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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Dendritische Zellen

Dendritische  Zellen  (dendritic  cells;  DCs)  sind multifunktionelle  Antigen-präsentierende 

Zellen (antigen presenting cells, APCs), die in lymphoiden, nicht-lymphoiden Geweben, in 

peripherem Blut und afferenten Blutgefäßen vorkommen [1]. Sie wurden zum ersten Mal 

1973 von Steinman und Cohn [2] beschrieben, die in den peripheren Lymphgeweben eine 

Zelle identifizierten, die sich durch einzigartige dendritenähnlichen Extensionen von den 

anderen  Zellen  unterschied.  DCs  stammen  von  hämatopoetischen  Stammzellen  des 

Knochenmarks. Die Vorläuferzellen aus dem Knochenmark gelangen mit dem Blut in die 

peripheren Gewebe, wo sie durch Wachstumsfaktoren wie GM-CSF, IL-4, IL-15, TNF-α 

oder TGF-ß zu bestimmten DCs differenziert werden. Diese Wachstumsfaktoren werden 

von  verschiedenen  Zelltypen  wie  den  Endothelzellen,  Mastzellen,  Keratinozyten  oder 

Fibroblasten  sezerniert.  Allgemein  werden  Langerhans  DCs,  interstitiale  DCs und 

plasmazytoide DCs unterschieden,  die sich abhängig von den vorhandenen Zytokinen 

entwickeln [3,4,5].

1.1.1. Funktionen der dendritischen Zellen im Immunsystem

Der Schutz und die Abwehr von Pathogenen ist das Ergebnis aus dem Zusammenspiel 

zwischen den innaten und adaptiven Reaktionen des Immunsystems. 

Die DCs sind zentrale Mediatoren, die durch die Integration der innaten und adaptiven 

Signale  die  Art  der  Immunantwort  bestimmen  [6].  Sie  haben umfassende  Funktionen 

beim  Priming der T-Zellen und sind an Prozessen zur Aufrechterhaltung der Toleranz 

beteiligt.  Unter  Priming versteht  man  die  Aktivierung  und  klonale  Vermehrung  naiver 

T-Zellen nach erstmaligem Antigenkontakt. Außerdem spielen die DCs beim Überleben 

naiver CD4+ T-Zellen und der Bildung von T-Gedächtnisszellen eine Rolle  [7,8]. Auf die 

humorale Immunantwort haben die DCs über direkte oder indirekte Aktivierung von den 

B-Zellen Einfluss. Sie vermitteln die Interaktion von CD4+ T-Zellen und B-Zellen, können 

die Differenzierung der B-Zellen zu IgG sezernierenden Zellen und Plasmazellen fördern 

und sind an der Induktion des Isotypenwechsels beteiligt [9-11]. Darüber hinaus können 

DCs die natürlichen Killer-Zellen (NK-Zellen) aktivieren. Durch Freisetzung von Zytokinen, 

wie IL-12, können sie die Zytotoxizität dieser Zellen steuern [12,13]. Aktivierte NK-Zellen 

können wiederum Signale an die DCs geben, die deren Maturierung fördern.

Nach dem allgemeinen Paradigma werden die Funktionen der DCs abhängig von ihrem 

Maturierungszustand  erklärt.  Im  immunologischen  steady-state überwachen  immature 
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Einleitung

DCs  in  den  peripheren  Geweben  die  Umgebung  und  signalisieren  durch  Pathogene 

ausgelöste Gefahren anderen immun-kompetenten Effektorzellen wie den T-Zellen oder 

NK-Zellen [1,6]. DCs sind die Zellen, die am effizientesten Antigene präsentieren. Durch 

Rezeptor vermittelte Endozytose, Phagozytose oder Makropinozytose nehmen sie Anti-

gene aus der  Peripherie auf  und laden sie nach intrazellulärer  Prozessierung auf  die 

Haupt-Histokompatibilitäts-Moleküle  (major  histocompatibility  complex,  MHC-Moleküle). 

Über  eine  Reihe  von  Rezeptoren  (PRRs:  Pattern  recognition  receptors),  die  die  von 

Pathogenen stammenden Moleküle erkennen, können DCs maturiert werden. Zu diesen 

Rezeptoren gehören die Toll-like Rezeptoren TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-5, TLR-5, TLR-8 

und  9,  die  spezifisch  die  als  PAMPS  (pathogen-associated  molecular  patterns) 

bezeichneten Moleküle wie LPS, Flagellin,  CpG DNA und Lipoproteine binden  [14,15]. 
Über  bestimmte  C-Typ  Lektine,  wie  den  Mannoserezeptoren,  DEC-205  und  DC-Sign 

(CD209)  werden  Kohlenhydratstrukturen  auf  den  Pathogenen  erkannt  [16].  Die 

Maturierung kann auch durch proinflammatorische Signale wie  TNF, IL-6 oder Prosta-

glandine  in  der  lokalen Umgebung induziert  werden.  Hierbei  spielt  das  Gleichgewicht 

zwischen  den  proinflammatorischen  und  antiinflammatorischen  Zytokinen  eine 

wesentliche  Rolle.  Die  maturen  DCs  migrieren  anschließend  in  die  lymphatischen 

Gewebe und aktivieren dort  naive T-Zellen,  die darauf  klonal proliferieren und sich zu 

Effektorzellen entwickeln. 

Die durch die Maturierung veränderten Eigenschaften der DCs betreffen die Expression 

von  Oberflächenmolekülen,  die  Zytokinsekretion,  Makropinozytoseeigenschaften  und 

Migrationsfähigkeiten [6]. Wie in Abbildung 1.1 dargestellt, lassen sich die maturen DCs 

phänotypisch  durch  hohe Expression  von  CD80,  CD86,  CD40,  CD83 und  den  MHC-

Molekülen beschreiben. CD80 und CD86 aktivieren durch Bindung an CD28 die klonale 

Vermehrung der naiven T-Zellen  [17].  CD40Ligand (CD40L) der T-Zellen steigert  über 

CD40 auf den DCs in einem positiven Feed back loop die Aktivierung. Bei der Aktivierung 

der zytotoxischen Effektorzellen kann eine hohe Expression von CD40 die erforderlichen 

T-Helferzellen ersetzen [18]. 

Außerdem exprimieren  die  maturen  DCs  Moleküle,  die  ihre  Migration  regulieren,  wie 

CCR7 und CD38 [19].  Die Makropinozytose der maturen DCs ist im Vergleich zu den 

immaturen DCs stark reduziert.
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Abbildung 1.1 Aktivierung der DCs nach Banchereau et al. [6]. Die linke Seite zeigt Faktoren 
wodurch die Entwicklung der DCs induziert wird. Die rechte Seite zeigte die Eigenschaften der DCs 
in dem jeweiligen Differenzierungs- bzw. Maturierungsstatus.

Die Art und Funktion der durch das Priming sich entwickelnden T-Zellen wird durch drei 

Signale bestimmt, die von den DCs gegeben werden [20]. Signal 1 erhält die T-Zelle über 

die  Erkennung  des  MHC-Peptid  Komplexes  durch  den  T-Zell  Rezeptor.  Signal  2 

beinhaltet  die  Costimulation  und  spielt  eine  Rolle  bei  der  klonalen  Proliferation,  der 

Differenzierung in die Effektorzellen und Entstehung der Gedächtniszellen. Als Signal 2 

werden zum Beispiel die auf den maturen DCs hoch exprimierten B7-Moleküle, CD80 und 

CD86,  bezeichnet  [21].  Die  Differenzierung  in  eine  bestimmte  Effektorzelle  (TH1-

Helferzelle,  TH2-Helferzelle  oder  zytotoxische T-Zelle)  wird  durch das Signal  3  [22,23] 

3



Einleitung

bestimmt . Signal 3 wird zum Beispiel durch bestimmte Zytokine bereitgestellt. So aktiviert 

Interleukin-12 (IL-12) die Differenzierung in TH1-Zellen und IL-4 die Differenzierung in TH2-

Zellen. Auch Oberflächenmoleküle, wie der Notch Ligand für die TH2 Entwicklung, können 

als Signal 3 die Differenzierung bestimmen [24,25].

DCs  aktivieren  nicht  nur  T-Zellen,  sondern  spielen  auch  eine  wichtige  Rolle  bei  der 

Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz [1,6]. Die DCs, die zur peripheren Toleranz 

beitragen,  werden  zur  Unterscheidung zu den immunogenen Zellen als  regulatorische 

DCs bezeichnet  und  umfassen verschiedene Subtypen,  die  sich  durch phänotypische 

Charakteristika, Funktionen und Lokalisationen unterscheiden [26].

Einige  Studien  zeigten,  dass  auch  ohne  die  Pathogen  induzierte  Maturierung  CD11c 

positive DCs kontinuierlich zu den Lymphknoten wandern [27-30]. Diese immaturen oder 

semimaturen DCs können die Entwicklung der regulatorischen CD4+ T-Zellen steuern. 

Diese Funktion zur Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz ist  jedoch nicht an den 

immaturen  Phänotyp  der  DCs  gebunden.  Die  Entwicklung  adaptiver  regulatorischer 

T-Zellen  kann  auch  durch  mature  DCs  mit  hoher  Expression  der  costimulatorischen 

Moleküle und den typischen Migrationseigenschaften gesteuert werden [20,31,32]. Aus 

der  hohen  Expression  der  Maturierungsmarker  CD40,  CD80,  CD86  und  den  MHC 

Molekülen lässt sich demnach nicht auf die immunogene Funktion der DCs schließen. 

Daher ist es als kritisch zu bewerten, aus dem Phänotyp der DCs bestimmte Funktionen 

abzuleiten [20].

Die  Funktionen  der  DCs  sind  durch  eine  hohe  Plastizität  gekennzeichnet.  Viele 

costimulatorischen Moleküle, einschließlich CD80 und CD86, können die Aktivierung der 

T-Zellen  nicht  nur  induzieren  sondern  auch  eindämmen.  Bis  jetzt  ist  kein  Marker 

beschrieben,  der  ausschließlich  immunogene  DCs  charakterisiert [20].  Auch  eine 

bestimmte Kombination der bereits bekannten Marker und Eigenschaften, die einzigartig 

für die Induktion einer bestimmten Immunantwort ist, ist nicht bekannt. Da sich die finale 

Funktion nicht aus dem Phänotyp oder der Lokalisation der DCs ableiten lässt,  ist  es 

notwendig diese Zellen durch die eingesetzten Signale  und der daraus resultierenden 

Immunantwort zu beschreiben. 

Möglicherweise  bestimmt  nicht  der  qualitative  Phänotyp,  sondern  feine  quantitative 

Unterschiede in der Expression bestimmter Marker und die Kombination aus diesen, die 

resultierende Modulation des Immunsystem [20]. Wahrscheinlich können auch von den 

DCs unabhängige Faktoren, wie ein spezielles Milieu in dem betreffenden Kompartiment 

und Interaktionen mit verschiedenen Zellen, die durch die DCs induzierte Immunantwort 

modifizieren [33-36].
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1.1.2. Präsentation der Antigene durch dendritische Zellen

Signal 1, die Präsentation von Antigenen, ist für die Induktion der Immunität als auch der 

Toleranz  nötig.  Die  Antigenpräsentation  erfolgt  nach  der  Prozessierung  der  auf-

genommenen  Proteine  und  der  Beladung  der  daraus  resultierenden  Peptide  auf 

Glykoproteine, den MHC-Molekülen. MHC-Moleküle treten in zwei Klassen auf. Die MHC-

Klasse-I Moleküle kommen auf allen kernhaltigen Zellen vor und präsentieren Antigen-

peptide (9-11 Aminosäuren),  die von intrazellulären Proteinen stammen,  den CD8+ T-

Zellen.  MHC-Klasse-II  Moleküle  werden  nur  von  den  Antigen-präsentierenden  Zellen 

(DCs,  Makrophagen und B-Zellen)  gebildet  und präsentieren von exogenen Proteinen 

stammende  Peptide  (10-30  Aminosäuren)  den  CD4+ T-Zellen.  Die  humanen  MHC 

Moleküle werden als Humanes-Leukozyten-System (HLA) bezeichnet.

1.1.2.1. MHC-Klasse-II Präsentation

Lösliche  und  partikuläre  Proteinantigene  werden  von  den  DCs  aufgenommen  und  in 

endosomalen/lysosomalen Kompartimenten zu Peptiden abgebaut. Die Endosomen und 

Lysosomen enthalten Proteasen, die bei niedrigem pH-Wert aktiv sind und die Protein-

antigene  spalten.  Bei  dieser  Prozessierung  der  aufgenommenen  Antigene  spielen 

Cysteinproteasen,  die  Cathepsine,  eine  wichtige  Rolle.  Die  aus  der  Prozessierung 

resultierenden  Peptide  werden  in  den  Kompartimenten  auf  MHC-Klasse-II  Moleküle 

geladen [37-39].

Die  von  den  DCs  synthetisierten  MHC-Klasse-II  Moleküle  befinden  sich  wie  andere 

Glykoproteine der Zelloberfläche zunächst im Endoplasmatischem Retikulum (ER). Im ER 

erfolgt die Assoziation der MHC-Klasse-II Moleküle mit einem Protein, das als invariante 

Kette bezeichnet wird [40,41]. Die invariante Kette verhindert, dass Peptide aus dem ER 

an  die  MHC-Klasse-II  Moleküle  binden  und  ist  an  dem Transport  von  MHC-Klasse-II 

Moleküle  zu  dem  endosomalen/lysosomalen  Kompartimenten  beteiligt.  Die  MHC-II- 

haltigen  Kompartimente  werden  als  MIIC  (MHC  class  II  containing  compartments) 

bezeichnet [42,43]. Dort wird die invariante Kette von Proteasen abgebaut. Zurück bleibt 

eine  kurzes  Peptidfragment,  das  noch  an  die  MHC-Klasse-II  Moleküle  gebunden  ist. 

Diese Fragment wird als Clip bezeichnet. Mit Hilfe eines MHC-II ähnlichen Moleküls, HLA-

DM, erfolgte nach Verdrängung des Clip-Fragmentes die Bindung des Antigenpeptides an 

die  MHC-Klasse-II  Moleküle.  Anschließend  wird  der  Peptid:MHC-II  Komplex  an  die 

Zelloberfläche gebracht.

Die MHC-Klasse-II Präsentation ist vom Maturierungsstatus der DCs abhängig [44,45].

Unter  anderem wird  der  proteolytische  Abbau  der  invarianten  Kette  und  der  Protein-
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antigene durch die Maturierung beeinflusst.  So wird  ein Inhibitor  der Cathepsine nach 

Stimulation der Maturierung abreguliert und dadurch die proteolytische Aktivität gesteigert, 

was zur erhöhten Degradation der invarianten Kette und der aufgenommenen Proteine 

führt [46,47].  Viele  endolysosomale  Proteasen  haben ihr  Aktivitätsoptimum bei  einem 

niedrigen  pH-Wert.  Durch  Maturierung  wird  der  endolysosomale  pH-Wert  unter  5 

abgesenkt, was somit ebenfalls zu einer gesteigerten proteolytischen Aktivität führt [48].

1.1.2.2. MHC-Klasse-I Präsentation und Kreuzpräsentation

MHC-Klasse-I Präsentation

Peptide,  die  normalerweise  über  MHC-Klasse-I  Moleküle  auf  der  Zelloberfläche 

präsentiert werden, stammen aus endogenen Proteinen. Ein großer Anteil dieser Peptide 

entsteht  bei  dem  proteolytischen  Abbau  von  Proteinen  durch  das  Proteasom.  Die 

resultierenden Peptide werden aktiv aus dem Zytosol über die TAP-Moleküle (transporter  

associated with antigen presentation)  in  das ER transportiert.  Dort  werden sie an die 

MHC-Klasse-I Moleküle gebunden  [49]. Dieser Peptid:MHC-I Komplex wird an die Zell-

oberfläche gebracht.

Kreuzpräsentation

Die DCs sind in der Lage neben den Peptiden aus eigenen endogenen Proteinen auch 

Peptide  aus  exogenen aufgenommenen Proteinen  auf  die  MHC-Klasse-I  Moleküle  zu 

laden und den CD8+  T-Zellen zu präsentieren.  Dieser Prozess wird  Kreuzpräsentation 

genannt. Besondere Relevanz hat die Kreuzpräsentation bei der Induktion von Immunität 

gegen Pathogene, deren Antigene nicht von den DCs selbst synthetisiert  werden.  Bei 

einer  Virusinfektion  von  nicht-hämatopoetischen  Zellen  können  von  diesen  infizierten 

Zellen freigesetzte  virale Antigene über diesen Weg von den DCs aufgenommen und 

präsentiert  werden,  was zur  Induktion der spezifischen CD8+ T-Zellen führt  [50].  Eine 

zweite Situation, für die die Kreuzpräsentation von Bedeutung ist, liegt vor, wenn die DCs 

bei  der  Virusinfektion in ihren Funktionen gestört  werden  [51].  Gesunde DCs können 

durch  Phagozytose  die  infizierten  Zellen  aufnehmen  und  zytotoxische  CD8+ T-Zellen 

aktivieren. Somit kann die Inhibition durch den Virus umgangenen werden. 

Exogene Antigene können auf verschiedenen Wegen auf MHC-Klasse-I geladen werden 

[52,53] (Abb. 1.2). 
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Abbildung 1.2 Mechanismen der Kreuzpräsentation nach Shen et al.. (a) Vakuolärer Weg (b) 
Phagosom-Zytosol-Phagosom Weg mit ER-Phagosomen Fusion (c) Phagosom-Zytosol Weg (d) 
Gap junction Weg (e) Endosom-ER Weg mit Beteiligung des ERAD-Systems.

Ein  Hauptweg  führt  das  Antigen  aus  dem  Phagosom  oder  Endosom  ins  Zytosol 

(Phagosom-Zytosol-Weg).  Dort  wird  es  durch  das  Proteasom  hydrolysiert  und  die 

resultierenden Peptide werden über die TAP-Moleküle in das ER transferriert, wo sie auf 

das MHC-Klasse-I Molekül geladen werden [54]. Der Mechanismus, wie das Antigen ins 

Zytosol gelangt, ist unklar. 

Einige Gruppen beschrieben, dass das ER mit den Phagosomen fusionieren kann und so 

ein Kompartiment entsteht, das alle für die MHC-Klasse-I Beladung wichtigen Moleküle 

enthält (Phagosom-Zytosol-Phagosom-Weg) [55-58]. Das aufgenommene Antigen muss 

auch  bei  diesem  Weg  zunächst  in  das  Zytosol  gelangen,  um  durch  das  Proteasom 

gespalten zu werden. Die ER-Phagosomen Fusion ist umstritten [59].

Für  einige  Antigene  ist  gezeigt,  dass  sie  unabhängig  von  TAP und  dem Proteasom 

präsentiert werden können [60]. Bei diesem vakuolären Weg werden die Peptide durch 
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Proteasen, wie Cathepsin S, direkt in den Endosomen bzw. Phagosomen generiert. Die 

so entstandenen Peptide können anschließende von MHC-Klasse-I  gebunden werden, 

das durch Recycling von der Zelloberfläche in das Endosom gelangt. 

Bei der Kreuzpräsentation von löslichen Antigenen können auch Komponenten, die mit 

dem ERAD-System (ER-associated degradation) assoziiert sind, involviert sein [61]. Die 

Antigene gelangen zunächst in das ER und von dort aus erfolgt eine Retrotranslokation in 

das Zytosol (Endosom-ER-Weg). Diese Retrotranslokation, die bei dem Abbau von miß-

gefalteten Proteinen von Bedeutung ist, ist auch als relevant für die Kreuzpräsentation 

von Antigenen beschrieben  [62]. Untersuchungen belegen, dass für den Transport vom 

ER in das Zytosol der Sec61 Kanal benutzt wird [63].

Die  Kapazität  der  Kreuzpräsentation wird  durch die  Aktivierung/  Maturierung der  DCs 

modifiziert.  Wilson et al. zeigten, dass einmal aktivierte DCs nicht mehr nach erneuter 

Antigengabe  über  Kreuzpräsentation  CD8+ T-Zellen  primen  konnten  [64].  Als  physio-

logischer Sinn dieser Beobachtung wird diskutiert,  dass der Fokus auf Antigene gelegt 

wird, die von dem Pathogen stammen, das auch die Aktivierung der DCs auslöste  [64]. 
Die  Kreuzpräsentation  weiterer  nicht  Pathogen  assoziierter  Antigene  ist  nach  der 

Aktivierung nicht mehr möglich. Hierbei ist das Zeitfenster, in dem die Antigenaufnahme 

und  Aktivierung  erfolgte,  von  entscheidender  Bedeutung.  Die  Inhibition  der 

Kreuzpräsentation  von  exogenen  Antigenen  steht  im  engen  Zusammenhang  mit 

verschiedenen  Prozessen,  die  im  Laufe  der  DC-Maturierung  verändert  werden.  Zum 

Beispiel  werden  wichtige  Aufnahmeprozesse  wie  Makropinozytose  und  Phagozytose 

durch Maturierung stark reduziert [6]. Zusätzlich zu den Aufnahmeprozessen sind weitere 

Mechanismen  an  der  Regulierung beteiligt.  So  erfolgt  der  erforderliche  Transport  der 

Antigene aus dem Endosom in das Zytosol vorzugsweise in frühen immaturen, nicht aber 

in maturen DCs [65]. Außerdem weisen die maturen DCs eine gesteigert proteolytische 

Aktivität in den endolysosomalen Kompartimenten auf, was zu vermehrten Degradation 

von Proteinen und Peptiden führt  [48]. Somit können die erforderlichen Peptide bereits 

abgebaut sein, bevor sie auf die MHC-Klasse-I Moleküle geladen werden konnten.

1.1.3. Dendritische Zellen in der Tumortherapie

Ein Ziel von Immuntherapien gegen Tumore ist die Induktion von tumorspezifischen CD8+ 

Effektor T-Zellen. Diese sollen Peptide, die auf den Tumorzellen im Komplex mit MHC-

Kasse-I  präsentiert  werden,  erkennen  und  daraufhin  die  Tumorzellen  abtöten. 

Tumorzellen  können  im  Komplex  mit  MHC-Klasse-I  Peptide  aus  spezifischen  Tumor 

assoziierte Antigenen (TAAs) auf ihrer Oberfläche den CD8+ T-Zellen präsentieren. Diese 
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TAAs lassen sich in mindestens sechs verschiedene Klassen einteilen.  Dazu gehören 

tumorspezifische mutierte Onkogene oder Tumorsupressoren, Proteine, deren Gene nur 

in  Keimzellen  exprimiert  werden,  Differenzierungsantigene,  Proteine,  die  nach  der 

Translation anomal modifiziert sind, und onkovirale Proteine [66,67]. Peptide aus diesen 

spezifischen Proteinen werden normalerweise nicht oder nicht in für die T-Zell-Erkennung 

notwendigen Konzentrationen auf gesunden Zellen präsentiert. 

Bei der Generierung von CD8+ Effektor T-Zellen, die spezifisch für diese TAAs sind, ist 

eine Schwierigkeit,  dass Tumorzellen normalerweise als körpereigene Strukturen nicht 

vom  immunkompetenten  Zellen  angegriffen  werden.  Mit  einer  DC-basierten  Immun-

therapie  wird  versucht  die  Toleranz  gegenüber  dem  Tumor  zu  brechen  [68-70]. 
Wesentlich dabei  sind die effiziente Präsentation der Peptide von den TAAs und eine 

Aktivierung der  DCs,  die  letztlich  zur  Aktivierung von zytotoxischen tumorspezifischen 

CD8+ T-Zellen führt. Daher liegt der Fokus der derzeitigen Entwicklungen einer durch DCs 

vermittelten  Therapie  unter  anderem  auf  der  Administration  der  Antigene  und  der 

adjuvanten  Aktivierung  der  DCs.  Da  die  DCs  sehr  effizient  Peptide  von  exogenen 

Antigenen über Kreuzpräsentationswege auf MHC-Klasse-I laden, ist es eine Möglichkeit, 

das Tumorantigen den DCs direkt zur Aufnahme zu geben.

Im Tiermodel wurde gezeigt,  dass DCs, die mit TAAs beladen wurden, eine protektive 

Immunantwort gegen den Tumor induzierten [71-75].  Vorläufige positive Daten gibt  es 

aus  den  ersten  DC-basierten  Anwendungen im Menschen [76-79].  Aber  die  klinische 

Effizienz  dieser  Therapie  ist  noch  nicht  befriedigend.  Um  diese  zu  verbessern,  wird 

versucht, die Prozesse der Antigenaufnahme und die DC-Aktivierung zu optimieren.
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1.2. Hitzeschock-Protein 70

1.2.1. Intrazelluläre Funktionen des Hsp70

Hitzeschock-Proteine  (Hsp)  sind  phylogenetisch  konservierte  Proteine,  die  in 

verschiedenen  Kompartimenten  aller  prokaryotischen  und  eukaryotischen  Zellen 

vorkommen.  Hsps  sind  molekulare  Chaperone  mit  umfassenden  Funktionen  bei  der 

Faltung  und  intrazellulärem  Transport  von  Proteinen.  Sie  werden  entsprechend  ihrer 

molekularen Massen als Hsp40, Hsp70, Hsp90 usw. bezeichnet. In Eukaryoten sind die 

Mitglieder  der  Hsp70-Familie  im Zytosol,  in  den Mitochondrien und dem Endoplasma-

tischen Retikulum lokalisiert.  Das zytosolische Protein hat  zwei  Isoformen,  eine 73-kD 

Form,  die  konstitutiv  exprimiert  wird  (=Hsc70)  und eine  72-kD Stress-induzierte  Form 

(=Hsp70)  [80].  Hsp70  Proteine  sind  zentrale  Komponenten  in  dem  Netzwerk  der 

Chaperone. Bei der Faltung von Proteinen sind für Hsp70 drei hauptsächliche Funktionen 

beschrieben:  Verhinderung von Aggregation, Unterstützung der Faltung und Auflösung 

und Rückfaltung von aggregierten Proteinen  [80,81]. Durch die Bindung von Hsp70 an 

kurze  hydrophobe  Segmente  in  partiell  gefalteten  Polypeptiden  wird  Aggregation 

verhindert und der Faltungsprozess arretiert [82,83]. Speziell Hsp70 kann an Sequenzen 

der  aus  dem  Ribosom  kommende  Polypeptidkette  binden,  wodurch  sich  das  bereits 

synthetisierte  Polypeptid  nicht  mehr  spontan  allein  aufgrund  der  energetischen Bilanz 

falten kann.  Darüber hinaus spielt  Hsp70 bei  der Auflösung von funktionellen Protein-

komplexen wie den clathrin coats, viralen Kapsiden und Nukleotidprotein-Komplexen eine 

Rolle [81,84].

Intensiv untersuchte Strukturen, durch die die Funktionen des Hsp70 reguliert  werden, 

sind  die  N-terminale  ATPase-Domäne und eine  kleinere C-terminale  Peptid-Bindungs-

Domäne. Die meisten Daten über die Struktur der Peptid-Bindungs-Domäne existieren für 

das Hsp70 aus E.coli, das als DnaK bezeichnet wird. Kristallstrukturdaten zeigen, dass 

diese Domäne aus zwei strukturellen Einheiten besteht  [85-87]. Das Peptid wird durch 

hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbindungen in einem durch eine 

ß-Sandwich-Struktur  gebildeten  Spalt  gehalten,  der  durch  eine  α-helikale  Subdomäne 

verschlossen  werden  kann.  Es  ist  sehr  wahrscheinlich,  dass  diese  „geschlossene“ 

Struktur  vorliegt,  wenn  ADP  gebunden  ist.  Das  würde  erklären,  warum  Hsp70  mit 

gebundenem ADP eine hohe Affinität  zu Peptiden aufweist  und der  Austausch dieser 

Substrate sehr langsam abläuft. Im Gegensatz dazu binden und dissoziieren die Peptide 

sehr schnell, wenn ATP gebunden ist [88-90]. Der Mechanismus der durch die Nukleotide 

kontrollierten Öffnung und Schließung der Bindungsdomäne ist nicht vollständig geklärt. 

An der Regulation der Bindung und Dissoziation der Peptide sowie dem Austausch der 
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Nukleotide sind Cochaperone, wie das Hsp40, beteiligt [91-93].

1.2.2. Rolle des extrazellulären Hsp70 im Immunsystem

1.2.2.1. Funktionen des Hsp70 als „Danger Signal“ in der innaten Immunstimulation

Unter normalen Bedingungen ist  Hsp70 intrazellulär lokalisiert  und kommt in größeren 

Mengen  nicht  extrazellulär  vor.  Basu  et  al.  zeigten,  dass  nekrotische  aber  nicht 

apoptotische  Zellen  Hsp-Proteine,  wie  gp96,  Hsp90 und  Hsp70,  freisetzten  und  dass 

diese  Proteine  DCs  aktivierten  [94].  Eine  ganze  Reihe  von  weiteren  Experimenten 

belegten,  dass  verschiedene  Hsp-Proteine  (gp96,  Hsp60,  Hsp70,  Hsp110)  DCs, 

Makrophagen  oder  Monozyten  zur  Hochregulierung  von  costimulatorischen  Molekülen 

und der Sekretion von inflammatorischen Zytokinen wie TNF und IL-12 stimulierten [95-
103]. Darauf gründete sich die Schlussfolgerung, dass die Hsp-Proteine zu einer großen 

Familie der endogenen  Danger Signale gehören  [104]. Endogene  Danger Signale sind 

eine zentrale Komponente der von Matzinger postulierten  Danger-Theorie, nach der die 

Immunantwort dadurch bestimmt wird, ob eine Gefahr für den Organismus vorliegt [105]. 
Die innate Aktivierung wird demnach nicht durch die Unterscheidung von Eigen und nicht-

Eigen, wie nach dem Model von Janeway  [106], reguliert, sondern durch Moleküle, die 

unabhängig ihrer Herkunft Gefahr signalisieren. Da einige Hsps, wie Hsp70, durch Stress 

und  Gefahren  induziert  und  freigesetzt  werden,  schienen  sie  als  Signal  besonders 

geeignet [107-109]. Da für Hsp70 gezeigt wurde, dass es inflammatorische Zytokine oder 

Mediatoren,  wie  NO,  induzierte  und  stimulatorische  Moleküle  auf  immunkompetenten 

Zellen wie den DCs erhöhte, sah man die Kapazität von Hsp70 bestätigt, dem Immun-

system eine  Gefahr  anzuzeigen.  Bekräftigt  wurde  die  Signalfunktion  durch  detailierte 

Untersuchungen der beteiligten Rezeptoren. Die innate Aktivierung der DCs durch Hsp70 

wird nach Literaturangaben durch Bindung an verschiedene Rezeptoren, wie TLR1, TLR2 

und TLR4, vermittelt [110-112]. Außerdem wurde die Bindung von Hsp70 an CD40 [113], 
LOX-1 [114,115], CD91 [116] und Lipidrafts [117] nachgewiesen.

1.2.2.2. Funktionen von Hsp70 in der adaptiven Immunstimulation

Eine wichtige Beobachtung war,  dass Hsp-Isolate aus Tumorzellen eine Immunantwort 

gegen  den  Tumor  auslösten [118,119].  Eine  solche  Antwort  konnte  nicht  mit  den 

korrespondierenden Isolaten aus gesunden Zellen induziert werden. Die Studien wurden 

unter  anderem  mit  gp96,  Hsp70,  Hsp90  und  Hsp110  durchgeführt [120-124].  Die 

Spezifität der gegen den Tumor gerichteten Immunität wurde auf das an die Chaperone 

gebundene Peptid zurückgeführt.
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Peptide  aus den Komplexen  mit  den Hsps,  die  aus Tumorzellen  isoliert  oder  in  vitro 

hergestellt werden, können von APCs aufgenommen und auf MHC-Klasse-I präsentiert 

werden [125-128]. Die Rolle der Hsps in der Kreuzpräsentation wurde durch Versuche 

bestätigt, die zeigten, dass Hsp-gebundene aber nicht freie Peptide effizient präsentiert 

werden [129]. Darüber hinaus wurde postuliert, dass die an den Hsp gebundenen Peptide 

die  wichtige  Quelle  der  kreuzpräsentierten  Antigene  sind  [130].  Die  effiziente  Kreuz-

präsentation der Hsp:Peptid Komplexe wird  unter  anderem durch Rezeptor  vermittelte 

Aufnahme erklärt [131], woran CD91 und LOX-1 beteiligt sind [116,132,133].

Eine Reihe von Arbeiten zeigte, dass durch Einsatz von Hsp70:Peptid Komplexen eine 

starke Peptid-spezifische Antwort der zytotoxischen CD8+ T-Zellen induziert wird. Durch 

den  Einsatz  von hoch-affinen  Hsp70:Peptid  Komplexen  wurde  die  CD8+ T-Zellantwort 

gegen  verschiedene  Antigenepitope  auch  in  Abwesenheit  von  konventionellen 

Adjuvanzien deutlich gesteigert  [134-138].  Diese hoch-affinen Komplexe können durch 

die  Verwendung  von  Hybridpeptiden,  die  neben  dem  Epitop  eine  Peptidsequenz 

enthalten, die stark an Hsp70 bindet, hergestellt werden [139-141].
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1.3. Aufgabenstellungen dieser Arbeit

Aufgrund der verschiedenen Funktionen bei der innaten und adaptiven Immunaktivierung 

wurde  Hsp70 für  den  Einsatz  bei  der  Immunsystem-basierten  Therapie  von Tumoren 

interessant [142-145]. Im wesentlichen lassen sich die Eigenschaften, die das Hsp70 zum 

Einsatz in der Tumortherapie qualifizieren, wie folgt zusammenfassen:

 Hsp70 als Chaperone bindet eine Reihe von Peptiden, so auch Tumor assoziierte 

Antigene. Stabile Hsp:Peptid Komplexe können auch in vitro generiert werden.

 Die gebundenen Antigene werden in den DCs freigesetzt und über die Wege der 

Kreuzpräsentation auf MHC-Klasse-I geladen. 

 HSP70 aktiviert die DCs und induziert als Danger Molekül, die für das Priming von 

zytotoxischen T-Zellen notwendigen Signale.

Eine  Reihe  der  Studien  wurden  mit  rekombinanten  Hsp70  (rHs70),  das  in  E.coli 

hergestellt  wurde,  durchgeführt.  Aufgrund  des  Nachweises  von  Kontaminationen  mit 

Endotoxinen in den rHsp70 Präparationen, die auf die E.coli Zellen zurückgeführt wurden, 

wurden  die  immunologischen  Funktionen  von  Hsp70  angezweifelt [146-149].  Hiermit 

begann die Diskussion darüber,  ob die Aktivierung der innaten und adaptiven Immun-

antwort  ausschließlich  auf  die  Kontaminationen  zurückzuführen  ist  und  Hsp70  selbst 

keine Funktionen besitzt [151-153]. Somit war die Frage offen, ob und in welchem Maße 

Hsp70 DCs aktivieren kann. 

Ziel dieser Arbeit war es, die Funktionen des humanen extrazellulären Hsp70 in der durch 

DCs vermittelten Immunantwort zu präzisieren. 

Von der Arbeitsgruppe Nößner/Issels wurde bereits gezeigt, dass Hsp70:Peptid Komplexe 

aus  Melanomzellen  zur  Antigen-spezifischen  Aktivierung  von  T-Zellen  führten [126]. 
Diese aus dem Tumor isolierten Hsp-Komplexe enthielten das konstitutive Hsc70 und das 

induzierbare Hsp70. Da die beiden Proteine schwer zu trennen waren und die Funktionen 

somit nicht eindeutige Hsp70, Hsc70 oder beiden Proteinen zuzuschreiben waren, wurde 

für diese Arbeit humanes Hsp70 rekombinant (rhuHsp70) hergestellt. 

Folgende Anforderungen sollten bei der Herstellung des rhuHsp70 erfüllt werden:

 Herstellung des humanen Hsp70 mit einer sehr hohen Reinheit.

 Etablierung einer Methode, mit der die Endotoxine so stark reduziert wurden, dass 

eine dadurch bedingte innate Aktivierung ausgeschlossen werden konnte.

 Proteinchemische Charakterisierung des rhuHsp70.

 Bestimmung der Endotoxine.
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Im  Einzelnen  sollten  mit  dem  hergestellten  rhuHsp70  folgende  Fragen  beantwortet 

werden:

Funktionen von rhuHsp70 bei der innaten Aktivierung von DCs:

● Induziert rhuHsp70 ein Calciumsignal in DCs?

● Induziert rhuHsp70 die phänotypische Maturierung von DCs?

● Stimuliert rhuHsp70 die Sekretion von Zytokinen?

● Verändert rhuHsp70 die Makropinozytosekapazität der DCs? 

Funktionen von rhuHsp70 bei der Kreuzpräsentation von Peptidantigenen:

Untersuchung von rhuHsp70:Peptid Komplexen, die in vitro mit Hybridpeptiden mit 
einer hoch-affinen Hsp70 bindenden Sequenz hergestellt werden

● Beeinflusst rhuHsp70 die Kreuzpräsentation von verschiedenen Peptidantigenen?

● Korreliert  die Funktion in der Kreuzpräsentation mit  den Bindungseigenschaften 

von rhuHsp70 für ein bestimmtes Peptid?

● Über welchen Mechanismus beeinflusst rhuHsp70 die Kreuzpräsentation?

Vergleich von Peptid mit rhuHsp70:Peptid Komplexen in dem Priming von T-Zellen 

● Kann  durch  rhuHsp70  vermittelte  Kreuzpräsentation  das  Priming  von 

zytotoxischen CD8+ T-Zellen verbessert werden?
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2. Ergebnisse

2.1. Reinigung des rekombinanten humanen Hsp70 aus E.coli

Das humane Hsp70 wurde in dem E.coli  Stamm WKG 191 ΔDnaK exprimiert.  Dieser 

Stamm enthält nicht das bakterielle Hsp70, das als DnaK bezeichnet wird. Die Reinigung 

erfolgte nach dem modifizierten Protokoll von Buchberger et al. [154] (Material/Methoden 

5.2).  Nach dem Aufschluss der E.coli  Zellen und Fällung der Proteine wurden für  die 

Reinigung  chromatographische  Methoden  verwendet.  Zunächst  wurden  die  Proteine 

durch die Anionenaustauschchromatographie mit DEAE-Sepharose aufgetrennt. Das mit 

Coomassie Blue gefärbte SDS-Page in Abbildung 2.1 zeigt,  welche Fraktionen für die 

nächsten Schritte ausgewählt wurden. Hierbei war es wichtig, das mit rot in der Abbildung 

2.1  gekennzeichnete  Protein,  dessen  Größe  im  Bereich  der  40  kD  Bande  lag,  zu 

entfernen.  Dieses  Protein  konnte  durch  die  folgenden  Reinigungsschritte  nicht  mehr 

entfernt werden. Entscheidend für die Reinheit der finalen rhuHsp70 Präparation war die 

Durchführung der Affinitätschromatographie mit der ATP-Agarose. 

Abbildung 2.1 Fraktionen nach Auftrennung mit der DEAE-Sepharose. Diese Fraktionen wurden 
mittels 10 % SDS-Page elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine wurden mit Coomassie 
Blue angefärbt (Material/Methoden 5.1.1. und 5.1.2). Für die weitere Reinigung wurden die 
Fraktionen F56-F90 ausgewählt. Als Kontrolle wurde rhuHsp70 (K) eingesetzt. kD=Kilodalton. 
Gezeigt ist ein Beispiel aus einer Proteinreinigung von zwölf. 
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Die  Hsp70  Proteine  wurden  im Anschluss  an  die  Affinitätschromatographie  mit  PD10 

Säulen umgepuffert,  um das in  dem Eluationspuffer  enthaltene  ATP und ß-Mercapto-

ethanol  zu  entfernen.  Um den  Gehalt  der  freien  Nukleotide  noch  stärker  zu  senken, 

wurden  die  Proteine  zusätzlich  dialysiert  und  diafiltriert.  Zum  Schluss  erfolgte  die 

Entfernung der Endotoxine mit Polymyxin B Gelen. Hierbei war es wichtig, an eine Matrix 

kovalent gebundenes Polymyxin zu verwenden und die Gele vor dem Einsatz gründlich zu 

waschen, um zu verhindern, das Polymyxin B in die Präparation gelangt. Um Kontami-

nationen zu verhindern, wurde für alle in der Reinigung benutzten Puffer ausschließlich 

Aqua injectabilia  verwendet  und nur mit  pryrogenfreiem Verbrauchsmaterial  gearbeitet. 

Die Proteine wurden auf eine Konzentration zwischen 1 und 3,5 mg/ml eingestellt.

2.2. Proteinchemische Charakterisierung des rekombinanten rhuHsp70

2.2.1. Identität des gereinigten Proteins

Die Identität der Proteine jeder Reinigungscharge wurde mit dem Western Blot überprüft 

(Abb.  2.2).  Dazu wurden die Proben mit  dem SDS-Page elektrophoretisch aufgetrennt 

und anschließend auf eine PDVF Membran transferriert. Die Detektion erfolgte mit anti-

human Hsp70 oder anti-human Hsc70 und einem sekundären Peroxidase-konjugierten 

Antikörper. Als Substrate dienten Luminol und H2O2 (Material/Methoden 5.1.5).

Abbildung 2.2 Püfung der Identität der rhuHsp70 Präparation mit dem Western Blot. 1=0,4 μg 
Protein, 2=0,8 μg Protein, 3= hHsc70 (0,13 μg) wurden in einem 10 % SDS Page aufgetrennt und 
auf eine PDVF Membran transferriert. Die verwendeten Antikörper sind in Material/Methoden 5.1.5 
beschrieben. kD=Kilodalton.
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2.2.2. Reinheit des rhuHsp70

Die Reinheit der Proteine jeder Reinigungscharge wurde nach Auftrennung im SDS-Page 

und  anschließender  Silberfärbung  bestimmt  (Material/Methoden  5.1.3).  Abbildung  2.3 

zeigt  die  Reinheit  der  rhuHsp70  Präparation,  wie  sie  für  die  biologischen  Versuche 

eingesetzt  wurde.  Als  Vergleich  diente  ein  industriell  hergestelltes  Hsp70  mit  einer 

deklarierten Reinheit von 90 % (Nr.3 in Abb. 2.3).

Abbildung 2.3 Prüfung der Reinheit der rhuHsp70 Präparation. 1= 4 μg Protein, 2= 8 μg Protein, 
3= 4 μg rhuHsp70 von Stressgen wurden nach der Auftrennung mittels 10 % SDS-Page mit der 
Silberfärbung detektiert (Material/Methoden 5.1.3). kD=Kilodalton

2.2.3. ATPase Aktivität

Die intrinsische ATPase Aktivität der rhuHsp70 Proteine wurden nach dem Protokoll von 

Gässler et al.  [155] bestimmt. Dafür wurde eine Reaktionsmischung mit ATP und [α-32P] 

ATP mit rhuHsp70 bei 30 ºC inkubiert. Nach 10, 20, 40 ,60 ,90 ,120 und 150 min wurden 

die  Nukleotide  mit  der  Dünnschichtchromatographie  (DC)  getrennt.  Zur  Auswertung 

wurden die counts pro Spots in einem Phosphoimager quantifiziert. Nach Subtraktion des 

Hintergrundes der DC-Platten wurde ATP/(ATP+ADP) gegen die Zeit aufgetragen und die 

Basalrate  berechnet.  Die Basalrate ist  das Produkt  aus der  Steigung der  Kurve nach 

linearem Kurvenfitting und dem Verhältnis von ATP zu rhuHsp70, was diesem Fall 250 

war.  Die  intrinsischen  ATPase  Raten  der  verschiedenen  Reinigungschargen  waren 

zwischen 4 und 10 x 10-4  s-1. Für Hsp70 ist eine Basalrate von 4,5 x 10-4  s-1 beschrieben 

[155].
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Abbildung 2.4 Bestimmung der Basalrate der intrinsischen ATPase Aktiviät des rhuHsp70. 
Zeitabhängiger Umsatz von ATP zu ADP durch rhuHsp70. Das Verhältnis ATP/(ATP+ADP) wurde 
nach Auftrennung von ADP und ATP mittels Dünnschichtchromatographie und durch die 
Quantifizierung der radioaktiven Spots bestimmt (Material/Methoden 5.3.3).

2.2.4. Endotoxingehalt des rhuHsp70

Der LPS-Gehalt jeder Hsp70 Präparation wurde mit dem Limulus Test (siehe Material/ 

Mehoden 5.3.1) bestimmt. Hierbei wird die katalytische Aktivität von LPS genutzt, ein in 

dem Limulus Lysate enthaltenes Proenzym in die aktive Form zu überführen. Das aktive 

Enzym katalysiert die Spaltung eines farbigen Produktes aus dem farblosen Substrat, was 

photometrisch detektiert wird. Die LPS-Konzentration lag bei jeder eingesetzten rhuHsp70 

Präparation unter 0,5 EU/mg Protein. Die Einheit EU (endotoxin unit) ist ein Maß für die 

biologische Aktivität  von LPS. 1 EU wird  100 pg LPS gleichgesetzt.  Bei  einer  finalen 

Konzentration des rhuHsp70 in den biologischen Versuchsansätzen von 1 μM war die 

finale LPS Konzentration unter 3,5 pg/ml.
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2.2.5. Surface Plasmon Resonance Spektroskopie

Die Bindung von rhuHsp70 an das in der Kreuzpräsentierung verwendete Peptidantigen 

b-pep70-MART-1  wurde  mit  dem  BIACORE  Gerät  untersucht.  Dafür  wurde  ein  mit 

Streptavidin  beschichteter  Chip  mit  dem  b-pep70-MART-1  Peptid  beladen.  Die 

Messungen wurden bei 37 ºC und in HKM Puffer durchgeführt (Material/Methoden 5.3.4).

Abbildung 2.4 zeigt die On Rate Kurven von rhuHsp70 und BSA. Die Dissoziation konnte 

nicht durch Injektion von HKM-Puffer erreicht werden. Durch Waschen mit 0,5 % SDS 

wurde  der  Chip  regeneriert.  Die  dargestellten  Resonance units ergeben sich aus  der 

Differenz  der  Resonance  units  der  Referenzzelle  ohne  b-pep70-MART-1  und  der 

Messzelle  mit  b-pep70-MART-1.  Die Ergebnisse der  BIACORE-Messung zeigen,  dass 

das intensiv gereinigte rhuHsp70, nicht aber BSA, an das b-pep70-MART-1 Peptid bindet. 

Abbildung 2.5 Surface Plasmon Resonance Spectroscopy BIACORE Messung. Bindung von BSA 
und rhuHsp70 an das an dem Streptavidin-Chip immobilisierten b-pep70-MART-1 Peptid. 
RhuHsp70 und BSA wurden nacheinander über den Chip gegeben. Die Eluation erfolgte zwischen 
den einzelnen Injektionen mit 0,5 % SDS und HKM Puffer. Die erhaltenen On-Rate Kurven sind für 
die Darstellung übereinandergelegt (Material/Methoden 5.3.4)
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2.3. Charakterisierung der IL-4/GM-CSF generierten dendritischen Zellen

Die  DCs  wurden  überwiegend  aus  positiv  isolierten  Monozyten  und  für  bestimmte 

Versuche  aus  negativ  isolierten  Monozyten  gewonnen  (Material/Methoden  5.5.5).  Die 

Isolierung der  Monozyten  erfolgte  aus Vollblut.  Zunächst  wurden  die  peripheren Blut-

lymphozyten  (PBL)  durch  Dichtegradientenzentrifugation  mit  Ficoll  isoliert.  Bei  der 

positiven Isolierung wurden die Monozyten direkt über CD14-Antikörper an magnetische 

Beads gebunden. Die PBL mit den Bead-gekoppelten Monozyten wurden anschließend 

auf  Säulen  in  einem  Magnetfeld  gegeben.  Die  Monozyten  blieben  aufgrund  der 

magnetischen Wechselwirkungen in den Säulen, während alle anderen PBLs von den 

Säulen  gewaschen  wurden.  Zum  Schluss  wurden  die  Monozyten  eluiert.  Die  positiv 

isolierten Monozyten hatten eine hohe Reinheit  (>90 %).  Bei  der negativen Isolierung 

wurden  magnetische  Beads  an  T-Zellen,  B-Zellen,  NK-Zellen  und  Granulozyten 

gebunden,  die  mit  einem  Magneten  anschließend  entfernt  wurden.  Die  Reinheit  der 

Monozyten nach dieser Isolierungsmethode lag zwischen 70 % und 80 %.

Die FACS Analyse der Oberflächenmarker ergab, dass die DCs aus positiv oder negativ 

isolierten Monozyten phänotypisch keine deutlichen Unterschiede aufwiesen (Abb. 2.6). 

Die  DCs  hatten  eine  hohe  Expression  von  DC-Sign  (CD209),  ein  charakteristisches 

Molekül, das nicht auf Monozyten exprimiert wird. CD14 war sehr niedrig oder nicht auf 

der  Oberfläche  der  DCs vorhanden.  Entsprechend der  Literatur  waren  die  costimula-

torischen  Moleküle  CD80  und  CD86  nur  in  niedrigen  Mengen  und  der  klassische 

Maturierungsmarker  CD83 nicht exprimiert  [6].  Die DCs aus jeder Herstellung wurden 

mittels  FACS analysiert.  Die Expression von CD209, CD11c, CD14, CD40, CD80 und 

CD83 war  bei  allen  IL-4/GM-CSF generierten  DCs vergleichbar.  Unabhängig  von der 

Methode  der  Monozytenisolierung  und  des  Blutspenders  wurden  jedoch  große 

Unterschiede in der Expression von CD32 und CD86 festgestellt.  Unter 2.4.  wird aus-

führlich dargestellt, welchen Einfluss dieser Unterschied auf die Stimulierbarkeit der DCs 

hatte.
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Abbildung 2.6 Phänotypische Charakterisierung von IL-4/GM-CSF generierten DCs aus (A) 
negativ und (B) positiv isolierten Monozyten mit der FACS Analyse. Das Histogramm mit schwarzer 
Linie ist die Isotypkontrolle und das Histogramm der grauen Fläche ist der jeweilige Oberflächen-
marker. Die x-Achse stellt die Fluoreszenzintensität und die y-Achse die Zellzahl dar. Für A und B 
wurde Blut von unterschiedlichen Spendern verwendet.
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2.4. Signalfunktionen des rhuHsp70 bei myeloischen dendritischen Zellen

2.4.1. Induktion des intrazellulären Calciumioneneinstroms

Der Einstrom von Calciumionen in das Zytosol ist ein frühes Signal, das am Anfang vieler 

Signalkaskaden steht.  Es  wurde  gezeigt,  dass rekombinantes  mykobakterielles  Hsp70 

den Einstrom von intrazellulären Calciumionen in humanen immaturen (DCs) induziert 

[156-158]. Asea et al. [101] zeigten einen schnellen Calcium Influx in humanen Mono-

zyten nach Stimulation mit humanen Hsp70.

2.4.1.1. Nukleotide in den rhuHsp70 Präparationen induzieren in IL-4/GM-CSF 
generierten DCs ein Calciumsignal

Um  zu  untersuchen,  ob  das  rekombinante  humane  Hsp70  einen  solchen  Influx  in 

humanen  DCs  auslösen  kann,  wurden  diese  Zellen  mit  Indo-I  gefärbt  und  die 

Veränderung  der  Fluoreszenz-Emission  durch  die  Erhöhung  der  intrazellulären 

Calciumionen mit dem MoFlo-Gerät vermessen (Material/Methoden 5.6.2.8).

Abbildung 2.7 zeigt anhand der Calciumionenmessung in DCs nach Stimulation mit dem 

Ionophor Ionomycin, welche Population im FSC/SSC ausgewählt wurde (R1). Die Einzel-

zellereignisse wurden anhand der Puls-Weite des FSC Signals bestimmt (R2). Es wurde 

die violette (405 nm) vs. die grüne (530 nm) Fluoreszenz aufgenommen. Die Anregung 

erfolgte mit einem Argon-Laser (365 nm). Die Region R3 umfasst alle gefärbten Zellen. 

Die  Indo-I  gefärbten  DCs  wurden  bei  530  nm  aufgenommen.  Durch  Bindung  der 

Calciumionen  an  Indo-I  verschiebt  sich  die  Fluoreszenz-Emission  zu  405  nm.  Das 

Verhältnis  der  Fluoreszenz-Emissionen  bei  405  nm und  530  nm (Fl  405/530)  ist  der 

Menge an intrazellulären Calciumionen proportional.  Zunächst wurde jede Probe ca. 1 

min ohne Stimulation (R4) gemessen, um die Basislinie zu erhalten. Die Messung wurde 

nach Stimulation für 4-6 min fortgesetzt (R5). Die Ergebnisse werden auch als Mittelwert 

des Fl 405/530 Verhältnisses aller Ereignisse über die Zeit (blaue Kurve im Diagramm: 

x=Zeit, y= Mean Fl 405/530 Abb. 2.7) dargestellt.
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Abbildung 2.7 Analyse des intrazellulären Einstroms von Calciumionen nach Stimulation von IL-
4/GM-CSF generierten DCs mit 250 ng/ml Ionomycin. Im FSC/SSC Plot wurde die Zellpopulation 
anhand der Größe (FSC) und Granularität (SSC) ausgewählt (=R1). Die Einzelzellereignisse im R2 
wurden anhand der Pulsweite des FSC Signals bestimmt (2.Plot oben Mitte). Die ausgewählten 
Zellen in R3 sind alle gefärbten Zellen (3.Plot oben rechts). DCs wurden zunächst ohne Ionomycin 
gemessen, um die Basislinie zu erhalten (=R4) (4. Plot unten links und 5.Plot unten Mitte). In R5 
sind die DCs nach Zusatz von Ionomycin dargestellt (4.Plot unten links und 6. Plot unten rechts). 
Die blaue Kurve ist der Mittelwert von Fl 405/530.

Für die Untersuchung des Calciumsignals wurden DCs aus negativ oder positiv isolierten 

Monozyten generiert. Beide Methoden können den Zustand der Zellen beeinflussen. Bei 

der positiven Isolierung kann es durch die Bindung von CD14-Antikörper an die Mono-

zyten zu einer Aktivierung kommen. Werden Monozyten durch die negative Isolierung 

gewonnen, so sind die enthaltenen Verunreinigungen mit anderen Zellpopulationen der 

PBL höher. Die für die Calciummessung eingesetzten DCs (Tag 6-8) wurden mit IL-4 und 

GM-CSF generiert. 
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In den ersten Versuchen induzierten die rhuHsp70 Präparationen in DCs, die aus negativ 

isolierten  Monozyten  (A)  oder  positiv  isolierten  Monozyten  (B)  mit  IL-4/GM-CSF 

generiertem  wurden,  einen  Einstrom der  Calciumionen  (Abb.  2.8).  Die  resultierenden 

Kurven beider Messungen ähnelten sich.

Abbildung 2.8 Analyse des intrazellulären Einstroms von Calciumionen nach Stimulation von 
IL-4/GM-CSF generierten DCs mit 300nM rhuHsp70. (A) DCs generiert aus negativ isolierten 
Monozyten, (B) DCs generiert aus positiv isolierten Monozyten. Die Monozyten stammten von 
verschiedenen Spendern. Die blaue Kurve ist der Mittelwert der Werte für Fl 405/530. Die DCs 
wurden zunächst 1 min ohne Stimulation gemessen (1. Teil der Kurve). Danach wurden sie 
stimuliert (2.Teil der Kurve; Unterbrechung=Zugabe von rhuHsp70). Es ist ein repräsentatives 
Experiment von 6 (DCs aus Monozyten von je 3 verschiedenen Spendern) dargestellt.

Durch Stimulation mit  BSA oder dem Puffer (HKM-Puffer),  in dem das rhuHsp70 zum 

Schluss  der  Reinigung  aufgenommen  wurde,  wurde  kein  Einstrom  der  Calciumionen 

induziert. Damit wurde ausgeschlossen, dass das Calciumsignal unspezifisch oder durch 

Pufferbestandteile aktiviert wurde.

Abbildung 2.9. Analyse des intrazellulären Einstroms von Calciumionen nach Stimulation von 
IL-4/GM-CSF generierten DCs mit (A) 3,4 % HKM-Puffer, (B) 300 nM BSA. Die blaue Kurve ist der 
Mittelwert der Werte für Fl 405/530. Die DCs wurden zunächst 1 min ohne Stimulation gemessen 
(1. Teil der Kurve). Danach wurden sie stimuliert (2.Teil der Kurve; Unterbrechung=Zugabe von 
HKM-Puffer oder BSA ). Es ist ein repräsentatives Experiment von zwei dargestellt.
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Aber es waren deutliche Unterschiede zwischen verschiedenen Präparationschargen von 

rhuHsp70  zu  beobachten.  Obwohl  gleiche  Konzentrationen  von  rhuHsp70  eingesetzt 

wurden,  waren  die  resultierenden  Kurven  der  Calciummessung  unterschiedlich  (Abb. 

2.10).  Diese  Unterschiede  konnten  bei  dem  dargestellten  Versuch  nur  durch  die 

Präparationen verursacht worden sein, da die eingesetzten DCs für diesen Versuch aus 

ein und derselben Isolierung und Generierung stammten. 

Abbildung 2.10 Analyse des intrazellulären Einstroms von Calciumionen nach Stimulation von 
IL-4/GM-CSF generierten DCs mit 300 nM rhuHsp70 Charge 25, 300 nM rhuHsp70 Charge 27 
oder 300 nM rhuHsp70 Stressgen. Die blaue Kurve ist der Mittelwert der Werte für Fl 405/530. Die 
DCs wurden zunächst 1 min ohne Stimulation gemessen (1. Teil der Kurve). Danach wurden sie 
stimuliert (2.Teil der Kurve; Unterbrechung=Zugabe von rhuHsp70).

Außerdem zeigte sich, dass nicht alle DCs mit einem Calciumeinstrom reagierten. 

Der prozentuale Anteil der reagierenden DCs entspricht dem Anteil der Zellen, die positiv 

für die Fluoreszenz 405 nm waren (Abb. 2.11). Für die Bestimmung wurden alle positiven 

DCs vor der Stimulation (R4) von den positiven Zellen nach Stimulation (R5) subtrahiert. 

R5 wurde so gewählt, dass der Zeitraum der Reaktion erfasst wurde (Kurvenpeak) (Abb. 

2.11). Abbildung 2.11 zeigt, dass die Stärke des intrazellulären Calciumsignals und die 

Zahl  der  reaktiven  Zellen  durch  Erhöhung  der  eingesetzten  Menge  der  rhuHsp70 

Präparation gesteigert  werden  konnte.  Aber  selbst  bei  einer  hohen Konzentration von 

rhuHsp70 reagierten nur 73 % der Zellen.  Die Steigerung mit  der höheren Menge an 

rhuHp70 betrug weniger als das doppelte (43 % reagierende Zellen mit 300 nM rhuHsp70 

und  73  % reagierende Zellen  mit  1,2  μM rhuHsp70).  Wurde mit  Ionomycin  stimuliert 

regierten alle Zellen (=100 %) mit Einstrom von Calciumionen (Abb. 2.7).
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Abbildung 2.11 Analyse des intrazellulären Einstroms von Calciumionen nach Stimulation von IL-
4/GM-CSF generierten DCs mit 300 nM rhuHsp70 (A) oder mit 1,2 µM rhuHsp70 (B). Die 
Ereignisse im Gate R5 wurden für die Bestimmung des prozentualen Anteils an reagierenden DCs 
verwendet. Die positiven DCs aus Gate R4 wurden als Hintergrund subtrahiert. Die blaue Kurve ist 
der Mittelwert der Werte für Fl 405/530. Die DCs wurden zunächst 1 min ohne Stimulation 
gemessen (1. Teil der Kurve). Danach wurden sie stimuliert (2.Teil der Kurve; Unterbrechung 
=Zugabe von rhuHsp70).

Das  gemessene  Calciumsignal  konnte  nicht  mit  den  für  humanes  Hsp70  bekannten 

Rezeptoren erklärt werden. Als Rezeptoren für humanes Hsp70 sind unter anderem TLR2 

und TLR4 [110] und CD40 [113] beschrieben. Um zu prüfen, ob das detektierte Calcium-

signal durch Bindung an einen dieser Rezeptoren ausgelöst wird,  wurden die DCs mit 

CD40 Liganden (CD40L), Peptidoglycan (PGN), einem Liganden für TLR2, und Poly I:C, 

einem Liganden für TLR3, stimuliert. Mit LPS wurde ein Ligand für TLR4 getestet. Wie 

entsprechend der Literaturangaben zu erwarten war, konnte keiner dieser Liganden einen 

Calciuminflux auslösen (Abb. 2.12). Die Signalgebung durch die TLRs erfolgt unabhängig 

von Calcium [14].

Der  durch  mykobakterielles  Hsp70  induzierte  Einstrom  der  Calciumionen  wird  laut 

Literatur  durch  Bindung  des  Proteins  an  den  Chemokinrezeptor  CCR5  vermittelt 

[156,157].  Um zu  testen,  ob  das  rhuHsp70  über  diesen  Rezeptor  ein  Calciumsignal 

auslösen kann, wurden CCR5 positive Monozyten mit rhuHsp70 stimuliert. Die Monozyten 

wurden durch Plattenadhärenz aus den PBL isoliert  und anschließend über Nacht  mit 

GM-CSF kultiviert. Danach wurden sie für die Messung eingesetzt. Wie in Abbildung 2.13 
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dargestellt,  triggerte  rhuHsp70 in  CCR5 positiven  Zellen  nicht  das  Calciumsignal.  Zur 

Kontrolle, dass ein Calciumsignal in den Monozyten gemessen werden konnte, wurde mit 

Ionomycin stimuliert, was zu einer positiven Reaktion führte. 

Abbildung 2.12 Analyse des intrazellulären Einstromes von Calciumionen nach Stimulation von 
IL-4/GM-CSF generierten CD32high DCs mit 2 μg/ml CD40L, 20 μg/ml PGN, 10 μg/ml Poly (I:C), 
100 ng/ml LPS oder 1 μg/ml LPS. Die blaue Kurve ist der Mittelwert der Werte für Fl 405/530. Die 
DCs wurden zunächst 1 min ohne Stimulation gemessen (1. Teil der Kurve). Danach wurden sie 
stimuliert (2.Teil der Kurve; Unterbrechung=Zugabe von CD40L oder der TLR-Liganden).

Abbildung 2.13 (A) Analyse des intrazellulären Einstroms von Calciumionen nach Stimulation von 
Monozyten mit 300 nM rhuHsp70 oder 250 ng/ml Ionomycin. Es ist der Mittelwert der Werte für 
Fl 405/530 dargestellt (=Mean Fl 405/530). Die Monozyten wurden zunächst 1 min ohne 
Stimulation gemessen (1. Teil der Kurve). Danach wurden sie stimuliert (2.Teil der Kurve; Unter-
brechung =Zugabe von rhuHsp70 oder Ionomycin). (B) FACS Analyse der Oberflächenexpression 
von CCR5 auf den in Abbildung A verwendeten Monozyten. Histogrammachsen: 
x-Achse=Fluoreszenzintensität, y-Achse=Zellzahl.
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Für weitere Untersuchungen wurde das rhuHsp70 durch Filtration über eine Membran mit 

einem Cut off von 30 kD aus der gesamten rhuHsp70 Präparation abgetrennt. Der Durch-

lauf stellte eine Kontrolllösung dar, die alle Bestandteile enthielt außer dem rhuHsp70 und 

Substanzen,  die  größer  als  30  kD  waren.  In  dieser  Lösung wurde  mit  Bradford  kein 

Protein nachgewiesen. Die DCs wurden mit dieser rhuHsp70-freien Präparationskontrolle 

stimuliert.  Das  eingesetzte  Volumen  dieser  Kontrolle  entsprach  dem  Volumen  der 

rhuHsp70-haltigen  Stocklösung  für  300  nM rhuHsp70  im finalen  Ansatz  der  Calcium-

messung. Die rhuHsp70-freie Präparationskontrolle ergab genau die gleiche Stimulations-

kurve wie die Präparation mit Protein (Abb. 2.14). Die positive Reaktion der rhuHsp70-

freien  Präparationskontrolle  zeigte,  dass  der  Calciumioneneinstrom  durch  eine  in  der 

Präparation frei vorliegenden Substanz, die nicht an das rhuHsp70 Protein gebunden war, 

induziert wurde. Als mögliche Substanzen wurden die Nukleotide ADP und ATP getestet. 

ATP  kann  in  der  Präparation  aufgrund  des  in  der  Aufreinigung  mit  ATP-Agarose 

benutzten Puffers (10 mM ATP in HKM-Puffer) vorliegen. ATP wird durch die intrinsische 

ATPase Aktivität des Hsp70 zu ADP umgesetzt. Das rhuHsp70 wurde zwar zum Schluss 

der Aufreinigung mit Sephadex-Säulen umgepuffert. Dadurch sind aber freie Nukleotide in 

nanomolaren Konzentrationen nicht auszuschließen. Es ist bekannt, dass Nukleotide über 

die Purinrezeptoren in den DCs Calciumsignale induzieren  [159-160].  Es schien daher 

wahrscheinlich,  dass  die  in  der  rhuHsp70  Präparation  enthaltenen  Nukleotide  den 

Calciumioneneinstrom  verursachten.  Um  das  zu  überprüfen,  wurde  zunächst  der 

Nukleotidgehalt  der  proteinfreien  Kontrolllösung  photometrisch  bestimmt.  Die  finale 

Konzentration  der  Nukleotide  in  dem  Zellansatz  für  die  Calciummessung  ergab  sich 

rechnerisch  aus  dem  Volumen  der  rhuHsp70  Stocklösung,  das  für  eine  finale 

Konzentration von 300 nM rhuHsp70 eingesetzt wurde. Demnach war die Konzentration 

der freien Nukleotide 370 nM. Um zu prüfen, ob ADP den mit der rhuHsp70 Präparation 

gemessenen Calciumioneneinstrom verursachte, wurden die DCs mit 370 nM ADP, mit 

einem Volumen der rhuHsp70 Präparation,  das eine finale Konzentration von 300 nM 

rhuHsp70 ergab oder dem gleichen Volumen der proteinfreien Kontrolle stimuliert. Die aus 

diesen  Stimulationen  resultierenden  Kurven  waren  identisch  (Abb.  2.14  A,  B).  Eine 

Sättigung der Calciumsignalkapazität der DCs konnte ausgeschlossen werden, da nach 

Stimulation mit 1 µM ADP ein stärkeres Signal gemessen wurde. Neben ADP wurde auch 

ATP getestet.  Im  Vergleich  zu  370 nM ADP und der  rhuHsp70 Präparation  (300  nM 

rhuHsp70) war das durch die Stimulation mit 370 nM ATP resultierende Calciumsignal 

schwächer  (Abb.  2.14 C).Einen  weiteren Beweis  dafür,  dass das durch die  rhuHsp70 

Präparation  induzierte  Signal  durch  die  Nukleotide  verursacht  wurde,  zeigt  Abbildung 
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2.14.  Durch  die  Vorinkubation  der  DCs  mit  dem  Purinrezeptorantagonisten  Suramin 

wurde die Aktivierung des Calciumioneneinstroms durch die rhuHsp70 Präparation oder 

370 nM ADP vollständig inhibiert.

Abbildung 2.14 Analyse des intrazellulären Einstroms von Calciumionen nach Stimulation von 
IL-4/GM-CSF generierten DCs mit rhuHsp70, rhuHsp70-freie Kontrollpräparation*, ADP oder ATP. 
*RhuHsp70 wurden aus der Präparation/Stocklösung durch Filtration über eine Membran mit einem 
Cut off von 30 kD entfernt. Das eingesetzte Volumen der Präparation ohne rhuHsp70 entsprach 
dem Volumen der verwendeten rhuHsp70 Präparation. Für die Inhibition wurden die DCs 5 min mit 
250 μM Suramin vorinkubiert. Es ist der Mittelwert der Werte für Fl 405/530 dargestellt (=Mean Fl 
405/530). Die DCs wurden zunächst 1 min ohne Stimulation gemessen (1. Teil der Kurve). Danach 
wurden sie stimuliert (2.Teil der Kurve; Unterbrechung =Zugabe von rhuHsp70, ATP oder ADP). Es 
ist ein repräsentatives Experiment von zwei ( DCs generiert aus Monozyten von zwei ver-
schiedenen Spendern) dargestellt.
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Die in Abbildung 2.14 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass der Calciumioneneinstrom 

durch die Nukleotide,  vor  allem durch ADP, induziert  wurde.  Würde rhuHsp70 an der 

Aktivierung des Calciumsignals beteiligt  sein, müsste die proteinhaltige Präparation ein 

stärkeres Signal als 370 nM ADP oder die proteinfreie Präparationskontrolle auslösen. 

Außerdem  dürfte  das  durch  die  rhuHsp70  Präparation  induzierte  Calciumsignal  nicht 

vollständig  durch  den  Purinrezeptorantagonisten  Suramin  inhibiert  werden.  Ein 

zusätzlicher Effekt  durch rhuHsp70 war demnach unwahrscheinlich.  Um das weiter  zu 

untersuchen, wurde der Gehalt  an Nukleotiden in der rhuHsp70 Präparation nach der 

Umpufferung  über  PD-10  Säulen  durch  intensive  Dialyse  und  Diafiltration  zusätzlich 

reduziert.  Die auf die Weise gereinigte rhuHsp70 Präparation induzierte in DCs keinen 

Calciumioneneinstrom (Abb. 2.15). Die für diese Messung eingesetzten DCs wurden aber 

durch ADP aktiviert.

Abbildung 2.15 Analyse des intrazellulären Einstroms von Calciumionen nach Stimulation von 
IL-4/GM-CSF generierten DCs mit ADP oder 300 nM dialysiertem und diafiltriertem rhuHsp70. Es 
ist der Mittelwert der Werte für Fl 405/530 dargestellt (=Mean Fl 405/530). Die DCs wurden 
zunächst 1 min ohne Stimulation gemessen (1. Teil der Kurve). Danach wurden sie stimuliert 
(2.Teil der Kurve; Unterbrechung =Zugabe von rhuHsp70 oder ADP).
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2.4.1.2. Calciumioneneinstroms durch Nukleotide oder der Nukleotid-haltigen 
rhuHsp70 Präparation in Monozyten, nicht maturierten und maturierten DCs

Oberflächenmarker der Monozyten, nicht maturierten und maturierten DCs

Um  das  Calciumsignal  in  Monozyten  und  maturen  DCs  zu  untersuchen,  wurden 

Monozyten durch negative Isolation aus Vollblut gewonnen. Ein Teil der Monozyten wurde 

direkt nach der Isolierung analysiert. Der andere Teil wurde mit IL-4 und GM-CSF zu DCs 

generiert. Am Tag 6 wurde ein Teil dieser Zellen mit Zytokinen und Stimulatoren nach 

Junoleit [163] maturiert. So konnten Monozyten, nicht maturierte und maturierte DCs aus 

einer Vollblutspende von einem Spender untersucht  werden.  Der Phänotyp der Zellen 

wurde  mit  FACS untersucht.  Alle  Zellpopulationen waren  CD11c positiv  entsprechend 

ihrer myeloischen Herkunft. Die Monozyten waren CD14 positiv und CD209 negativ (Abb. 

2.16). Die DCs hatten CD209 und nur sehr schwach CD14. Durch die Maturierung mit 

dem Junoleit  Stimulationscocktail  (Material/Methoden: 5.5.7) wurde die Expression von 

CD40, CD80, CD86 und CD83 erhöht (Abb. 2.16.).

Abbildung 2.16 FACS Analyse der Oberflächen-
marker auf (A) Monozyten, (B) IL-4/GM-CSF 
generierten nicht maturierten DCs und (C) 
maturierten DCs. Mit der schwarzen Linie ist die 
Isotypkontrolle und mit der grauen Fläche ist der 
jeweilige Oberflächenmarker dargestellt. 
Histogrammachsen: x-Achse=Fluoreszenzintensität, 
y-Achse=Zellzahl
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Calciumsignal bei Monozyten, nicht maturierten und maturierten DCs

Monozyten, nicht maturierte und maturierte DCs wurden mit verschiedenen Konzentra-

tionen von ATP oder ADP oder der Nukleotid-haltigen rhuHsp70 Präparation stimuliert 

und das resultierende Calciumsignal wurde gemessen.

Im Gegensatz zu den nicht maturierten DCs konnte in Monozyten und maturen DCs durch 

die Nukleotid-haltige rhuHsp70 Präparation kein Calciumioneneinstrom induziert werden 

(Abb. 2.17).

Abbildung 2.17 Analyse des intrazellulären Einstroms von Calciumionen nach Stimulation von (A) 
Monozyten, (B) nicht maturierten DCs und (C) maturen DCs mit 300 nM rhuHsp70 (Nukleotid-
haltige Präparation). Die blaue Kurve ist der Mittelwert der Werte für Fl 405/530. Die Zellen wurden 
zunächst 1 min ohne Stimulation gemessen (1. Teil der Kurve). Danach wurden sie stimuliert 
(2.Teil der Kurve; Unterbrechung=Zugabe von rhuHsp70).

Monozyten  reagierten  ebenfalls  nicht  nach  Stimulation  mit  ADP  in  verschiedenen 

Konzentrationen.  Selbst  eine  relative  hohe  Konzentration  von  10  μM ADP induzierte 

keinen Calciumioneneinstrom in Monozyten.

Abbildung 2.18 Analyse des intrazellulären Einstroms von Calciumionen nach Stimulation von 
Monozyten mit (A) 100 nM, (B) 1 μM oder (C) 10 μM ADP. Die blaue Kurve ist der Mittelwert der 
Werte für Fl 405/530. Die Zellen wurden zunächst 1 min ohne Stimulation gemessen (1. Teil der 
Kurve). Danach wurden sie stimuliert (2.Teil der Kurve; Unterbrechung=Zugabe von ADP).
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Mature DCs aus einer Generierung wurden hinsichtlich ihrer Sensitivität gegenüber der 

rhuHsp70  Präparation,  ADP  oder  ATP  verglichen.  Das  eingesetzte  Volumen  der 

rhuHsp70 Präparation für eine finale Konzentration von 300 nM rhuHsp70 entsprach bei 

diesem Versuch einer finalen Konzentration an freien Nukleotiden von 200 nM. Weder 

rhuHsp70 noch 200 nM ATP oder 200 nM ADP lösten einen Calciumioneneinstrom aus 

(Abb. 2.19). Mature DCs reagierten auf 1 μM ADP, aber nicht auf 1 μM ATP. Die Signal-

stärke  der  maturen  DCs  nach  Stimulation  mit  ADP  bzw.  ATP  war  somit  wesentlich 

geringer als die der nicht maturierten DCs (vergleiche Abb. 2.14).

Abbildung 2.19 Analyse des intrazellulären Einstroms von Calciumionen nach Stimulation von 
maturen DCs mit der Nukleotid-haltigen rhuHsp70 Präparation, ADP oder ATP in verschiedenen 
Konzentrationen. Es ist der Mittelwert der Werte für Fl 405/530 dargestellt (=Mean Fl 405/530). Die 
Zellen wurden zunächst 1 min ohne Stimulation gemessen (1. Teil der Kurve). Danach wurden sie 
stimuliert (2.Teil der Kurve; Unterbrechung =Zugabe von rhuHsp70, ATP oder ADP). Die DCs 
wurden aus Monozyten von einem Spender generiert.
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2.4.1.3. CD32 als Marker für die Sensitivität der DCs hinsichtlich der Aktivierung des 
Calciumioneneinstroms durch ADP oder der Nukelotid-haltigen rhuHsp70 
Präparation

Die  DCs  von  verschiedenen  Spendern  bzw.  Vollblutchargen  zeigten  deutliche 

Unterschiede  in  der  Induzierbarkeit  des  Calciumsignals  durch  die  Nukleotid-haltige 

rhuHsp70 Präparation und ADP. Die Expression der Oberflächenmoleküle der DCs wurde 

am Tag der Calciummessung immer mittels FACS analysiert.  Abbildung 2.20 zeigt die 

Oberflächenmarker von sechs Spendern (A-F). Alle DCs waren CD209 positiv und CD83 

negativ. Die Expression von CD40, CD80 und HLA-DR war vergleichbar. Die Stärke der 

Expression von CD32 teilte die DCs in zwei Gruppen: Die eine Gruppe (Spender A-C) 

hatte eine starke CD32 Expression. Die DCs der anderen Gruppe (Spender D-F) hatten 

CD32 schwach exprimiert. In den DCs mit hoher CD32 Expression (CD32high) wurde durch 

Stimulation mit  der  Nukleotid-haltigen rhuHsp70 Präparation ein Calciumioneneinstrom 

induziert,  während die DCs mit  niedriger CD32 Expression (CD32low) wenig oder nicht 

reaktiv waren (Abb. 2.21).

Abbildung 2.21 Analyse des intrazellulären Einstroms von Calciumionen nach Stimulation von IL-
4/GM-CSF generierten CD32high DCs und CD32low DCs mit 300 nM rhuHsp70 (Nukleotid-haltige 
Präparation). CD32high und CD32low DCs in Abbildung A bzw. B wurden mit jeweils der gleichen 
Proteincharge stimuliert. Es ist der Mittelwert der Werte für Fl 405/530 dargestellt (=Mean Fl 
405/530). Die DCs wurden zunächst 1 min ohne Stimulation gemessen (1. Teil der Kurve). Danach 
wurden sie stimuliert (2.Teil der Kurve; Unterbrechung =Zugabe von rhuHsp70). (Phänotypische 
Charakterisierung der Spender A, C, D und F siehe Abb. 2.20)
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Übereinstimmend mit  der vorher beschriebenen Korrelation zwischen der Oberflächen-

expression von CD32 und der Induktion des Calciumioneneinstroms durch die Nukleotid-

haltige rhuHsp70 Präparation wurden CD32low DCs nicht durch ADP aktiviert (Abb. 2.22A). 

Abbildung 2.22 B zeigt die Expression von CD32, CD80 und CD83 der für die Messung 

verwendeten Zellen. Die Expression von CD80 und CD83 war bei CD32high und CD32low 

DCs ähnlich.

Abbildung 2.22 (A) Analyse des intrazellulären Einstroms von Calciumionen nach Stimulation von 
IL-4/GM-CSF generierten CD32high DCs oder CD32low DCs mit 10 μM ADP. Es ist der Mittelwert der 
Werte für Fl 405/530 dargestellt (=Mean Fl 405/530). Die DCs wurden zunächst 1 min ohne 
Stimulation gemessen (1. Teil der Kurve). Danach wurden sie stimuliert (2.Teil der Kurve; Unter-
brechung =Zugabe von ADP). (B) FACS Analyse der Oberflächenmarker der in Abbildung A 
verwendeten DCs. Das Histogramm mit der schwarzen Linie ist der Isotyp und das Histogramm mit 
der grauen Fläche ist der Oberflächenmarker. Histogrammachsen: x=Fluoreszenzintensität, y= 
Zellzahl

Nach Analyse von DCs aus den Monozyten von mehr als zehn verschiedenen Spendern 

konnte zusammenfassend festgestellt werden, dass das Expressionsniveau von CD32 mit 

der Reaktivität der DCs auf Nukleotide wie ADP korrelierte. Somit kann aus der CD32 

Expression  vorhergesagt  werden,  ob  ADP  oder  die  Nukleotid-haltige  rhuHsp70 

Präparation in DCs einen Calciumioneneinstrom induzieren kann.

CD32 ist der FcγRII Rezeptor, der unter anderem ein Rolle bei der Antigenpräsentierung 

spielt. So ist beschrieben, dass die Internalisierung von Antigen-Immunglobulinkomplexen 

via  Fcγ-Rezeptoren  die  Antigenpräsentierung  verstärkt  verglichen  mit  dem nicht  kom-

plexierten Antigen  [164].  Über die Korrelation zwischen der Expression von CD32 und 

den Purinrezeptoren ist nichts bekannt. Der Grund, warum aus Monozyten mit IL-4/GM-

CSF generierte DCs CD32 hoch oder  niedrig exprimieren,  ist  nicht  geklärt.  Nach den 

Versuchen mit DCs von mehr als zehn Spendern, zeigte sich dass die CD32 Expression 

unabhängig von dem Spender und der Methode der Monozytenisolierung war.
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2.4.2. RhuHsp70 stimuliert nicht die phänotypische Maturierung der DCs

2.4.2.1. Klassische Oberflächenmarker

Die  Rolle  der  humanen  Hitzeschock-Proteine,  insbesondere  Hsp60  und  Hsp70,  als 

Danger  Signal für das Immunsystem, wurde aus der Beobachtung abgeleitet, dass DCs 

nach  Inkubation  mit  Hsp-Proteinen  inflammatorische  Zytokine  ausschütten  und  die 

Expression  von  costimulatorischen  Oberflächenmolekülen  erhöht  wird  [94,103].  Diese 

innate  Aktivierung  ist  mittlerweile  umstritten,  da die  rekombinanten  Hsp70 Proteine  in 

E.coli hergestellt wurden und mögliche von dem host abstammende Produkte, wie LPS, 

die beschriebenen Zytokinsekretionen und die phänotypische Maturierung verursachen 

hätten können [146-153]. 

Für die Untersuchungen zur innaten Signalfunktionen des rhuHsp70, wurden biochemisch 

sehr reine und intensiv Endotoxin-abgereinigte Präparationen eingesetzt. Um Effekte der 

Nukleotide auszuschließen, wurden die Proteine dialysiert  und diafiltriert.  Ob die freien 

Nukleotide  ausreichend  entfernt  wurden,  wurde  durch  Stimulation  der  DCs  mit  der 

rhuHsp70 Präparation und der Messung des Calciumioneneinstroms überprüft. Außerdem 

wurden  die  Versuche  mit  CD32high und  CD32low DCs  durchgeführt.  Um zu  testen,  ob 

rhuHsp70  die  Expression  von  Maturierungsmarkern  erhöht,  wurden  IL-4/GM-CSF 

generierte  nicht  maturierte  DCs für  48 h mit  dem Protein stimuliert  und anschließend 

wurden die Oberflächenmoleküle CD86, CD80, CD40 und CD83 mittels FACS analysiert. 

Die beiden als B7 Moleküle bezeichneten Marker CD80 und CD86 sowie CD40 haben 

wichtige Funktionen bei der Costimulation in der T-Zellaktivierung [165,166]. CD83, ein 

charakteristischer  Marker  für  mature  DCs,  wurde  ebenfalls  getestet [166,167].  Die 

Ergebnisse  wurden  mit  dem  Kontrollansatz  ohne  Stimulation  (Medium-Kontrolle) 

verglichen. Als positive Kontrolle dienten mit LPS stimulierte DCs. Abbildung 2.23 zeigt 

die Stimulation von CD32high DC mit 300 nM rhuHsp70 aus einer Nukeotid-haltigen und 

einer Nukleotid-abgereinigten Präparation. Die Nukleotid-haltige Präparation induzierte in 

den DCs einen deutlichen Calciumioneneinstrom. Die dialysierte und diafiltrierte rhuHsp70 

Präparation induzierte kein Calciumsignal in CD32high DCs (Abb. 2.15). Für die Calcium-

messung und die 48 h Stimulation mit rhuHsp70 wurde jeweils eine Zellkonzentration von 

1x106   DCs/ ml verwendet. Somit war die Menge und Konzentration der Nukleotide pro 

Zelle gleich. Weder die Nukleotid-haltige noch die dialysierte und diafiltrierte Präparation 

veränderten die Oberflächenexpression von CD86, CD80, CD83 und CD40 (Abb. 2.23 B). 

LPS dagegen erhöhte die Maturierungsmarker  CD86,  CD80 und CD40 und induzierte 

CD83.
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Abbildung 2.23 Phänotypische Charakterisierung der mit rhuHsp70 stimulierten CD32high DCs. (A) 
FACS Analyse der für die Stimulation verwendeten CD32high DCs. (B) CD32high DCs wurden 48 h 
mit 300 nM Nukleotid-haltigem rhuHsp70 (Calciumioneneinstrom aktivierende Präparation) oder 
300 nM dilaysiertem und diafiltriertem rhuHsp70 (aktivierte nicht den Einstrom von Calciumionen) 
oder 1 μg/ml LPS inkubiert. Die Oberflächenmarker CD86, CD80, CD83 und CD40 wurden mittels 
FACS analysiert. Histrogrammachsen: x=Fluoreszenzintensität, y=Zellzahl. Es ist die Isotyp-
kontrolle der Probe mit der Mediumkontrolle dargestellt. Die Isotypkontrollen für alle weiteren 
Proben waren identisch. Es ist ein repräsentatives Experiment von drei (DCs generiert aus Mono-
zyten von drei verschiedenen Spendern) dargestellt.
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Abbildung 2.24 zeigt die Ergebnisse des Versuches der mit  CD32low DCs durchgeführt 

wurde.  Diese  DCs  reagierten  wie  in  2.22  A  gezeigt  nicht  auf  die  in  den  rhuHsp70 

Präparationen enthaltenen Nukleotide. Auch bei CD32low DCs induzierte rhuHsp70 keine 

phänotypischen  Veränderungen  (Abb.  2.24).  LPS  erhöhte  in  CD32low DCs  alle  unter-

suchten Moleküle (Abb. 2.23 und 2.24). 

Abbildung 2.24 Phänotypische Charakterisierung der mit rhuHsp70 stimulierten CD32low DCs. (A) 
FACS Analyse der für die Stimulation verwendeten CD32low DCs. (B) CD32low  DCs wurden 48 h mit 
300 nM Nukleotid-haltigem rhuHsp70 (Calciumioneneinstrom aktivierende Präparation) oder 
300 nM dilaysiertem und diafiltriertem rhuHsp70 (aktivierte nicht den Einstrom von Calciumionen) 
oder 1 μg/ml LPS inkubiert. Die Oberflächenmarker CD86, CD80, CD83 und CD40 wurden mittels 
FACS analysiert. Es ist die Isotypkontrolle der Probe mit der Mediumkontrolle dargestellt. Die 
Isotypkontrollen für alle weiteren Proben waren identisch. Histrogrammachsen: x=Fluoreszenz-
intensität, y=Zellzahl. Es ist ein repräsentatives Experiment von zwei (DCs generiert aus 
Monozyten von zwei verschiedenen Spendern) dargestellt.
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Die Erhöhung der rhuHsp70 Proteinkonzentration auf 1 μM und 3 μM führte ebenfalls 

nicht zu einer phänotypischen Maturierung der DCs (Abb. 2.25). In diesem Versuch wurde 

neben  den  klassischen  Maturierungsmarkern  auch  CD38  analysiert.  CD38,  ein  Ecto-

enzym und Signalrezeptor, der auf Monozyten und maturen DCs exprimiert ist, unterstützt 

die Chemotaxis und transendotheliale Migration der DCs [169]. Außerdem fördert CD38 

das  Überleben  der  maturen  DCs.  In  der  adaptiven  Immunantwort  ist  CD38  an  der 

Regulation  der  Polarisierung  zu  einer  TH1  Antwort  beteiligt [169].  LPS  induzierte  im 

Gegensatz zu rhuHsp70 in den IL4/GM-CSF generierten DCs die Expression von CD38, 

ebenso wie CD83 und CD86 (Abb. 2.25). 

Abbildung 2.25 Phänotypische Charakterisierung der mit rhuHsp70 stimulierten CD32high DCs. Es 
wurde die Oberflächenexpression von CD86, CD83 und CD38 auf IL-4/GM-CSF generierten DCs 
nach 48 h Inkubation mit 1 μM oder 3 μM Nukleotid-abgereinigtem rhuHsp70 (rote Linie) oder 
1 μg/ml LPS (schwarze Linie) mittels FACS untersucht. Das grau gefüllte Histogramm repräsentiert 
die Mediumkontrolle und die hellgraue Linie die Isotypkontrolle. Es ist die Isotypkontrolle der Probe 
mit der Mediumkontrolle dargestellt. Die Isotypkontrollen für alle weiteren Proben waren identisch. 
Histrogrammachsen: x=Fluoreszenzintensität, y=Zellzahl.

2.4.2.2. Chemokinrezeptoren

Weiterhin wurden die Chemokinrezeptoren CXCR4, CCR5 und CCR7 nach Stimulation 

mit  einem  Nukleotid-abgereinigten  rhuHsp70  untersucht.  Abbildung  2.26  zeigt,  dass 

CCR5 und CXCR4 schwach und CCR7 nicht  von den IL-4/GM-CSF generierten DCs 

exprimiert wurde. RhuHsp70 veränderte die Expression dieser Chemokinrezeptoren nicht. 

LPS erhöhte die Expression der Chemokinrezeptoren geringfügig.
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Abbildung 2.26. Oberflächenexpression von CCR5, CCR7 und CXCR4. Es wurde die Expression 
der Chemokinrezeptoren auf der Oberfläche von IL-4/GM-CSF generierten DCs nach 48 h 
Inkubation mit 300 nM Nukleotid-abgereinigtem rhuHsp70 (rote Linie) oder 1 μg/ml LPS (schwarze 
Linie) mittels FACS untersucht. Das grau gefüllte Histogramm repräsentiert die Mediumkontrolle 
und die hellgraue Linie die Isotypkontrolle. Es ist die Isotypkontrolle der Probe mit der Medium-
kontrolle dargestellt. Die Isotypkontrollen für alle weiteren Proben waren identisch. Histrogramm-
achsen: x=Fluoreszenzintensität, y=Zellzahl. Es ist ein repräsentatives Experiment von drei (DCs 
generiert aus Monozyten von drei verschiedenen Spendern) dargestellt.
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2.4.3. RhuHsp70 stimuliert DCs nicht zur Sekretion von Zytokinen

Um  zu  testen,  ob  das  humane  rhuHsp70  eine  stimulatorische  Funktion  auf  die 

Zytokinsekretion hat,  wurden IL-4/GM-CSF generierte nicht maturierte DCs (Tag 7) für 

48 h mit rhuHsp70 inkubiert. Die Menge an IL-12, IL-10 und TNF im Überstand wurde mit 

Elisa oder Bioplex quantifiziert. Als Kontrolle dienten parallele Ansätze, in welchen die 

DCs mit LPS stimuliert oder nur im Medium ohne Stimulationsreagenz inkubiert wurden. 

Auch  diese  Versuche  wurden  mit  einer  Calciumionen  aktivierenden  und  einer  nicht 

aktivierenden  rhuHsp70  Präparation  sowie  CD32high und  CD32low DCs  durchgeführt. 

Abbildung  2.27  zeigt,  dass  unabhängig  von der  CD32-Expression  und  damit  von  der 

Kapazität durch Nukleotide ein Signal auszulösen, rhuHsp70 nicht die Sekretion von IL-

12p70, IL-10 oder TNFα stimulierte.  LPS, ein starkes  Danger  Signal für nicht-maturierte 

DCs, aktivierte die Freisetzung von allen drei Zytokinen, wobei die CD32low DCs weniger 

IL-10 und mehr TNFα sezernierten (Abb. 2.27). Identische Ergebnisse wurden mit DCs 

von insgesamt zehn Spendern erhalten.

Abbildung 2.27 Zytokinsekretion der mit rhuHsp70 inkubierten DCs. Die Sekretion von IL-10, IL-
12p70 und TNFα von CD32high und CD32low DCs nach 48 h Inkubation mit (1) 300 nM Nukleotid-
haltigem rhuHsp70 (Calciumionen aktivierende Präparation), (2) 300 nM dilaysiertem und 
diafiltriertem rhuHsp70 (nicht Calciumionen aktivierende Präparation) oder 1 μg/ml LPS wurde mit 
dem Bioplex quantifiziert. Die Balken repräsentieren den Mittelwert von Duplikaten ± Mittelwert-
abweichung (MWABW). Es ist ein repräsentatives Experimenten von zehn dargestellt.
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Auch  höhere  Konzentrationen  eines  intensiv  Nukleotid-abgereinigten  rhuHusp70 

induzierten keine Sekretion von IL-10, IL-12 oder TNFα (Abb. 2.28).

Abbildung 2.28. Zytokinsekretion der mit rhuHsp70 inkubierten DCs. IL-10, IL-12p70 und TNFα 
Sekretion von DCs nach 48 h Stimulation mit 1 μM oder 3 μM Nukleotid-abgereinigtem rhuHsp70 
oder 1 μg/ml LPS. Die Balken repräsentieren den Mittelwert von Duplikaten ± MWABW.

2.4.3.1. LPS Verunreinigungen in den rhuHsp70 Präparationen induzieren die 
Sekretion von Zytokinen

Die Ergebnisse in Abbildung 2.29 zeigen, dass die Verunreinigung mit LPS die Sekretion 

von Zytokinen induziert. Das rhuHsp70 wurde wie beschrieben in E.coli hergestellt. Die 

rhuHsp70 Präparationen enthielten LPS, das durch Polymyxin Gele entfernt wurde. Für 

den Versuch wurde der Endotoxingehalt der rhuHsp70 Präparation unterschiedlich stark 

reduziert.  RhuHsp70  LPS low enthielt 1,5 EU/mg. Die rhuHsp70  LPS high Präparation 

hatte einen Endotoxingehalt  von 25 EU/mg. Die finalen Konzentrationen des mit  dem 

rhuHsp70 in den Inkubationsansatz der DCs gebrachten LPS waren demnach 3 und 50 

pg/ml. RhuHsp70 LPS high konnte deutlich die Sekretion von IL-12(p70), IL-10 und TNFα 

steigern. 

Abbildung 2.29 Zytokinsekretion der mit rhuHsp70 LPS high und LPS low inkubierten DCs. IL-10, 
IL-12p70 und TNFα Sekretion von DCs nach 48 h Stimulation mit 300 nM rhuHsp70 LPS high (25 
EU/mg Protein) und 300 nM rhuHsp70 LPS low (1,5 EU/mg Protein). Der Wert der Medium-
kontrolle wurde als Hintergrund von den dargestellten Werten subtrahiert. Die Balken 
repräsentieren den Mittelwert von Duplikaten ± MWABW. Es ist ein Experiment von zwei (DCs 
generiert aus Monozyten von zwei verschiedenen Spendern) dargestellt.
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2.4.4. RhuHsp70 verändert nicht die Makropinozytosekapazität der DCs

Makropinozytose  ist  die  actinabhängige  Formation  von  großen  Vesikeln,  die  zu  einer 

Internalisation  von  großen  Mengen  Flüssigkeit  und  darin  gelöster  und  suspendierter 

Bestandteile führt [170]. 

Es  wurde  gezeigt,  das  humane  IL-4/GM-CSF  generierte  DCs  eine  hohe  Rate  eines 

solchen fluid-phase uptake (1100 mm3/h) aufweisen. Sallusto et al. zeigten, dass diese als 

Makropinozytose  bezeichnete  Aufnahme  durch  Zugabe  von  Substanzen,  die  die 

Maturierung  stimulieren,  stark  reduziert  wird  [171].  Um  den  Einfluss  von  humanem 

rhuHsp70  auf  die  Makropinozytosekapazität  zu  untersuchen,  wurden  IL-4/GM-CSF 

generierte  nicht  maturierte  DCs  für  24  h  mit  rhuHsp70  inkubiert.  Danach  wurde  die 

Aufnahme von BSA-FITC mittels FACS untersucht. Das für die Stimulation eingesetzte 

intensiv  dialysierte  Protein  veränderte  die  Makropinozytosekapazität  nicht  (Abb.  2.30). 

LPS induzierte,  wie  unter  2.4.2  und 2.4.3 gezeigt,  die Maturierung der  DCs.  Überein-

stimmend mit den in der Literatur beschriebenen Beobachtungen [170] reduzierte LPS die 

Makropinozytose stark (Abb. 2.30). 

Abbildung 2.30 Makropinozytose der DCs. IL-4/GM-CSF generierte DCs wurden mit 300 nM 
Nukleotid-abgereinigtem rhuHsp70 oder 1 μg/ml LPS inkubiert. Nach 24 h wurden die Zellen 
gewaschen und die BSA-FITC Aufnahme nach 90 min mittels FACS analysiert. Der Aufnahme 
Index ist die Differenz aus der mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) der Probe bei 37 °C und der 
MFI der Probe auf Eis. Die Mediumkontrolle wurde als Referenz (=1) genommen und alle weiteren 
Proben sind als Vielfaches davon dargestellt. Die Balken repräsentieren den Mittelwert der 
Ergebnisse aus drei unabhängigen Versuchen ± MWABW.
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Der  Vergleich  zu  der  Calciumioneneinstrom  aktivierenden  rhuHsp70  Präparation  in 

Abbildung 2.31 zeigt, dass die enthaltene Menge an Nukleotiden keinen Einfluss auf die 

BSA Aufnahme der eingesetzten CD32high DCs hatte. Die Stimulation mit einer höheren 

Konzentration an ADP (250 μM) führte zu einer deutlichen Reduzierung der Makropino-

zytose. Bei gleichzeitiger Gabe von BSA-FITC und ADP (ADP*) konnte im Vergleich zur 

Mediumkontrolle innerhalb von zwei Stunden Aufnahme bereits eine Inhibition beobachtet 

werden, die fast so stark war, wie die bei den mit ADP 24 h vorinkubierten DCs (Abb. 

2.31). 

Abbildung 2.31 Makropinozytose der DCs. IL-4/GM-CSF generierte CD32high DCs wurden mit 
300 nM einer Nukleotid-haltigen (Calciumeinstrom aktivierend) (a), 300 nM einer Nukleotid-
abgereinigtem rhuHsp70 Präparation (b) oder 250 μM ADP stimuliert. Nach 24 h wurden die Zellen 
gewaschen und die BSA-FITC Aufnahme nach 90 min mittels FACS analysiert. ADP*:In einem 
weiteren Ansatz wurden nicht vorstimulierte DCs gleichzeitig mit 250 μM ADP und BSA-FITC 
inkubiert. Nach 2 h wurden diese Zellen gewaschen und die BSA-FITC Aufnahme bestimmt. Der 
Aufnahme Index ist die Differenz aus der mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) der Probe bei 37 °C 
und der MFI der Probe auf Eis. Die Mediumkontrolle wurde als Referenz (=1) genommen und alle 
weiteren Proben sind als Vielfaches davon dargestellt. Die Balken repräsentieren den Mittelwert 
der Ergebnisse aus drei unabhängigen Versuchen ± MWABW.
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2.5. RhuHsp70 in der Kreuzpräsentation von exogenen Peptidantigenen

Die DCs können exogene Antigene aufnehmen und nach intrazelluärer Prozessierung auf 

MHC-Klasse-I Moleküle laden. Laut Literatur werden über diesen als Kreuzpräsentation 

bezeichneten Weg an Hsp-Proteinen gebundene Antigene den CD8+ T-Zellen präsentiert 

[128-130].  In den folgenden Versuchen wurde die Präsentation von exogenen Peptid-

antigen auf MHC-Klasse-I untersucht. Die eingesetzten Peptidantigene b-pep70-MART-1 

und b-pep70-Tyr bestehen aus 23 Aminosäuren und einem Biotinrest. Auf MHC-Klasse-I 

werden kurze, acht bis zehn Aminosäuren lange Peptide geladen. Die für die Versuche 

eingesetzten Peptide müssen demnach für die Beladung auf MHC-Klasse-I prozessiert 

werden. Dies geschieht nach Aufnahme in die APCs (DCs oder Zellen einer B-Zelllinie) 

durch verschiedene Mechanismen (=Kreuzpräsentation) (siehe Einleitung 1.1.2.1).

Ziel dieser Arbeit war es nicht nur die Kreuzpräsentation der an rhuHsp70 gebundenen 

Peptide zu untersuchen, sondern auch die Funktion von rhuHsp70 zu quantifizieren. Dafür 

wurde ein experimenteller  Aufbau gewählt,  der es erlaubte,  gleiche Konzentration von 

Antigenen, allein oder in Komplex mit rhuHsp70, zu vergleichen. Zunächst wurden gleiche 

Mengen an Antigen vorgelegt und Endotoxin- und Nukleotid-abgereinigtes rhuHsp70 oder 

nur  Puffer  zugegeben.  Nach Inkubation (in  der  Regel  4  h)  bei Raumtemperatur  (RT) 

wurden  die  DCs  (oder  Zellen  einer  B-Zelllinie)  und  nach  einer  weiteren  Stunde  die 

Antigen-spezifischen T-Zellen zugegeben. Es wurden DCs von verschiedenen Spendern 

getestet.  Die Expression  von CD32 hatte,  wie  im folgenden beschrieben wird,  keinen 

Einfluss auf den durch rhuHsp70 vermittelten Effekt in der Kreuzpräsentation.

Für die Versuche wurden zwei verschiedene Tumor assoziierte Peptidantigene, Melan-

A/MART-1 (27-35) und Tyrosinase (368-376), verwendet. Diese wurden als Hybridpeptide 

mit der hoch-affinen Hsp70 bindenden Sequenz pep70 (HWDFAWPW) synthetisiert [139-
141]  (b-pep70-MART-1=  biotin-GSGHWDFAWPWGSGLAGIGILTV und  b-pep70-Tyr= 

biotin-GSGHWDFAWPWGSGYMNGTMSQV).  Mit  gelb  markiert  sind  die  nonameren 

Peptide die an MHC-Klasse-I binden. Das gesamte Hybridpeptid muss also zunächst von 

den APCs (DCs) prozessiert werden, um das Nonamer zu erhalten. Durch Einfügen der 

grau markierten pep70 Sequenz sollte die Komplexbildung verbessert werden.

Die verwendeten zytotoxischen T-Zellklone MART A42 und TyrF8 setzen nach HLA-A2 

abhängiger  Erkennung  von  MART-1(27-35)  bzw.  Tyrosinase  (368-376)  IFN-γ frei.  Die 

Menge das freigesetzten IFN-γ korreliert  mit  der Intensität  der T-Zellaktivierung, die in 

diesem Test wiederum von der Menge des präsentierten Antigens abhängt. Daher kann 

mit  der  IFN-γ Freisetzung  durch  die  T-Zellen  die  Effizienz  der  Kreuzpräsentation  der 
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Peptidantigene beurteilt  werden. Die Bestimmung des IFN-γ  erfolgte mit Elisa (Material 

/Methoden 5.6.1).

2.5.1. RhuHsp70 verstärkt die Kreuzpräsentation von b-pep70-MART-1 und b-
pep70-Tyr durch DCs

Als Antigen-präsentierende Zellen wurden für die Versuche IL-4/GM-CSF generierte DCs 

(Tag  6-8)  verwendet.  Zunächst  wurden  verschiedene  Konzentrationen  des  b-pep70-

MART-1 Peptides getestet. Bereits mit DCs, die mit einer Peptidkonzentration von 35 nM 

gepulst wurden, konnten die MART-A42 T-Zellen stimuliert werden (Abb. 2.32). 

Abbildung 2.32 Präsentation von b-pep70-MART-1 durch DCs. DCs wurden mit verschiedenen 
Konzentrationen von b-pep70-MART-1 Peptid (35-280 nM) inkubiert. Nach 1 h wurden die MART 
A42 T-Zellen zugesetzt und die IFN-γ Freisetzung nach 24 h mittels Elisa gemessen. Die Balken 
repräsentieren den Mittelwert von Triplikaten ± MWABW. Es ist ein Experiment von zwei (DCs 
generiert aus Monozyten von zwei verschiedenen Spendern) dargestellt.

Für die weiteren Versuche wurden 70 nM b-pep70-MART-1 Peptid eingesetzt, da die bei 

dieser  Konzentration  freigesetzte  Menge  an  IFN-γ in  einem  niedrigen  aber  noch  gut 

detektierbaren Bereich lag.

Durch die Vorinkubation des Peptidantigens mit rhuHsp70 wurde die IFN-γ Freisetzung 

signifikant gesteigert (Abb. 2.33 und 2.34). RhuHsp70 allein stimulierte, wie in Abbildung 

2.33 dargestellt, nicht die IFN-γ Sekretion der T-Zellen.
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Abbildung 2.33 Präsentation von b-pep70-MART-1oder rhuHsp70:b-pep70-MART-1 durch DCs. 
DCs wurden zu 70 nM b-pep70-MART-1 Peptid allein, zu 70 nM b-pep70-MART-1 Peptid, das mit 
1 μM rhuHsp70 bei RT vorinkubiert worden war (Methoden 5.4.1), oder verschiedenen 
Konzentrationen von rhuHsp70 (0,03 – 1 μM) gegeben. Nach 1 h wurden die MART A42 T-Zellen 
zugesetzt und die IFN-γ  Freisetzung nach 24 h gemessen (Elisa). Die Balken repräsentieren den 
Mittelwert von Triplikaten ± MWABW. Es ist ein repräsentatives Experiment von drei (DCs generiert 
aus Monozyten von drei verschiedenen Spendern) dargestellt.

Für  jede  Probe  mit  Peptid  wurde  eine  korrespondierende  Probe  mit  den  gleichen 

Zusätzen aber ohne Peptid angesetzt. Die IFN-γ Konzentrationen dieser Kontrollproben 

wurden  für  alle  folgenden Darstellungen von denen der  Peptidproben subtrahiert.  Die 

durch das Peptid alleine induzierte IFN-γ Menge diente als Referenzwert und die bei allen 

weiteren Proben gemessene IFN-γ Menge wurden als das Vielfache davon dargestellt. 

Wurde  bei  gleicher  Peptidmenge  mehr  rhuHsp70  zugesetzt  und  diese  Mischung 

vorinkubiert, so zeigte sich eine mit der rhuHsp70 Menge korrelierende Zunahme der T-

Zell Stimulation (Abb. 2.34). Mit BSA, einem Molekül, das mit 60 kDa [172] eine ähnliche 

Größe wie  Hsp70 hat  und  auch wasserlöslich  ist,  konnte  die  Kreuzpräsentation  nicht 

verstärkt werden. Mit der Surface Plasmon Resonance Spectroscopy wurde gezeigt, dass 

rhuHsp70, nicht aber BSA, b-pep70-MART-1 bindet (Abb. 2.4). 

Wurde rhuHsp70 ohne Vorinkubation direkt mit den DCs zu den b-pep70-MART-1 Peptid 

gegeben, konnte keine Verstärkung gemessen werden (Abb. 2.34). Dieses Ergebnis war 

ein  Hinweis  dafür,  dass  die  verstärkende  Funktion  von  der  Komplexbildung  abhing. 

Darüber hinaus konnte mit dieser Probe ausgeschlossen werden, dass die gemessenen 

Effekte von eventuellen frei vorliegenden Kontaminationen in der rhuHsp70 Präparation, 

wie den Nukleotiden, verursacht wurden. Im Vergleich zu gleichen Konzentrationen von 

Peptidantigen und dem Volllängenprotein MART-1 stimulierten die DCs aus dem Ansatz 

mit dem rhuHsp70:Peptid Komplex die höchste Freisetzung von IFN-γ (Abb. 2.34). 
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Abbildung 2.34 Präsentation von b-pep70-MART-1 durch DCs. 70 nM b-pep70-MART-1 Peptid 
wurden mit verschiedenen Konzentrationen rhuHsp70 oder 0,3 μM BSA bei RT inkubiert 
(Methoden 5.4.1). Die DCs wurden zu diesen vorinkubierten Ansätzen, 70 nM b-pep70-MART-1 
Peptid ohne rhuHsp70 oder 70 nM MART-1 Protein gegeben. In einem weiteren Ansatz wurde die 
DCs zu einer Mischung von 70 nM b-pep70-MART-1 Peptid und 1 μM rhuHsp70, die nicht 
vorinkubiert wurde, zugesetzt. 24 h nachdem die MART-A42 T-Zellen zugegeben worden waren, 
wurde die Menge an IFN-γ im Überstand mittels Elisa bestimmt. Die Balken repräsentieren den 
Mittelwert von Triplikaten ± MWABW. Die Probe mit b-pep70-MART-1 allein diente als Referenz 
(=1) für alle weiteren Proben, die als Vielfaches davon dargestellt sind. Die Signifikanz der 
Steigerung durch die Inkubation des b-pep70-MART-1 Peptides mit 0,3 oder 1 μM rhuHsp70 wurde 
aus den Ergebnissen von drei unabhängigen Experimenten (DCs generiert aus Monozyten von 
drei verschiedenen Spendern) mit den Wilcoxon Rank Sum Test bestimmt (p< 0,005). 

Das Fehlen der Steigerung bei dem Ansatz mit  rhuHsp70 ohne Vorinkubation deutete 

daraufhin, dass die Komplexbildung zwischen Peptid und rhuHsp70 die Voraussetzung für 

den verstärkenden Effekt war. Die Kreuzpräsentation sollte demnach umso mehr verstärkt 

werden,  je  mehr  Peptid  durch  rhuHsp70  gebunden  war.  Der  Anteil  des  gebundenen 

Peptides  wurde  mit  dem  durch  Fluoreszenztitration  (Dr.  Maya  Pandya,  Lehrstuhl 

Biotechnologie IV, Department of Chemistry, München Technische Universität, Garching) 

bestimmten  Kd-Wertes  von  0,093  μM  und  der  quadratischen  Bindungsgleichung 

berechnet (Material/Methoden 5.4.2.). In dem Voransatz vor Zugabe der Zellen waren bei 

einer Konzentration von 0,21 μM, 2,1 μM, oder 7 μM rhuHsp70 (finale Konzentrationen 

bei der Kreuzpräsentation: 0,03 μM, 0,3 μM, und 1 μM ) 33 %, 95 % bzw. 99 % des 

Peptides  gebunden.  Abbildung 2.35  zeigt,  dass entsprechend dem Postulat,  dass die 

Komplexbildung  entscheidend  für  die  Kreuzpräsentation  ist,  die  Zunahme  der  IFN-γ 

Sekretion mit dem Anteil des rhuHsp70 gebundenen Peptides korrelierte. Parallel zu der 

Sättigung im Anteil des komplexierten Peptides war eine Sättigung in der IFN-γ Sekretion 

zu sehen.
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Abbildung 2.35 Korrelation zwischen der Komplexbildung zwischen Peptid und rhuHsp70 und der 
Steigerung der IFN-γ Freisetzung: Die Balken stellen den Anteil des b-pep70-MART-1 Peptids in 
Komplex mit rhuHsp70 vor Zugabe der DCs dar. Der prozentuale Anteil wurde mit der quadra-
tischen Bindungsgleichung (siehe Methoden 5.4.2) und dem von Dr. M. J. Pandya, (Lehrstuhl 
Biotechnologie IV, Department of Chemistry, München Technische Universität, Garching) 
bestimmten Kd-Wertes berechnet. Die IFN-γ Freisetzung wurde im Vergleich zwischen A42 T-
Zellen, die mit den rhuHsp70:b-pep70-MART-1 Peptid Komplex oder b-pep70-MART-1 Peptid 
ohne rhuHsp70 gepulsten DCs stimuliert wurden, bestimmt. Die Linie zeigt die prozentuale 
Zunahme der IFN-γ Sekretion durch die Inkubation des Peptides mit rhuHsp70, berechnet als 
Mittelwert ± MWABW aus Triplikaten.

Abbildung 2.36 zeigt, dass rhuHsp70 auch die Kreuzpräsentation eines zweiten Peptids, 

b-pep70-Tyr,  signifikant  verstärkte.  Um mit  diesem Peptid  eine  messbare  Antwort  zu 

erhalten,  mussten  deutlich  höhere  Konzentrationen  im  Vergleich  zu  b-pep70-MART-1 

eingesetzt  werden.  Durch Vorinkubation mit  rhuHsp70 konnte das für  das Testsystem 

bestehende Limit einer effektiven Peptidkonzentration herabgesetzt werden.
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Abbildung 2.36 Präsentation von b-pep70-Tyr oder rhuHsp70:b-pep70-Tyr durch DCs. Die DCs 
wurden zu der vorinkubierten Mischung von b-pep70-Tyr Peptid (0,5, 1 und 10 μM) und rhuHsp70 
(1 μM) oder dem b-pep70-Tyr Peptid allein gegeben. Die TyrF8 T-Zellen wurden zugesetzt und 
nach 24 h wurde die Menge des freigesetzten IFN-γ bestimmt. Es ist der Mittelwert von Triplikaten 
± MWABW eines repräsentativen Experimentes dargestellt. Die IFN-γ Freisetzung in den Proben 
mit rhuHsp70 vorinkubiertem Peptid war signifikant höher als die in den Proben mit Peptid allein 
(Wilcoxon Rank Sum Test: p<0,005, n=3 unabhängige Experimente: DCs aus Monozyten von drei 
verschiedenen Spendern).

Die für die Kreuzpräsentation verwendeten DCs hatten eine relativ hohe Expression von 

CD32. Die Verstärkung durch rhuHsp70 konnte auch in DCs mit niedriger Expression von 

CD32 gemessen werden. Der beobachtete Unterschied in der CD32 Expression der IL-

4/GM-CSF generierten DCs hatte somit keinen Einfluss auf die Kreuzpräsentation.

2.5.2. RhuHsp70 verstärkt die Kreuzpräsentation von b-pep70-MART-1 und b-
pep70-Tyr durch eine B-Lymphozyten Zelllinie

Als  eine  weitere  Antigen-präsentierende Zelle  wurde  die  B-LCL (lymphocyte  cell  line) 

Zelllinie  L721.45  verwendet.  Die  effektiven  Konzentrationen  für  die  Kreuzpräsentation 

durch diese Zellen waren wie für die DCs 70 nM b-pep70-MART-1 und 10 μM b-pep70-

Tyr. Durch Vorinkubation der Peptide mit rhuHsp70 konnte die Kreuzpräsentation über 

das  Zweifache  verstärkt  werden  (Abb.  2.37  und  2.39).  Die  gleichzeitige  Zugabe  von 

rhuHsp70 mit den B-LCL zu b-pep70-MART-1 ohne Vorinkubation hatte keinen Effekt auf 

die durch die Peptid-Präsentation stimulierte Freisetzung von IFN-γ (Abb. 2.37).

Die  Verstärkung  der  Kreuzpräsentation  benötigt  die  Bildung  eines  stabilen 
Komplexes

Die Bindung von Peptiden an Hsp70 wird durch den ATPase Zyklus des Chaperones 

reguliert. Die Art des an die N-terminalen ATPase-Domäne gebundenen Nukleotids (ATP 

oder  ADP)  bestimmt  wesentlich  die  Substratbindungseigenschaften  der  C-terminalen 
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Hsp-Domäne.  Ist  ATP  gebunden,  binden  und  dissoziieren  die  Peptidsubstrate  sehr 

schnell. Dieser labile Hsp70-ATP-Peptide Komplex wird durch die Hydrolyse von ATP zu 

ADP  konformationsbedingt  in  einen  hoch-affinen  Komplex  umgewandelt  [173,174]. 

Abbildung  2.37  zeigt,  dass  durch  Zugabe  von  nicht  hydrolysierbarem  γ-ATP  zu  der 

Mischung von b-pep70-MART-1 und Hsp70 zu Beginn der Inkubation die Verstärkung 

aufgehoben wurde. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass ein stabiler rhuHsp70-Peptid 

Komplex für die Verstärkung notwendig war. Wie in Abbildung 2.37 dargestellt, veränderte 

γ-ATP in der verwendeten Konzentration die Präsentation des b-pep70-MART-1 Peptides 

ohne  Hsp70  nicht  und  hatte  somit  keinen  Einfluss  auf  die  Antigen-präsentierenden 

Eigenschaften der B-Zelllinie oder die Reaktionskapazität der T-Zellen.

Abbildung 2.37 Präsentation von b-pep70-MART-1 oder rhuHsp70:b-pep70-MART-1 durch B-
LCL. Die Zellen der B-Zelllinie L721.45 wurden zu b-pep70-MART-1 Peptid (70 nM) alleine, b-
pep70-MART-1 Peptid (70 nM) nach Vorinkubation mit rhuHsp70 (300 nM) in Anwesenheit und 
Abwesenheit von 600 nM γ-ATP oder der nicht vorinkubierten Mischung von b-pep70-MART-1 
Peptid (70 nM) und rhuHsp70 (300 nM) gegeben. Das durch die MART A42 T-Zellen freigesetzte 
IFN-γ wurde nach 24 h bestimmt. Die Balken repräsentieren den aus Triplikaten bestimmten 
Mittelwert ± MWABW. Die Probe mit b-pep70-MART-1 allein wurde als Referenz 1 gesetzt und alle 
weiteren Proben sind als Vielfaches davon dargestellt. Die Signifikanz (p<0,005) der rhuHsp70 
vermittelten Zunahme gegenüber der Probe mit Peptidantigen allein wurde wie beschrieben aus 
den Ergebnissen von drei unabhängigen Experimenten bestimmt.

2.5.3. Die rhuHsp70 vermittelte Verstärkung der Kreuzpräsentation ist proximal von 
Antigen-Prozessierung und intrazellulären Präsentationswegen 

Der  Prozess  der  Kreuzpräsentation  beginnt  mit  der  Internalisierung  der  exogenen 

Antigene in endosomale Kompartimenten  [52,53].  Die für  die  MHC-Klasse-I  Beladung 

geeigneten  Peptide  können  nach  dem  Transport  in  das  Zytosol  oder  auch  in  den 

Kompartimenten generiert werden. Endosomale Kompartimente enthalten Proteasen, die 
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die  internalisierten  Proteine  degradieren.  Viele  der  als  Cathepsine  bezeichneten 

Cysteinproteasen benötigen für  ihre katalytische Aktiviät  einen niedrigen pH Wert,  der 

durch  die  ATP  abhängige  vakuoläre  Protonenpumpe  (V-ATPase)  reguliert  wird.  Für 

lösliche  exogene  Antigene  wurden  gezeigt,  dass  die  Inhibition  der  endosomalen 

Ansäuerung  die  Kreuzpräsentation  drastisch  verstärkt  [175].  Die  Abhängigkeit  der 

Kreuzpräsentation  des  b-pep70-MART-1  Peptides,  b-pep70-Tyr  Peptides  und  der 

rhuHsp70:Peptid Komplexe von dem endosomalen pH-Wert wurde in den IL-4/GM-CSF 

generierten DCs untersucht. Dafür wurde zu den DCs Chloroquin zugesetzt. Chloroquin 

ist  als  lysomotropes Reagenz beschrieben,  das durch die Inhibition der  intravesikalen 

Ansäuerung die  Aktivität  einiger  Proteasen  und  somit  die  Proteolyse  der  Antigene 

beeinflusst [176,177].

Abbildung 2.38 Präsentation von b-pep70-MART-1 oder -Tyr oder der rhuHsp70:Peptidkomplexe 
durch DCs in Abhängigkeit von Chloroquin.(A) DCs wurden in An- und Abwesenheit von 
Chloroquin (10 μg/ml) mit den Nonamerpeptiden MART-1 (27-35) (12 μM) oder Tyrosinase (368-
376) (10 μM) oder den b-pep70-Peptiden (70 nM b-pep70-MART-1 und 10 μM b-pep70-Tyr) 
gepulst. Die A42- oder TyrF8 T-Zellen wurden zugesetzt und die IFN-γ Freisetzung nach 24 h 
gemessen. Die Probe ohne Chloroquin wurde als Referenz (=1) genommen und die zugehörige 
Probe mit Chloroquin wurde als Vielfaches davon dargestellt. (B) DCs wurden in Anwesenheit von 
Chloroquin (10 μg/ml) mit den b-pep70-Peptiden allein (70 nM b-pep70-MART-1 und 10 μM b-
pep70-Tyr) oder mit den mit rhuHsp70 (1 μM) vorinkubierten b-pep70-Peptiden gepulst. Die A42 
oder TyrF8 T-Zellen wurden zugesetzt und die IFN-γ Freisetzung nach 24 h gemessen. Die Probe 
ohne rhuHsp70 diente als Referenz (=1) und die Proben mit rhuHsp70 wurden als Vielfaches 
davon dargestellt. Die Balken repräsentieren den aus Triplikaten bestimmten Mittelwert ± MWABW 
eines repräsentativen von zwei Experimenten.

Die  Kreuzpräsentation  der  beiden  Antigene  wurde  durch  Chloroquin  unterschiedlich 

beeinflusst.  Während  die  Präsentierung  der  b-pep70-MART-1  Peptide  stark  verringert 

wurde, wurde die der b-pep70-Tyr Peptide verstärkt (Abb. 2.38 A). Offensichtlich werden 

für die Generierung des MART-1 Epitops aus b-pep70-MART-1 endosomale Proteasen 
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benötigt, die bei niedrigem pH-Wert aktiv sind. B-pep70-Tyr hingegen wird unter diesen 

Bedingungen schlechter kreuzpräsentiert. Da die Präsentation der von außen auf MHC-

Klasse-I geladenen Nonamer-Peptide MART-1 (27-35) und Tyrosinase (368-376) durch 

Chloroquin nicht verändert wurde (Abb. 2.38 A), konnten toxische Effekte von Chloroquin 

ausgeschlossen werden.  Die Verstärkung durch rhuHsp70 wurde  mit  Chloroquin  nicht 

blockiert (Abb. 2.38 B). Aus diesen Ergebnissen lässt sich schließen, dass rhuHsp70 die 

Kreuzpräsentation  von  unterschiedlich  prozessierten  Antigenen  unterstützte.  Deren 

Präsentierungseffizienz, nicht aber die Funktion von rhuHsp70, hing von der endosomalen 

Ansäuerung ab.

Für exogene Antigene wird der Transport ins Zytosol als entscheidende Bedingung für 

ihre  Prozessierung  diskutiert.  Exogene  Antigene  können  nicht  nur  von  endosomalen 

Kompartimenten  sondern  auch  von  dem  ER  ins  Zytosol  gelangen.  Ackermann  et.al. 

zeigten, dass lösliche exogene Proteine, die in das ER der DCs gelangen, durch die das 

ERAD System involvierende Translokation den Zugang ins Zytosol  erhalten und dass 

dieser Weg auch für die Kreuzpräsentation wichtig ist [62]. Eine zentrale Rolle spielt dabei 

der für die Retrotranslokation aus dem ER genutzte Sec61 Kanal  [63]. Unter Annahme 

der  ER-Phagosomenfusion  könnte  damit  auch  der  Transport  der  Antigene  aus  dem 

Phagosomen  erklärt  werden.  Der  Proteintransport  über  diesen  Kanal  wird  durch  das 

bakterielle  Exotoxin  A  (ExoA)  inhibiert  [63].  Ob  rhuHsp70  speziell  den  Transport  ins 

Zytosol über diesen Kanal unterstützt, wurde mit diesen Inhibitor untersucht. Dazu wurden 

die  DCs in  Anwesenheit  mit  Exotoxin  A  mit  Peptid  allein  oder  dem rhuHsp70:Peptid 

Komplex inkubiert. Abbildung 2.39 zeigt, dass durch Exotoxin A die verstärkende Funktion 

von rhuHsp70 nicht blockiert wurde.
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Abbildung 2.39 Abhängigkeit der rhuHsp70 vermittelten Verstärkung der Präsentation von 
Exotoxin A. DCs oder L721.45 B-LCL wurden in An- und Abwesenheit von Exotoxin A (10 μg/ml) 
mit b-pep70-MART-1 Peptid (70 nM) allein oder vorinkubiert mit rhuHsp70 (1 μM) gepulst. Nach 90 
min wurden die A42 T-Zellen zugesetzt. Die relative IFN-γ Freisetzung nach 24 h ist dargestellt. Die 
Probe ohne rhuHsp70 diente als Referenz (=1) und die Proben mit rhuHsp70 wurden als Viel-
faches davon dargestellt. Die Balken zeigen den Mittelwert ± MWABW aus Triplikaten. 

Ein wichtiger Schritt nach dem proteasomalen Abbau der exogenen Antigene im Zytosol 

ist die Beladung der daraus resultierenden Peptide auf MHC-Klasse-I. Dafür werden die 

Peptide über die  transporter associated with antigen processing Proteine (TAP) ins ER 

geleitet. Ob TAP für die Präsentation der Peptide aus dem Hsp70 Komplex erforderlich 

ist,  ist  kontrovers  beschrieben  [134,178-180].  Um  die  Abhängigkeit  der  rhuHsp70 

vermittelten  Verstärkung  von  den  TAP-Molekülen  zu  untersuchen,  wurden  die  TAP-

positive  B-LCL  Zelllinie  L721.45  und  die  TAP-negative  B-LCL  Zelllinie  L721.174 

verwendet. Die Verstärkung der Kreuzpräsentation des b-pep70-MART-1 Peptid als auch 

des b-pep70-Tyr  Peptid durch rhuHsp70 war in  der TAP-positiven und TAP-negativen 

Zelle gleich (Abb. 2.40).  Es konnte somit ausgeschlossen werden, dass die rhuHsp70 

Funktion mit TAP assoziiert ist.
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Abbildung 2.40 Abhängigkeit der rhuHsp70 vermittelten Verstärkung der Präsentation von TAP. 
TAP-positive L721.45 oder TAP-negative L721.174 wurden mit b-pep70-MART-1 (70 nM) oder b-
pep70-Tyr (10 μM) oder den rhuHsp70:Peptid Komplexen, die durch Vorinkubation von 0,3 μM 
rhuHsp70 mit 70 nM b-pep70-MART-1 oder 3 μM rhuHsp70 und 10 μM b-pep70-Tyr gebildet 
wurden, gepulst. A42 oder TyrF8 T-Zellen wurden zugegeben und die IFN-γ Freisetzung nach 24 h 
gemessen. Die Balken zeigen den Mittelwert von drei unabhängigen Experimenten ± MWABW. Die 
Probe ohne rhuHsp70 diente als Referenz (=1) und die Proben mit rhuHsp70 wurden als Viel-
faches davon dargestellt. Die Signifikanz der höheren Freisetzung von IFN-γ in den Proben mit 
dem rhuHsp70:Peptid Komplex im Vergleich zu den Proben mit Peptid allein, wurde mit den 
Wilcoxon Rank Sum Test ermittelt (p< 0,005, n=3). 

2.5.4. ADP inhibiert die Kreuzpräsentation des b-pep70-MART-1 Peptides

Aufgrund  der  beschriebenen  stabilen  rhuHsp70:ADP:Peptid-Form  wird  für  die  in  vitro 

Rekonstitution der Komplexe der Einsatz ADP-haltiger Puffer vorgeschlagen [181].  Für 

alle unter 2.5.1-2.5.3 aufgeführten Versuche wurden allerdings Puffer ohne Zusatz von 

ADP verwendet.

Wie unter 2.16 gezeigt, hatte ADP direkte Signalfunktion auf die DCs. Mit  ADP in einer 

Konzentration von (250 μM) konnte in DCs, nicht aber in der B-LCL und T-Zellen ein 

anhaltender  Einstrom  von  Calciumionen  induziert  werden  (Abb.  2.41).  Verglichen  mit 

niedrigeren Konzentrationen (Abb. 2.16) erhielt man bei Stimulation der DCs mit 250 μM 

ADP eine Kurve, die nicht nur einen initialen Peak aufwies,  sondern auch ein Plateau 

zeigte (Abb. 2.41).
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Abbildung 2.41 Intrazellulärer Einstrom von Calciumionen nach der Stimulation von DCs, L721.45 
B-LCL oder A42 T-Zellen mit 250 μM ADP. Es ist der Mittelwert der Werte für Fl 405/530 
dargestellt (=Mean Fl 405/530). Die Zellen wurden zunächst 1 min ohne Stimulation gemessen (1. 
Teil der Kurve). Danach wurden sie stimuliert (2.Teil der Kurve; Unterbrechung =Zugabe von ADP).

Ob ADP einen Einfluss auf die Kreuzpräsentation hat, wurde mit DCs und dem b-pep70-

MART-1 Peptid untersucht. Die resultierende T-Zellaktivierung durch DCs, die mit Peptid 

oder  rhuHsp70:Peptid  Komplex  in  Anwesenheit  und  Abwesenheit  von  ADP  beladen 

wurden, wurde verglichen.

Abbildung 2.42 A zeigt, dass bereits ab einer Konzentration von 1  µM ADP die Kreuz-

präsentation  des  b-pep70-MART-1  Peptides  inhibiert  wurde.  Wurden  die  DCs  mit  b-

pep70-MART-1 in Anwesenheit von 250 µM ADP beladen, so konnte nur noch 40 % der 

Antwort ohne ADP gemessen werden. Bei dieser ADP Konzentration wurde die T-Zell-

aktivierung durch das von außen auf MHC-Klasse-I geladene Nonamer-Peptid MART (27-

35) nur marginal  verringert  (Abb.  2.42 B).  Dass die Reduzierung der T-Zellstimulation 

durch ADP hauptsächlich durch zytotoxische Effekte auf DCs oder T-Zellen verursacht 

wurde,  konnte  damit  ausgeschlossen  werden.  Die  FACS  Analyse  ergab,  dass  nach 

Stimulation mit 250 μM ADP die Expression der HLA-A2 Moleküle auf der Oberfläche der 

DCs nicht verringert war (Abb. 2.42 D).  In einem weiteren Versuch wurde rhuHsp70 mit 

dem b-pep70-MART-1 Peptid in Anwesenheit von ADP inkubiert. Danach wurden die DCs 

zugegeben. ADP verringerte auch in diesem Ansatz bereits in niedrigen Konzentrationen 

die  Kreuzpräsentationsantwort  (Abb.  2.42  C).  Zusammenfassend  zeigen  alle  diese 

Experimente,  dass  ADP  bei  der  Kreuzpräsentation  des  b-pep70-MART-1  Peptids 

inhibitorisch wirkte.
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Abbildung 2.42 Abhängigkeit der Präsentation von b-pep70-MART-1 und rhuHsp70:b-pep70-
MART-1 von ADP.(A) DCs wurden in Anwesenheit von verschiedenen Konzentrationen ADP mit 
70 nM b-pep70-MART-1 Peptid gepulst. 24 h nach Zugabe der A42 T-Zellen wurde die Menge an 
freigesetztem IFN-γ bestimmt. Die IFN-γ Menge der Proben mit ADP sind als Vielfaches der Menge 
der Probe ohne ADP dargestellt. Die Balken zeigen den Mittelwert ± MWABW aus Triplikaten. (B) 
DCs wurden in An- und Abwesenheit von 250 μM ADP mit den nonameren Peptid MART-1 (27-35) 
gepulst. 24 h nach Zugabe der A42 T-Zellen wurde die Menge an freigesetzten IFN-γ bestimmt. Die 
Darstellung und Auswertung erfolgte wie unter (A) beschrieben. (C) B-pep70-MART-1 (70nM) 
wurde mit rhuHsp70 (300 nM) in Anwesenheit von verschiedenen Konzentrationen ADP inkubiert. 
Danach wurden die DCs und T-Zellen zugegeben und wie unter A beschrieben die Menge des 
freigesetzten IFN-γ bestimmt. (D) FACS Analyse der Oberflächenexpression von HLA-A2 (MHC-
Klasse-I) auf den DCs nach 24 h Stimulation mit ADP (grau gefülltes Histogramm). Das Histo-
gramm mit der schwarzen Linie ist die Mediumkontrolle und die graue Linie die Isotypkontrolle. 
Histogrammachsen: x=Fluoreszenzintensität, y=Zellzahl.
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2.6. Quantifizierung der intrazellulären Menge an Peptidantigen in DCs und B-LCL

Der durch Hsp70 und auch durch andere Chaperone wie gp96 vermittelte Effekt in der 

Kreuzpräsentation  wird  in  der  Literatur  hauptsächlich  auf  eine  effiziente  Rezeptor 

vermittelte Aufnahme der gebundenen Antigene in die APCs zurückgeführt [131-133]. Ob 

mehr Antigen in DCs oder B-LCL vorliegt, wenn es zur Aufnahme an rhuHsp70 gebunden 

war, wurde mit einer intrazellulären FACS Analyse untersucht. 

Abbildung 2.43 Quantifizierung der intrazellulären Menge an Peptidantigen in DCs und B-LCL. 
DCs oder Zellen der B-LCL L721.45 wurden zu b-pep70-Tyr (10 μM) allein oder b-pep70-Tyr 
(10 µM), das mit rhuHsp70 (3 µM) bei RT vorinkubiert wurde, gegeben. Nach 60 min (DCs) oder 
120 min (L721.45) wurden die Zellen gewaschen und das oberflächengebundene und intrazelluläre 
Peptid wurde mit Streptavidin-FITC detektiert und mit dem FACS analysiert. Die Histogramme 
zeigen Zellen, deren Oberflächenfärbung nach Inkubation mit b-pep70-Tyr Peptid ohne rhuHsp70 
(graue Linie) oder mit rhuHsp70:Peptid Komplex (rote gepunktete Linie) erfolgte und Zellen, deren 
intrazelluläre Färbung nach Inkubation mit b-pep70-Tyr Peptid ohne rhuHsp70 (grau gefüllt) oder 
mit rhuHsp70:Peptid Komplex (rote Linie) erfolgte. MFI bedeutet die mittlere Fluoreszenzintensität.

Dafür wurden die DCs oder L721.45 zu b-pep70-Tyr allein oder zu b-pep70-Tyr gegeben, 

das  mit  rhuHsp70  bei  RT  vorinkubiert  wurde.  Aufgenommenes  und  zelloberflächen-
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gebundenes  b-pep70-Tyr  Peptid  wurde  über  das  kovalent  gebundenem  Biotin  mit 

Streptavidin-FITC  detektiert.  Zu  dem  bestimmten  Zeitpunkt  konnte  in  den  DCs  und 

L721.45 bei den Ansätzen mit dem rhuHsp70:b-pep70-Tyr Peptid Komplex eine deutlich 

höhere  intrazelluläre  FITC-Intensität  gemessen  werden  (Abb.  2.43),  wie  es  aus  dem 

Vergleich  des  Histogramms  mit  der  roten  Linie  mit  dem  grau  gefüllten  Histogramm 

ersichtlich  ist.  Daraus  konnte  geschlossen  werden,  dass  zu  diesem  Zeitpunkt  eine 

größere  Menge b-pep70-Tyr  Peptid  in  den Zellen war,  die  zu  den Peptidkomplex  mit 

rhuHsp70 gegeben worden waren. Obgleich in Anwesenheit von rhuHsp70 mehr Peptid 

intrazellulär nachgewiesen wurde, war die Oberflächenfärbung in An- und Abwesenheit 

von rhuHsp70 identisch (Vergleich graue und rot gepunktete Linie Abb. 2.43).
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2.7. T- Zell Priming mit rhuHsp70:Peptid Komplexen

Als Priming wird die Aktivierung und klonale Vermehrung einer naiven T-Zelle nach dem 

erstmaligen Kontakt  mit  dem Antigen auf  der  Oberfläche  der  Antigen-präsentierenden 

Zelle bezeichnet (Effektorzell-Induktionsphase). Dieser Prozess ist von der spezifischen 

Reaktion der kompetenten zytotoxischen T-Effektorzellen gegen Antigen-präsentierende 

Zellen zu unterscheiden (Effektorzell-Funktionsphase).

Die  Ergebnisse  der  Versuche unter  2.5  zeigten,  dass  die  eingesetzten  APCs besser 

Antigene präsentieren, wenn zur Aufnahme das Peptid im Komplex mit rhuHsp70 vorlag. 

Nach der allgemeinen Meinung ist für die Steigerung des  Primings von CD8+ T-Zellen 

eine verbesserte Präsentation der Antigene allein nicht ausreichend, sondern als weitere 

Signale  sind Costimulation und Zytokine nötig,  die durch maturierte  DCs bereitgestellt 

werden können.

Da die Priming-Kapazität stark an die von den DCs bereitgestellten Signale gebunden ist, 

und diese wiederum durch die innate Stimulation reguliert werden, musste für Versuche, 

die eine Funktion des rhuHsp70 beim Priming der T-Zellen zeigen sollten, das eingesetzte 

rhuHsp70 eine hohe Reinheit haben und intensiv von Endotoxinen abgereinigt sein. Da 

nach  Inkubation  von  DCs  mit  rhuHsp70  keine  Veränderungen  im  Phänotyp  oder 

Zytokinprofil  der  DCs  beobachtet  wurde,  war  nun  die  Frage,  in  wieweit  die  durch 

rhuHsp70  vermittelte  Steigerung  der  Kreuzpräsentation  auch  das  Priming Antigen-

spezifischer  CD8+ T-Zellen  fördert.  Für  das  Priming  wurden  autologe  Monozyten-

depletierte  PBL  mit  Peptid  oder  rhuHsp70:Peptid  gepulsten  DCs  inkubiert.  Zunächst 

wurde  wie  für  die  Kreuzpräsentationsversuche  rhuHsp70  mit  dem  b-pep70-MART-1 

Peptid  vorinkubiert,  um  den  Komplex  zu  bilden.  Danach  wurden  die  DCs  zu  dem 

rhuHsp:Peptid Komplex oder dem Peptid ohne rhuHsp70 gegeben. Nach 1 h wurden die 

Monozyten depletierten PBL (gleicher Spender) zugesetzt. Die PBL wurden nach sieben 

Tagen erneut mit neu generierten und gepulsten DCs stimuliert. Nach der insgesamt 14-

tägigen  Stimulation  wurde  mittels  Elispot  unter-sucht,  ob  und  wieviele  Antigen-

spezifischen  T-Zellen  induziert  wurden.  Mit  der  FACS  Analyse  wurden  die 

Zusammensetzung der  aktivierten Zellpopulationen analysiert.  Diese Versuche wurden 

viermal mit Blut von verschiedenen Spendern durchgeführt (Priming Versuche 1-4 (P1-

P4)). Die Ansätze in P 1-3 erfolgten in DC-Medium mit IL-4 und GM-CSF. Für den P4 

Versuch wurde Medium ohne IL-4 und GM-CSF verwendet.
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2.7.1. Quantifizierung der IFN-γ sezernierenden Zellen nach dem Priming mittels 
Elispot

Jeder Priming Versuch (P1-P4) bestand aus mehreren Ansätzen, in denen die DCs mit b-

pep70-MART-1  unter  unterschiedlichen  Bedingungen  beladen  wurden.  Zum  einem 

wurden die DCs mit  dem b-pep70-MART-1 Peptid allein gepulst  (Ansatz  1).  In einem 

anderen Ansatz wurden die DCs mit der gleichen Menge b-pep70-MART-1 Peptid, das 

mit rhuHsp70 vorinkubiert wurde, gepulst (Ansatz 2). In einem weiteren Ansatz wurden 

die DCs mit dem Peptid in Anwesenheit von LPS gepulst (Ansatz 3). Zu allen Ansätzen 

wurden die Monozyten depletierten PBL direkt dazu gegeben. Außerdem wurden für das 

Priming DCs eingesetzt, die 24 h mit Peptid oder dem rhuHsp70:Peptid Komplex gepulst 

wurden und vor Zugabe der Monozyten depletierten PBL gewaschen worden waren (w1 

und w2). 

Die  aus  den  Priming Ansätzen  gewonnenen  Zellen  wurden  mit  den  Mel  93.04A12 

Tumorzellen,  die  den  HLA-A2  MART-1  Liganden  auf  ihrer  Oberfläche  präsentieren, 

inkubiert. Um die Antigenspezifität der geprimten T-Zellpopulation zu beurteilen, wurden 

die  geprimten Zellen auch mit einer MART-1 negativen HLA-A2 positiven Melanomzell-

linie (A375) angesetzt. Das durch die T-Zellen freigesetzte IFN- γ wurde direkt an die in 

der  Kulturplatte  enthaltene  Membran,  die  mit  anti-IFN-γ beschichtet  war,  gebunden 

(Elispot). Nach 24 h Inkubation wurden die Zellen entfernt und die Anzahl der Zytokin-

spots durch Zusatz von HRP-gekoppelten Antikörper und Substrat detektiert. IFN- γ kann 

von zytotoxischen CD8+  T-Zellen, CD4+ TH1 Zellen und NK-Zellen ausgeschüttet werden. 

CD8+ T-Zellen  werden  durch  MHC-Klasse-I  gebundene  Antigene  aktiviert,  TH1  Zellen 

erkennen  Antigen-MHC-Klasse-II  Komplexe.  Da  die  eingesetzten  Tumorzellen  Mel 

93.04A12 MHC-Klasse-II negativ sind, können nur MHC-Klasse-I restringierte Zellen zur 

Sekretion  von  IFN- γ  aktiviert  werden.  Entstehen  auch  IFN-γ Spots  im  Ansatz  mit 

Melanomzellen,  die  das  MART-1  Epitop  nicht  tragen,  so  sind  in  der  geprimten 

Zellpopulation  T-Zellen  enthalten,  die  unabhängig  von  der  Anwesenheit  von  MART-1 

reagieren. Möglicherweise könnten diese Spots auch durch NK-Zellen induziert werden. 

Da diese Zellen auch in den Ansätzen mit den MART-1 positiven Tumorzellen reaktiv sein 

können, kann für diese geprimte Zellpopulation mit dem Elispot keine quantitative Aus-

sage bezüglich der Zahl der MART-1 Antigen-spezifischen T-Zellen gemacht werden. 
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Folgende Ansätze aus den Priming Versuchen wurden mittels Elispot untersucht:

1=DCs + 70 nM b-pep70-MART-1

2=DCs + rhuHsp70:b-pep70-MART-1* 

3=DCs + 70 nM b-pep70-MART-1 + LPS (1 µg/ml)

w1=DCs + 70 nM b-pep70-MART-1; 24 h vorinkubiert, anschließend gewaschen

w2=DCs + rhuHsp70:b-pep70-MART-1*; 24h vorinkubiert, anschließend gewaschen

w3=DCs + b-pep70-MART-1 +LPS (1 µg/ml); 24 h vorinkubiert, anschließend gewaschen

*Für den rhuHsp70:Peptid Komplex wurden 70 nM b-pep70-MART-1 mit 1  μM rhuHp70 
bei RT für mindestens 2 h vorinkubiert.

63



Ergebnisse

Abbildung 2.44 IFN-γ sezernierende Zellen nach dem Priming. DCs wurden mit 70 nM b-pep70-
MART-1 Peptid allein (1) oder vorinkubiert mit 1 µM rhuHsp70 (2) oder 70 nM b-pep70-MART-1 
Peptid in Anwesenheit von LPS (1 μg/ml) (3) gepulst. Nach 1 h wurden die autologen Monozyten 
depletierten PBL zugesetzt. Für die mit w gekennzeichneten Ansätze wurden die DCs 24 h gepulst 
und vor Zugabe der PBL gewaschen. Nach 7 Tagen wurde die Stimulation der PBL mit neuen 
gepulsten DCs wiederholt. Nach weiteren 7 Tagen wurden die geprimten Zellen gewaschen. 
20.000 geprimte Zellen wurden zusammen mit 10.000 Mel 93.04A12 oder 10.000 A375 für 24 h 
inkubiert. Es sind die IFN-γ Spots bezogen auf 20.000 geprimte Zellen aus den verschiedenen 
Ansätze der Versuche P1-P4 dargestellt. P1-P4 sind verschiedene Spender, mit deren DCs und 
PBL das Priming durchgeführt wurde. Die Balken zeigen den Mittelwert aus Triplikaten ± MWABW. 
n.a.: nicht angesetzt
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Im folgenden sind die  Ergebnisse des Primings für  die Zellen der  vier  verschiedenen 

Spender P1-P4 einzeln dargestellt.

Die  Ergebnisse  des  ersten  Versuches  P1 zeigen,  dass  mit  Mel  93.04A12  (MART-1 

positiv) rund 600 IFN-γ Spots pro 20.000 geprimter Zellen erhalten wurden, wenn mit b-

pep70-MART-1  Peptid  gepulsten  DCs geprimt  worden  war  (Abb.  2.44).  Halb  so  viele 

IFN-γ Spots wurden im Primingansatz mit den rhuHsp70:Peptid Komplex gepulsten DCs 

erhalten. Nur sehr wenige T-Zellen reagierten mit den MART-1 negativen A375 Zellen.

Für  den  P2 Versuch wurden  in  einer  zusätzlichen Probe die  DCs mit  dem b-pep70-

MART-1 Peptid gepulst und mit LPS stimuliert. Außerdem wurden mit DCs geprimt, die 

24 h mit den Peptid oder dem rhuHsp70:Peptid Komplex gepulst und vor dem Einsatz 

gewaschen  wurden.  Auch  in  diesem  Versuch  zeigte  die  mit  Peptid  gepulsten  DCs 

geprimte T-Zellpopulation (Ansatz 1) die meisten Spots (Abb. 2.44). Über 50 % weniger 

Spots  wurden  im Ansatz  2  mit  rhuHsp:Peptid  gepulsten  DCs erhalten.  Anders  als  in 

Versuch P1 reagierten in P2 viele Zellen auch mit den MART-1 negativen A375 Zellen 

(Ansatz 1). Wurden zum Priming rhuHsp70:Peptid gepulste DCs eingesetzt (Ansatz 2), so 

enthielt  die  geprimte  Zellpopulation  zwar  insgesamt  weniger  IFN-γ sezernierende 

T-Zellen, die mit Mel 93.04A12 reagierten (rund 300 Spots), aber die Spezifität war besser 

als im Primingansatz 1. Es waren im Ansatz 2 mit 150 Spots weniger A375 reaktive Zellen 

enthalten als im Ansatz 1 mit 640 Spots.

Wurden für das Priming Peptid gepulste und LPS stimulierte DCs verwendet (Ansatz 3), 

so  enthielt  die  geprimte  Zellpopulation  eine  vergleichbare  Anzahl  an  Mel  93.04A12 

reaktiven Zellen wie  bei  dem Ansatz 2.  Allerdings waren ebenso viele MART-1 unab-

hängig reaktive Zellen enthalten.

Wurden die gepulsten DCs vor dem Einsatz im Priming gewaschen, enthielt die geprimte 

Zellpopulation im Ansatz w1 geringfügig weniger MART-1 reaktive Zellen wie in Ansatz 1 

mit  den nicht gewaschenen gepulsten DCs. In Ansatz w2 waren gegenüber Ansatz 2 

mehr Zellen enthalten, die MART-1 abhängig IFN-γ sezernierten. Auch die Spezifität der 

Zellpopulationen war vergleichbar. Die Zellen aus den Ansätzen 1 und w1 reagierten auch 

mit den MART-1 negativen A375 während der Anteil dieser Zellen in den Ansätzen 2 und 

w2 deutlich geringer war.

Die Ergebnisse der  Versuche P3 und  P4 waren vergleichbar (Abb. 2.44). Die gesamte 

Anzahl  an IFN-γ Spots  war  zwar  in  den jeweiligen  Ansätzen  in  P4  größer,  aber  das 

Verhältnis zwischen den Spots in den einzelnen Ansätzen war ähnlich.  Zellen, die mit 

Peptid gepulsten DCs geprimt worden waren (Ansatz 1), zeigten Reaktionen sowohl mit 
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Mel  93.04A12 als auch A375. Im Gegensatz dazu reagierten die mit  rhuHsp70:Peptid 

gepulsten DCs geprimten Zellen (Ansatz 2) überwiegend nur mit den MART-1 positiven 

Tumorzellen und nicht mit den MART-1 negativen A375.

Die meisten Antigen-spezifischen T-Zellen wurden beim Ansatz mit Peptid gepulsten und 

LPS stimulierten DCs erhalten (Ansatz 3 in P3 und P4 Abb. 2.44).  Auch hier war  die 

Spezifität hoch. Es waren nur sehr wenige Zellen enthalten, die auch mit den MART-1 

negativen A375 reagierten. 

Wurden gewaschene gepulste  DCs für  das Priming eingesetzt,  so war  der  Anteil  der 

reaktiven Zellen gering in Versuch P3 und P4. Ein größer Anteil an IFN-γ sezernierenden 

Zellen wurde beim Priming mit Peptid gepulsten und LPS stimulierten DCs (Ansatz w3) 

erhalten, die vor Zugabe zu den PBL gewaschen wurden. In diesem Ansatz konnte LPS 

nicht direkt auf die zu primenden Zellen einwirken.

Zusammenfassend  zeigen  alle  Versuche,  dass  mit  Peptid  gepulsten  bzw. 

rhuHsp70:Peptid  gepulsten  DCs,  die  keinen  weiteren  Maturierungsstimulus  erhielten, 

Melanom-reaktive T-Zellen geprimt werden konnten. Die mit  rhuHsp70:Peptid Komplex 

gepulsten DCs geprimten Zellen (Ansatz 2) enthielten, im Vergleich zu den mit Peptid 

gepulsten  DCs  geprimten  Zellen  (Ansatz  1),  überwiegend  Antigen-spezifisch  IFN-γ 

sezernierende Zellen. Die Zahl der IFN-γ sezernierenden Zellen war in Ansatz 2 geringer 

oder gleich wie in Ansatz 1, aber nie höher. Wurden Peptid gepulste und LPS stimulierte 

DCs eingesetzt, war die Anzahl der MART-1 spezifischen IFN-γ sezernierenden Zellen 

nach dem Priming in zwei von drei Versuchen größer als bei den Ansätzen 1 und 2. 

Die  Unterschiede  zwischen  den  verschiedene  Primingansätzen  P1-P4  können  darauf 

beruhen, dass das Priming mit Zellen von verschiedenen Spendern durchgeführt wurde.
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2.7.2. Quantifizierung der Perforin sezernierenden Zellen nach dem Priming mittels 
Elispot

Für P3 und P4 wurde mittels Elispot auch bestimmt, wie viele der geprimten Zellen mit 

einer Perforinausschüttung reagierten (Abb. 2.45). Wie bei dem IFN-γ Elispot wurde die 

Reaktion der geprimten Zellen gegen die MART-1 positive Mel 93.94A12 und die MART-1 

negative A375 Melamonzelle untersucht. 

Abbildung 2.45 Perforin sezernierende Zellen nach dem Priming. DCs wurden mit 70 nM b-pep70-
MART-1 Peptid allein (1) oder vorinkubiert mit 1 μM rhuHsp70 (2) oder 70 nM b-pep70-MART-1 
Peptid in Anwesenheit von LPS (1 μg/ml) (3) gepulst. Nach 1 h wurden die autologen Monozyten 
depletierten PBL zugesetzt. Für die mit w gekennzeichneten Ansätze wurden die DCs 24 h gepulst 
und vor Zugabe der PBL gewaschen. Nach 7 Tagen wurde die Stimulation der PBL mit neuen 
gepulsten DCs wiederholt. Nach weiteren 7 Tagen wurden die Zellen gewaschen. 50.000 geprimte 
Zellen wurden zusammen mit 10.000 Mel 93.04A12 oder 10.000 A375 für 24 h inkubiert. Es sind 
die Perforin Spots bezogen auf je 50.000 geprimte Zellen aus den verschiedenen Ansätzen der 
Versuche P3 und P4 (Spender 3 und Spender 4) dargestellt. Die Balken zeigen den Mittelwert aus 
Triplikaten ± MWABW. n.a.: nicht angesetzt

Die mit Peptid gepulsten DCs geprimte Zellpopulation (Ansatz 1) zeigte eine vergleich-

bare Anzahl an Spots gegen Mel 93.94A12 und A375. Somit kann die Anzahl Antigen-

spezifisch  reagierender  T-Zellen  ebenso  wie  bei  dem  IFN-γ  Elispot  nicht  quantifiziert 
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werden. 

Die  Anzahl  der  reagierenden  Zellen  war  bei  der  mit  rhuHsp70:Peptid  gepulsten  DCs 

geprimten  Zellpopulation  (Ansatz  2)  zwar  geringer,  aber  der  Anteil  an  Antigen-

unspezifisch  reagierenden  Zellen  war  hier  viel  kleiner  als  im  Ansatz  mit  den  Peptid 

gepulsten DCs (Ansatz 1).

Die  mit  Peptid  und  LPS geprimte  T-Zellpopulation  enthielt  die  höchste  Zahl  reaktiver 

Zellen und die Anzahl der auf A375 Antigen-unabhängig reagierenden Zellen war geringer 

als die Gesamtzahl der auf Mel 93.94A12 reagierenden Zellen. Somit waren eindeutig 

Antigen-reaktive Perforin sezernierende Zellen geprimt worden.

Die Anzahl der Perforin sezernierenden Zellen in den mit gewaschenen DCs geprimten 

Zellpopulationen (Ansätze w1 und w2) war geringer als in den entsprechenden Ansätzen, 

bei denen die DCs nicht gewaschen worden waren (Ansätze 1 und 2). Auffällig war, dass 

die  Spezifität  der  reaktiven  Zellen  in  Versuch  P3  bei  der  mit  Peptid  gepulsten  und 

gewaschenen DCs geprimten Zellpopulation (w1) größer war als bei der Zellpopulation, 

die direkt mit Peptid gepulsten DCs ohne Waschschritt(1) geprimt worden war. Dieses 

Ergebnis konnte in Versuch P4 nicht wiederholt werden. Der Waschschritt brachte somit 

keine konsistente Erhöhung der Anzahl der MART-1 spezifischen Perforin sezernierenden 

Zellen. 

2.7.3. Quantifizierung der MART-1 spezifischen CD8+ T-Zellen mittels Tetramer 
Färbung

Die  Elispot  Ergebnisse  zeigten  eine  MART-1  unabhängige  Reaktion  der  mit  Peptid 

gepulsten DCs geprimten Zellpopulation, die eine Quantifizierung der Antigen-reaktiven T-

Zellen unmöglich machte. Deshalb wurde versucht die Anzahl der MART-1 spezifischen 

T-Zellen  mit  einer  HLA-A0201:Melan  A/MART-1  (p27-35)  Tetramer  Färbung  zu 

bestimmen. Dazu wurde die geprimten Zellen mit einer Kombination von anti-CD3 und 

anti-CD8  Antikörpern  und  HLA-A0201:Melan  A/MART-1  p27-35  mod/Hß2m  Tetramer 

gefärbt.  Abbildung 2.46 zeigt,  welche Zellpopulation im FSC/SSC Dot Plot  ausgewählt 

wurde (R1). Die Tetramer positiven T-Zellen wurden gegen CD8+T-Zellen dargestellt und 

der prozentuale Anteil an Tetramer+  CD8+ T-Zellen (Q6) innerhalb aller geprimten Zellen 

oder innerhalb der CD8+ T-Zellpopulation (Q6+Q8=100 %) (Tab. 2.1) wurde bestimmt.
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Abbildung 2.46 Bestimmung der Tetramer+CD8+ T-Zellen nach dem Priming. Es sind die Dot Plots 
der geprimten Zellen aus Ansatz 3 Versuch P3 dargestellt. Hierfür wurden Monozyten depletierte 
PBL mit Peptid gepulsten LPS stimulierten DCs inkubiert. Nach 2 Stimulationsrunden von je 7 
Tagen wurden alle Zellen geerntet, mit Antikörper gegen CD3, CD8 und dem HLA-A0201:MelanA/-
MART-1 (p27-35) mod. Tetramer gefärbt und mittels FACS (LSR II) analysiert. Rot sind alle Zellen 
in R1 und grün sind alle CD3+ Zellen (Q2+Q4). Bei der Darstellung ist Grün in Front.

Tabelle 2.1 zeigt, dass die meisten Tetramer+ CD8+ Zellen im Primingansatz mit Peptid 

gepulsten und LPS stimulierten DCs ( Ansatz 3) enthalten waren. 

Tabelle 2.1 Prozentualer Anteil an Tetramer+ Zellen nach dem Priming

% Tet+CD8+ (von Gesamtzellen)  % Tet+ (von CD8+ Zellen)

Versuch P3 Versuch P4 Versuch P3 Versuch P4

Ansatz 1# 10,9 2 49,8 19,3

Ansatz 2# 5,2 3,1 36,7 37,5

Ansatz 3# 18,9 9,1 58,1 40,6
#1=DC + 70 nM b-pep70-MART-1
 2=DC + rhuHsp70:b-pep70-MART-1* 
 3=DC + 70 nM b-pep70-MART-1 + LPS (1 µg/ml)
*Für den rhuHsp70:Peptid Komplex wurden 70 nM b-pep70-MART-1 mit 1  µM rhuHp70 bei RT 
vorinkubiert.

Im  Vergleich  dazu  waren  in  den  Ansätzen  mit  Peptid  gepulsten  DCs  (1)  und 

rhuHsp70:Peptid gepulsten DCs (2) weniger Tetramer+ CD8+  T-Zellen enthalten.  Dabei 

war  der  Anteil  an  Tetramer+ CD8+ Zellen  in  der  mit  rhuHsp70:Peptid  gepulsten  DCs 

geprimte  Zellpopulation  geringer  (P3)  oder  etwa  gleich  (P4)  wie  in  der  mit  Peptid 

gepulsten DCs geprimten Zellpopulation. 

Innerhalb  der  CD8+ Population  war  der  Anteil  der  Tetramer+ Zellen  beim Priming  mit 

rhuHsp70:Peptid gepulsten DCs (2) in Versuch P3 geringer und in Versuch P4 größer als 

beim Priming mit Peptid gepulsten DCs (1) (Tab. 2.1). Der Anteil der Tetramer+ Zellen 

innerhalb  der  CD8+  Zellen war  bei  dem Primingansatz  mit  Peptid  gepulsten  und LPS 
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stimulierten DCs (3) in beiden Versuchen größer als bei dem Ansatz mit Peptid gepulsten 

DCs (1). Durch den Einsatz von rhuHsp70 konnte demnach der Anteil an Tetramer+ CD8+ 

Zellen an allen Zellen im Priming nicht wesentlich gesteigert werden.

2.7.4. Zusammensetzung der geprimten Zellpopulation

2.7.4.1. Prozentualer Anteil der CD3+CD8+ T-Zellen nach dem Priming

Nach  dem  14-tägigen  Priming  wurden  alle  Zellen  aus  den  jeweiligen  Ansätzen  mit 

Antikörpern gegen CD3, CD8, CD4, CD25 und FOXP3 gefärbt und im FACS analysiert. 

Abbildung 2.47 zeigt, wie die Regionen festgesetzt wurden, um den Anteil an CD8+  T-

Zellen  an  allen  CD3+ T-Zellen  zu  bestimmen.  Zunächst  wurden  nach  Auswahl  der 

Population im FSC/SSC Dot Plot alle CD3+ T-Zellen bestimmt (Q2 + Q4 in Abb. 2.47).

 

Abbildung 2.47 Bestimmung des prozentualen Anteils an CD8+ T-Zellen und CD4+ T-Zellen in der 
CD3+ T-Zellpopulation nach dem Priming. Als Beispiel sind die geprimten Zellen aus Ansatz 1 
Versuch P2 dargestellt. Hierfür wurden Monozyten depletierte PBL mit Peptid gepulsten DCs 
inkubiert. Nach zwei Stimulationsrunden von je 7 Tagen wurden alle Zellen geerntet, mit Antikörper 
gegen CD3, CD4 und CD8 gefärbt und mittels FACS (LSR II) analysiert. Rot sind alle Zellen in R1 
und blau sind alle CD3+ Zellen (Q2+Q4). Grün sind alle CD3+CD4+ Zellen (Q2). Bei der Darstellung 
ist die Reihenfolge vom Vordergrund ausgehend: grün, blau, rot.

Tabelle 2.2 zeigt, dass der Anteil der CD3+ T-Zellen an allen geprimten Zellen in allen 

Ansätzen etwa gleich groß war. Dieses Ergebnis war identisch in den Versuchen P1, P2 

und P3. Größere Unterschiede waren zwischen den Ansätzen in Versuch P4. Die mit 

rhuHsp70:Peptid Komplex gepulsten DCs geprimten Zellen enthielten in P4 mit rund 90 % 

deutlich mehr CD3+ T-Zellen als die geprimten Zellen aus Ansatz 1 und 3, deren Anteil an 

CD3+ T-Zellen 58 % (1) und 49 % (2) betrug. In den Ansätzen 1 und 3 waren, wie später 

noch gezeigt wird, im Vergleich zu Ansatz 2 mehr CD3-CD56+ Zellen enthalten.

Die Ansätze mit den gewaschenen DCs waren vergleichbar mit den jeweiligen Ansätzen, 
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in welchen die DCs nicht gewaschen worden waren. Eine Ausnahme war hier ebenfalls 

Versuch P4.

Tabelle 2.2 % CD3+ T-Zellen (von Gesamtzellen)

Versuch P1 Versuch P2 Versuch P3 Versuch P4

Ansatz 1# 77 90 79 58

Ansatz 2# 90 91 76 91

Ansatz 3# n.a. 92 86 49

Ansatz w1# n.a. 91 68 81

Ansatz w2# n.a. 92 86 86

Ansatz 4# n.a. n.a. 75 57

PBL# n.a. 71 79 57
# 1=DC + 70 nM b-pep70-MART-1
  2=DC + rhuHsp70:b-pep70-MART-1* 
  3=DC + 70 nM b-pep70-MART-1 + LPS (1 µg/ml)
  w1=DC + 70 nM b-pep70-MART-1; 24 h vorinkubiert, anschließend gewaschen
  w2=DC + rhuHsp70:b-pep70-MART-1*; 24h vorinkubiert, anschließend gewaschen
  4= ohne DC + 1 µM rhuHsp70
  PBL: Monozyten depletierte PBL, Ausgangszellen für das Priming 
*Für den rhuHsp70:Peptid Komplex wurden 70 nM b-pep70-MART-1 mit 1  µM rhuHp70 bei RT 
vorinkubiert.
n.a.: nicht angesetzt

Ausgehend  von  den  in  Abbildung  2.47  dargestellten  auf  die  CD3+ Zellen  gegateten 

CD4/CD8 Dot Plot wurde der prozentuale Anteil an CD8+ T-Zellen bestimmt (Q5=CD8+ 

CD3+ T-Zellen). In dem CD4/CD8 Dot Plot ist zu sehen, dass ein kleiner Teil der CD3+ 

Zellen CD4+ und CD8+ war. Dieser Anteil war in allen Ansätzen mit ca. 3 % oder weniger 

sehr  gering.  Wie  in  Abbildung  2.47  (Q7)  zu  sehen,  wurden  nach  dem Priming  auch 

CD3+CD4-CD8- Zellen erhalten. Diese Zellen wurden nicht weiter untersucht. Der Anteil an 

diesen Zellen war in der Regel bei den Ansätzen 1 und 2 und w1 und w2 gleich groß.

In  Tabelle  2.3  ist  der  prozentuale  Anteil  an CD8+ T-Zellen innerhalb der  CD3+  T-Zell-

population dargestellt.  Der Anteil an  CD8+ T-Zellen innerhalb der CD3+  T-Zellpopulation 

war in den Ansätzen mit den rhuHsp70:Peptid gepulsten DCs geringer, als in denen mit 

den Peptid gepulsten oder Peptid gepulsten und LPS stimulierten DCs. Dieses Ergebnis 
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wurde  auch mit  den gewaschenen DCs erhalten.  Die mit  dem Einsatz von rhuHsp70 

verbundene Abnahme konnte demnach nicht durch direkte Interaktionen von rhuHsp70 

mit den Monozyten depletierten PBL verursacht worden sein. Diese Annahme bestätigte 

sich auch in Ansatz 4.  Durch Inkubation der PBL mit  rhuHsp70 ohne DCs (Ansatz 4) 

entstanden in etwa genau so viele CD3+ CD8+ T-Zellen wie in dem Ansatz mit  Peptid 

gepulsten DCs ohne rhuHsp70 (Tab. 2.3 Vergleich von Ansatz 1 und 4 in P3 und P4).

Wurden DCs eingesetzt, die nach dem Pulsen gewaschen wurden, so war in der Regel 

der Anteil der CD8+ T-Zellen geringer als in dem korrespondierenden Ansatz mit den nicht 

gewaschenen DCs.  Eine Ausnahme hierbei  waren die Ansätze 1 und w1 im Priming-

versuch P3.

Tabelle 2.3 % CD8+ T-Zellen (von CD3+ Zellen)

Versuch P1 Versuch P2 Versuch P3 Versuch P4

Ansatz 1# 24 36 36 16

Ansatz 2# 9 12 23 8

Ansatz 3# n.a. 29 45 54

Ansatz w1# n.a. 21 40 8

Ansatz w2# n.a. 10 10 5

Ansatz 4# n.a. n.a. 39 14

PBL# n.a. 29 28 21
# 1=DC + 70 nM b-pep70-MART-1
  2=DC + rhuHsp70:b-pep70-MART-1* 
  3=DC + 70 nM b-pep70-MART-1 + LPS (1 µg/ml)
  w1=DC + 70 nM b-pep70-MART-1; 24 h vorinkubiert, anschließend gewaschen
  w2=DC + rhuHsp70:b-pep70-MART-1*; 24h vorinkubiert, anschließend gewaschen
  4= ohne DC + 1 µM rhuHsp70
  PBL: Monozyten depletierte PBL, Ausgangszellen für das Priming 
*Für den rhuHsp70:Peptid Komplex wurden 70 nM b-pep70-MART-1 mit 1  µM rhuHp70 bei RT 
vorinkubiert.
n.a.: nicht angesetzt
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2.7.4.2. Prozentualer Anteil der CD3+CD4+ Zellpopulationen nach dem Priming

Die CD3+CD4+ T-Zellpopulation wurde mittels FACS bestimmt (Q2 in Abbildung 2.47). Die 

Ergebnisse sind in Tabelle 2.4 dargestellt. 

Tabelle 2.4 % CD3+ CD4+ T-Zellen (von Gesamtzellen)

Versuch P1 Versuch P2 Versuch P3 Versuch P4

Ansatz 1# 52 38 47 44

Ansatz 2# 77 63 53 77

Ansatz 3# n.a. 51 45 17

Ansatz w1# n.a. 49 38 69

Ansatz w2# n.a. 45 72 78

Ansatz 4# n.a. n.a. 30 43

PBL# n.a. 37 53 37

# 1=DC + 70 nM b-pep70-MART-1
  2=DC + rhuHsp70:b-pep70-MART-1* 
  3=DC + 70 nM b-pep70-MART-1 + LPS (1 µg/ml)
  w1=DC + 70 nM b-pep70-MART-1; 24 h vorinkubiert, anschließend gewaschen
  w2=DC + rhuHsp70:b-pep70-MART-1*; 24h vorinkubiert, anschließend gewaschen
  4= ohne DC + 1 µM rhuHsp70
  PBL: Monozyten depletierte PBL, Ausgangszellen für das Priming 
*Für den rhuHsp70:Peptid Komplex wurden 70 nM b-pep70-MART-1 mit 1  µM rhuHp70 bei RT 
vorinkubiert.
n.a.: nicht angesetzt

Der prozentuale Anteil der CD3+CD4+ T-Zellen innerhalb der gesamten Zellen war bei mit 

Peptid gepulsten DCs geprimten Zellen (1) ungefähr so hoch wie bei den Monozyten-

depletierten PBL, die als Ausgangszellen für das Priming verwendet wurden. 

Der  Anteil  der  CD3+CD4+ T-Zellen  war  in  den  Primingansätzen  mit  rhuHsp70:Peptid 

gepulsten DCs (2) im Durchschnitt um 30 % größer als in den Primingansätzen mit Peptid 

gepulsten DCs (1).  Eine Ausnahme war hierbei der Versuch P3, wo die Zunahme nur 

marginal war. 

Beim Priming mit Peptid gepulsten und LPS stimulierten DCs wurden keine konsistenten 

Ergebnisse erzielt. Der Anteil der CD3+CD4+ T-Zellen war hier im Vergleich zu Ansatz 1 
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größer bei Versuch P2, gleich bei Versuch P3 oder geringer bei Versuch P4.

Wurden die gepulsten gewaschenen DCs verwendet, so war auch hier im Ansatz w2 die 

Zunahme  der  CD3+CD4+ T-Zellen  gegenüber  Ansatz  w1  zu  sehen  (P3  und  P4).  In 

Versuch P2 wurde diese Steigerung mit den gewaschenen DCs nicht beobachtet. Dafür 

wurde in Versuch P2 eine Zunahme von CD3+CD4-CD8- T-Zellen nach dem Priming mit 

gewaschenen  rhuHsp70:Peptid  gepulsten  DCs  gemessen  (Daten  nicht  gezeigt).  Eine 

detailierte Untersuchung dieser Zellen wurde nicht durchgeführt.

Die  durch  rhuHsp70  induzierte  Proliferation  der  CD3+CD4+  T-Zellen  konnte  nur  dann 

beobachtet werden, wenn auch DCs eingesetzt wurden. Abbildung 2.48 zeigt die FACS 

Auswertungen des Versuches P4. Wurden die mit rhuHsp70:Peptid Komplex gepulsten 

DCs im  Priming eingesetzt,  stieg deutlich der Anteil  der CD3+CD4+  Population.  Wurde 

rhuHsp70 ohne DCs direkt zu den PBL gegeben, so war der Anteil  der CD3+CD4+ T-

Zellen war genau so hoch wie der in den mit Peptid gepulsten DCs geprimten Zellen. 

Außerdem  wurde  auch  durch  das  Priming  mit  den  rhuHsp70:Peptid  gepulsten  und 

gewaschenen DCs der Anteil der CD3+CD4+   T-Zellen erhöht (w1 und w2 in P3 und P4 

Tab.2.5). Somit ist der Anstieg der CD3+CD4+ T-Zellen nicht auf einen direkten Einfluss 

von rhuHsp70 auf die PBL zurückzuführen, sondern hierfür war die Anwesenheit von DCs 

erforderlich.

Abbildung 2.48 FACS Analyse der CD3+CD4+ Population nach dem Priming von T-Zellen mit 
Peptid oder rhuHsp70:Peptid gepulsten DCs oder nach Stimulation der Monozyten depletierten 
PBL mit 1 μM rhuHsp70. Es sind die Ansätze aus Versuch P4 dargestellt. Rot sind alle Zellen in R1 
(siehe Abb. 2.47) und blau sind alle CD3+ Zellen (Q2+Q4). Grün sind alle CD3+CD4+ Zellen (Q2). 
Bei der Darstellung ist die Reihenfolge vom Vordergrund ausgehend: grün, blau, rot.
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2.7.4.3. Anteil der FOXP3+ Zellen innerhalb der CD3+CD4+ T-Zellpopulation 

Innerhalb  der  CD3+CD4+ T-Zellpopulation  wurde  der  Anteil  an  FOXP3+ T-Zellen 

untersucht. Abbildung 2.48 zeigt, wie die jeweiligen Zellpopulationen bestimmt wurden. 

Nach  Auswahl  der  Population  im  FSC/SSC Dot  Plot  wurden  die  CD3+CD4+ T-Zellen 

ausgewählt (Q2 in Abb. 2.48). Davon wurde der prozentuale Anteil der Zellen bestimmt, 

die FOXP3 positiv waren (Q9+Q10 in Abb. 2.48).

Abbildung 2.48 Bestimmung des prozentualen Anteils an CD3+CD4+ T-Zellen innerhalb aller 
geprimten Zellen und der FOXP3+ T-Zellen und CD25++FOXP3+ T-Zellen innerhalb der CD3+CD4+ 

T-Zellen. Für die Festlegung des Gate Q10 wurden nur die CD25 hoch positiven Zellen, die auch 
FOXP3 positiv sind, herangezogen. Als Beispiel sind die Zellen aus Ansatz 1 von Versuch P2 
gezeigt. Rot sind alle Zellen in R1 und blau sind alle CD3+ Zellen (Q2+Q4). Grün sind alle 
CD3+CD4+ Zellen (Q2). Bei der Darstellung ist die Reihenfolge vom Vordergrund ausgehend: grün, 
blau, rot.

Der  Anteil  der  FOXP3+ Zellen  war  nach  dem  Priming  in  allen  Versuchen  (P1-P4) 

wesentlich größer als in den PBL (Tab.  2.5).  Die mit  rhuHsp70:Peptid gepulsten DCs 

geprimten Zellen (Ansatz 2) hatten einen Anteil an FOXP3+ Zellen, der ungefähr doppelt 

so groß war, wie der im Ansatz mit Peptid gepulsten DCs (Ansatz 1).

In  den  LPS-haltigen  Ansätzen  war  der  prozentuale  Anteil  größer  (P2)  oder  marginal 

geringer (P3 und P4) als im Ansatz 1.

Auch in den Ansätzen mit den gewaschenen DCs, war die Steigerung des Anteils der 

FOXP3+ Zellen  in  den  CD3+CD4+ T-  Zellen  nach  dem  Priming  mit  rhuHsp70:Peptid 

gepulsten DCs konsistent in allen Versuchen zu sehen (Vergleich w1 und w2 in P2-4 Tab. 

2.5). 

Wurden die  PBL mit  rhuHsp70 inkubiert  (Ansatz  4),  wurde  ebenfalls  ein  Anstieg  des 

Anteils an FOXP3+ Zellen beobachtet. Da dieser Anstieg aber auch im Ansatz mit den 

gewaschenen DCs (w2 gegenüber w1) zu sehen war, kann geschlussfolgert werden, dass 

die direkte Interaktion zwischen rhuHsp70 und den PBL dafür nicht unbedingt erforderlich 
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war.

Tabelle 2.5 % FOXP3+ T-Zellen (von CD3+CD4+ T-Zellen)

Versuch P1 Versuch P2 Versuch P3 Versuch P4

Ansatz 1# 8,9 21,1 7,8 21,9

Ansatz 2# 22,3 39,9 11,8 40,4

Ansatz 3# n.a. 30,4 6,7 18,9

Ansatz w1# n.a. 31,5 9 22,9

Ansatz w2# n.a. 42,9 19,3 38,9

Ansatz 4# n.a. n.a. 12,3 33,8

PBL# n.a. 5,3 2,5 5,4
# 1=DC + 70 nM b-pep70-MART-1
  2=DC + rhuHsp70:b-pep70-MART-1* 
  3=DC + 70 nM b-pep70-MART-1 + LPS (1 µg/ml)
  w1=DC + 70 nM b-pep70-MART-1; 24 h vorinkubiert, anschließend gewaschen
  w2=DC + rhuHsp70:b-pep70-MART-1*; 24h vorinkubiert, anschließend gewaschen
  4= ohne DC + 1 µM rhuHsp70
  PBL: Monozyten depletierte PBL, Ausgangszellen für das Priming 
*Für den rhuHsp70:Peptid Komplex wurden 70 nM b-pep70-MART-1 mit 1  µM rhuHp70 bei RT 
vorinkubiert.
n.a.: nicht angesetzt
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2.7.4.4. Anteil der CD25++FOXP3+ T-Zellen innerhalb der CD3+ CD4+ T-Zellpopulation

Von den CD3+CD4+ T-Zellen wurde der Anteil an CD25++FOXP3+ T-Zellen bestimmt (Q10 

in Abb. 2.48). Die Färbung mit anti-human CD25 ergibt in der Regel keine abgegrenzten 

Populationen. Für die Festlegung von Q10 wurde sich an der Expression von FOXP3 

orientiert  und  die  Zellen  mit  mittlerer  Expression  von  CD25  sind  in  Q10  nicht  mit 

einbezogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2.6 dargestellt.

Tabelle 2.6 % CD25++FOXP3+ T-Zellen (von CD3+CD4+ T-Zellen)

Versuch P1 Versuch P2 Versuch P3 Versuch P4

Ansatz 1# 2,7 1,2 2,4 4,0

Ansatz 2# 6,4 1,7 1,8 3,4

Ansatz 3# n.a. 0,5 0,7 1,1

Ansatz w1# n.a. 1,3 1,9 4,3

Ansatz w2# n.a. 1,0 1,3 4,2

Ansatz 4# n.a. n.a. 1,5 1,8

PBL# n.a. 0 0,1 0
# 1=DC + 70 nM b-pep70-MART-1
  2=DC + rhuHsp70:b-pep70-MART-1* 
  3=DC + 70 nM b-pep70-MART-1 + LPS (1 µg/ml)
  w1=DC + 70 nM b-pep70-MART-1; 24 h vorinkubiert, anschließend gewaschen
  w2=DC + rhuHsp70:b-pep70-MART-1*; 24h vorinkubiert, anschließend gewaschen
  4= ohne DC + 1 µM rhuHsp70
  PBL: Monozyten depletierte PBL, Ausgangszellen für das Priming 
*Für den rhuHsp70:Peptid Komplex wurden 70 nM b-pep70-MART-1 mit 1  µM rhuHp70 bei RT 
vorinkubiert.
n.a.: nicht angesetzt

Die  Monozyten  depletierten  PBL  enthielten  im  Vergleich  zu  den  geprimten  Zellen 

wesentlich weniger bzw. keine CD25++ FOXP3+ T-Zellen (Tab. 2.6).

Der Anteil der CD25++ FOXP3+ T-Zellen innerhalb CD3+ CD4+ T-Zellen war in den Priming-

ansätzen mit Peptid gepulsten DCs niedriger (P1 ) oder in etwa gleich (P2, P3, P4) wie in 

den Ansätzen mit  rhuHsp70:Peptid gepulsten DCs (Tab. 2.6).  Wurden für das Priming 

LPS stimulierte DCs verwendet, so war der Anteil an CD25++FOXP3+ T-Zellen geringer als 

in den Ansätzen mit Peptid oder rhuHsp70:Peptid gepulsten DCs ohne LPS (Vergleich 
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Ansätze 1 und 2 mit 3 in Tab. 2.6). Wurden die gepulsten DCs vor Zugabe gewaschen, so 

war der Anteil an CD25++FOXP3+ T-Zellen in den Ansätzen mit rhuHsp70:Peptid (w2) im 

Vergleich zu denen mit Peptid allein (w1) marginal geringer (P2-P4).

Während  durch  das  Priming  mit  den  rhuHsp70:Peptid  gepulsten  DCs  der  Anteil  an 

FOXP3+ Zellen  in  der  gesamten  CD4+ T-Zellpopulation  deutlich  zunahm,  konnte  eine 

konsistente Erhöhung der CD25++FOXP3+CD4+ T-Zellen nicht nachgewiesen werden.

2.7.4.5. Quantifizierung der NK-Zellen

Der Anteil der NK-Zellen innerhalb aller geprimten Zellen wurde in den Versuchen P2 –P4 

bestimmt. Dafür wurden die Zellen nach dem Priming mit Antikörpern gegen CD3 und 

CD56 gefärbt und im FACS analysiert. Der Anteil an CD3-CD56+ Zellen (=NK-Zellen) war 

in  den Versuchen P2 und  P3 sehr  niedrig.  Deshalb  sind nur  die  Ergebnisse  aus P4 

dargestellt.

Der Anteil der NK-Zellen in dem Ansatz 1 mit Peptid gepulsten DCs war gleich groß wie 

der in den Monozyten depletierten PBL, die für das Priming eingesetzt wurden (Tab. 2.7).

Eine deutliche Zunahme an CD3-CD56+ Zellen wurde im Ansatz mit Peptid gepulsten und 

LPS stimulierten DCs (Ansatz 3) gemessen. 

Die  mit  den  rhuHsp70:Peptid  gepulsten  DCs  (Ansatz  2)  geprimte  Zellen  enthielten 

wesentlich  weniger  NK-Zellen  (Tab.  2.7).  Wurden  die  gepulsten  DCs  gewaschen,  so 

verringerte  sich  der  Anteil  an  NK-Zellen  im  Vergleich  zu  den  nicht  gewaschenen 

Ansätzen.  Wurden die PBL mit rhuHsp70 ohne DCs inkubiert (Ansatz 4), so wurde hier 

eine  Zunahme  der  NK-Zellen  beobachtet.  RhuHsp70  scheint  einen  direkten 

stimulatorischen Einfluss auf die NK-Zellpopulation zu haben.

Tabelle 2.7 % CD3-CD56+ Zellen (von Gesamtzellen)

Ansatz 1# Ansatz 2# Ansatz 3# Ansatz 

w1#

Ansatz 

w2#

Ansatz 4# PBL#

Versuch P4 15,9 2,7 33,1 6 1,9 21,5 16,1
# 1=DC + 70 nM b-pep70-MART-1
  2=DC + rhuHsp70:b-pep70-MART-1* 
  3=DC + 70 nM b-pep70-MART-1 + LPS (1 µg/ml)
  w1=DC + 70 nM b-pep70-MART-1; 24 h vorinkubiert, anschließend gewaschen
  w2=DC + rhuHsp70:b-pep70-MART-1*; 24h vorinkubiert, anschließend gewaschen
  4= ohne DC + 1 µM rhuHsp70
  PBL: Monozyten depletierte PBL, Ausgangszellen für das Priming 
*Für den rhuHsp70:Peptid Komplex wurden 70 nM b-pep70-MART-1 mit 1  µM rhuHp70 bei RT 
vorinkubiert. n.a.: nicht angesetzt
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Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass durch das Priming mit den rhuHsp70:Peptid 

Komplexen im Vergleich zum Priming mit dem Peptid allein die Zusammensetzung der 

Zellpopulation verändert wurde: Der Anteil von CD8+ T-Zellen an allen CD3+ Zellen nahm 

ab. Der Anteil der CD3+CD4+ T-Zellen nahm zu. Innerhalb der CD3+CD4+ T-Zellen stieg 

der Anteil an FOXP3+ Zellen. Es wurde aber keine Zunahme der CD25++FOXP3+ T-Zellen 

innerhalb der CD3+CD4+ T-Zellen beobachtet.
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3. Diskussion

Ziel der Dissertation war es, die Interaktionen von rekombinantem humanem Hsp70 mit 

dendritischen Zellen und deren Funktionen in der Antigenpräsentation und dem T-Zell 

Priming zu präzisieren. 

Die Rolle von Hsp70 bei der Immunantwort ist Gegenstand der aktuellen Forschung [114, 
117,134,156,182]. Eine Reihe von Arbeiten zeigen, dass Hitzeschock-Proteine sowohl bei 

der  innaten als  auch der  adaptiven Immunantwort  Funktionen ausüben.  Laut  Literatur 

aktivieren Hitzeschock-Proteine  immunkompetente Zellen wie dendritische Zellen (DCs) 

[97,98,100,118].  Hierbei  wurde  gezeigt,  dass  die  Aktivierung  über  verschiedene 

Mechanismen erfolgt. Unter anderem werden über die Toll-like Rezeptoren die Zytokin-

sekretion und Maturierung der DCs stimuliert [110,111]. Außerdem ist die Beteiligung von 

CD40 beschrieben  [113].  Darüber hinaus zeigte eine aktuelle Arbeit CCR5 als  pattern 

recognition  receptor für  mykobakterielles  Hsp70  [156,157].  Allerdings  gibt  es  keine 

umfassenden Studien, die eine Interpretation zu den Interaktionen aller beschriebenen 

Wege  zulassen.  Neben  der  Signalfunktion stimulieren  Hitzeschock-Protein:Peptid 

Komplexe  eine  Antigen-spezifische  Immunantwort  [134,182]. Aufgrund  dieser  dualen 

Wirkung  wurden  Hitzeschock-Proteine,  wie  Hsp70,  für  den  Einsatz  in  einer  immun-

basierten  Tumortherapie  vorgeschlagen  [142,  143].  Diesen  Einsatz  zu  bewerten  war 

jedoch nicht möglich, da in der Literatur widersprüchliche Daten über die Funktionen von 

Hsp70 vorliegen. So sind eine Reihen von Kontaminationen in den Präparationen der 

Hitzeschock-Proteine beschrieben, die möglicherweise die innate Stimulation auslösten 

[146-149]. Inwieweit diese Kontaminationen die Antigen-spezifische Immunantwort gegen 

Peptide, die an Hsp70 gebunden sind, beeinflussten, war nicht geklärt.  Um die wider-

sprüchlichen Befunde zur immunologischen Funktion von Hsp70 zu klären und auch das 

therapeutische Potential abzuschätzen, erfolgte in dieser Dissertation eine Verknüpfung 

von  biochemischen  und  immunologischen  Untersuchungen  unter  Berücksichtigung 

anwendungsorientierter  Erfordernisse.  Da  Hsp70  in  der  erforderlichen  Qualität  nicht 

erworben werden konnte, wurde rhuHsp70 für alle Versuche selbst in einem intensiven 

Reinigungsverfahren hergestellt.

3.1. Reinigung und Analyse des Hsp70

Die Reinigung des rekombinanten Hsp70 für den Einsatz in die in vitro Versuche mit DCs 

erforderte spezielle Schritte, die zu einer hohen Reinheit führten. Dabei war nicht nur die 

Proteinreinheit an sich von Bedeutung sondern auch der Gehalt an nicht von Proteinen 
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abgeleiteten Substanzen, die durch die Expression in den E.coli oder die Reinigung in die 

Präparation gelangen konnten. Die hohe Reinheit war sehr wichtig, um eine fälschliche 

Assoziation  einer  biologischen Aktivität  mit  rhuHsp70 auszuschließen.  Bereits  bekannt 

war, dass in den Hsp70 Präparationen Kontaminationen mit Endotoxinen vorhanden sein 

können.  Diese  Erkenntnis  löste  eine  kontroverse  Diskussion  darüber  aus,  welche 

Funktionen das Hsp70 selbst im Immunsystem hat. In vielen Studien wird daher mit LPS 

low Hsp70 Präparationen gearbeitet. Als  LPS low wird dabei noch ein Endotoxingehalt 

von 5 EU/ mg Protein bezeichnet  [97,156,158].  Der bestimmte Wert bietet jedoch nur 

einen Anhaltspunkt. Ob LPS ausreichend entfernt wurde, kann allein aus diesem Wert 

nicht abgeleitet werden. Hierbei spielt es eine entscheidende Rolle, wie sensitiv die für 

das  jeweilige  Testsystem verwendeten  Zellen  auf  LPS reagieren.  Für  die  hier  durch-

geführte  Arbeit  musste  das rhuHsp70 aus jeder  Reinigung die  unter  2.4  aufgeführten 

Anforderungen,  wie  ein  LPS Gehalt  unter  0,5  EU/mg Protein  und eine  hohe Protein-

reinheit erfüllen. Um diese qualitativen Vorgaben zu erfüllen, wurden nach der Reinigung, 

die nach dem modifizierten Protokoll  von Buchberger et  al.  [154] durchgeführt  wurde, 

weitere Methoden zu Entfernung der Nukleotide und LPS angewendet. Durch intensive 

Dialyse und Diafiltration wurde der Gehalt an freien Nukleotiden stark reduziert. Um das 

LPS zu entfernen,  wurde  rhuHsp70  mehrmals  chromatographisch  mit  an einer  Matrix 

gebundenen Polymxin B (Detoxi-Gel) gereinigt. Wichtig war, dass rhuHsp70 vor diesen 

zusätzlichen Schritten bereits eine hohe Proteinreinheit  hatte,  um zu verhindern,  dass 

zum Beispiel noch enthaltene Proteasen es abbauen oder weitere Interaktion mit anderen 

Proteinen stattfinden. 

Zusätzlich  zur  Identität  und  Reinheit  wurde  die  intrinsische  ATPase  Kapazität  des 

rhuHsp70  bestimmt.  Da  das  rhuHsp70  eine  der  Literatur  entsprechende  intrinsische 

ATPase Aktivität  aufwies,  konnte ausgeschlossen werden, dass das Protein durch die 

intensive  Reinigung  denaturiert  oder  anderweitig  beeinträchtigt  worden  war.  Darüber 

hinaus wurde das intensiv gereinigte rhuHsp70 von einem Kooperationspartner (Lehrstuhl 

Biotechnologie IV, Department of Chemistry, München Technische Universität, Garching ) 

biochemisch untersucht. Hierbei zeigte die Analyse mittels Circular-Dichroismus Spektros-

kopie einem dem DnaK vergleichbaren Anteil an  α-Helices. Wichtige Sekundärstruktur-

elemente des rhuHsp70 waren demnach nach der intensiven Reinigung vorhanden.

3.2. Nukleotide in der rhuHsp70 Präparationen induzieren ein Calciumsignal in DCs

Im Rahmen dieser Dissertation wurde festgestellt, dass freie Nukleotide in den rhuHsp70 

Präparationen  in  IL-4/GM-CSF  generierten  DCs  einen  intrazellulären  Einstrom  von 
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Calciumionen induzierten. Hierfür reichten bereits Konzentrationen von ADP und ATP in 

nanomolarem bzw. mikromolarem Bereich aus.

Von  anderen  Arbeitsgruppen  wurde  berichtet,  dass  in  DCs  durch  Stimulation  mit 

mykobakteriellem  Hsp70  der  Einstrom  von  Calciumionen  induziert  wird [156-158].  In 

Monozyten wurde ein schneller Calciumioneneinstrom nach der Aktivierung mit humanen 

Hsp70 gezeigt [90]. Bis dato wurde das durch rHsp70 induzierte Calciumsignal nicht in 

Frage gestellt. Die beschriebenen Kontaminationen wie LPS oder Flagellin aktivieren die 

Toll-like Rezeptoren  Signalkaskaden,  die  nicht  mit  dem  Einstrom  von  Calciumionen 

verbunden sind. Somit konnte das Signal nicht auf das möglicherweise enthaltene LPS 

zurückgeführt werden. Der mögliche Anteil an Nukleotiden in den Hsp70 Präparationen 

wurde bislang nicht beachtet und auch nicht als Ursache für des Calciumsignal berück-

sichtigt.  ATP  oder  ADP  kann  über  die  Reinigung  mit  ATP-Agarose  in  die  rhuHsp70 

Präparation  gelangen.  Auch  nach  den üblichen Dialyseverfahren  und  Pufferaustausch 

sind die Konzentrationen an Nukleotiden ausreichend, um den Einstrom von Calcium-

ionen  in  DCs  auszulösen,  wie  bei  dem Einsatz  des  industriell  hergestellten  und  des 

eigenen rhuHsp70 zu sehen war. Diese Arbeit zeigt, dass Nukleotide in den rhuHsp70 

Präparationen enthalten sein können und erst  nach intensiver Dialyse und Diafiltration 

zusätzlich zu der Umpufferung mit Sephadexgelen oder Dialyse im üblichem Umfang, der 

Gehalt an freien Nukleotiden genügend reduziert wurde, so dass kein Calciumsignal in 

den DCs ausgelöst wurde. 

Immature  DCs  reagierten  besonders  sensitiv  gegenüber  ADP  und  ATP.  Bereits 

Konzentrationen von 370 nM waren ausreichend, um den Einstrom der Calciumionen zu 

aktivieren. Mature DCs waren wesentlich weniger sensitiv: Erst bei einer Konzentration 

von 1  μM ADP bzw. 10  μM ATP konnte in maturen DCs das Calciumsignal  induziert 

werden. Monozyten reagierten auch auf 10 μM nicht mit den Einstrom von Calciumionen.

Innerhalb der immaturen DCs konnten zwei Gruppen hinsichtlich der Induzierbarkeit des 

Calciumsignals unterschieden werden. DCs mit hoher Expression von CD32 reagierten 

auf Nukleotide und die Nukleotid-haltige rhuHsp70 Präparation mit starkem Einstrom von 

Calciumionen. Kein oder nur ein sehr schwacher Calciumioneneinstrom wurde in DCs mit 

einer niedrigen Expression von CD32 beobachtet. Insgesamt wurden in dieser Arbeit DCs 

von zehn Spendern untersucht und konsistent konnte aus der Expression von CD32 die 

Stimulierbarkeit  des  Calciumsignals  durch  Nukleotide  abgeleitet  werden.  Die  Unter-

schiede in der Expression von CD32 waren unabhängig vom Spender und der Methode 

der  Monozytenisolierung.  Der  mechanistische  Zusammenhang  zwischen  der  CD32 

Expression und der Sensitivität gegenüber dem Nukleotid-induziertem Calciumsignal ist 
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nicht  geklärt.  Möglicherweise  korreliert  die  Expression  von  CD32  mit  der  der  Purin-

rezeptoren, was aber noch nicht untersucht ist. Humane DCs generiert aus Monozyten 

exprimieren Nukleotid-Rezeptoren [162]. Es werden zwei unterschiedliche Klassen dieser 

Rezeptoren  unterschieden:  P2X  und  P2Y  Rezeptoren.  Die  P2Y  Rezeptoren  sind  G-

Protein gekoppelt und P2X Rezeptoren sind Ionenkanäle. Beide Klassen der Rezeptoren 

umfassen eine Reihe von Subtypen [162]. CD32 ist ein FcγRII Rezeptor ist. Das Cross-

Linking von CD32 induziert  die Maturierung von humanen aus Monozyten generierten 

DCs [183] und über FcγR werden die Fc-Fragmente von IgG gebunden, was eine Rolle 

bei  der  Aufnahme  von  Antigenen  spielt,  die  von  spezifischen  Antikörpern  opsoniert 

worden sind. 

Im Rahmen der Versuche wurden zum ersten Mal gezeigt, dass humanes Hsp70 nicht, 

wie  für  mykobakterielles Hsp70 von Floto et  al.  aktuell  in  Science beschrieben wurde 

[156], über CCR5 einen Einstrom von Calciumionen stimuliert.

3.3. Funktionen von rhuHsp70 in der innaten Aktivierung von DCs und der 
Kreuzpräsentation von Peptidantigenen

In dieser Dissertation wurde gezeigt, dass der Calciumioneneinstrom durch Nukleotide in 

den rhuHsp70 Präparationen und nicht durch rhuHsp70 selbst verursacht wurde. Dass 

rhuHsp70  selbst  nicht  das  Calciumsignal  stimulierte,  wurde  mit  verschiedenen 

Versuchsansätzen überprüft. Zum einem wurde gezeigt, dass die Induktion des Calcium-

signals  vollständig  mit  einem Purinrezeptorantagonisten  blockiert  werden  konnte.  Zum 

anderen zeigten Zellen,  wie  Monozyten,  mature DCs oder CD32low DCs, die nicht  auf 

Nukelotide  reagierten,  auch  kein  Calciumsignal  nach  Stimulation  mit  der  rhuHsp70 

Präparation.  Desweiteren  reagierten  DCs,  in  denen  der  Calciumioneneinstrom  durch 

Nukleotide  induziert  werden  konnte,  nicht  auf  eine  rhuHsp70  Präparation,  deren 

Nukleotidgehalt durch intensive Dialyse und Diafiltration stark reduziert worden war.

Um einen durch die Nukleotide maskierenden Effekt auf mögliche innate stimulatorischen 

Eigenschaften des Hsp70 auszuschließen, wurde für alle weiteren Versuche eine intensiv 

dialysierte  Präparation  verwendet  und  die  Versuche  mit  CD32high und  CD32low DCs 

durchgeführt. Weder die Calciumioneneinstrom aktivierende noch die nicht aktivierende 

rhuHsp70  Präparation  induzierte  eine  Veränderung  der  Expression  der  Oberflächen-

marker CD80, CD86, CD83 oder CD40 auf den CD32high und CD32low DCs. Ebenso wurde 

die Expression von CD38 durch rhuHsp70 nicht verändert. Außerdem zeigte diese Arbeit, 

dass die Expression der Chemokinrezeptoren CCR5, CXCR4 und CCR7 auf den DCs 

nicht durch rhuHsp70 verändert wurde.
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RhuHsp70 induzierte auch nicht die Sekretion der Zytokine IL-12, TNF und IL-10. 

Es ist beschrieben, dass Nukleotide in Konzentrationen von 10-250 μM die Expression 

von Maturierungsmarkern verstärken können und die durch LPS induzierte Sekretion von 

IL-12 und TNF blockieren [184]. Da für die hier durchgeführten Versuche eine rhuHsp70 

Präparation,  die  keinen  Calciumioneneinstrom  aktivierte,  eingesetzt  wurde,  kann  aus-

geschlossen werden,  dass eine Zytokinsekretion  möglicherweise  durch die  Nukleotide 

inhibiert  worden  war.  CD32low DCs,  die,  wie  gezeigt,  nicht  durch  Nukleotide  aktiviert 

werden, wurden durch rhuHsp70 ebenso nicht zu Sekretion der Zytokine angeregt. Die in 

der  Literatur  beschriebene  Aktivierung  der  Sekretion  dieser  Zytokine  durch  rhuHsp70 

[98,94,140,111] konnte in dieser Arbeit somit nicht bestätigt  werden. Die Daten dieser 

Arbeit lassen den Schluss zu, dass, wie auch bereits von anderen Arbeitsgruppen gezeigt 

[146-150], die Kontaminationen mit bakteriellen Substanzen wie LPS für die beobachtete 

phänotypische Maturierung und Zytokinsekretion verantwortlich sind. 

Ein weiterer Beweis dafür, dass rhuHp70 nicht die Maturierung der DCs aktiviert, wurde 

durch Untersuchung der Makropinozytose erbracht. Die Makropinozytose der DCs ist eng 

an ihren Aktivierungszustand gebunden. Nicht aktivierte DCs nehmen über diesen, auch 

als  fluid phase uptake bezeichneten Vorgang, unspezifisch viele Moleküle  auf.  Da bei 

einer Infektion der Fokus auf das vom Pathogen abstammende Antigen gelegt werden 

soll, wird die Aufnahme weiterer nicht Pathogen assoziierter Moleküle dadurch verhindert, 

dass  Pathogen  abstammende  Moleküle  die  Makropinozytose  stark  reduzieren.  Diese 

Reduktion wird durch Signalmoleküle wie LPS induziert und ist ein Indikator dafür, dass 

die DCs aktiviert wurden. Aber nicht nur klassischen PAMPs reduzieren die Makropino-

zytose,  sondern auch Nukleotide in höheren Konzentrationen (250 μM),  wie  in  dieser 

Arbeit  gezeigt  wurde.  Die  Änderung  der  Makropinozytosekapazität  ist  demnach  ein 

Indikator für eine Aktivierung der DCs. Da durch Stimulation der DCs mit rhuHsp70 die 

Makropinozytose nicht verändert wurde,  kann geschlussfolgert werden,  dass rhuHsp70 

keine einem Maturierungssignal vergleichbare Aktivität hat.

Zusammenfassend zeigen alle Untersuchungen, dass rhuHsp70 kein Signal für die innate 

Aktivierung der DCs ist. RhuHsp70 induzierte in DCs keinen Einstrom von Calciumionen, 

aktivierte  nicht  die  phänotypische  Maturierung  und  Zytokinsekretion  der  DCs  und 

veränderte  nicht  deren  Makropinozytosekapazität.  Darüber  hinaus  stellt  diese  Arbeit 

heraus, dass die Reinheit der für die Untersuchung verwendeten Proteine eine besondere 

Bedeutung für die Schlussfolgerung und Interpretation der Ergebnisse hat.  So können 

schon geringe Mengen an Kontaminationen, wie Nukleotide oder Endotoxine dazu führen, 

dass  beobachtete  Effekte  fälschlicherweise  der  Aktivität  des  rhuHsp70  zugeschrieben 
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werden.

In der vorliegenden Dissertation wurde weiterführend gezeigt, dass sehr reines Endotoxin- 

und Nukelotid-abgereinigtes rhuHsp70 auch ohne Kapazität zur Induktion einer Zytokin-

sekretion  oder  Induktion  costimulatorischer  Moleküle  die  Kreuzpräsentation  von 

verschiedenen  Peptidantigenen  signifikant  verstärkte.  Diese  Funktion  wurde  im  Detail 

untersucht. 

Zum  ersten  Mal  wird  mit  dieser  Dissertation  die  Steigerung  durch  rhuHsp70  in  der 

Kreuzpräsentation quantifiziert. Für die Quantifizierung wurde die Kreuzpräsentation von 

gleichen Mengen Peptidantigen allein oder im Komplex mit rhuHsp70 verglichen.

RhuHsp70 verstärkte die Kreuzpräsentation der Peptidantigene (b-pep70-MART-1 und b-

pep70-Tyr)  in  verschiedenen  APCs,  z.Bsp.  DCs  und  den  B-LCL.  Dass  es  sich  um 

Kreuzpräsentation der Peptidantigene bzw. der rhuHsp70:Peptid Komplexe handelt, wird 

wie  folgt  begründet:  Die  eingesetzten  Peptide  b-pep70-MART-1  und  b-pep70-Tyr 

bestehen aus 23 Aminosäuren und enthalten Biotin. An MHC-Klasse-I binden kurze, acht 

bis zehn Aminosäuren lange Peptide. Die eingesetzten längeren Peptide müssen also für 

die Beladung auf MHC-Klasse-I prozessiert werden. Dies geschieht durch Aufnahme in 

die  APCs und  der  Prozessierung der  Peptide  in  diesen Zellen.  Anschließend  werden 

diese  exogen  aufgenommen  und  prozessierten  Peptide  auf  MHC-Klasse-I  geladen 

(Kreuzpräsentation). Ein Beweis für diese Annahme zeigen die Versuche mit Chloroquin. 

Chloroquin hatte auf die Präsentation von b-pep70-MART-1 als auch von b-pep70-Tyr 

einen Einfluss. Die Präsentation der von außen auf MHC-Klasse-I ladbaren nonameren 

Peptide  wurde  dagegen  von  Chloroquin  nicht  beeinflusst.  Zudem  wurde  durch 

Verringerung der Makropinozytose durch ADP die Präsentation von b-pep70-MART-1 als 

auch von rhuHsp70:b-pep70-MART-1 verringert.

Als wesentliche Voraussetzung für die durch rhuHsp70 vermittelte Verstärkung wurde die 

Komplexbildung  zwischen  dem Peptidantigen  und  rhuHsp70 nachgewiesen.  Es zeigte 

sich eine direkte Korrelation zwischen dem Anteil an gebundenen Peptidantigen und der 

prozentualen Zunahme der T-Zellaktivierung. Durch den Einsatz von Hybridpeptiden mit 

der  hoch-affinen  Hsp70  bindenden  Sequenz  (pep70)  konnten  die  rhuHsp70:Peptid 

Komplexe erhalten werden.

Es wurde gezeigt, dass für die Verstärkung der Kreuzpräsentation nicht die Anwesenheit 

von  rhuHsp70  allein  ausreichte.  So  wurde  keine  Steigerung  der  Kreuzpräsentation 

gemessen, wenn die Affinität von rhuHsp70 für das Peptidantigen durch Zugabe von  γ-

ATP verringert wurde oder wenn rhuHsp70 direkt zu den APCs und Peptidantigen ohne 

85



Diskussion

Vorinkubation gegeben wurde. Im letzteren Ansatz bestand nicht ausreichend Zeit für die 

Komplexbildung vor der Aufnahme durch die APCs [185]. Da die Kreuzpräsentation nicht 

gesteigert  wurde,  wenn  rhuHsp70  ohne  Vorinkubation  direkt  zu  den  DCs  und  dem 

Peptidantigen  gegeben  worden  war,  konnte  ausgeschlossen  werden,  dass  mögliche 

Kontaminationen  in  der  rhuHsp70  Präparation  die  gesteigerte  T-Zellaktivierung 

verursachten.  Wäre  die  Steigerung  der  Kreuzpräsentation  durch  additive  Signale 

verursacht worden, hätte die Anwesenheit von rhuHsp70 auch ohne Komplexbildung den 

beobachteten Effekt auslösen müssen.

Der genaue Mechanismus der Kreuzpräsentation von rhuHsp70:Peptid Komplexen durch 

DCs oder B-Zellen ist bis dato nicht vollständig geklärt.  Tobian et al.  beschreibt,  dass 

Hsp70:Peptid  Komplexe  die  Antigen-Prozessierung  durch  den  vakuolären  Weg  in  B-

Zellen  verstärken [179].  In  DCs  sind  zytosolische  Mechanismen  für  die  Kreuz-

präsentation von Hsp Komplexen beschrieben [178]. Zur Beteiligung des Proteasoms und 

TAP gibt  es  widersprüchliche  Aussagen  [134,180].  In  der  vorliegenden  Arbeit  wurde 

gezeigt, dass die rhuHsp70 vermittelte Verstärkung unabhängig von der endolysosomalen 

Ansäuerung, unabhängig von dem für die Retrotranlsokation wichtigen Sec61-Kanal und 

unabhängig  von  TAP  war.  Daraus  lässt  sich  schließen,  dass  der  Mechanismus  der 

Verstärkung  wahrscheinlich  proximal  der  mit  diesen  Komponenten  verbundenen 

Transportwege liegt (Abb. 3.1).

Abbildung 3.1 Die rhuHsp70 vermittelte Verstärkung liegt wahrscheinlich proximal der 
Transportwege und Prozessierungsschritte, die mit der endolysosomalen Ansäuerung, Sec61 oder 
TAP verbunden sind. Ein mögliche Erklärung ist, dass durch die Bindung an rhuHsp70 die 
verlängerten Peptide (b-pep70-MART-1 und b-pep70-Tyr) besser von den APCs aufgenommen 
werden können. Somit würde mehr Antigen in den Zellen vorliegen, was unabhängig von den 
verschiedenen Wegen zu mehr präsentierten Antigen führen könnte.
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Die Kreuzpräsentationsversuche mit zwei Peptidantigenen in Anwesenheit von Chloroquin 

lieferten wichtige Hinweise dafür, dass rhuHsp70 unabhängig von den unterschiedlichen 

Bedingungen für  die Prozessierung die Kreuzpräsentation verstärkt.  Chloroquin  ist  ein 

lysosomotropisches Agenz, das die Ansäuerung der Endosomen verhindert. Viele der in 

den endolysosomalen Kompartimenten vorhandenen Proteasen (Cathepsine) haben eine 

optimale  Aktivität  bei  niedrigem  pH-Wert.  Durch  die  Ansäuerung  wird  demnach  die 

Degradation  der  Peptide  durch  diese  Cathepsine  gefördert.  Eine  Studie  zeigte,  dass 

durch Chloroquin die Effizienz der Kreuzpräsentation von löslichen Antigenen erheblich 

verbessert  werden  konnte  [175].  Als  Grund  wird  angeführt,  dass  das  Antigen bei 

Anwesenheit von Chloroquin in geringerem Umfang degradiert wird, in den Endosomen 

akkumuliert  und effizienter  in das Zytosol  exportiert  wird  [175].  Die Ergebnisse dieser 

Dissertation  zeigten,  dass  Chloroquin  die  Kreuzpräsentation  der  verwendeten  Peptid-

antigene unterschiedlichen  beeinflusste,  was  unterschiedliche  Prozessierungswege 

widerspiegelt. So  verstärkte  Chloroquin die Präsentation von b-pep70-Tyr und inhibierte 

die Präsentation von b-pep70-MART-1. Die rhuHsp70 vermittelte Steigerung war dagegen 

unabhängig von Chloroquin.

Die  Ergebnisse  dieser  Dissertation  zeigen,  dass  die  Komplexierung  des  Peptides  an 

rhuHsp70 zu einem erhöhten intrazellulären Peptidgehalt führte. Mit intrazellulären FACS-

Analysen wurde gezeigt, dass mehr Peptid in den DCs oder B-Zellen vorhanden war, die 

mit rhuHsp70:Peptid Komplex inkubiert worden waren. Die DCs oder B-Zellen, die mit der 

gleichen Menge Peptid ohne rhuHsp70 inkubiert wurden, hatten eine deutlich niedrigere 

Menge  an  intrazellulärem  Peptid.  Wahrscheinlich  wird  der  rhuHsp70:Peptid  Komplex 

besser  aufgenommen  als  das  Peptid  allein  und  somit  gelangt  in  die  Zellen  mehr 

Peptidantigen.  Ein anderer Grund für  die nachgewiesene erhöhte intrazellulare Menge 

des Peptides könnte auch sein, dass das rhuHsp70 gebundene Peptid nicht so schnell 

abgebaut wird.

In der Literatur ist als Grund für eine bessere Kreuzpräsentation die Rezeptor-vermittelte 

Aufnahme beschrieben. In diesem Zusammenhang wurde eine starke Abhängigkeit der 

Kreuzpräsentation der rhuHsp70:Peptid Komplexe von CD91 in DCs, Makrophagen und 

B-Zellen  gezeigt  [132,178].  Die  für  diese  Dissertation  verwendeten  B-Zelllinien 

exprimierten kein CD91. Dennoch verstärkte rhuHsp70 die Kreuzpräsentation von diesen 

Zellen signifikant. Somit konnte die Notwendigkeit von CD91 nicht bestätigt werden. Diese 

Daten  sind  konsistent  mit  der  von  Palliser  et  al.  publizierten  Ergebnissen,  die  eine 

Beteiligung von CD91 ebenfalls nicht für wahrscheinlich halten [186].
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Im  Rahmen  dieser  Dissertation  wurde  des  Weiteren  herausgefunden,  dass  freie 

Nukleotide die Kreuzpräsentation von Peptidantigenen stark beeinflussen. Da rhuHsp70, 

wenn  es  ADP  gebunden  hat,  konformationsbedingt  eine  hohe  Affinität  zu  dem 

Peptidsubstrat  hat,  wird  für  die  Rekonstitution  der  Komplexe  ein  ADP-haltiger  Puffer 

vorgeschlagen  [181].  Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigen allerdings, dass freies 

ADP  kritisch  für  die  Kreuzpräsentation  von  DCs  ist.  ADP  inhibierte  bereits  in  einer 

Konzentration  von  1  μM  die  Kreuzpräsentation  des  Peptidantigens.  Eine  mögliche 

Ursache dafür ist die schnelle Reduktion der Makropinozytosekapazität der DCs nach der 

Stimulation mit ADP. Die Präsentation von Nonamer-Peptiden, die direkt von außen auf 

MHC-Klasse-I  geladen werden und hierfür nicht durch Makropinozytose aufgenommen 

werden müssen, wurde nicht durch ADP verringert. Die Ergebnisse zeigen, dass bei der 

Beladung der DCs mit Antigenen, die über Kreuzpräsentation auf MHC-Klasse-I geladen 

werden, freies ADP aufgrund seiner inhibitorischen Aktivität nicht vorliegen sollte.

3.4. Funktionen von rhuHsp70 bei dem Priming von T-Zellen

Für das Priming von T-Zellen sind, wie in der Einleitung beschrieben, drei Signale der 

DCs erforderlich: Peptid:MHC Komplex, Costimulation und Zytokinsekretion. 

Wie  in  dieser  Dissertation  gezeigt,  wird  durch  die  Bindung  des  Peptidantigens  an 

rhuHsp70 deren Präsentation signifikant gesteigert. In der Literatur ist beschrieben, dass 

mit rhuHsp:Peptid Komplexe nicht nur eine effiziente Kreuzpräsentation erfolgt, sondern 

auch zytotoxische CD8+ T-Zellen geprimt werden können [134-139]. In dieser Dissertation 

wurde gezeigt, dass DCs gegenüber  rhuHsp70 inert  sind. RhuHsp70  erhöhte weder die 

costimulatorischen Moleküle noch induzierte es die Zytokinsekretion. Die Frage war nun, 

ob  die  verbesserte  Kreuzpräsentation  auch  ein  besseres  T-Zellen-Priming  ermöglicht. 

Dazu wurden Priming Ansätze mit Peptid gepulsten DCs und rhuHsp70:Peptid gepulsten 

DCs verglichen. Auch hierbei wurden gleiche Mengen an Peptid, allein oder in Komplex 

mit rhuHsp70 eingesetzt. Diese vergleichende Untersuchung wurde zum ersten Mal so 

durchgeführt und brachte neue Erkenntnisse über die Zusammensetzung der geprimten 

Zellen, die durch den Einsatz des rhuHsp70:Peptid Komplexes entstehen. 

Die  im  Priming  mit  rhuHsp70:b-pep70-MART-1  Peptid  gepulsten  DCs  bzw.  b-pep70-

MART-1 Peptid gepulsten DCs induzierten T-Zellpopulationen wurden auf den Anteil an 

MART reaktiven T-Zellen mit IFN-γ und Perforin Elispot untersucht. Die Primingansätze 

mit  den rhuHsp70:Peptid  gepulsten  DCs enthielten  entweder  gleich  viel  oder  weniger 

IFN-γ oder Perforin sezerniernde Zellen als die Primingansätze mit Peptid gepulsten DCs. 

Mit  rhuHsp70:Peptid  Komplex  gepulsten  DCs  wurden  wie  in  der  Literatur  [134-138] 
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beschrieben Antigen-spezifische T-Zellen erhalten, aber deren Anzahl war gegenüber den 

nur  mit  Peptid  gepulsten  DCs  geprimten  Zellen  nicht  erhöht.  Die  durch  rhuHsp70 

vermittelte gesteigerte Kreuzpräsentation von exogenen Peptidantigenen führte demnach 

nicht zu mehr reaktiven T-Zellen unter Primingbedingungen. Bemerkenswert  war aber, 

dass durch Priming mit Peptid gepulsten DCs eine T-Zellpopulation entstand, die auch 

deutliche Antigen-unabhängige Reaktionen zeigte. Der Anteil solcher Zellen war in den 

Primingansätzen  mit  rhuHsp70:Peptid  gepulsten  DCs  geringer  bei  allen  Priming-

versuchen.  Hier  entstanden  bevorzugt  Antigen-spezifisch  reagierende  Zellen. Diese 

Antigen-unabhängig reagierenden Zellen in  den Primingansätzen mit  Peptid  gepulsten 

DCs  machten  eine  Quantifizierung  der  Antigen-reaktiven  T-Zellen  unmöglich.  Daher 

wurde  als  weitere  Methode  zur  Quantifizierung  Antigen-spezifischer  T-Zellen  die 

geprimten Zellen mit Tetramer gefärbt und im FACS analysiert.  Die Daten der Tetramer 

FACS Analyse korrelierten nicht für alle durchgeführten Versuche mit den Ergebnissen 

aus dem Elispot. Bei der Interpretation dieser Daten muss allerdings beachtet werden, 

dass das Epitop des verfügbaren Tetramers sich in einer Aminosäure von dem im Priming 

verwendeten  Peptidantigen  unterschied.  Dies  könnte  ein  möglicher  Grund  für  die 

Diskrepanzen  zwischen  den  Elispot  und  FACS  Daten  sein.  Im  Rahmen  dieser 

Dissertation  konnte  eine  genaue  Analyse  mit  verschiedenen  Tetrameren  nicht 

durchgeführt werden.

Zusätzlich zur Quantifizierung von Antigen-spezifischen T-Zellen in den Primingansätzen 

wurde auch die Zusammensetzung hinsichtlich der CD4+, CD8+ T-Zellen und NK-Zellen 

untersucht.

Konsistent wurde in allen Versuchen beobachtet, dass der Anteil an den CD8+ T-Zellen 

innerhalb  der  CD3+ T-Zell  Population  geringer  war,  wenn  das  Priming  mit  den 

rhuHsp70:Peptid Komplex gepulsten DCs erfolgte. Dies entspricht der Beobachtung von 

Winau et al., dass die Vakkzinierung mit rhuHsp70:Peptid Komlexen nicht zur Proliferation 

von CD8+ T-Zellen führt  [187].  Auch in den Primingansätzen mit  den rhuHsp70:Peptid 

gepulsten DCs, die vor Zugabe zu den PBL gewaschen wurden, wurde beobachtet, dass 

der Anteil an den CD8+ T-Zellen an der CD3+ T-Zell Population geringer war. Somit konnte 

diese  Beobachtung  nicht  mit  direkten Interaktionen  zwischen  rhuHsp70 und den  PBL 

erklärt werden. Der Anteil der CD8+ T-Zellen wurde gesteigert, wenn mit Peptid gepulste 

und mit LPS stimulierte DCs eingesetzt wurden.

Bei einem Spender wurde der Anteil der NK-Zellen untersucht. Es wurde festgestellt, dass 

der Anteil an CD3-CD56+ Zellen (NK-Zellen) durch das Priming mit rhuHsp70 gepulsten 

DCs deutlich abnahm. Eine Zunahme dagegen wurde beobachtet, wenn rhuHsp70 ohne 
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DCs direkt zu den PBL gegeben wurde. Direkte Interaktionen zwischen NK-Zellen und 

Hsp70 sind in der Literatur beschrieben [188-190], wodurch die Proliferation dieser Zellen 

ausgelöst  werden  könnte. In  zukünftigen  Experimenten  wird  geklärt  werden,  welche 

Subpopulation der NK-Zellen [191] durch rhuHsp70 aktiviert wird.

Konsistent  in  allen  Versuchen  war  die  Beobachtung,  dass  durch  Einsatz  von 

rhuHsp70:Peptid  im  Vergleich  zum  Peptid  allein,  der  Anteil  an  CD3+CD4+ T-Zellen 

erheblich zunahm. Bis dato wurde diese Zunahme beim Priming mit  rhuHsp70:Peptid-

Komplexen nicht beschrieben. Die detailiertere Analyse ergab, dass innerhalb der CD4+ 

T-Zellen  durch  die  Stimulation  mit  rhuHsp70:Peptid  gepulsten  DCs  im  Vergleich  zur 

Stimulation mit Peptid gepulsten DCs der Anteil an FOXP3+ T-Zellen erhöht wurde. Die 

Ursache für die Zunahme der CD4+ T-Zellen sowie deren Spezifität werden derzeit in der 

Arbeitsgruppe untersucht.

Eine mögliche Erklärung, warum der Anteil an CD3+CD4+ T-Zellen durch die Aktivierung 

mit rhuHsp70:Peptid gepulsten DCs zunimmt, ist  wie folgt:  Die DCs präsentieren nach 

Aufnahme und Prozessierung Epitope aus dem rhuHsp70 über MHC-Klasse-II den CD4+ 

T-Zellen,  worauf  diese  proliferieren.  Ob  die  CD3+CD4+ T-Zellen  Sequenzen  aus  dem 

rhuHsp70 erkennen, wird derzeit  untersucht. Ein erster Hinweis für diese Annahme ist 

jedoch,  dass  die  Proliferation  der  CD3+CD4+ T-Zellen  nur  erfolgte,  wenn  auch  DCs 

anwesend waren. Wurden die mit dem rhuHsp70:Peptid gepulsten DCs vor der Zugabe 

zu den Monozyten depletierten PBL gewaschen, nahm der Anteil der CD3+CD4+ T-Zellen 

ebenfalls  zu.  Wurden  die  Monozyten  depletierten  PBL  nur  mit  rhuHsp70  ohne  DCs 

inkubiert, wurde diese Proliferation nicht beobachtet. RhuHsp70 scheint die T-Zellen also 

nicht direkt zu stimulieren. 

In der Literatur ist die Existenz von Hsp-spezifischen T-Zellen beschrieben. Im speziellen 

Hsp60 und Hsp70 spezifische T-Zellen wurden sowohl  in Assoziation mit  chronischen 

Entzündungen als auch in gesunden Individuen gefunden  [192-194].  Mehrere Studien 

zeigen, dass von Hsp70 abstammende Peptide einen relativ großen Anteil der Peptide 

ausmachen, die von den MHC-Klasse-II Molekülen eluiert wurden [195,196].  Weiterhin 

wurde  beobachtet,  dass  gestresste  APCs  von  CD4+ T-Zellen  erkannt  werden,  die 

spezifisch für eine hoch konservierte Sequenz des mykobakteriellen Hsp60 sind. In einem 

Tiermodell  konnte  durch  Transfer  dieser  CD4+ T-Zellen  ein  wirksamer  Schutz  gegen 

induzierte Arthritis  erreicht werden [197].  Diese CD4+  T-Zellen produzierten IFN-γ,  IL-4 

und IL-10. Die Existenz von CD4+ T-Zellen, die Epitope aus eigenem Hsp erkennen und 

unter  bestimmten  Bedingungen  regulatorische  Funktionen  ausüben,  ist  beschrieben 

[198].  Hierbei  ist  zu  diskutieren,  warum  die  Hsp70-spezifischen  CD4+ T-Zellen  nicht 
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depletiert  wurden.  Ein  denkbarer  Grund  ist,  dass  die  Präsentation  von  Hsp70  ab-

stammenden Peptide auf  MHC-Klasse-II  unter  normalen gesunden Bedingungen  nicht 

auftritt, da MHC-Klasse-II in der Regel Peptide von exogenen Proteinen präsentieren und 

Hsp70 ein intrazelluläres Protein ist. Somit ist eine Depletion Hsp70-spezifische CD4+ T-

Zellen unter Normalbedingungen möglicherweise nicht erforderlich. Darüber hinaus wird 

diskutiert, ob die Hsp Erkennung ein wichtiges Element vieler Immunantworten ist, das zur 

Regulierung der Immunreaktion führt [192].

Ob die im Priming induzierten CD4+ T-Zellen regulatorische Funktionen haben, lässt sich 

nicht ohne weiteres aus den Daten dieser Arbeit ableiten. Das klassische phänotypische 

Merkmal von suppressorischen oder regulatorischen T-Zellen ist die hohe Expression von 

CD25  und  die  Expression  von  FOXP3  [199-203].  Die  CD4+CD25++FOXP3+ T-Zellen 

können  die  Aktivierung  anderer  T-Zellen  unterdrücken.  Die  Bedeutung  dieser  T-

Zellpopulation als Suppressoren im Immunsystem zeigt sich darüber, dass Mutationen in 

FOXP3 zu fatalen Autoimmunerkrankungen mit starker Lymphozytenproliferation führen 

[204-206]. Allerdings ist im humanem System die transiente Expression von FOXP3 auch 

für aktivierte nicht-regulatorische T-Zellen beschrieben. Sie korreliert in dem Fall nicht mit 

suppressorischen Eigenschaften der T-Zellen [207]. Demnach kann im humanem System 

nicht aus der FOXP3 Expression allein auf regulatorische T-Zellen geschlossen werden. 

Die in dieser Arbeit mittels FACS Analyse beobachtete Zunahme der CD4+FOXP3+ T-

Zellen beim Priming mit rhuHsp70:Peptid gepulsten DCs darf somit nicht als Erhöhung 

der  Anzahl  an  regulatorischen  T-Zellen  interpretiert  werden.  Möglicherweise  sind  die 

CD4+FOXP3+ T-Zellen,  Zellen,  die  durch  Erkennung  des  Antigens  (Hsp70  oder 

Peptidantigen) aktiviert wurden und in Folge dessen transient deren FOXP3 Expression 

erhöht wurde. Es wurde beim Priming mit rhuHsp70:Peptide gegenüber dem Priming mit 

Peptid  ohne  rhuHsp70  keine  konsistente  Zunahme  der  CD4+CD25++FOXP3+ T-Zellen 

beobachtet.  Ob  die  nach  dem  Priming erhaltenen  CD4+CD25++FOXP3+ T-Zellen 

tatsächlich regulatorisch sind, muss durch Nachweis ihrer suppressorischen Funktionen 

bei die Aktivierung anderer T-Zellen bewiesen werden.

Zusammenfassend  wurde  gezeigt,  dass  das  Priming  mit  rhuHsp70:Peptid  Komplexen 

gegenüber  dem Priming mit  Peptid  allein nicht  zu mehr  Antigen-spezifischen T-Zellen 

führt.  Allerdings  hatten  die  mit  den  rhuHsp70:Peptid  Komplex  geprimten  Zellen  eine 

bessere Antigenspezifität. Darüber hinaus zeigen die Ergebnisse dieser Dissertation, dass 

die Zusammensetzung der geprimten Zellen sich deutlich unterscheidet, wenn das Peptid 

im Komplex mit  rhuHsp70 eingesetzt  wird.  Es wurde eine Zunahme der CD3+CD4+ T-

Zellen in allen Versuchen beobachtet.
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3.5. Bewertung des rhuHsp70 für den Einsatz in der Therapie und Perspektiven

Durch die Bindung von Peptiden an rhuHsp70 wird die Effizienz der Kreuzpräsentation 

dieser Peptide signifikant verbessert. RhuHsp70 hat dabei selbst keine Signalfunktionen 

auf  die  humanen  DCs.  Für  die  Steigerung  der  Kreuzpräsentation  ist  demnach  die 

Aktivierung  der  DCs  nicht  notwendig.  Die  fehlenden  immun-stimulatorischen 

Eigenschaften  des  rhuHsp70  eröffnen  vielfältige  Einsatzmöglichkeit  des  rhuHsp70  als 

Transfervehicle von  Peptidantigen.  Als  Formulierung  für  Peptidantigen  ist  rhuHsp70 

anderen Carriersystemen wie den Nanopartikeln und Liposomen [208,209] überlegen, da 

es keine toxischen Effekte hat und von den APCs ohne Probleme abgebaut werden kann. 

Darüber  hinaus können die  Peptide über  hoch-affine  Bindungssequenzen  effizient  mit 

rhuHsp70  komplexiert  werden  und  chemische Modifikationen,  die  möglicherweise  das 

Antigen nachteilig verändern, sind nicht nötig. 

Viele Arbeiten diskutieren den Einsatz von Hsp70:Peptid Komplexen in der Tumortherapie 

[142-144].  Wesentliche  Grundlagen  für  diese  therapeutische  Eignung  waren  die 

Beobachtungen,  dass  Hsp70  sowohl  die  Fähigkeit  zum  Antigentransfer  als  auch  zur 

Aktivierung der DCs besitzt. Da sich vor allem die Funktionen bei die innaten Aktivierung 

nicht  bestätigen  ließen,  muss  die  Eignung  von  rhuHsp70  für  den  Einsatz  bei  einer 

Therapie neu bewertet werden. Positiv für den Einsatz der rhuHsp70:Peptid Komplexe als 

Tumorimpfstoff ist die Effizienzsteigerung der Kreuzpräsentation durch DCs und andere 

APCs und die erstmals mit  dieser Arbeit gezeigte erhöhte Antigen-Spezifität der durch 

rhuHsp70:Peptid  induzierten  T-Zellen.  Allerdings  zeigte  sich  durch  das  Priming  mit 

rhuHsp70:Peptid Komplexen gegenüber dem Priming mit Peptid allein keine prozentuale 

Zunahme an Antigen-spezifischen CD8+ T-Zellen, aber eine Zunahme der  CD3+CD4+ T-

Zellen.

Bei  dem Einsatz  von rhuHsp70 muss  bedacht  werden,  dass  es  wie  andere exogene 

Proteine  prozessiert  und  die  daraus  resultierenden  Peptide  über  den  MHC-Klasse-II 

Moleküle  den  CD4+  T-Zellen  präsentiert  werden  können.  Beim Priming  von  naiven T-

Zellen  könnte dies eine Rolle  spielen,  da laut Literatur  Hsp-spezifische CD4+ T-Zellen 

existieren, die bestimmte regulatorische Funktionen besitzen. RhuHsp70 könnte demnach 

über adaptive Mechanismen, vermutlich über die Präsentation seiner Peptide im Komplex 

mit MHC-Klasse-II, bedeutend auf die finale Immunantwort Einfluss nehmen. 

Die  beschriebenen  Funktionen  der  Hsp-spezifischen  CD4+ T-Zellen  scheinen  sich 

zunächst nicht mit den Zielen einer Tumorvakkzinierung vereinbaren zu lassen [210]. Die 

Literatur  zeigt,  dass  diese  CD4+ T-Zellen  vielmehr  für  die  Therapie  von  Autoimmun-

erkrankungen geeignet sein könnten [211-215].
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine deutliche Zunahme von CD4+ T-Zellen beim Priming 

mit  rhuHsp70:Peptid  Komplexen  gepulsten  DCs  beobachtet.  Die  Funktionen  dieser 

Zellen werden derzeit  untersucht. Sollten diese CD4+ T-Zellen wie  beschrieben Hsp70 

spezifisch sein und regulatorische Funktionen aufweisen, stellt sich die Frage, ob diese 

Zellen  nachteilig  sind  oder  ob  sie  durch  die  Verhinderung  einer  überschießenden 

Immunreaktion  nützliche  therapeutische  Effekte  haben,  wie  zum  Beispiel  den  Aufbau 

einer immunologischen Gedächtnisantwort zu unterstützen [216,217].
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4. Zusammenfassung

Ziel dieser Dissertation war es, die Funktionen des rekombinanten humanen Hitzeschock-

Protein 70 (rhuHsp70) in der durch dendritischen Zellen (DCs) vermittelten innaten und 

adaptiven  Immunantwort  zu  untersuchen.  Intrazellular  hat  das  Hitzeschock-Protein  70 

vielfältige Funktionen unter  anderem bei  der  Proteinfaltung und der Verhinderung von 

Aggregationen. Die Rolle des extrazellulären Hsp70 im Immunsystem ist Gegenstand der 

aktuellen Forschung. Aufgrund seiner verschiedenen beschriebenen Funktionen, die die 

innate  Aktivierung  von  von  immunkompetenten  Zellen,  wie  DCs,  und  die  effiziente 

Präsentierung  von  gebundenen  Antigenen  umfassen,  wurde  ein  bedeutendes  thera-

peutisches Potential des rekombinanten oder aus Tumormaterial isolierten Hsp70 für die 

immun-basierte Tumortherapie postuliert. Allerdings gibt es zu der Rolle von Hsp70 im 

Immunsystem widersprüchliche Daten. Mit dem Nachweis von Kontaminationen in dem 

für  viele  Studien  verwendeten  rekombinanten  Hsp70,  die  auf  die  E.coli  Kultur 

zurückgeführt  wurden,  wurden  die  Funktionen  von  Hsp70  angezweifelt.  Welches 

therapeutisches Potential Hsp70 tatsächlich hat, war offen.

Im  Rahmen  dieser  Arbeit  wurde  gezeigt,  dass  rhuHsp70  die  Kreuzpräsentation  von 

Peptidantigenen signifikant steigerte. Durch den Vergleich von gleichen Mengen Peptid-

antigen,  allein  oder  im Komplex mit  rhuHsp70,  wurde zum ersten Mal  die Steigerung 

durch rhuHsp70 quantifiziert. Dabei zeigte rhuHsp70 selbst keine Signal-Funktion auf die 

DCs. RhuHsp70 induzierte keinen intrazellulären Einstrom von Calciumionen, induzierte 

nicht  die  phänotypische  Maturierung,  aktivierte  nicht  Zytokinsektretion  und  veränderte 

nicht  die  Makropinozytoseeigenschaften  der  DCs.  Demnach hat  rhuHsp70 keine  dem 

einem Maturierungssignal  vergleichbaren  Eigenschaften.  Die  Ergebnisse  dieser  Arbeit 

verdeutlichen, dass die Reinheit des verwendeten rhuHsp70 entscheidend für die korrekte 

Schlussfolgerung und Interpretation der experimentellen Ergebnisse ist.  Schon geringe 

Mengen an Kontaminationen wie Endotoxine haben stimulatorische Aktivität auf DCs, die 

fälschlicherweise dem rhuHsp70 zugeschrieben wird.  Mit  dieser Arbeit  wurde erstmals 

nachgewiesen, dass die in den rhuHsp70 Präparationen in nanomolaren Konzentrationen 

enthaltenen freien Nukleotide und nicht rhuHsp70 selbst den intrazellulären Einstrom von 

Calciumionen in DCs induzieren. Bis dato wurden die Nukleotide nicht als Ursache für das 

mit Hsp70 induzierte Calciumsignal beachtet.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde weiterhin gezeigt, dass die Funktion von rhuHsp70 in 

der Kreuzpräsentation nicht an eine innate Signalfunktion gebunden ist. Durch eine bisher 

nicht  durchgeführte  Verknüpfung  von  biochemischer  Analyse  der  Substrat-  rhuHsp70 
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Interaktionen  und  immunologischer  Antigenpräsentation  wurde  als  wichtige 

Voraussetzung für die Verbesserung der Kreuzpräsentation die Komplexbildung zwischen 

Peptid und rhuHsp70 nachgewiesen. Die gesteigerte Kreuzpräsentation korreliert direkt 

mit der biochemischen Komplexbildung. Dabei war die rhuHsp70 vermittelte Steigerung 

unabhängig von TAP, Sec61 und der Ansäuerung der endolysosomalen Kompartimente. 

Die  Kreuzpräsentation  von  verschiedenen  Peptiden  mit  unterschiedlichen 

Prozessierungsbedingungen  wurde  durch  Bindung  an  rhuHsp70  verstärkt.  Es  wurde 

gezeigt, dass mehr Peptidantigen in den APCs vorhanden war, die mit rhuHsp70:Peptid 

inkubiert  wurden, im Vergleich zu den APCs, die mit  der gleichen Menge Peptid ohne 

rhuHsp70 inkubiert wurden.

Darüber  hinaus  wurde  untersucht,  ob  die  verbesserte  Kreuzpräsentation  der  Peptid-

antigene durch rhuHsp70 auch zu einer Zunahme von Antigen-spezifischen T-Zellen unter 

Primingbedingungen führt.  Dabei  wurden beim Priming mit  rhuHsp70:Peptid gepulsten 

DCs im Vergleich zu Peptid gepulsten DCs weniger oder gleich viel Antigen-spezifische 

IFN-γ und Perforin sezernierenden Zellen erhalten. Bemerkenswert ist, das die Zellen aus 

dem  Primingansatz  mit  den  rhuHsp70:Peptid  gepulsten  DCs  eine  deutlich  bessere 

Antigenspezifität  als  die  Zellen  aus  dem  Primingansatz  mit  Peptid  gepulsten  DCs 

aufwiesen.  Die  Quantifizierung  der  Zusammensetzung  der  geprimten  Zellpopulation 

ergab,  dass  mit  rhuHsp70:Peptid  gepulsten  im  Vergleich  zu  Peptid  gepulsten  DCs 

weniger CD8+ T-Zellen erhalten wurden. Konsistent wurde eine Zunahme der CD3+CD4+ 

T-Zellen  beobachtet.  Innerhalb  dieser  CD3+CD4+ T-Zellpopulation  war  der  Anteil  der 

FOXP3+ T-Zellen in den Ansätzen mit rhuHsp70:Peptid gepulsten DCs erhöht, aber es 

wurde hierbei keine konsistente Zunahme der CD25++FOXP3+ Zellen beobachtet.

Ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit ergeben sich neue interessante Fragen zu 

der Interaktion von rhuHsp70 mit dem Immunsystem. So ist zu klären, welche Funktionen 

die durch das Priming mit rhuHsp70:Peptid Komplex gepulsten DCs entstehenden CD4+ 

T-Zellen ausüben. Wichtig  ist  auch, den Grund der besseren Antigenspezifität  der mit 

rhuHsp70:Peptid Komplex geprimten Zellen zu untersuchen.
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5. Methoden

5.1. Proteinchemische Methoden

5.1.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die mit SDS beladenen Proteine wurden in einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

nach  Laemmli  (1970)  nach  ihrer  Größe  aufgetrennt.  SDS  wird  verwendet,  um  die 

Trennung der Proteine vom Ladungszustand unabhängig durchzuführen. SDS denaturiert 

die Proteine. Über die unpolaren Teile assoziiert SDS mit  den Proteinen. Die Proteine 

erhalten alle viel negative Ladung. Die Wanderungsgeschwindigkeit hängt somit nur von 

der Größe der Proteine ab. Diese denaturierende Gelelektrophorese wird als SDS-Page 

bezeichnet. Dafür  wurden  Gele  mit  einer  Dicke  von  1  cm  verwendet,  die  mit  einem 

Sammelgel überschichtet waren. Die Zusammensetzung der Gele war wie folgt:

Trenngel:

10 %Gel

Wasser 11,9 ml

Acrylamidlösung, enthält 30 % Acrylamid 10,0 ml

1,5 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (pH 8,8) 7,5 ml

10 % Sodiumdodecylsulfat (SDS) 0,3 ml

10 % Ammoniumperoxodisulfat 0,3 ml

1,2 Bis (dimethylamino)ethan (TEMED) 0,012 ml

Sammelgel: 

5 % Gel

Wasser 6,8 ml

Acrylamidlösung, enthält 30 % Acrylamid 1,7 ml

1,5 M TRIS (pH 6,8) 1,25 ml

10 % SDS 0,1 ml

10 % Ammoniumsulfat 0,1 ml 

TEMED 0,01 ml
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Die Proteine wurden vor dem Auftragen auf das Gel denaturiert.  Dazu wurden sie mit 

reduzierendem Gelladepuffer (Roti-Load 1, Roth) versetzt und bei 95 ºC 5 min erhitzt. Der 

Elektrophoreselauf erfolgte mit  dem angegebenen Elektrophoresepuffer mit  40 mA pro 

Gel. Als Standard wurde der Precision Plus ProteinTM Standard (BioRad) genutzt.

Elektrophoresepuffer (10X):  TRIS 250 mM, pH 8,3

Glycin 1,9 M

SDS-Na 35 mM

in Wasser

5.1.2. Coomassie-Färbung von Proteingelen

Zur  Detektion  der  Proteine  (mehr  als  0.3  μg/Bande)  wurden  die  Gele  für  2  h  in  die 

Coomassie  Färbelösung  gelegt.  Diese  Lösung  färbt  und  fixiert  die  Proteine  im  Gel. 

Anschließend wurde mit der Entfärbelösung bis zum gewünschten Farbgrad entfärbt.

Färbelösung 0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250

45 % Ethanol

10 % Essigsäure

in Wasser

Entfärbelösung 30 % Ethanol

10 % Essigsäure

in Wasser

5.1.3. Silberfärbung von Proteingelen

Zur Bestimmung der Reinheit wurden die Proteine mit der Silberfärbung [218] detektiert. 

Mit dieser Methode können Proteine bis zu einer Menge von 5 ng/ Bande nachgewiesen 

werden. Die Proteine wurden nach der elektrophoretischen Auftrennung zur Fixierung in 

einer Formaldehyd-haltigen Lösung für 10 min geschwenkt. Danach wurden die Protein-

gele  für  1  min  in  Natriumthiosulfatlösung  (0,8  mM)  gelegt.  Nachdem sie  mit  Wasser 

gewaschen worden waren, wurden sie 10 min in 0,1 % Silbernitratlösung gegeben. Nach 

einem weiteren Waschschritt wurden sie solange in Entwicklungslösung gegeben bis die 
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Banden  angefärbt  waren.  Die  Farbreaktion  wurde  mit  2,3  M  Zitronensäurelösung 

(5  ml/100  ml  Entwicklungslösung)  gestoppt.  Die  Gele  wurden  gewaschen  und  in  die 

Trocknungslösung für 1 h gegeben.

Fixierungslösung 40 % Methanol

in Wasser

Natriumthiosulfatlösung 0,8 mM in Wasser

Silbernitratlösung 6 mM in Wasser

Entwicklungslösung 280 mM Natriumcarbonat

16 μM Natriumthiosulfat

in Wasser 

Trocknungslösung 10 % Ethanol

4 % Glycerol

in Wasser

Zu der Fixierungslösung und der Entwicklungslösung wurde unmittelbar  vor Gebrauch 

Formaldehyd (50 μl von einer 37 % Formaldehydlösung in 100 ml Lösung) gegeben.

5.1.4. Proteinbestimmung nach Bradford

Für die Proteinbestimmung nach Bradford (1976) wurde der saure Farbstoff Coomassie 

Brilliant  Blue  G-250  (Bio-Rad  Protein  Assay)  verwendet.  Durch  die  Bindung  von 

Coomassie Brilliant Blue G-250 an basische und aromatische Aminosäurereste im Protein 

wird das Absorptionsmaximum von 465 nm (braun) zu 595 nm (blau) verschoben. Die 

verwendete  Bio-Rad Lösung mit  dem Farbstoff  wurde  1:5 verdünnt.  Zu 200  μl  dieser 

Verdünnung wurde 4  μl Proteinlösung gegeben. Nach 15 min wurde die Extinktion bei 

595  nm mit  dem Spektralphotometer  vermessen.  Als  Standard  wurde  BSA (Bio-Rad) 

verwendet. 
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5.1.5. Western Blot

Die  Identität  der  Proteine  wurde  mit  Western  Blot  und  anschließender  Detektion  mit 

Antikörpern geprüft. Dazu wurden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine von dem 

SDS-Gel auf eine Polyvinylfluorid (PVDF)-Membran transferriert. Dies erfolgte bei einer 

Spannung von 70 mV in den angegebenem Geltransferpuffer.

Geltransferpuffer 40 mM TRIS

190 mM Glycin

5 M Methanol

in Wasser

Nach dem Transfer wurde die Membran für mindestens 1 h in 5 % Milchpulver in TBS 

gegeben,  um  unspezifische  Bindungsstellen  zu  blockieren.  Danach  wurden  die 

Membranen mit der Antikörperlösung (mit 5 % Milchpulver in TBS) für 2 h inkubiert. Nach 

dreimaligem Waschen mit TBS Puffer mit 0,05 % Tween wurden die Membranen mit dem 

sekundären Peroxidase-konjugierten Antikörper (in 5 % Milchpulver in TBS) 1 h inkubiert. 

Danach wurden sie erneut gründlich gewaschen und mit dem ECL-System (Amersham 

Pharmacia) entwickelt. Die eingesetzten Substrate waren Luminol und H2O2. Die bei der 

Peroxidase katalysierten Oxidation von Luminol entstehende Chemolumineszens wurde 

durch  Auflegen  eines  Photofilms  und  anschließender  Entwicklung  detektiert.  Das 

Vorhandensein und die Position des Peroxidase-markierten Proteins auf der Membran 

waren somit bestimmt.

TBS (10X) 100 mM TRIS, pH 7,4

1,5 M  NaCL

in Wasser

Antikörper Verdünnung

Ratte anti-human Hsp70 (eigene Herstellung) 1:100

Ratte anti-human Hsc70 (SPA-815 Stressgen) 1:2000

Peroxidase-konjugierte Maus anti-Ratte IgG (Immuno 

Research)

1:2000
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5.2. Herstellung des rekombinanten humanen Hsp70

5.2.1. E.coli Kultur 

Das  Plasmid  (Hsp70  in  pMPM-A4)  wurden  von  M.P.Mayer  [219]  erhalten.  Der  zu 

Verfügung  gestellte  Expressionsvektor  enthielt  eine  Ampicillinresistenz  und  eine  L-

Arabinose regulierte Expressionskassette [219] . Die verwendeten E.coli Zellen WKG 191 

Δ DnaK enthielten nicht das bakterielle Hsp70 (=DnaK). Sie wurden in LB-Medium mit 

Ampicillin (100 μg/ml) bei 30 ºC kultiviert. Zunächst wurden Zellen aus der E.coli Stock 

Präparation auf  Ampicillin-haltige Agarplatten ausgestrichen. Nach 24 h Inkubation bei 

30 ºC wurde der ausgewählte Klon in Medium überführt und für weitere 24 h inkubiert. 

Aus dieser Kultur wurden Kulturen mit einer OD600 von 0,1 angesetzt. Wenn die OD600 von 

0,5 erreicht war, wurde mit 0,1 % L-Arabinose die Induktion gestartet. Durch Bindung von 

Arabinose an den Arabinose induzierbaren Promotor wird das Gen für Hsp70 exprimiert. 

Nach 15 h wurden die Zellen geerntet. Die Kultur von 15 Liter ergab 50-70 g Zellpellet. 

Die  Zellpellets  wurden  für  die  Proteinreinigung  aufgeschlossen  und  nicht  unmittelbar 

benötigte Mengen wurden bei -80 ºC gelagert.

5.2.2. Aufschluss der E.coli Bakterien

30-40 g E.coli Zellpellets wurden in 200 ml Lysepuffer 1 mit 1 mM Phenylmethansulfonyl-

fluorid (PMSF) und Protease Inhibitoren (protease inhibitor cocktail complete EDTA free 

(Roche),  1  Tablette/  50  ml  Puffer)  resuspendiert.  Zu  dieser  Suspension  wurde  der 

Lysepuffer 2 (10 % des gesamten Volumens) mit 0,4 mg/ml Lysozym und 1 μg/ml DnaseI 

gemischt.  Diese  Mischung  wurde  bei  RT  für  15  min  inkubiert.  Danach  wurden  die 

Bakterien  mit  einem  Ultraschallgerät  aufgeschlossen  (Branson  Sonifier  250:  80  % 

Leistung, large tip output 4-5). Die Zellen wurden dabei mit Eis gekühlt. Alle nicht gelösten 

Bestandteile wurden nach dem Aufschluss durch Ultrazentrifugation entfernt (40.000 g, 

4 ºC, 45 min).

5.2.3. Fällung der wasserlöslichen Proteine

Die Proteine in dem durch die Ultrazentrifugation erhaltenen Überstand wurden durch 

Zugabe  von  Ammoniumsulfat  (0,326  g/ml)  gefällt.  Die  Fällung  erfolgte  in  einem  eis-

gekühlten Gefäß. Die ausgefällten Produkte wurden von der Lösung durch Zentrifugation 

(17.000 g, 15 min, 4 ºC) abgetrennt und in Puffer A gelöst. Anschließend wurde gegen 

das 40fache Volumen von Puffer A dialysiert (12 h, 4 °C).
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5.2.4. Reinigung der Proteine durch Säulenchromatographie

Alle Reinigungsschritte mittels Chromatographie wurden bei 4 ºC durchgeführt. Für die 

Anionenaustauschchromatographie wurde das FPLC-System (Bio-RAD) genutzt.

5.2.4.1. Anionenaustauschchromatographie

Die Anionenaustauschchromatopgraphie wurde mit der DEAE Sepharose Fast Flow (GE, 

Helathcare)  durchgeführt.  Als  Austauschergruppe  dient  dabei  das  Diethylamino-

ethylanion.  Bei  der  Ionenaustauschchromatographie  erfolgt  die  Trennung der  Proteine 

aufgrund ihrer unterschiedlichen Ladung. Dabei wird der pH-Wert so gewählt, dass das zu 

isolierende Protein an die Matrix bindet. Bei einem Anionenaustauscher soll der pH Wert 

oberhalb  des  isoelektrischen  Punktes  des  Proteins  liegen.  Durch  elektrostatische 

Wechselwirkungen wird das Protein an die Matrix gebunden. Nicht gebundene Proteine 

werden zunächst  heraus gewaschen.  Danach erfolgt  die  Eluation des zu isolierenden 

Proteins durch Zugabe von Salzen, in diesem Fall KCL. Durch Zusatz der Ionen wird das 

Protein  von  der  Matrix  verdrängt.  Durch  Anwendung  eines  linearen  KCL  Gradienten 

werden Fraktionen mit Proteinen mit unterschiedlichen Ladungseigenschaften erhalten.

Die Equilibrierung der DEAE Sepharose Säule erfolgte mit 1xSäulenvolumen (SV) Puffer 

A, 1x SV Puffer B und abschließend mit 2x SV Puffer A. Der filtrierte Überstand aus der 

Dialyse wurde mit einer Fließgeschwindigkeit von 2 ml/min auf die Säule geladen. Danach 

wurde die Säule mit 2 SV Puffer A gewaschen. Die Eluation erfolgte mit 2,25x SV Puffer A 

und graduell bis 50 % zugemischten Puffer B. Mit 1x SV Puffer B und abschließend 2x SV 

Puffer  A  wurde  nachgewaschen.  Nach  dem  Start  der  Gradienten-Eluation  wurden 

Fraktionen von 4 ml gesammelt. Die Proteine aus jeder zweiten Fraktion wurden mit SDS-

Page elektrophoretisch getrennt und durch Coomassie Blue Färbung detektiert.

5.2.4.2. Affinitätschromatographie

Die  Affintiätschromatographie  erfolgte  mit  ATP-Agarose  (Sigma).  Hsp70  hat  eine  N-

terminale ATP bindende Domäne und bindet darüber an die Matrix. Nicht ATP- bindende 

Proteine werden heraus gewaschen. Die ATP-Agarose (25 ml)  wurde 2 h mit  Wasser 

gequollen und anschließend mit 30 ml Puffer A, 2x 30 ml Puffer B und 3x 30 ml Puffer A 

equilibiert.  Die  ausgewählten  Fraktionen  aus  der  Trennung  mittels  DEAE  Sepharose 

wurden mit der ATP-Agarose für 30 min bei 4 ºC auf den Rotationsschüttler inkubiert. Die 

ATP-Agarose wurde in Säulen gegeben und intensiv gewaschen. Pro 10 ml Gel wurde mit 

2x  10  ml  Puffer  A,  5x  10  ml  Puffer  B  und  min.  8x  10  ml  Puffer  A  gewaschen.  Als 

Eluationspuffer (9 ml pro 10 ml Gel) wurde Puffer A mit 10 mM ATP (pH 7,6) verwendet. 
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5.2.5. Aufkonzentrierung von Proteinen

Die Proteine wurden mit dem Vivaspin System (Vivascience) aufkonzentriert. Die hierbei 

verwendeten Membranen waren aus Polyethersulfon und hatten eine Molekulargewichts-

ausschlussgrenze von 30 kD. Die Polyethersulfonmembranen wurden gewählt,  weil  sie 

nur sehr geringe Mengen an extrahierbaren Substanzen (Index Extractables) aufweisen. 

Membranen  aus  den  üblichen  Cellulosederivaten  können  Produkte  enthalten,  die  mit 

wässrigen Lösungen extrahiert werden können und in der Endotoxinbestimmung falsch 

positive Ergebnisse anzeigen.

5.2.6. Pufferaustausch

Die  Proteine  wurden  36-48  h  gegen  HKM-Puffer  (mindestens  150  x  Volumen  der 

rhuHsp70  Präparation)  dialysiert.  Für  die  Dialyse  wurden  Slide-A-LyzerR Kasetten  mit 

einem MWCO (molecular  weight  cut  off)  von 10 kD verwendet.  Es wurde mindestens 

dreimal  der  Puffer  gewechselt.  Der  ß-Mercaptoethanolgehalt  wurde  bei  jedem Puffer-

wechsel reduziert (0,07 %, 0,035 %, 0 %). Anschließend wurde mit einer Sephadex G-25 

Säule (PD10, GE Healthcare) der Präparationspuffer nochmals gegen HKM-Puffer ohne 

ß-Mercaptoethanol ausgetauscht. Die Diafiltration erfolgte mit dem Vivaspin System. 

5.2.7. Entfernung der Endotoxine

Für  die  Endotoxinentfernung  wurden  die  Detoxi-GeleTM  (Pierce)  verwendet.  Die  Gele 

wurden wie vorgeschrieben mit 1 % Desoxycholat in Wasser regeneriert und, nachdem 

das  Detergenz  mit  Wasser  ausgewaschen  wurde,  mit  HKM-Puffer  equilibriert.  Die 

Proteinpräparation wurde auf die Gele geladen und mindestens 1 h inkubiert. Die Eluation 

erfolgte  mit  HKM-Puffer  in  Fraktionen  und der  Proteingehalt  der  einzelnen Fraktionen 

wurde mit dem Bradford Assay bestimmt. Die Reinigung wurde wiederholt bis der Gehalt 

an Endotoxin nach der Limulus-Bestimmung unter 0,5 EU/mg Protein lag. Für eine Menge 

von 5 mg Protein wurde dafür mindestens 3x 10 ml Detoxi-Gel benötigt. 
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5.2.8. Puffer für die Reinignung des rhuHsp70

Alle Puffer wurden mit Aqua injectabilia (Braun) hergestellt.

Puffer A

Hepes/KOH pH7,6 25 mM
KCL 50 mM
MgCL2 x 6 Wasser 5 mM
EDTA 1 mM
ß-Mercaptoethanol 10 mM

Puffer B

Hepes/KOH pH7,6 25 mM
KCL 1 M
MgCL2 x 6 Wasser 5 mM
EDTA 1 mM
ß-Mercaptoethanol 10 mM

Lysepuffer 1

TRIS/HCL pH 7,6 50 mM
Sucrose 10%

Lysepuffer 2

Spermidin CL pH7,6 0,18 M
(NH4)2SO4 1 M
EDTA 50 mM
DTT 50 mM

HKM-Puffer

HEPES/ KOH 7,6 25 mM
KCL 150 mM
MgCl2 5 mM
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5.3. Biochemische Charakterisierung des rhuHsp70

5.3.1. Bestimmung des Endotoxingehaltes

Der Gehalt an Endotoxin (LPS) wurde mit dem Limulus Test QCL (Cambrex) bestimmt. 

Der  chromogene Limulus Amoebocyte Lysate  (LAL)  Test  ist  ein  quantitativer  Test  für 

gramnegative  bakterielle  Endotoxine.  Die Lysatlösung und Substratlösung wurde  nach 

Anleitung  hergestellt.  Die  zu  untersuchenden  Proteinpräparationen  wurden  mit  LAL 

gemischt  und  bei  37  °C  ± 1  °C  für  10  min  inkubiert.  Für  weitere  6  min  wurde  die 

Substratlösung  zugesetzt.  Die  Reaktion  wurde  mit  25  % Essigsäure  abgestoppt.  Das 

vorhandene Endotoxin katalysiert  die Aktivierung der im Lysat enthaltenen Proenzyme. 

Diese  aktivierten  Proenzyme  katalysieren  die  Abspaltung  von  p-Nitroanilin  von  dem 

farblosen Peptidsubstrat. Das freigesetzte p-Nitroanilin wurde photometrisch bei 405 nm 

vermessen.  Als  Endotoxin-Standard  wurde  LPS  aus  E.coli  (0111:B4)  verwendet.  Die 

Endotoxin Units dieses Standards wurden relativ zu dem Referenz Standard Endotoxin 

bestimmt.  Die Abhängigkeit  der  Absorption von der  Endotoxinkonzentration  wurde mit 

einer sigmoidalen Kurve beschrieben. Die Kurvenfunktion wurde mit einer 4-Parameter-

gleichung  dargestellt,  mit  der  die  Endotoxinkonzentrationen  der  Proben  berechnet 

wurden. Die LPS-Konzentration wird als Endotoxin Units (EU) pro mg Protein angegeben. 

Diese Einheit beschreibt die biologische Aktivität von LPS. 1 EU wird in 100 pg LPS um-

gerechnet.

5.3.2. Bestimmung der freien Nukleotide

Für die Bestimmung der freien Nukleotide wurde das Protein von der Stock-Präparation 

mit einer Membran mit einem Cut off von 30 kD abgetrennt. Die so erhaltene Lösung ohne 

rhuHsp70 wurde bei 259 nm mit dem Spektrophotometer vermessen und der Gehalt an 

Nukleotiden  mit  dem  Lambert-Beerschen  Gesetz  und  dem  Extinktionskoeffizenten 

(ε=15400 mol/l) berechnet.

5.3.3. Bestimmung der ATPase-Aktivität

Die  ATPase  Aktivität  wurde  nach  dem  Protokoll  von  Gässler  et  al.  [155]  bestimmt. 

RhuHsp70  wurde  in  HKM-Puffer  vorgelegt  und  bei  30  ºC  5  min  vorinkubiert.  Das 

Ansatzvolumen betrug 20 μl. Die finale rhuHsp70 Konzentration war 1 μM. Die Reaktion 

wurde durch Zugabe von 2 μl ATP Premix mit 0,1 μCi [α-32P]-ATP (GE-Healthcare) und 

2,5 mM ATP gestartet.  Nach 0,  10,  20,  40,  60,  90,120 und 150 min wurden  Proben 

gezogen und die enthaltenen Nukleotide durch Dünnschichtchromatopgraphie getrennt. 

Hierfür wurden die Proben auf DC-Platten mit PEI Cellulose F (Merck) aufgetragen. Für 
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den Lauf wurde 400 mM LiCl in 10% Essigsäure verwendet. Nach dem Trocknen wurden 

die  „Counts“  pro  Spots  mit  dem  Phosphoimager  (Packard)  quantifiziert.  ADP  läuft 

oberhalb  von  ATP.  Nach  Subtraktion  des  Hintergrundes  der  DC-Platte  wurde  das 

Verhältnis ATP/(ATP+ADP) gegen die Zeit aufgetragen. Die Steigung wurde mit einem 

linearen Kurven Fit (Software: Microsoft Excel) berechnet. Für die Auswertung wurde die 

Basalrate (Produkt aus dem Betrag der Steigung der Geraden und dem Verhältnis von 

ATP zu ATPase) berechnet [155].

5.3.4. Surface Plasmon Resonance Spectroscopy (BIACORE Messung)

Bei der  Surface Plasmon Resonance Spectroscopy wird ein mit Gold, Silber oder Platin 

bedampfter  Glaschip  benutzt.  Polarisiertes  monochromatisches  Licht  induziert  an  der 

Grenze  zwischen  Glas  und  der  Metallschicht  elektromagnetische  Oberflächenwellen 

(Plasmon).  Diese  Wellen  stehen  mit  dem  reflektierten  Strahl  in  Resonanz.  Das 

evanescente  Feld,  das  durch  den  weiten  Austritt  der  elektrischen  Feldkomponenten 

entsteht,  wird  durch gebundene Moleküle verändert.  Diese Veränderungen wirken sich 

auf den letztlich gemessenen Totalreflexionswinkel aus. Der Winkel ist direkt proportional 

zum Beladungsgrad der Metalloberfläche.

Die Surface Plasmon Resonance Spectroscopy erfolgte mit dem BIACORE X Gerät. Für 

die Messung wurden ein mit Streptavidin beschichteter Chip verwendet, der mit  dem b-

pep70-MART-1  Peptid  (3,8  μM  in  HKM  Puffer)  beladen  wurde.  Die  resultierenden 

resonance units (RU) des immobilisierten Peptides betrugen 500. Die Messung wurde bei 

37 °C durchgeführt. Die Flussrate betrug 20 μl/min. RhuHsp70 oder BSA (1-4 μM in HKM 

Puffer) wurden über Chip geleitet. Der Chip wurde mit 0,5 % SDS regeneriert. Für die 

Datenanalyse wurde die lineare Abhängigkeit zwischen dem Anstieg der resonance units 

und der Menge des gebundenen Proteins genutzt. Die resonance units der Kontrollzelle 

des Chips,  die nicht  mit  Peptid beladen wurde,  wurden von denen der  Messzelle  mit 

Peptid abgezogen. Die Daten wurden mit den BIAevalution 4.1 und Sigma Plot Software 

Programmen ausgewertet.
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5.4. RhuHsp70:Peptide Komplexes für die Kreuzpräsentation

5.4.1. Bildung des rhuHsp70:Peptide Komplexes für die Kreuzpräsentation

RhuHsp70 in bestimmten Konzentrationen (0,21-7  μM) wurde in 96-Well Platten mit b-

pep70-MART1 Peptid (490 nM) oder b-pep70-Tyr Peptid (70 μM) in 30 μl HKM Puffer bei 

RT für  mindestens 2 h (in der Regel 4 h)  inkubiert.  Zu bestimmten Ansätzen wurden 

weitere  Substanzen  (4,2  μM  γ-ATP  oder  verschiedene  Konzentrationen  von  ADP) 

gegeben. Durch den Zusatz der DCs und T-Zellen für die Kreuzpräsentation wurde das 

Gesamtvolumen auf 210 μl erhöht und die Proteine und Peptide 1:7 verdünnt. Alle für die 

Kreuzpräsentationsversuche angegebenen Konzentrationen sind finale Konzentrationen.

5.4.2. Berechnung des Peptidanteiles in Komplex mit rhuHsp70

Der Kd –Werte wurden durch Fluoreszenztitration (Kooperation Prof. Buchner, Dr. Maya. 

J. Pandya, Lehrstuhl für Biotechnologie, TUM, Garching) bestimmt. Für b-pep70-MART-1 

wurde ein Kd –Werte von 0,093± 0,002 bestimmt. Der Anteil des Peptides in Komplex mit 

rhuHsp70 bevor die Zellen für die Kreuzpräsentation zugesetzt wurden, wurde mit  der 

Quadratischen Bindungsgleichung berechnet:
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P0 ist  die Konzentration des Peptides (b-pep70-MART-1),  L0 ist  die Konzentration des 

rhuHsp70 und Kd ist die Dissoziationskonstante. 
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5.5.  Zellbiologische Methoden

5.5.1. Allgemeine Bemerkungen 

Die Zellkultivierung erfolgte bei einer Temperatur von 37 °C und einem CO2-Gehalt von 

5 %. Alle Arbeiten mit  vitalen Zellen wurden unter  sterilen Bedingungen durchgeführt. 

Adhärent wachsende Zellen wurden zu Passagieren mit Trypsin/EDTA abgelöst.

5.5.2. Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl  wurde  mit  der  Neubauer  Zählkammer  bestimmt.  Zur  Unterscheidung von 

toten und lebendigen Zellen, wurden diese mit Trypanblau in dem geeigneten Verhältnis 

verdünnt. Lebendig sind die nicht blau angefärbten Zellen. Die Zellzahl ergibt sich aus 

folgender Gleichung:

Zellzahl/ml= mittlere Zellzahl pro Großquadrat x Verdünnungsfaktor x 104

5.5.3. Einfrieren von Zellen

Für die Lagerung der Zellen in flüssigen Stickstoff muss das Medium einen Gefrierschutz 

enthalten, der die Bildung großer Eiskristalle verhindert. Zum Einfrieren wurden die Zellen 

in  Medium mit  50  % Fötales  Kälberserum (FCS)  oder  Humanserum (HS)  und  10  % 

Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgenommen. Die Arbeiten erfolgten auf Eis, da DMSO für die 

Zellen toxisch ist. Je 1 ml der Zellsuspension wurde in Einfrierröhrchen gegeben, die mit 

Zellstoff  isoliert  und  bei  -80  °C eingefroren  wurden.  Nach 12 h  wurden  die  Zellen in 

flüssigen Stickstoff überführt, worin sie gelagert wurden.

5.5.4. Auftauen von Zellen

Die gefrorenen Zellen wurde bei 37 °C angetaut und durch Zugabe von 5 ml Humanserum 

oder  5  ml  FCS  vollständig  aufgetaut,  sofort  abzentrifugiert  und  wieder  in  den 

entsprechenden Kultivierungsmedium aufgenommen. 

5.5.5. Gewinnung von Monozyten aus Vollblut 

5.5.5.1. Gewinnung von Monozyten aus Vollblut durch positive Isolierung

Das mit  Heparin  versetzte  Blut  (1000  I.E.  /50  ml  Blut)  wurde  mit  AIM-V-Medium 1:1 

verdünnt  und  über  Ficoll  (Pancoll)  geschichtet.  AIM-V  Medium  ist  ein  serumfreies 

Medium,  das  speziell  für  Lymphocyten  entwickelt  wurde.  Serumfreies  Medium wurde 

gewählt,  um  eine  mögliche  Aktivierung  durch  Kontaminationen  in  FCS  oder  HS  zu 

vermeiden.  Nach Zentrifugation  bei  2000  rpm (840  g)  für  20  min  (ohne  Abbremsen) 

wurden die peripheren Blutlymphocyten (PBL) geerntet,  mit AIM-V Medium gewaschen 
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und in eiskaltem Isolationspuffer (PBS mit 0,5 % HS und 2 mM EDTA) aufgenommen. 

Zellaggregate wurden mit dem Cell Strainer (100 μM, Falcon) entfernt. Zu je 1x107 Zellen 

wurden 15 μl der CD14-Mikro-Bead Lösung (MACS, Miltenyi) zugesetzt. Die Mikrobeads 

sind  mit  monoklonalen  Maus  anti-humanen  CD14-Antikörper  konjugiert.  Nach  15  min 

Inkubation bei 4 ºC wurden die Zellen mit dem Isolationspuffer gewaschen und auf die 

magnetischen  Säulen  (MACS  25  LS  Separation  Columns,  Miltenyi)  geladen.  Im 

Magnetfeld werden die Säulen mit 3x5 ml Isolationspuffer gewaschen. Nach Entfernung 

des Magnetfeldes werden die CD14 positiven Zellen mit  Isolationspufferpuffer von den 

Säulen  eluiert,  abzentrifugiert  und  in  AIM-V  Medium aufgenommen.  Die  so  isolierten 

Monozyten hatten eine Reinheit von über 90 %. 

5.5.5.2. Gewinnung von Monozyten aus Vollblut durch negative Isolierung

Zur Entfernung der Blutplättchen wurde das mit  AIM-V Medium 1:1 verdünnte Blut bei 

160  g  für  20  min  ohne  Bremse  zentrifugiert.  Der  plättchenhaltige  Überstand  wurde 

entfernt.  Die PBL wurden wie beschrieben durch Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll) 

gewonnen.  Die  PBL  wurden  in  Puffer  (PBS  mit  0,1  %  HS)  aufgenommen  (5x107 

Zellen/ml).  Die Isolierung wurde mit  dem „Monocyte Negative Isolation Kit“  von Dynal 

Biotech durchgeführt.  Mit  diesem Kit  werden T-,  B-,  NK-Zellen und Granulozyten über 

Antikörper  an  magnetische  Beads  gekoppelt,  die  anschließend  mit  einem  Magneten 

entfernt werden. Der Anleitung zufolge wurden zu den PBL die Blocking Reagent-Lösung 

und  der  Antikörper  Mix  zugesetzt.  Der  Antikörper  Mix  enthält  Maus  monoklonale 

Antikörper gegen humanes CD2, CD7, CD16, CD19, CD56 und CD235a. Die Blockierung 

der  Fc-Rezeptoren  auf  den  Monozyten  erfolgte  mit  Gammaglobulin.  Nach  10  min 

Inkubation mit beiden Lösungen bei 4 ºC wurden die PBL gewaschen. Zu 1x107 Zellen 

wurde  100  μl  der  Depletion-  Dynabeads-Suspension  (Dynal  Biotech)  gegeben.  Zur 

Bindung dieser Beads an die Antikörper besetzten Zellen wurde die Mischung 15 min bei 

4 ºC auf dem Rollershaker inkubiert. Anschließend wurde das Röhrchen mit dem Ansatz 

in  den  Magneten (Dynal)  gestellt.  Die  mit  den  magnetischen Dynal-Beads  beladenen 

Zellen wurden an den Magneten gezogen und der Überstand wurde abgenommen. Dieser 

Vorgang  wurde  zur  gründlichen  Entfernung  der  Bead-gekoppelten  Zellen  zweimal 

wiederholt. Die Reinheit der negativ isolierten Monozyten lag zwischen 60-80 %. 
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5.5.6. Generierung der dendritischen Zellen

Die CD14 positiven Zellen aus den Isolierungen wurden in AIM-V Medium aufgenommen 

und  in  6-Well  Platten  (Nunc)  ausgesät.  Dabei  wurden  5x106 Zellen  in  4  ml  pro  Well 

gegeben. Am Tag 0, 3 und 6 wurden 400 U/ml rhuIL-4 (Cell Genix) und 800 U/ml rhuGM-

CSF (Leukine, Berlex)) zugesetzt. Diese IL-4/GM-CSF generierten DCs wurden zwischen 

Tag 6-9  für  die  Versuche verwendet.  Die  Expression  der  Oberflächenmarker  CD209, 

CD 11c, CD80, CD86, CD83, CD40, CD32 und CD14 von jeder Zellcharge wurde mit 

FACS analysiert.

5.5.7. Maturierung der dendritischen Zellen

Zu den dendritischen Zellen wurde am Tag 6 der Maturierungscocktail nach Junoleit [163] 
zugesetzt. Am Tag 8 wurden die maturierten DCs im FACS analysiert und in die Versuche 

eingesetzt.

Maturierungscocktail:

Zytokine Konzentration
rhuIL-4 (Cell Genix) 400 U/ml
rhuGM-CSF (Leukine, Berlex) 800 U/ml
rhuTNFα (R&D Systems) 500 U/ml
rhuIL-1ß (R&D Systems) 20 ng/ml
rhuIL-6 (R&D Systems) 1000 U/ml
PGE2 (Sigma Aldrich) 10 μM

5.5.8. Kultivierung der zytotoxischen T-Zellen MART A42 und TyrF8

Der HLA-A*0201 restrinkierte Tyrosinasepeptide tyr368-376 (YMNGTMSQV) spezifische 

zytotoxische T -Zell Klon TyrF8 [220] wurde von Dr. P. Schrier (Dept.of Clinical Oncology, 

Leiden  University  Hospital,  NL)  erhalten.  Der  HLA-A2  restrinkierte  Melan-A/MART-1 

Peptid (ELAGIGLTV) spezifische zytotoxische T-Zell Klon A42 [221,222] wurde von M.C. 

Panelli  (National  Institute  of  Health,  Bethesda,  Maryland,  USA) zu Verfügung gestellt. 

TyrF8 und A42 T-Zellen wurden in 24-Well Platten mit RPMI1640 Medium mit 2 mM L-

Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat  und 1 % MEM nicht- essentielle Aminosäuren, 7,5 % 

Hitze  inaktiviertes  FCS  (1  h  bei  57  ºC)  und  7,5  %  Hitze  inaktiviertes  Humanserum 

kultiviert. Das Medium enthielt 50 U/ml für die TyrF8 Zellen und 200 U/ml für A42 Zellen 

von rhuIL-2 (Proleukine, Cetus). Aller zwei Wochen wurden die TyrF8 und A42 T-Zellen 

mit bestrahlten (10.000 rad) IL-2 sekretierenden HLA-A*0201 positiven Tyrosinase- und 

Melan-A/MART-1-positiven Melanomzellen,  bestrahlten (5000 rad) gepoolten allogenen 

PBL und bestrahlten (15.000 rad) EBV transformierten B-LCL stimuliert. Jeden dritten Tag 
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wurde  die  Hälfte  des  Mediums  gegen  frisches  Medium  mit  den  entsprechenden 

Konzentrationen  an  rhuIL-2  ersetzt.  Konfluente  Zellen  wurden  1:2  gesplittet.  Die  A42 

Zellen wurden am Tag 6 in T25 Kulturflaschen mit 10 ml Medium überführt. TyrF8 und 

A42 T-Zellen wurden zwischen Tag 7-10 für die Versuche verwendet.

5.5.9. Herstellung CCR5 positiver Monozyten

Die Monozyten wurden durch Plattenadhärenz gewonnen. Dazu wurden PBL, die durch 

die Dichtezentrifugation (Ficoll) aus Vollblut isoliert wurden in 6-Well Platten (Falcon)

gegeben. 20x106 PBL wurden in 5 ml AIM-V Medium pro Well  gegeben und im Brut-

schrank  inkubiert.  Nach  2  h  wurden  alle  nicht  adhärenten  Zellen  durch  fünfmaliges 

Waschen mit je 3 ml AIM-V entfernt. Anschließend wurden in jedes Well je 3 ml AIM-V 

Medium mit 800 U/ml GM-CSF gegeben. Nach 12 h Inkubation im Brutschrank wurden 

die Monozyten für die Tests eingesetzt.

5.5.10. Kultivierung der B-Zelllinien

Die humane B-lymphoiden Zelllinie (B-LCL), L721.45 (positiv für transporter associated 

with  antigen  presentation,  TAP)  und  L721.174  (negativ  für  TAP)  [223] wurden  in 

RPMI1640 mit 2 mM L-Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat und 1 % MEM nicht- essentielle 

Aminosäuren und 10% Hitze inaktiviertes FCS kultiviert. Die Zellen wurden aller 4-6 Tage 

1:2 gesplittet.

5.5.11. Kultivierung der Tumorzellinien

Die Tumorzellinien A375 und Mel 93.04A12 wurden in RPMI1640 mit 2 mM L-Glutamin, 

1 mM Natriumpyruvat  und 1  % MEM nicht-  essentielle  Aminosäuren und 10 % Hitze 

inaktiviertes FCS kultiviert. Die Zellen wurden aller 4-6 Tage 1:2 oder 1:4 gesplittet.

5.6. Analytische Methoden der zellbiologischen Versuche

5.6.1. Quantifizierung der Zytokine nach Stimulation der DCs

Die DCs wurden für 48 h mit rhuHsp70 (0,3  μM, 1  μM oder 3  μM), LPS (1  μg/ml) oder 

ohne Stimulation im Brutschrank inkubiert. Die Zytokine im Überstand wurden mit dem 

Bio-Plex Cytokine Assay oder Elisa bestimmt. Mit dem Bio-Plex Cytokine Assay können 

gleichzeitig verschiedene Zytokine in den Zellkulturüberständen quantifiziert werden. Bei 

diesem Test werden die Zytokine von Antikörpern gebunden, die wiederum an Kügelchen 

gebunden  sind.  Die  Kügelchen  der  verschiedenen  Antikörper  sind  mit  jeweils 

verschiedenen  Verhältnissen  von  roten  und  grünen  Fluoreszenzfarbstoff  gefärbt  und 

können  so  von  einer  Photozelle  im  Messgerät  unterschieden  werden.  Das  zu 
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bestimmende Zytokin wird über den Antikörper an des jeweilige Kügelchen gebunden. 

Über eine anderes Epitop bindet der Biotin-markierte Detektionsantikörper an das Zytokin. 

Die  Menge  des  gebundenen  Zytokins  kann  dann  durch  Bindung  von  fluoreszenz-

markierten Avidin (PE) photometrisch bestimmt werden.  Die Auswertung erfolgt mit dem 

Bio-Plex ManagerTM Software Programm für die Bio-Plex Daten. 

Mit  dem Elisa  kann jeweils  nur  ein  Zytokin  bestimmt  werden.  Hierfür  werden  96-well 

Platten (Corning Costar) mit dem Antikörper, der das zu untersuchende Zytokin bindet, 

beschichtet. Der Biotin-markierte Detektionsantikörper bindet an ein anderes Epitop des 

Zytokines.  Die  Detektion  erfolgt  durch  Bindung  von  Horseradish-Peroxidase  (HRP)-

Streptavidin  an  den  Detektionsantikörper.  Die  HR-Peroxidase  oxidiert  das  zugesetzte 

Substrat TMB/H2O2. Das entstandene Produkt hat eine blaue Farbe. Die Reaktion wird 

durch  Zusatz  von  1  M  Phosphorsäure  abgestoppt.  Es  entsteht  ein  stabiler  gelber 

Komplex, der bei einer Wellenlänge von 450 nm mit dem Photometer quantifiziert wird. 

Durch die Erstellung einer Standardkurve für jede Platte wird die absolute Menge des 

Zytokins bestimmt. Die Elisa Daten wurden mit dem Sigma Plot Programm ausgewertet. 

Die  Abhängigkeit  der  Zytokinkonzentrationen  von  den  photometrisch  bestimmten  OD-

Werten wurde mit einer sigmoidalen Kurve beschrieben. Diese Kurve wurde mit der 5- 

Parameter Gleichung beschrieben.

5.6.2. Durchflusszytometrie

5.6.2.1. Allgemeines

Mit  der Durchflusszytometrie  am  fluorescence activated cell  scanner  (FACS) kann die 

Expression  bestimmter  Moleküle  analysiert  werden.  Die  Moleküle  werden  durch  die 

Bindung von spezifischen Fluoreszenz-markierten Antikörpern detektiert. Für die Messung 

wurde  der  FACS Calibur  oder  der  LSR II  (beide Becton Dickinson) verwendet.  Diese 

Geräte können mit Lasern (488 nm Argon, 633 nm He/Ne im FACSCalibur oder 466 nm 

Saphir, 633 nm, 405 nm und UV Laser (alle Feststoff) im LSR II) den an den Antikörper 

gebundenen Farbstoffe anregen. Die unterschiedlichen verwendeten Farbstoffe emittieren 

nach Anregung Licht verschiedener Wellenlänge, das von den Photozellen der Geräte 

erfasst  wird.  Mit  dieser  Methode  kann  eine  relative  Quantifizierung  verschiedener 

Moleküle, die von einer Zelle exprimiert werden, erfolgen. Für jede Zelle wird außerdem 

das  Vorwärtsstreulicht  (forword  scatter,FSC)  und  das  Seitwärtsstreulicht  (side  scatter, 

SSC) gemessen. Aus diesen Parametern lassen sich Größe und Granularität der Zellen 

beurteilen  und  somit  die  zu  untersuchende  Zellpopulation  von  den  Zelltrümmern 

abtrennen.
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Die Daten wurden mit der Cell Quest Software (FACSCalibur) oder mit der DIVA Software 

(LSRII) ausgewertet.

5.6.2.2. Färbung der Moleküle auf der Zelloberfläche

Für die  Analyse der  Expression der  Oberflächenmarker  wurden pro Ansatz  0,1  x  106 

Zellen  in  50  μl  FACS-Puffer  (2  %  HS  in  PBS)  aufgenommen.  Nach  Zugabe  der 

spezifischen  Antikörper  (Tabelle)  wurden  diese  Ansätze  im  Dunklen  30  min  auf  Eis 

inkubiert. Danach wurden die Zellen gewaschen in FACS-Puffer aufgenommen und sofort 

mit dem FACS gemessen. Zellen die nicht sofort vermessen werden konnten, wurden mit 

1 % Paraformaldehyd in PBS fixiert.

5.6.2.3. Indirekte Färbung der MHC-Klasse I Oberflächenmoleküle

Zur  Analyse  der  HLA-A2  Expression  wurden  die  DCs  zunächst  wie  unter  5.6.2.2 

beschrieben  mit  dem erstem Antikörper  MA 2.1  inkubiert.  Danach  wurden  die  Zellen 

gewaschen und für weitere 30 min mit  FITC markierten Kaninchen anti  Maus Immun-

globulin (1:25 ) inkubiert. Anschließend wurden die Zellen wie beschrieben behandelt. Zur 

Einstellung der Negativkontrolle wurde ein entsprechender Ansatz nur mit dem zweiten 

Antikörper gefärbt.

5.6.2.4. Indirekte Färbung der CCR7 Oberflächenmoleküle

Die DCs wurden wie  unter  5.6.2.2  beschrieben mit  dem ersten Antikörper Maus anti-

human CCR7 inkubiert und anschließend gewaschen. Danach erfolgte eine Inkubation mit 

einem biotinylierten  anti  Maus IgM für  weitere  30  min  auf  Eis.  Nach einem weiteren 

Waschschritt wurde PE markiertes Streptavidin zugesetzt und wieder für 30 min auf Eis 

im Dunklen inkubiert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen. Als Negativkontrolle 

diente der entsprechenden Ansatz,  der  mit  dem biotinylierten Maus IgM und dem PE 

markierten Streptavidin gefärbt wurde.

5.6.2.5. Intrazelluläre Färbung von FOXP3

Für die intrazelluläre Färbung wurde das Intracellular staining buffer set von eBiosciences 

verwendet.  Alle  hierfür  verwendeten Antikörper  waren direkt  markiert.  Nach der  Ober-

flächenfärbung wurden die  Zellen nach Anleitung fixiert  (0,4x106 Zellen in  0,5  ml  Fix-

Puffer 30 min bei 4 ºC im Dunklen). Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen 

mit der Permeabilisationspuffer (0,4x106 Zellen in 0,5 ml pro Ansatz) für 15 min bei 4 ºC 

inkubiert. Ohne weiteres Waschen wurde dann pro Ansatz 10 μl anti-human FOXP3 oder 

1 μl der Isotypkontrolle für 40 min zugegeben. Die Zellen wurden anschließend zweimal 

mit dem Permeabilisationspuffer gewaschen, in PBS aufgenommen und umgehend mit 
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dem FACS gemessen. 

5.6.2.6. Markierung der toten Zellen

Die  Zellen  wurden  für  bestimmte  Messungen  nach  der  Oberflächenfärbung  mit  7-

Aminoactinomycin D (7-AAD) (10  μg/ml) für 30 min auf Eis im Dunklen inkubiert. Nicht 

gebundenes 7-AAD wurde durch Waschen entfernt. 7-AAD ist eine DNA interkalierende 

Substanz, die in die toten Zellen gelangen kann. Das nach Anregung mit  dem Argon-

Laser emittierte Licht wird  bei 648 nm gemessen. Die für diese Fluoreszenz positiven 

Zellen sind somit tot und können aus der Analyse ausgeschlossen werden. 

5.6.2.7. Analyse der intrazellulären Menge des b-pep70-Tyr Peptides

Die IL-4/GM-CSF generierten DCs oder die L721.45 Zellen wurden zu 10 μM b-pep70-Tyr 

Peptide oder  10  μM b-pep70-Tyr Peptide,  das mit  2,7  μM rhuHsp70 bei  RT für  12 h 

inkubiert wurde, gegeben. Für jede Probe gab es zwei identische Ansätze. Nach 120 min 

(L721.45) oder nach 60 min (DC) wurden die Zellen mit Puffer (PBS mit 0,1 % NaN3 und 

3 % FCS) gewaschen. Für die Analyse der an der Zelloberfläche gebundenen Peptide 

wurden die Zellen des einen Ansatzes in azidhaltigem Puffer mit Streptavidin-FITC (1:50) 

für 20 min auf Eis im Dunklen inkubiert. Die Zellen wurden intensiv gewaschen und wie 

die Zellen für die intrazelluläre Färbung fixiert und permeabilisert (Methode unter 5.6.2.5). 

Zu diesen Zellen wurde nicht erneut Strepavidin-FITC zugesetzt wurde. Die Zellen des 

anderen Ansatzes wurden erst nach Fixierung und Permeabilisation mit Streptavidin-FITC 

(1:50) gefärbt. 

5.6.2.8. Intrazelluläre Calcium Analyse

Die Analyse der intrazellulären Calciumionenmobilisierung wurde nach dem modifizierten 

Protokoll  nach  Grundler  et.  al.  durchgeführt [224].  Die  Messung  der  intrazellulären 

Calciumionen beruht auf der Bestimmung die Verschiebung der Emission von 530 nm zu 

405 nm durch Bindung von Calciumionen an den mit Lasern angeregt Farbstoff Indo-I AM, 

mit  dem die  Zellen  zuvor  beladen  wurden.  Die  Detektion  der  Emissionen  erfolgt  mit 

Photozellen.

Frisch  isolierte  Monozyten,  IL-4/GM-CSF  generierte  DCs  (Tag  6-8),  maturierte  DCs, 

B-Zellen, TyrF8 oder A42 (1x106 Zellen in 1 ml AIM-V Medium) wurden mit dem Calcium 

Indikator Indo-1 AM (5  μg/1x106 Zellen) bei 37 ºC im Brutschrank für 30 min inkubiert. 

Indo-1 AM wurde in DMSO mit 10 % nicht-ionischem Detergenz (Pluronic F-127; 2 mg/ml) 

gelöst.  Die  gefärbten  Zellen  wurden  gewaschen  und  in  AIM-V Medium resuspendiert 

(1x106 Zellen/1,5  ml).  Mögliche  Zell-Aggregate  wurden  vorher  mit  einem Cell  Strainer 
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(Porengröße: 100 μM) entfernt. Der Calcium Influx wurde mit dem MoFlo Gerät (Anregung 

mit  Argon  Laser  (365  nm))  und  der  Software  Summit  von  Dako  gemessen.  Für  die 

Bestimmung  des  Hintergrundes  wurden  die  Zellen  zunächst  1  min  ohne  Stimulation 

gemessen.  Danach  wurden  verschiedene  Konzentrationen  von  rhuHsp70,  ADP,  ATP, 

LPS, BSA oder Ionomycin zugegeben und für weitere 6 min gemessen. Für die Inhibition 

wurden die DCs 5 min mit  250  μM Suramin vorinkubiert.  Die violette (405nm) vs. die 

grüne (530 nm) Fluoreszenz wurde aufgenommen. Durch Bindung von Calciumionen an 

Indo-I  AM  verschiebt  sich  die  Emission  von  530  nm  zu  405  nm.  Das  Verhältnis 

405/530 nm ist  der  Menge an intrazellulären Calciumionen proportional.  Für  die  Aus-

wertung wurden die Einzelzellereignisse, die durch die Auswahl im FSC/SSC Dot Plot und 

anhand der Puls Weite des FSC Signals bestimmt wurden, genommen. Die Auswertung 

erfolgte mit der Summit Software und Sigma Plot.

5.6.2.9. Untersuchung der Makropinozytose der DCs

DCs (2x106 Zellen in 5 ml AIM-V Medium) wurden mit 300 nM, rhuHsp70, 250 μM ADP, 

1  μg/ml LPS oder ohne Stimulus für 24 h im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die 

DCs  gewaschen,  in  AIM-V  Medium  aufgenommen  (0,3x106 Zellen  in  0,6  ml  AIM-V 

Medium) und zusammen mit 1 mg/ml BSA-FITC für 90 min im Brutschrank inkubiert. Eine 

parallele Probe wurde auf Eis inkubiert. Danach wurden die DCs mit PBS mit 2% FSC 

und 0,01 % NaN3 zweimal gewaschen und mit 1 % Paraformaldehyd in PBS fixiert. Bei 

einem  anderen  Ansatz  wurden  die  DCs  (0,3x106 Zellen  in  0,6  ml  AIM-V  Medium) 

zusammen mit  1  mg/ml  BSA-FITC und 250  μM ADP oder  ohne Stimulus für  2  h  im 

Brutschrank oder auf  Eis inkubiert  und anschließend wie  beschrieben gewaschen und 

fixiert.  Die Zellen wurden im FACS analysiert.  Für  die  Auswertung wurde  die mittlere 

Fluoreszenz  der  auf  Eis  inkubierten  DCs  von  der  mittleren  Fluoreszenz  der  im 

Brutschrank bei 37 ºC inkubierten DCs subtrahiert  [225]. Diese Differenz von der Probe 

mit der Mediumkontrolle wurde als Referenz (=1) genommen und alle weiteren Proben 

wurden als ein Vielfaches davon dargestellt.

5.6.3. Kreuzpräsentation

In eine 96-Well Platte wurden wie unter 6.4.1 der Komplex mit den Peptiden, b-pep70-

MART-1 oder b-pep70-Tyr, und rhuHsp70 gebildet. Danach wurden 15.000 APCs, DCs 

oder B-LCL, in 100 μl AIM-V zugesetzt. Nach 1 h wurden die A42- oder TyrF8 T-Zellen 

(4000  Zellen  im  70  μl  T-Zellmedium)  zugegeben.  Das  T-Zellmedium  war  RPMI1640 

Medium mit  2  mM L-Glutamin,  1 mM Natriumpyruvat  und 1 % MEM nicht-essentielle 

Aminosäuren, 10 % Hitze inaktiviertes FCS, 10 % Hitze inaktiviertes Humanserum und 
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50 U/ml rhuIL-2.  Nach 24 h Inkubation im Brutschrank wurden die Platten 10 min bei 

600  g  zentrifugiert.  Die  Überstände wurden  abgenommen und  die  Konzentration  von 

IFN-γ wurde mit dem Elisa bestimmt.

5.6.4. Priming von T-Zellen

Für das Priming wurden DCs (150.000 DCs in 0,7ml AIM-V) mit 70 nM b-pep70-MART-1 

in An- und Abwesenheit von 1 μg/ml LPS oder 70 nM b-pep70-MART-1, das mit 1 μM 

rhuHsp70 vorinkubiert wurde (5.4.1) für 1 h im Brutschrank inkubiert. Danach wurden pro 

Ansatz 1,5 x 106 Monozyten-depletierte PBL in 0,7 ml AIM-V mit 20 % HS dazugegeben. 

Die Monozyten-depletierten PBL wurden aus der positiven Monozytenisolierung mit der 

MACS-Methode  gewonnen.  Für  weitere  Ansätze  wurden  die  DCs  mit  dem  b-pep70-

MART-1 Peptid allein oder im Komplex mit rhuHsp70 für 24 h im Brutschrank inkubiert. 

Anschließend  wurden  die  DCs  gewaschen.  150.000  gepulste  und  gewaschene  DCs 

wurden mit 1,5 x 106 Monozyten depletierte PBL in 1,4 ml AIM-V mit 10 % HS inkubiert. 

Am Tag 2 und 5 wurden zu den Ansätzen je 25 U/ml rhuIL-2 zugesetzt. Innerhalb von 6 

Tagen wurden die Zellen ein-zweimal 1:2 gesplittet. Die Zellen waren vor dem Splitten 

sehr dicht und das Medium war sehr gelb. Am Tag 7 wurden die geprimten Zellen mit 

DCs, die wie oben beschrieben gepulst wurden, erneut stimuliert.  Am Tag 10 und 13 

wurden 25 U /ml rhuIL-2 zugesetzt und die Zellen wurden, wenn nötig, gesplittet. Am Tag 

14 nach der ersten Stimulation wurden alle Zellen geerntet, gewaschen und mit Elispot 

und FACS untersucht.  Das Priming wurden mit  DCs und PBL aus dem Blut  von vier 

verschiedenen Spendern durchgeführt (P1-P4).  In P1-P3 waren während des Primings 

auch IL-4 und GM-CSF im Medium enthalten. In P4 wurden diese Zytokine nicht für das 

Priming zugesetzt.

5.6.4.1. Quantifizierung von IFN-γ und Perforin sezernierenden Zellen mit dem 

Elispot

Bei dem Elispot Testverfahren wird das ausgeschüttete IFN-g oder Perforin direkt an eine 

im  Assay  enthaltene  Membran,  die  mit  dem  jeweiligen  Antikörper  beschichtet  ist, 

gebunden. Nach Detektion wird das von einer Zelle sezernierte IFN-γ oder Perforin als 

Spot  sichtbar.  Die  Anzahl  der  Spots  entspricht  der  Anzahl  der  IFN-γ oder  Perforin 

sezernierenden Zellen.

Für die Durchführung wurden Testsysteme von Mabtech verwendet. 96-Well Multiscreen 

Platten  mit  hydrophoben  PVDF-Membranen  (Millipore)  wurden  mit  70  %  Ethanol 

befeuchtet.  Anschließend wurden die Platten fünfmal  mit  Aqua injectabilia  gewaschen. 

Danach wurde der IFN-γ oder Perforin-Antikörper entsprechend der Vorgaben verdünnt 
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und in die Wells der Platten gegeben. Die Platten wurden mit dem Antikörper für 12 h im 

Kühlschrank inkubiert. Um ungebundenen Antikörper zu entfernen wurden die Platten im 

Anschluss fünfmal mit PBS gewaschen. Bei RT wurden die Platten mit AIM-V Medium mit 

10 % HS für  mindestens 30 min inkubiert.  Das Medium wurde entfernt  und pro  Well 

wurden je 10.000 A375 oder Mel 93.04A12 in 50 μl RPMI1640 mit  2 mM L-Glutamin, 

1  mM  Natriumpyruvat  und  1  %  MEM  nicht-essentielle  Aminosäuren  und  10  %  HS 

gegeben. Dazu wurden je 20.000 oder 50.000 geprimte Zellen (Tag 14) in 150 μl AIM-V 

mit 10 % HS und 25 U/ml rhuIL-2 zugesetzt. Nach 24 h wurden die Zellen durch Waschen 

mit PBS entfernt. Nach Inkubation der Platten mit dem biotinylierten Detektionsantikörper 

(1 μg/ml in PBS mit 0,5 % FSC) und Streptavidin- HRP (horseradish-peroxidase) oder 

Streptavidin-ALP (Alkalische Phosphatase) (1:500 in PBS mit  0,5  % FCS) wurden die 

Spots  durch Zusatz  des Tetramethylbenzidin  (TMB)  Substrates  (für  Streptavidin-HRP) 

oder  5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat/  Nitroblau-Tetrazoliumchlorid  (BCIP/NBT) 

Substrat  (für  Streptavidin-ALP)  sichtbar  gemacht.  Die  Farbentwicklung  wurde  durch 

Waschen mit Leitungswasser abgestoppt. Die Spots wurden mit dem Elispot EL Reader 

System (AID) und der zugehörigen Software ausgezählt.

5.6.4.2. FACS Analyse

Die  geprimten  Zellen  wurden  nach  5.6.2.3  und  5.6.2.5  für  die  FACS  Analyse  mit 

Antikörpern gegen CD3, CD4, CD25, CD8, CD56 und FOXP3 gefärbt. Die FACS Analyse 

wurde am LSR II Gerät durchgeführt. Die Auswertung erfolgte mit der BD FACS DIVA 

Software.

5.6.4.3. Tetramer Färbung

Die Zellen aus den Primingansätzen wurden mit PBS gewaschen und in PBS mit 2% FCS 

aufgenommen.  Die  Zellen  wurden  für  25  min  auf  Eis  mit  dem Tetramer  gefärbt  und 

anschließend wurden für  weitere 20 min Antikörper  gegen CD3 und CD8 zugegeben. 

Danach wurden die  Zellen mit  PBS zweimal  gewaschen und mit  dem FACS (LSR II) 

analysiert.

5.7. Statistik

Für  die  Berechnung  der  Signifikanz  wurde  das  S-Plus  Programm  (S-Plus  6.2 

Professional) genutzt. Die Signifikanz wurde durch Anwendung des Wilcoxon Rank Test 

bestimmt.
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6. Material

6.1. Geräte und Verbrauchsmaterial

6.1.1. Geräte Hersteller

Ultraschalgerät Branson Sonifier G. Heinemann

Zentrifugen

Heraus Sepatech Heraus

Sorvall RC 5B Plus Heraus

Ultrazentrifuge L7 Beckmann

Megafuge 2.0 und 2.0R Heraus

Centrifuge 54417R Eppendorf

Spektrophotometer SmartSpecTMPlus BioRad

Photometer SLT.Spectra STL Labinstruments

Phosphoimager Packard

pH-Meter 766 Calimatic Knick

Waagen

Mettler PM 460 Mettler

Mettler Toledo Mettler

Elektrophoreseapparaturen BioRad

BiologicLP+ Fraction collector BioRad

Heizblock BT 130-2 HLC

Thermomixer comfort Eppendorf

Mikroskop Leica

Brutschränke Heraus

Sterilwerkbank BDK

Pipettus akku Hirschmann Laborgeräte

Durchflusszytometer FACS Calibur Becton Dickinson

Durchflusszytometer FACS BD LSR II Becton Dickinson

MoFlow Dako

Pipetten Eppendorf
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SPR Messgerät Biacore-X Biacore, GE Healthcare

Neubauer Zählkammer

Elispot Auslesegerät AID

Vortexer NeoLab

MACS Magnet Macs

Dynal Magnet Dynal

6.1.2. Verbrauchsmaterial Hersteller

Einfrierröhrchen Nunc

Well Platten Nunc

Elisa Platten Corning Costar

Zellkulturflaschen Greiner

Zentrifugenröhrchen 50ml Falcon

FACS Röhrchen Falcon

Zellsieb Cellstrainer Falcon

Reaktionsgefäße BioPur Eppendorf

Reagenz Reservoirs Matrix

Zellschaber TPP

Plastikpipetten Greiner

Pipettenspitzen ratiolab

Pasteurpipetten Roth

Objektträger Menzel-Gläser

Sterilfiltrationseinheiten Milipore

Aufkonzentrierungseinheiten Vivaspin

Spritzen Becton Dickinson

MultiScreenTM HTS Platten Milipore

Plastiksäulen BioRaD

Dialyseschlauch Typ 36/32 Roth

Slide-A-LyzerTM Pierce
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6.2. Reagenzien

6.2.1. Reagenzien für die E.coli Kultur

Reagenz Hersteller

LB-Medium GibcoInvitrogen

Ampicillin Sigma

L-Arabinose Sigma

Agar GibcoInvitrogen

6.2.2. Reagenzien für die Reinigung und Analytik der Proteine

Reagenz Hersteller

Aqua injectabilia Braun

Phenylmethansulfonylflurid (PMSF) Sigma

Lysozyme Sigma

Dnase I Sigma

Protease Inhibitor Cocktail Roche

Ammoniumsulfat Sigma

4-(2-Hydroxylethyl)piperazine-1-

ethansulfonsäure (HEPES) Sigma

KCL Sigma

MgCL2 Sigma

Ethylendiaminteraacetat 

Natriumsalz (EDTA Na ) Sigma

Sucrose Sigma

Tris Sigma

Dithiothreitol (DTT) Sigma

LiCL Merck

[α-32P]-ATP GE Healthcare

Spermidine Sigma

ß-Mercaptoethanol Sigma

ATP Dinatriumsalz Sigma
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DEAE Sepharose GE Healthcare

ATP-Agarose Sigma

Sephadex G-25 (PD10 Säulen) GE Healthcare

Detoxi Gel Pierce

PEI-Cellulose-F DC-Platten Merck

30% Acrylamidlösung Roth

SDS-Na Sigma

TEMED Serva

Coomassie  Brilliant Blue R-250 Serva

Ethanol Merck

Essigsäure Roth

Salzsäure Merck

Natriumcarbonat Merck

Natriumthiosulfat Merck

Glycerol Sigma

Proteinstandard BioRad

Protein Assay BioRad

BSA Standard BioRad

Sodiumdeoxycholat Sigma

6.2.3. Reagenzien für die Zellbiologischen Versuche

Reagenzien Hersteller
BSA Bovine Fraction 
V IgG free Low Endotoxin Sigma

ADP Sigma

ATP Sigma

γ-ATP Sigma

LPS aus E.coli 0111:B4 Sigma

Exotoxin A aus 
Pseudomonas Aeruginosa Sigma

7-Aminoactinomycin Sigma

120



Material

Chloroquindiphosphat Sigma

Ionomycin Sigma

Suramin Natriumsalz  Sigma

Paraformaldehyd Sigma

Indo-I AM Sigma

Dimethylsulfoxid Sigma

6.2.4. Medien, Mediunzusätze

Medien, Zusätze Hersteller

AIM-V GibcoInvitrogen

RPMI GibcoInvitrogen

MEM nonessential Aminoacids GibcoInvitrogen

Natriumpyruvat GibcoInvitrogen

EDTA-Lösung GibcoInvitrogen

Prostaglandin E2 (PGE2 ) Sigma

Fetales Kälberserum (FCS) GibcoInvitrogen

Humanes Serum (AB Serum) Cambrex oder Pool 

von verschiedenen Spendern (eigene Herstellung)

6.2.5. Testkits

Kit Hersteller

Dynal Neagtiv Isolationskit Dynal

CD14 Beads MACS

Elispots (IFN-γ und Perforin) Mabtech

Elisa 
(IFN-γ, TNF, IL-12(p40), IL-10) Becton Dickinson

Bioplex BioRad

LAL Test Cambrex
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6.2.6. Antikörper und sekundäre Färbereagenzien

Alle verwendeten Antikörper waren gegen humane Moleküle.

Antikörper und

Reagenzien

Markierung Verdünnung Hersteller

IgG2b PE 1:25 BD Pharmingen
IgG2b FITC 1:10 BD Pharmingen
CD209 FITC 1:25 BD Pharmingen
CD11c PE 1:10 BD Pharmingen
CD80 PE oder FITC 1:25 BD Pharmingen
CD86 PE oder FITC 1:25 BD Pharmingen
CD40 FITC 1:10 BD Pharmingen
CD14 FITC 1:25 BD Pharmingen
CD32 PE 1:25 Immunotech
CD91 FITC 1:25 BD Pharmingen
CD38 FITC 1:10 Immunotech
CD56 APC 1:15 BD Pharmingen
CD3 PB 1:15 Dako
CD25 PE 1:10 BD Pharmingen
CD4 PerCP 1:10 BD Pharmingen
CD4 PE 1:10 BD Pharmingen
CD8 FITC 1:10 BD Pharmingen
CD8 Alex-Fluor 750 1:12 BD Pharmingen
FOXP3 APC 1:10 eBiosciences
Isotyp FOXP3 APC 1:100 eBiosciences
CCR5 PE 1:5 R&D Systems
CCR7 unkonjugiert 1:15 BD Pharmingen
Mouse IgM Biotin 1:100 BD Pharmingen
Streptavidin PE 1:500 BD Pharmingen
CXCR4 PE 1:10 BD Pharmingen
MA 2.1 unkonjugiert Überstand ATCC
Anti-Maus IgG FITC 1:25 Dako
Streptavidin FITC 1:25 Dako
Tetramer* PE 1:25 #

* HLA-A0201/MelanA p27-35 mod./Hß2m; Sequenz: ELAGIGILTV

# Dirk Busch, Institut für Med. Mikrobiologie, Immunologie u. Hygiene, TUM, München

122



Material

6.3. Proteine und Peptide

rhuHsp70 LPS low Stressgen

rhuMART-1/Melan A ProSpecTechnoGene

CD40 Ligand Alexis Biochemicals

Peptide Aminosäuresequenz (single letter code)
b-pep70-MART-1*1 biotin-GSGHWDFAWPWGSGLAGIGILTV
Melan-A/MART-1 (27-35)*2 LAGIGILTV
b-pep70-Tyr*3 biotin-GSGHWDFAWPWGSGYMNGTMSQV
Tyrosinase (368-376)*4 YMNGTMSQ
pep70 HWDFAWPW

pep70= Hsp70 bindende Sequenz

*Hersteller:
1: LMU, Laboratorium für molekulare Biologie, Genzentrum, München
2: TU, Department für Chemie, München
3: Biosyntan, Berlin
4: Eigene Herstellung, GSF München

6.4. Zytokine

Zytokin Hersteller

rhuIL-4 CellGenix

rhuGM-CSF Berlex

rhuTNF R&D Systems

rhuIL-1ß R&D Systems

rhuIL-6 R&D Systems

rhuIL-2 Proleukin, Cetus

6.5. Zelllinien

B-LCL L724.45 [222]

B-LCL L724,174 [222]

MART A42 M.C. Panelli (Nationial Institut of Health, Bethesda, Maryland, 

USA)
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TyrF8 Dr.P. Schierer (Dept. of Clinical Oncology, Leiden 

University,Niederlande)

Mel 93.04A12 Dr.P. Schierer (Dept. of Clinical Oncology, Leiden 

University,Niederlande)

A 375 ATCC
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Abkürzungen

8. Abkürzungen

Abb Abbildung

ADP Adenosindiphosphat

ALP Alkaline Phosphatase

ATP Adenosintriphosphat

APCs Antigen-präsentierende Zellen (antigen presenting cells)

APC Allophycocyanin

BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat

BSA Rinderserum-Albumin (bovine serum albumin)

DCs dendritische Zellen (Dendritic cells)

DMSO Dimethylsulfoxid

CD Differenzierungscluster (cluster of differentiation)

E.coli Escherichia coli

Elisa Enzyme-linked Immunosorbent Assay

ER Endoplasmatisches Retikulum

ERAD ER assoziierte Degradation

FACS Fluoreszenz-aktivierter Zell-Scanner (fluorescence activated cell scanner)

FCS Fötales Kälberserum (fetal calf serum)

FITC Fluoreszenzisothiocyanat

Fl Fluoreszenz

FPLC Fast performance liquid chromatography

GM-CSF Granulozyten Makrophagen koloniestimulierender Faktor

h Stunde

HLA Humanes Leukozyten-Antigen

HRP Meerrettichperoxidase (Horseradish peroxidase)

HS Humanserum

rhuHsp rekombinantes  humanes  Hitzeschockprotein  (recombinant  human  heat 

schock protein)

IL Interleukin

kD Kilodalton

LCL Lymphozytenzelllinie (Lymphocyte Cell Line) 
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Abkürzungen

LPS Lipopolysaccharid

MHC Haupthistokompatibiliäts-Komplex (major histocompatibility complex)

min Minute

MWABW Mittelwertabweichung

MWCO Molekulargewichtsaussschlussgrenze (Molecular weight cut off)

NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

NK-Zellen Natürliche Killerzellen

OD Optische Dichte

PAMP Pattern-associated molecular pattern

PBL Periphere Blutlymphozyten

PB Pacific Blue

PE Phycoerythrin

PerCP Peridinin Chlorophyll Protein 

PFA Paraformaldehyd

PGE2 Prostaglandin E2

PMSF Phenylmethansulfonylfluorid

PRR Pattern recognition receptor

rhu Rekombiant human

RT Raumtemperatur

TAA Tumor assoziiertes Antigen (tumor associated antigen)

TAP Tranporter associated with antigen presentation

TMB Tetramethylbenzidin

TNF Tumornekrosefaktor
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