das wie KC auch ein CXC-Chemokin ist und dhnliche Wirkung
zeigt (Abb. A). TNF war zu keiner Zeit detektierbar, und auch hier sahen wir nur
bei einer HSP60o Konzentration von 1mg eine kleine Menge IL-12p40 (Abb. B).
Zusammengefasst ergibt sich, dass HSP6o zwar CXC-Chemokine wie KC und MIP-2,
aber kein TNF induziert.
Um zu sehen, ob die Peritoneallavagezellen durch HSP6o aktiviert wurden, analy-
sierten wir die intrazellulare Produktion von KC und TNF. Wie man aus Abbildung
erkennt, konnte man eine klare Induktion von KC in CD11b+ Zellen dreifig
Minuten nach Injektion sehen. TNF konnten wir jedoch nur in sehr wenigen Zellen
nachweisen. CD11b ist ein zelluliarer Rezeptor, der vor allem auf Makrophagen, aber
auch auf anderen Zellen, wie zum Beispiel dendritischen Zellen, zu finden ist. Diese
Zellen sind die ersten, die auf einen immunolatorischen Stimulus reagieren.

In einem Vorexperiment konnten wir auch in der Lavageflissigkeit zwar erhohte
Spiegel an KC gegentber der mit PBS injizierten Kontrollgruppe sehen, jedoch kein
TNF. Wenn man nun aber die Peritoneallavagezellen in vitro mit HSP6o stimuliert,
konnten wir im Zelluberstand TNF entdecken (Abb@. In einer Publikation von
Gao et al. (g) wurde beschrieben, dass die Fahigkeit von HSP60, in vitro proinflam-
matorische Zytokine wie TNF zu stimulieren, darauf beruht, dass rekombinant her-
gestellte Proteine hiufig mit Endotoxinen kontaminiert sind. Gao und seine Gruppe
haben ihr rekombinant hergestelltes HSP6o tber eine Polymyxin B Saule gegeben,

in der Endotoxine zurtckgehalten werden. Nachdem das Protein so aufgereinigt
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Abbildung 4.1. A: Cy7BL/6 Mausen wurde HSP6o (150pg/Maus) oder PBS i.p. gegeben. Zwei Stun-
den spiter Blutabnahme und Testung des Serums auf TNF und KC

B: Wie in A, nur wurde das HSP6o (50pg/Maus) hier subkutan in den FuB injiziert. Hier wurde neben
KC und TNF auch IL-12p40 gemessen.

C: 200ug HSP60 wurde jeder Maus i.v. appliziert. Nach zwei Stunden wurde das Serum auf KC, TNF
und IL-12p4o0 getestet.

D: In diesem Experiment wurden die Mause mit HSP6o (1501g/Maus) oder als Kontrollen 0,9%NaCl
oder LPS (1ug/Maus) intravends, intraperitoneal oder subkutan gespritzt. Nach zwei Stunden Testung

auf TNF. x :nicht nachweisbar
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Abbildung 4.2. A: Verschiedene Konzentrationen HSP6o (2oug, 150ug, 1mg) wurden intraperitoneal
gespritzt, als Kontrolle diente PBS. Nach zwei Stunden wurde das Serum entnommen und auf KC und
MIP2 getestet.

B: Die Seren aus A wurden ebenfalls auf TNF und IL-12p40 getestet.
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Abbildung 4.3. C57BL/6 Méuse wurden mit 150ug HSP60 oder PBS als Negativkontrolle intraperito-
neal gespritzt. Nach go Minuten wurden die Mause getotet und eine Peritoneallavage wurde durch-
gefiihrt. Die Zellen wurden oberflichlich mit APC-markiertem anti-CD11b gefirbt, danach wurde die
Zelle fixiert, permeabilisiert und intrazellular gegen KC oder TNF gefirbt.
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war, konnten sie bei Stimulation von Raw Zellen, einer Makrophagen Zelllinie, kein
TNF feststellen. Da HSP60 auch in seiner eigentlichen Funktion als Chaperon Pro-
teine und Lipopeptide binden kann, konnten wir eine Verunreinigung des Prote-
ins nicht komplett ausschlieBen. Um zu untersuchen, ob unsere Ergebnisse durch
Kontamination beeinflusst worden waren, reinigten wir unser HSP6o ebenfalls tiber
eine PMB Saule auf (sieche Kapitel[3.2)). Wir sahen eine deutliche Verringerung von
TNF im Uberstand von Raw Zellen nach Stimulation mit Polymyxin B aufgereinig-
tem Protein im Vergleich zum einfach aufgereinigtem Protein, wie es von Gao et
al. beschrieben wurde. Als wir das PMB aufgereinigte HSP6o zur peritonealen In-
jektion nahmen, stellten wir jedoch fest, dass es hier ebenso KC stimulierte wie vor
der Aufreinigung (Abb.[4.4). Es scheint also so zu sein, dass bisher undefinierte En-
dotoxinkontaminanten fur die in vitro-Induktion von TNF verantwortlich sind, die
jedoch keinen Einfluss auf die stimulatorische Kapazitit von HSP60 in vivo zu haben
scheinen. Somit hatte die weitere Aufreinigung keinen Einfluss auf die Effektivitit
von HSP6o.

CHLAMYIDALES HSP60 INDUZIERT EINE EINWANDERUNG VON PMN 1IN
PERITONEALHOHLE UND BLUT

Da KC und MIP-2 Chemokine sind, deren Funktion unter anderem darin besteht,
neutrophile Granulozyten anzulocken, wollten wir dies in unserem Modell beobach-
ten. Deshalb wurde die Zusammensetzung der Peritonealzellen nach Injektion von
HSP6o oder PBS als Negativkontrolle mit Hilfe des FACS analysiert. Wir verwen-
deten tber eine PMB-Saule aufgereinigtes HSP60o, um die Rolle moglicher Konta-
minanten zu minimieren. Wir analysierten die Zellen zwei Stunden nach Injektion
von 150ug unseres Proteins und farbten die Zellen mit Antikorpern gegen CD11b,
einen Makrophagenmarker, der aber auch auf PMN exprimiert ist, und anti-Gr-1,
einen Marker fiir Granulozyten. In Abbildung sieht man, dass die Population
von Zellen, die sowohl CD11b, als auch Gr-1 exprimieren, stark ansteigt. Diese dop-
pelt positiven Zellen waren F4/80 und CD11c negativ (Abbl4.5) und waren in den
Bauchhohlen der Kontrollméuse nur in sehr geringer Menge zu finden. Um die ein-
wandernden Zellen auch morphologisch zu charakterisieren, farbten wir die Zellen
mit einer Giemsafarbung. Hier sah man deutlich, dass die Zellen im Mikroskop ein-
deutig die Morphologie von PMN aufwiesen. Somit induziert chlamydiales HSP6o
die Einwanderung von PMN in die Bauchhdhle (Abb.[4.5). In einem weiteren Expe-
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Abbildung 4.4. A: Peritonealzellen von Cr7BL/6 Mausen wurden kultiviert (150.000/well in g6er
Platte) und mit HSP6o (15ug/ml) stimuliert. Nach 20 Stunden Kultur wurden die Uberstinde auf
TNF und KC getestet.

B: RAW264.7 Zellen (g x 10*Zellen/well in g6er Platte) wurden mit HSP6o stimuliert, das entweder
uiber die Polymyxin B Siule aufgereinigt wurde, oder ohne PolB Aufreinigung verwendet wurde. Nach
20 Stunden wurde der Uberstand entnommen und auf TNF getestet.

C: C57BL/6 Miuse wurden mit Polymyxin B aufgereinigtem HSP6o (1501g/Maus) intraperitoneal
injiziert. Als Kontrolle diente nicht aufgereinigtes HSP6o (150ug/Maus) oder NaCl Losung. Nach

zwei Stunden wurde das Serum auf KC getestet.
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riment Uberpriften wir die Blutzellen auf ihre Zusammensetzung nach peritonealer
Injektion von HSP6o. Auch hier sahen wir einen deutlichen Anstieg von doppelt po-
sitiven Zellen, d.h. Zellen, die sowohl CD11b als auch Gr1 exprimierten, von ca 20%
auf 40% (Abb. . Somit hat man im Blut einen dhnlichen Effekt wie in der Perito-
nealhohle. Um zu sehen, ob andere PAMP auch eine Einwanderung von PMNs indu-
zierten, testeten wir das CpG Oligonukleotid 1668, das TLRg- und MyD88-abhangig
das Immunsystem aktiviert. Es induzierte zwar, verglichen mit HSP6o, héhere Kon-
zentrationen von KC im Blut, jedoch war die Anzahl der PMN, die in die Bauchhoéhle
einwanderten, bei den mit 1668, einem stimulierenden Oligonukleotid, behandel-
ten Méusen deutlich geringer als bei den mit HSP6o injizierten Miusen (Abb.[4.6)).
Auch die Injektion von LPS, das TLR4-abhangig stimuliert, zeigte einen hohen An-

stieg an KC, jedoch auch einen weitaus geringeren Anstieg an PMN in der Bauch-

héhle (Abb. [1-6).

CHLAMYDIALES HSP60 wirRD DURCH TLR2 UND TLR4 in vivo ERKANNT

In der wissenschaftlichen Literatur wird eine TLR-Abhdngigkeit der HSP60o-Stimu-
lation ¢n vitro diskutiert. Hierbei zeigen Ergebnisse aus unserem Labor TLR2- und
TLR4-abhangige Stimulation von dendritischen Zellen in vitro. Ob diese Abhangig-
keit auch in vivo existiert, ist bisher nicht beschrieben worden. Um unser Modell
der HSP6o-Wirkung im Mausmodell zu testen, bedienten wir uns verschiedener ge-
netisch verdanderter Mause. Zum einen verwendeten wir Mause mit einer Punktmu-
tation im TLR4-Gen, die zu einem defekten Protein fihrt. Zum anderen benutzen
wir TLR2-defiziente Mduse. Um die HSP6o-abhédngige Stimulation in Mausen zu un-
tersuchen, die weder einen funktionsfihigen TLR2 noch TLR4 zu haben, wurden
Mause beider Stimme verpaart und eine doppelt defiziente Maus geztichtet.

Die Injektion von HSP6o in diese doppelt defizienten Mause zeigte, dass der KC-
Serumspiegel wie bei Wildtyptieren erhoht wurden. Ebenso wurden PMN effizient
in die Peritonealhohle rekrutiert. Auch bei TLR4-defizienten Mdusen sahen wir nur
leichte Unterschiede zu den Wildtypmausen (Abb. [4.7). Die Injektion von HSP6o
in doppelt defiziente Mause zeigte, dass diese Mause anders reagierten. Die KC-
Konzentrationen im Blut wurden nicht erhoht und die Zusammensetzung der Pe-
ritoneallavagezellen wurde nicht verandert. Somit ist der in Wildtyp-Mausen gezeig-
te Effekt nicht vorhanden. Um auch hier die Kontaminationskomponente unseres

Proteins moglichst gering zu halten, injizierten wir auch hier HSP6o, das zuvor tiber
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Abbildung 4.5. A: C57BL/6 Miusen wurde Polymyxin B aufgereinigtes HSP6o (1504g/Maus) oder
PBS injiziert. Nach zwei Stunden wurden die Mause getotet, und eine Peritoneallavage wurde durch-
gefiihrt. Die Peritonealzellen wurden mit FITC-gefirbtem anti-GR1 und APS gefiarbtem anti-CD11b
gefarbt oder mit FITC-gefairbtem anti-F4/80 und APC-gefirbtem anti-CD11b. Die Zellen wurden im
FACS analysiert.

B: Die Durchfithrung erfolgte wie in A. Die Peritonealzellen wurden auf Objekttriger fixiert und mit
Giemsa gefirbt. Die Pfeile zeigen neutrophile Granulozyten an.

C: Die Durchfiihrung erfolgte wie in A. Nach zwei Stunden wurde den Mausen EDTA-Blut abgenom-

men, die Zellen wurden auch mit anti-GR1 und anti-CD11b gefarbt und im FACS analysiert.
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Abbildung 4.6. A: In C3H/HeN Miuse wurde chlamydiales HSP6o (150ug/Maus), LPS (14g/Maus)
oder PBS injiziert. Nach zwei Stunden wurden die Mause getotet, das Serum wurde auf KC getestet
und die Peritonealzellen mit anti-GR1 und anti-CD11b angeférbt.

B: In Cp7BL/6 Mause wurde chlamydiales HSP6o (150ug/Maus), das Oligonukleotid 1668
(1pmol/Maus) oder PBS injiziert. Nach zwei Stunden wurden die Peritonealzellen analysiert und der

KC Gehalt im Serum bestimmt.
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eine PMB-Siule aufgereinigt worden war (Abb. [4.8)). Die doppelt defizienten Mause
zeigten keine oder fast keine Reaktion auf das aufgereinigte Protein, wahrend die
Mduse, denen nur ein funktionsfihiger TLR4 fehlte, sowohl bei der Induktion von
KC, als auch bei der Immigration von PMN ins Peritoneum ahnlich reagierten wie
die Wildtypmause. Somit scheint Endotoxin, das TLR4-abhangig erkannt wird, in
unserem Modell keine Rolle zu spielen. Diese Ergebnisse weisen auf ein Zusammen-
spiel von sowohl TLR2 als auch TLR4 beim Erkennen von HSP6o hin. Demnach

wird HSP6o moglicherweise in vitro ahnlich wie in vivo erkannt.

HSP60-INDUZIERTE VERANDERUNGEN i1 vivo SIND MYD88-ABHANGIG

MyD88 ist ein Molektl, das eine wichtige Rolle in der Signalkaskade vieler TLR
spielt (43). Da wir eine TLR2- und TLR4-abhéngige Stimulation durch chlamydiales
HSP60 zeigen konnten, war eine Abhangigkeit von MyD88 als zentralem Faktor in
der Aktivierung wahrscheinlich. Um dies zu untersuchen, wurden MyD88 knock-out
Miuse verwendet. Wie in den vorherigen Experimenten maflen wir nach Injektion
von 150ug HSP6o die KC-Konzentration im Serum und den Einstrom von PMN in
die Bauchhohle. Wir sahen, dass die KC-Spiegel im Serum nicht erhéht wurden, es
jedoch einen Einstrom von PMN in die Bauchhoéhle gab, der zwar nicht so stark wie
bei den Wildtypmausen war, jedoch deutlich tiber dem unserer Negativkontrolle lag
(Abb. [1.7). Dies zeigt, dass die Antworten der Maus auf die Stimulation mit HSP6o
wenigstens in Teilen MyD88-abhangig ist.
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Abbildung 4.7. TLR2 knock-out Mausen, TLR4 defizienten Mausen und Mausen mit beiden Defizi-
ten sowie MyD88 knock-out Mausen wurde chlamydiales HSP6o (150ug/Maus) injiziert, als Kontrolle
diente PBS. Nach zwei Stunden wurde das Serum auf KC untersucht (A) und die Peritonealzellen
wurden analysiert (B). Der Hintergrund der Méause war C57BL/6 bei TLR2 und MyD88 knock-out
Mausen, bei TLR4 und den doppelt defizienten Mausen war dies C3H/HEN bzw. C3H/HE].x : nicht

nachweisbar
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Abbildung 4.8. TLR4 defizienten Mausen und TLR2 und TLR4 defizienten Miusen wurde chlamydia-
les HSP6o (1504ug/Maus) oder PBS intraperitoneal injiziert. Nach zwei Stunden wurde KC im Serum

gemessen (A) und die Peritonealzellen analysiert (B). x : nicht nachweisbar
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Abbildung 4.9. Balb/c Miuse wurden zweimal mit chlamydialem HSP6o (100ug), 1ommol CpG 1668
und 10opl Alum im Abstand von vier Wochen immunisiert. Nach weiteren vier Wochen wurden den
Miusen Blut abgenommen und Serum gewonnen. Dies wurde auf mit HSP6o oder OVA als Kontroll-

protein beschichteten Platten gegeben und auf Bindung getestet.

HERSTELLUNG EINES ANTIKORPERS GEGEN CHLAMYDIALES HSP60

Wir konnten bisher zeigen, dass das Protein HSP6o immunstimulatorisch ist. Um
dies auch in vivo sicher auf HSP6o zurtckzuftihren, beabsichtigten wir, monoklona-
le Antikorper herzustellen, die chlamydiales HSP6o in nicht denaturiertem Zustand
erkennen, und mit deren Hilfe chlamydiales HSP6o zu depletieren. Da fiir diese
Fragestellung kein kommerziell verfugbarer Antikorper vorlag, stellten wir entspre-
chende monoklonale Antikérper selbst her. Dazu wurden drei Balb/c Mause mit
rekombinantem HSP60o und einer Adjuvansmischung aus CpG Oligonukleotiden
und Aluminiumhydroxid immunisiert (siehe Kapitel [3)). Nach der zweiten Immuni-
sierung wurde den Mausen Blut abgenommen, hieraus Serum gewonnen und dies
auf seine Bindung an auf Platten fixiertes HSP60 analysiert (Abb.[4.9)).

Da Maus No. g am besten immunisert zu sein schien, wurde die Fusion mit der

Milz dieser Maus durchgefiihrt. Nach dem Wachsen der Klone wurden diese jeweils
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Abbildung 4.10. Die Uberstinde der Hybridome wurden unverdinnt auf mit HSP6o oder OVA als
Kontrollprotein beschichteten Platten gegeben und auf Bindung getestet.

in einem speziellen ELISA getestet, um zu uberprufen, ob die sezernierten Antikor-
per spezifisch fiir HSP6o waren. Diese Klone wurden dann subkloniert, um sicher-
zugehen, dass man einen monoklonalen Antikorper erhdlt. Auch diese Subklone
wurden erneut getestet. Wie man in der Abbildung sieht, erhielten wir insge-
samt sieben verschiedene Subklone, die im ELISA in vier Fallen spezifisch HSP6o
erkannten.

Bei der Testung der Isotypen fanden wir fiinf IgG1, einmal IgM und einmal konn-

te der Isotyp nicht genau ermittelt werden.
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Abbildung 4.11. Western Blot, auf dem HSP6o aufgetragen wurde (1ong/Bahn). Als Erstantikorper
wurden die Zellkulturtiberstinde der Hybridome genommen (Inkubation unverdiinnt zwei Stunden

bei Raumtemperatur), als Zweitantikorper wurde ein biotinylierter anti-mouse Antikoérper verwendet.
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Die Dominanz von IgG1 kann durch eine Induktion einer TH2 Antwort durch
Aluminiumhydroxid erklart werden. Dies ist bereits beschrieben worden. In einem
Western Blot, in dem HSP6o denaturiert aufgetragen wurde und als Erstantikorper
der Zelltiberstand der Klone diente, konnten wir zeigen, dass die Klone I, II, III, V
und VII denaturiertes HSP60 erkennen konnten (Abb. [4.11)).

Um eine mogliche blockierende Wirkung der Antikorper zu zeigen, gaben wir
den Uberstand der Klone auf mit HSP60 oder einem Uberstand von infizierten Zel-
len auf dendritische Zellen. Der Uberstand der dendritischen Zellen wurde nach
20 Stunden auf KC getestet. Hierbei zeigte sich eine partielle Blockade der KC-
Sekretion und Stimulation mit HSP6o (Abb.[4.12).

Die Aufreinigung der Antikorper I und VII erfolgte tiber eine Protein G Saule, wie
im Teil Methoden beschrieben (siehe Kapitel [)). Die so aufgereinigten Antikorper
wurden erneut auf ihre Interaktion mit HSP6o getestet. Sie detektierten HSP60o im
ELISA und konnten auch HSP6o im Western Blot nachweisen. In ersten Experimen-
ten in einer in vitro-Situation konnte der Antikérper jedoch keine neutralisierende
Wirkung von HSP6o zeigen, d.h. auf dendritischen Zellen unterschied sich nach

Stimulation mit HSP6o die Menge an KC nicht, wenn im Zellmedium ebenfalls An-
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Abbildung 4.12. Dendritische Zellen, die aus Knochenmark differenziert wurden, wurden am Tag 7
umgesetzt (100.000/well in g6er Platte) und mit HSP6o (10ug/ml) stimuliert. Der Zelliberstand des
Hybridoms Nummer VII wurde in verschiedenen Konzentrationen ins Medium gegeben. Angefangen
wurde mit einer Verdiinnung von 1:4, dann wurde der Uberstand jeweils wieder 1:10 verdinnt bis zu
einer Endverdiinnung von 1:40.000. Nach 20 Stunden wurde der Uberstand entnommen und auf die

Menge des Chemokins KC bestimmt.
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tikorper vorhanden war.

Wir tiberpruften auch, ob eine Antikorper/ HSP6o Komplexierung im Vergleich
zu freiem HSP6o eine veranderte Reaktion des Immunsystems bewirkte. Dies war
nicht der Fall, da die KC-Induktion oder die Einwanderung von PMN in die Bauch-
hohle nicht verandert war. Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass unsere An-
tikorper bisher noch keine neutralisierende Wirkung in vitro oder in vivo gezeigt
haben, obwohl einige der Antikorper HSP6o im Western Blot und auch im ELISA

erkennen.
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KAPITEL 5

DISKUSSION

CHLAMYDIALES HSP60 aLs PAMP

Grundlage dieser Arbeit sind die Untersuchungen tber den potenziellen Zusam-
menhang zwischen Chlamydieninfektion und Atherosklerose. Es wurde postuliert,
dass chlamydiales HSP60 eine Rolle in der Entwicklung von Atherosklerose spielt.
Es soll, moglicherweise zusammen mit endogenem HSP60, entziindliche Prozesse
unterhalten, die die Plaquebildung unterstiitzen (2q)). Es gibt allerdings bis heute
keine endgtiltig beweisenden Daten, die diesen Zusammenhang sichern, sondern
nur Hinweise auf einen moglichen Zusammenhang. Welcher Faktor von Chlamydia
pneumoniae moglicherweise die fibroproliferativen Reize auslost, die bei der Entste-
hung der Artherosklerose eine Rolle spielen, ist ebensowenig geklart. Chlamydiales
HSP6o wurde zusammen mit humanem, also endogenem HSP60 in menschlichen
Atheromen gefunden; sie induzieren beide TNF-a und induzieren Matrixmetallo-
proteinasen, wenn sie in vitro Makrophagen stimulieren (29).

Da in vielen Patienten Antikorper gegen chlamydiales HSP6o gefunden wurde,
und seine immunstimulatorische Potenz in vitro schon in anderen Publikationen ge-
zeigt wurde, erschien es uns wichtig, uns mit der immunstimulatorischen Potenz von
chlamydialem HSP6o in vivo zu beschaftigen. In unserem Modell haben wir jedoch
nicht atherosklerotische Veranderungen untersucht, sondern die allgemeine Immu-
nantwort. Wenn es zu einer Antikorperbildung gegen chlamydiales HSP6o kommt,
muss dieses vorher das angeborene Immunsystem aktivieren, das heilt, es muss als
fremd oder gefahrlich erkannt werden. Bereits beschrieben wurde, dass sich auch
l6sliches endogenes HSP60o im Serum von atherosklerotischen Patienten befindet.

Es kommt jedoch auch zu einer Antikorperbildung gegen endogenes, also humanes
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HSP6o bei atherosklerotischen Patienten (73),

Humanes HSP6o zeigt starke Homologien mit chlamydialem HSP6o, bei beiden
wurde gezeigt, dass sie in vitro Zellen des angeborenen Immunsystems stimulieren
(69) (7). Moglicherweise werden bei einer entziindlichen Reaktion wie Atheroskle-
rose groBere Mengen normalerweise intrazelluliren Heat Shock Proteins frei und
dies wird dann vom Korper als Gefahrsignal gewertet. Falls HSP6o in vivo proinflam-
matorische Eigenschaften hat, stellt sich sofort die Frage, wie chlamydiales HSP6o
vom Organismus erkannt wird.

Da HSP6o von essentieller Bedeutung fiir alle Organismen ist, ist es nicht mog-
lich, HSP6o einfach durch einen knock-out zu beseitigen. Bei Escherichia coli ist dies
versucht worden, doch ist diese genetische Veranderung letal fiir die Bakterien (3)).
Die Moglichkeit, genetisch veranderte Chlamydien zu verwenden, die kein HSP6o
haben, scheidet somit aus. Um grole Mengen dieses Proteins zu erhalten, ist die
beste Moglichkeit, dies rekombinant von Bakterien wie E. coli herstellen zu lassen
und dann aufzureinigen. Dieses bringt zwar auch einige Unsicherheiten mit sich,
wie zum Beispiel mogliche Kontaminationen durch E. coli Proteine oder eine nicht
nattrliche Faltung des Proteins; es ist jedoch nur sehr schwer moglich, von Chla-
mydien selbst produziertes HSP6o aufzureinigen. Chlamydien wachsen intrazellu-
lar, somit besteht die Gefahr der Proteinkontamination durch die Wirtszelle, falls
man es aus eukaryoten Zellen aufreinigt. Das Benutzen von rekombinantem HSP6o
ist also in unserem Fall eine gute Moglichkeit, gentigend Protein fir in vivo Ver-
suche zu bekommen. Durch die weitere Aufreinigung tber die PMB-Saule ist die
LPS-Kontamination als sehr gering anzusehen. Wir konnten zeigen, dass die TNF
Produktion von dendritischen Zellen nach Stimulation mit HSP6o stark abnimmt,
nachdem dies tiber die PMB-Saule weiter aufgereinigt worden war. Da dendritische
Zellen sehr sensibel auf LPS reagieren, bedeutet dies eine geringe Kontamination
des Proteins. Wir gehen daher davon aus, dass unsere Effekte durch chlamydiales

HSP6o0 selbst induziert wurden, und es somit ein PAMP ist.

CHLAMYDIALES HSP60 INDUZIERT KC UND EINE FINWANDERUNG VON PMN
IN DIE BAUCHHOHLE

Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist der Befund, dass die intraperitoneale Gabe
von chlamydialem HSP6o die KC-Spiegel erhoht sowie eine massive Einwanderung
von PMN in die Bauchhohle induziert.
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In der Peritonealhohle ist das Erkennen von PAMP sehr wichtig, da es hier, z. B.
durch Verletzungen oder Durchwanderungen aus dem Darm, zu einer bakteriellen
Infektion kommen kann und diese schnell lebensgefahrlich werden kann, wenn es
zu einer Peritonitis kommt. In diesem Bereich gibt es viele Zellen des angeborenen
Immunsystems, wie z.B. Makrophagen, Mastzellen und dendritische Zellen, die da-
fir sorgen, dass Bakterien und bakterielle Bestandteile schnell erkannt und beseitigt
werden konnen. Durch chlamydiales HSP6o wird dieses Wachtersystem aktiviert, es
wird somit als ein potenziell gefihrlicher Bakterienbestandteil erkannt.

Wir konnten zeigen, dass es im Vergleich zu anderen PAMP wie LPS und Oligonu-
kleotiden selbst bei gleicher KC-Induktion nicht zu einer massiven Immigration von
PMN kommt. Wir haben hier versucht, moglichst biologisch dquivalente Dosen der
jeweiligen PAMP zu benutzen. Die starke Wirkung von HSP6o auf die KC-Produktion
konnte im Falle einer Infektion mit Chlamydia pneumoniae von Wichtigkeit sein. In ei-
ner in vivo-Situation, in der Mause mit Chlamydia pneumoniae intranasal infiziert wur-
den, konnte gezeigt werden, dass die lokale Produktion von KC stark ansteigt, was zu
einem Einstrom von Granulozyten in die Lunge fiihrt (57). Dieser Einstrom ist eine
wichtige Komponente in der Immunreaktion der Maus auf eine Chlamydia pneuwmo-
niae-Infektion. Es konnte somit moglich sein, dass die KC-Induktion in einem Infek-
tionsmodell vor allem an der immunstimulatorischen Wirkung von HSP6o liegt. Da
es momentan keinen Antikorper gibt, der freies chlamydiales HSP60 in vivo neutra-
lisiert, ist es nicht moglich, dies experimentell nachzuweisen. Zudem wird chlamy-
diales HSP6o zuerst moglicherweise intrazelluldr frei und stimuliert zunachst dort
die Zellen. Es wurde jedoch auch schon gezeigt, dass HSP6o von Endothelzellen der
Aorta prasentiert wurde (74)); auch von anderen Zelltypen wurde berichtet, dass sie
HSP60 auf ihrer Oberfliche prasentieren konnen. Dies konnte bedeuten, dass un-
ter bestimmten Umstinden HSP60 nicht nur in der Zelle, sondern auch auf ihrer
Oberflache vorliegt und in die Umgebung abgegeben werden konnte.

Wir wissen von vielen anderen PAMP, wie z.B. Endotoxin oder bakterieller DNA,
dass sie in vivo das angeborene Immunsystem unter anderem zur TNF-Sekretion in-
duzieren (4) (63), und dass HSP6o dies in vitro bewirken kann (7). Wir erwarteten
daher, dass das chlamydiale HSP6o auch in vivo TNF induziert, und sich somit dhn-
lich zu den oben beschriebenen anderen PAMP verhalt. Dass nach intraperitonealer,
subkutaner oder intravenoser Applikation des Proteins kein TNF detektierbar war,
war somit sehr tiberraschend. Auch die Induktion von IL-12p40 war deutlich gerin-

ger als erwartet. Da wir wissen, dass sowohl chlamydiales, als auch humanes HSP6o
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in vitro immunstimulatorisch ist (6g) und ahnliche Signalwege benutzt werden, neh-
men wir an, dass chlamydiales und humanes HSP6o sich funktionell sehr dhnlich
sind. Daher ist es moglicherweise sogar von Vorteil, dass endogenes humanes HSP6o
nicht die TNF-Sekretion stimuliert, da dies auch zu potenziell gefihrlichen systemi-
schen Immunantworten fithren kénnte.

Man kann die Diskrepanz der in vitro- und in vivo-Versuche die TNF-Produktion
betreffend auch durch kontaminierende Substanzen erkliren, da die weitere Aufrei-
nigung uber die PMB Saule zu einer deutlichen Reduktion der TNF Produktion in
vitro gefithrt hat. Wir konnen somit zum Teil Gao et al. bestatigen, die gezeigt haben,
dass die stimulatorische Komponente von HSP6o Praparationen, die bei Raw Makro-
phagen zur TNF Sekretion fithrt, auf Endotoxinkontaminanten zurickzufiihren ist
@)-

Die mogliche Endotoxinkontaminante des Proteins scheint in der n vivo-Situation
keine Rolle zu spielen, da PMB-Aufreinigung zu keiner Anderung in unseren Mess-
parametern KC-Produktion und Einwanderung von PMN fiihrt. Dies kann verschie-
dene Ursachen haben. Moglicherweise wird die Kontaminante in der in vivo-Situation
so stark verdinnt, dass diese in der Immunantwort keine Rolle mehr spielt. Es ist
auch moglich, dass eine andere kontaminierende Substanz eine Rolle spielt, die wir
nicht durch PMB Siulen entfernen kénnen. Wir wissen nicht, ob HSP6o, das aus
Chlamydien selbst aufgereinigt wurde, stimulatorisch wirkt, da dies technisch sehr
aufwandig ist. Eine aktuelle Publikation zeigt, dass HSP60o aus Helicobacter pylori in
der Lage war, IL-6 Sekretion in Makrophagen zu induzieren. Die beobachtete IL-6
Sekretion wurde von HSP6o des Bakteriums induziert, da der Proteinextrakt nach
Depletion von HSP6o Makrophagen nicht mehr stimulieren konnte (12). Dieser An-
satz konnte moglicherweise bei der weiteren Erforschung von chlamydialem HSP6o

genutzt werden.

ERKENNUNG VvON HSP60 DURCH TOLL-LIKE REZEPTOREN UND MYDS88

Wir wollten ferner zeigen, tiber welche Mechanismen chlamydiales HSP60 in vivo als
PAMP erkannt wird. Habich et al. (15) publizierten, dass humanes HSP6o an einen
spezifischen Rezeptor bindet, der sich von dem fir HSP70 und anderen Heat Shock
Proteinen unterscheidet. Dieser Rezeptor konnte jedoch noch nicht genauer be-
schrieben werden, und es wurde noch nicht untersucht, ob er auch fiir chlamydiales

HSP60 wichtig ist. Unser chlamydiales HSP60o bindet somit moglicherweise an einen
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spezifischen Rezeptor, signalisiert aber tiber die TLRs. Die Toll-like Rezeptoren spie-
len in der Erkennung von bakteriellen Bestandteilen eine zentrale Rolle, und eine
TLR Abhangigkeit von chlamydialem HSP6o konnte in vitro schon gezeigt werden
(7). Uns hat in diesem Falle interessiert, ob das TLR-System fur die Erkennung von
chlamydialem HSP6o in vivo von Bedeutung ist. Mause, die kein funktionsfahiges
TLR2 oder TLR4 haben, zeigten in unserem Experimentalmodell dhnlich starke
Reaktionen, was KC- Induktion oder PMN-Einstrom betrifft. Erst in einer Maus, in
der weder TLR2 noch TLR4 funktionsfihig waren, konnten wir sehen, dass hier
die Immunreaktion stark abgeschwacht war. Da die einfachen Knock-out Mause fast
normal reagiert haben, scheint TLR2 und TLR4 hier in vivo redundant zu funk-
tionieren. Die Erkennung eines PAMP durch zwei TLR ist prinzipiell moglich. Fur
triacylierte Lipoproteine konnte gezeigt werden, dass sie durch ein Heterodimer
von TLR1 und TLR2 erkannt werden (67), wahrend das diacylierte mycoplasma-
le macrophage-activating lipoprotein-2kD von einem Hetereodimer aus TLR2 und
TLR6 erkannt wird (66). In beiden Fillen kooperieren die beiden TLRs bei der Er-
kennung des Lipoproteins. Eine solche Kooperation ist von TLR2 und TLR4 nicht
bekannt. Interessanterweise wird diese doppelte Abhangigkeit nicht durch die Auf-
reinigung von HSP6o tiber die PMB-Saulen verandert, obwohl diese Aufreinigung
den Anteil von LPS, einen TLR4 Agonisten, deutlich vermindern sollte. Dies konn-
te bedeuten, dass HSP6o selbst auch tiber TLR4 signalisiert, wie auch von anderen
Gruppen schon gezeigt wurde (175)

Wir wissen, dass TLR2 und TLR4 mit zwei intrazelluliren Adaptermolekiilen in-
teragieren, das sind MyD88 und TIRAP (75). Der Signalweg aktiviert letztlich NFxB,
das dann im Zellkern an spezifische DNA Sequenzen bindet und die Immunantwort
einleitet. Unsere Ergebnisse zeigen, dass sowohl die Induktion von KC, als auch die
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten MyD88-abhangig ist. MyD88-defizi-
ente Mause zeigen jedoch immer noch eine gewisse Einwanderung von PMNs in die
Bauchhohle, wahrend dies bei TLR2/TLR4-defizienten Mausen nicht nachweisbar
war. Dies konnte bedeuten, dass die Akkumulation von PMNs nur teilweise MyD88-
abhingig ist. Wir wissen, dass TLR4 unabhingig von MyD88 die Zelle aktivieren
kann, und zwar tber TICAM-1 (52). Eine TLR2 Aktivierung ist jedoch bisher im-
mer als MyD88-abhédngig beschrieben worden (18). Moglicherweise spielt TLR4 in
der MyD88-unabhangigen Akkumulation von PMN in die Bauchhoéhle eine wichtige
Rolle. Somit sollte in einer Maus, in der weder TLR4 noch MyD88 funktionell aktiv

sind, die Rekrutierung von PMN vollkommen aufgehoben sein.
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In der Literatur wurde jedoch auch gezeigt, dass HSP60o aus anderen Spezies Zel-
len moglicherweise Toll-like Rezeptor unabhangig stimuliert. Zum Beispiel ist die
IL-6 Sekretion von Makrophagen nach Stimulation mit HSP6o von H. pylori unab-
hangig von TLR2, TLR4 und MyD88 (12).

Insgesamt beobachten wir eine Immunantwort auf chlamydiales HSP6o, die in
vivo klar abgrenzbar von Immunantworten auf Endotoxine, Lipopeptide oder bak-
terieller DNA ist. Diese anderen PAMP induzieren in jedem Fall die Sekretion von
TNF (4) (63) (76), wahrend wir in unserem in vivo Modell nach HSP6o-Gabe keine
TNF-Sekretion sehen konnten. HSP60 induziert also in unserem Modell eine sehr
spezielle, einzigartige Art der Immunantwort, die so bisher noch nicht gezeigt wer-

den konnte.

ANTIKORPER GEGEN HSP60

Mit der Entwicklung eines HSP6o-spezifischen Antikorpers sollte ein neues Werk-
zeug zur Untersuchung der immunstimulierenden Funktion des Proteins hergestellt
werden. Die entwickelten Antikorper sind spezifisch fir HSP6o und erkennen sei-
ne naturliche und denaturierte Form. In den Experimenten hat sich gezeigt, dass
die Neutralisierung der HSP6o Wirkungen nicht wie gewiinscht funktioniert. Wir
wollten eine Neutralisierung der HSP6o Wirkungen in vitro und in vivo erreichen
und damit zeigen, dass die stimulierende Wirkung spezifisch blockierbar ist. Nach
zunichst ermutigenden Experimenten mit einem Uberstand des Hybridoms und
der Testung auf dendritische Zellen (siehe Abb.[4.12)), zeigten die Untersuchungen
mit aufgereinigtem Antikorper diesen Aspekt nicht mehr. Daher kann der Antikor-
per alleine nicht, wie erhofft, zeigen, dass die Immunantwort durch HSP60o auf dem
Protein selbst beruht. Mogliche Kontaminanten, die in rekombinant hergestelltem
HSP6o vorhanden sind, konnten nicht nur, wie von Gao ([g) beschrieben, Endoto-
xine sein, sondern auch andere Bestandteile der Bakterien, wie z.B. Lipoteichon-
saure. Um sicherzugehen, dass auch von Chlamydien selbst hergestelltes HSP6o das
Immunsystem stimuliert, miisste dies aus dem Uberstand von mit Chlamydien infi-
zierten Zellen aufgereinigt werden. Nur hier kann man sich sicher sein, dass keine
nicht-chlamydialen bakteriellen Komponenten eine Immunantwort induzieren kon-
nen. Somit sollte in diesem Bereich versucht werden, mit Hilfe der hergestellten An-
tikorper HSP60 in chlamyialem Uberstand zu binden. Méglicherweise kann dann
zweifelsfrei gezeigt werden, dass chlamydiales HSP6o oder ein Komplex aus HSP6o

und einer weiteren Komponente ein immunstimulatorisches PAMP ist.
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KAPITEL 6

7/ USAMMENFASSUNG

Die Mitwirkung von Chlamydia pneumoniae bei der Entstehung der Artherosklero-
se wird bereits seit langerem diskutiert, dabei wurde bei Heat shock protein 60
von Chlamydia pneumoniae stets eine Induktion inflammatorischer Prozesse und ei-
ne Freisetzung von Zytokinen wie TNF und IL-12p40 beschrieben. Obwohl HSP60o
in atheromathosen Plaques gefunden wurde, war seine stimulatorische Potenz in vi-
vo unklar. Nachdem das HSP6o tber eine Polymyxin B Sdule aufgereinigt wurde,
konnte es in vitro deutlich weniger TNF induzieren als vorher. Das aufgereinigte
HSP6o hat jedoch nach intraperitonealer Gabe zu einer erhéhten Serumkonzentra-
tion von KC und MIP2, nicht jedoch von TNF in vivo gefiihrt. Gleichzeitig zeigte
sich, dass das Protein eine Einwanderung von PMN in die Bauchhohle bewirkt. Die-
ser Influx war bei HSP60 sehr viel starker als bei Endotoxingabe oder bei der Gabe
des CpG Oligonucleotides 1668. Diese Antworten auf HSP6o Injektion verschwin-
den bei Mausen, die TLR2 und TLR4 defizient sind, fast vollig, wahrend Mause, die
TLR2- oder TLR4-defizient sind, fast normal reagieren. Auch wurde gezeigt, dass
die Zytokinsekretion und der Influx MyD88-abhangig ist. In vivo zeigt HSP60o TLR2
und TLR4 sowie MyD88-abhingig verschiedene Immunantworten, die sich von der

Endotoxin- oder CpG-induzierten Antwort unterscheiden.
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KAPITEL 7

SUMMARY

Heat shock protein 60 (HSP60) from Chlamydia peumoniae was described to trigger in
vitro inflammatory and cytokine responses including TNF and IL-12p40. Although
it can be found in atherosclerotic plaques of patients, the stimulatory potential of
chlamydial and other HSP60 in vivo is unclear. The data reported here shows that
chlamydial HSP6o fails to induce TNF expression in vivo. Upon purification of chla-
mydial HSP60o with polymyxin B-agarose columns, its ability to induce TNF secretion
in vitro is significantly reduced. However, purified chlamydial HSP6o causes increa-
sed serum levels of the CXC chemokines KC and MIP2 but not of TNF in vivo, as well
as a strong accumulation of PMN in the peritoneal cavity upon intraperitoneal chal-
lenge. With respect to PMN accumulation, chlamydial HSP6o is more potent than
endotoxin or the CpG oligonucleotide 1668. The responses observed are completely
absent in Toll-like receptor (TLR)2/4-double-deficient mice, while single-deficient
mice respond almost normally. Furthermore, KC induction and PMN accumulation
are largely dependent on MyD88. HSP60 from C.pneumoniae triggers inflammatory
responses in vivo that differ from responses induced by endotoxin or CpG oligo-

nucleotides and are dependent on TLR2 and 4.
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