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Verwendungen des Hitzeschockproteins gp96

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Verwendungen des Hitze-

schockproteins gp96.

Hitzeschockproteine sind Proteine, die wdhrend eines Hitzeschocks
oder als Antwort auf Stress in ihrer Expression hochreguliert wer-
den. Sie fungieren zum einen als Chaperone, sind also am Faltungs-
prozess von Proteinen beteiligt, und spielen auBerdem auf dem Ge-
biet der Immunologie eine grofle Rolle bei der sogenannten Antigen-

prozessierung.

Konventionelle T-Lymphocyten sind darauf angewiesen, daB Antigene
in Form von Peptiden prédsentiert werden. Diese Funktion iibernehmen

Antigen—préseﬂtierende Zellen (APCs), die auf ihrer Zellmembran

BESTATIGUNGSKOPIE
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Antigen-prédsentierende Molekiile des Haupthistokompatibilit&@tskom-
plexes (major histocompatibility complex, MHC) tragen. Zu den an-
tigenprédsentierenden Zellen (APCs) werden bspw. dendritische Zel-
len, B~Zellen (B-Lymphocyten) und Makrophagen gezdhlt, diese wer-
den auch als professionelle APCs bezeichnet. Im Zellinneren der
APCs werden Proteinantigene mit Hilfe proteolytischer Enzyme zu
Peptiden verdaut, die dann auf die MHC-Molekiile geladen werden.
Peptide fiir die MHC Klasse I werden vor allem im Cytoplasma gene-
riert und im endoplasmatischen Retikulum an die MHC-Molekiile ge-
bunden. Peptide fiir die MHC Klasse II entstehen durch den enzyma-
tichen Verdau in Lysosomen. Die beladenen MHC-Molekiile werden dann
an die Zelloberfldche transportiert. T-Zellen erkennen mit Hilfe
ihres membranstdndigen Antigenrezeptors antigene Peptide 2zusammen

mit diesen klassischen MHC-Molekiilen.

Nur die professionellen APCs kénnen native T-Zellen aktivieren,
indem sie Antigene auf MHC-Molekiilen prédsentieren und kostimulie-

rende Molekiile auf der Zelloberfldche exprimieren.

Man unterscheidet zwischen der ruhenden, unreifen APC, die in der
Antigenaufnahme spezialisiert ist, und der aktivierten, reifen
APC, die in der Antigenprédsentierung spezialisiert ist. APCs kon-
nen durch verschiedene Reagenzien aktiviert werden, z.B. durch
bakterielle Bestandteile wie Lipopolysaccharid (LPS). Solche Be-
standteile verursachen in Sdugern Fieber, weshalb sie auch als Py-
rogene bezeichnet werden. Andere Aktivatoren sind z.B. Cytokine
wie TNF-alpha, das im allgemeinen heute in der Forschung zur Akti-

vierung von APCs verwendet wird.
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Es ist seit l&ngerem bekannt, daB das Hitzeschockprotein gp96 eine
tumorspezifische Immunantwort vermitteln kann, sofern es aus dem
Tumor isoliert wurde, gegen den die Antwort gerichtet werden soll.
Beispielsweise wird in einer Maus ein bekannter Tumor induziert,
dieser Tumor entnommen und gp96 aus dem Tumor isoliert. Wird die-~
ses gp96 nun im Rahmen einer Immuntherapie einer Maus, die eben-
falls vom gleichen Tumor befallen ist, gespritzt, so zeigt sich,
daB der Tumor abgestoBen wird. Im Rahmen einer Immunisierung dage-
gen wird der Maus gp9%6 gespritzt und daraufhin der Tumor implan-
tiert bzw. induziert. Es zeigt sich daB der Tumor nicht wachsen
kann. gp96 aus Nicht-Tumorgewebe kann diese Immunantwort nicht

vermitteln.

Die Tumorspezifit&dt beruht demnach nicht auf gp96 selbst, sondern
auf kleinen Peptiden (Antigenen), die an gp96 assoziiert sind.
Diese Peptide stellen fiir das Immunsystem die Informationen dar,
die es braucht, um den Tumor zu erkennen. In der heutigen Modell-
vorstellung wird gp96 von den antigenprédsentierenden Zellen (APCs)

aufgenommen.

Innerhalb der APCs wird also das an gp96-gebundene Antigen-Peptid
auf MHC-Molekiile ibertragen und diese auf der Oberfldche im Kon-
text dieser MHC-Molekiile prédsentiert. Diese "Kreuzprdsentation"
ermdglicht die spezifische Erkennung des Antigen-Peptids durch T-
Zellen, die dadurch aktiviert werden. Exogene Antigene umfassen

bspw. Proteine, Bakterien und apoptotische Zellen.

gp96 dient demnach als Antigen-Carrier. Mittlerweile ist eine &hn-
liche Funktion auch fiir andere Hitzeschockproteine wie hsp70,
hsp90, hspll0 und grpl70 gezeigt. Da die Immunisierung mit gp96
auch bei Einsatz extrem geringer Mengen erfolgreich funktioniert,

ist in der Literatur bereits spekuliert worden, daB APCs spezifi-
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sche Rezeptoren besitzen, die gp96 und andere Hitzeschockproteine

auf der Oberfldche binden und endozytieren.

Unter allen analysierten hsps hat das ER-interne Hitzeschockpro-
tein gp96 die am besten dokumentierte Geschichte in Bezug auf die
Induktion spezifischer CTL- (cytotoxische T-Lymphocyten) Antwor-

ten.

Die Sequenz fiir humanes gp96 ist z.B. aus der Verdffentlichung von
R.A. Mazzarella und M. Green (Erp99, an abundant, conserved glyco-
protein of the endoplasmatic reticulum, is homologous to the 90-
kDa heat shock protein (hsp90) and the 94-kDa glucose regulated
protein (GRP94); J.Biol.Chem. 262:8875-8883 (1987)) bekannt und
die Sequenz fiir Maus-gp96 z.B. aus der Verdffentlichung von
R.G.Maki, L.J.0ld und P.K. Srivastava (Human homologue of murine
tumor rejection antigen gp96: 5'-regulatory and coding regions and
relationship to stress-induced proteins; Proc. Natl. Acad. Sci.

U.S.A. 87:5658-5662 (1990)).

Aus der WO 97/10002 ist ein Verfahren zur Behandlung oder Vorbeu-
gung von Krebs und infektidsen Krankheiten mit sensibilisierten
APCs bekannt. Hierzu werden die APCs zuerst in vitro mit einem
Komplex aus einem Hitzeschockprotein und einem daran gebundenen
Antigen-Molekiil sensibilisiert und anschlieflend dem Erkrankten in

einer effektiven Menge verabreicht.

Singh-Jasuja et al., J.Exp.Med., 2000, 191:1965-1974 konnten zei-
gen, daB gp96 auf der Oberfldche wvon APCs an einen oder mehrere
noch unbekannte Rezeptoren bindet und diese rezeptorvermittelte
Aufnahme essentiell fiir die Pr&sentation von gp96-assozierten Pep-
tiden auf MHC Klasse I-Molekiilen und damit fiir die Aktivierung von

T-Zellen ist.
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Aus dieser Verdffentlichung ist es bekannt, daB gp96 an einen oder
mehrere noch unbekannte Rezeptoren auf menschlichen und Maus-APCs
bindet. Wichtig ist hier insbesondere, daB sog. dendritische Zel-
len (DCs), denen die groBten Fdhigkeiten als APC nachgesagt wer-
den, gp96 gut binden. Die Bindung von gp96 an Zellen kann nur ge-
messen werden, wenn das Protein in irgendeiner Form markiert ist,
z.B. radioaktiv, enzymatisch oder mit einem fluoreszierenden Farb-
stoff. Im letzteren Fall kann gp96-FITC verwendet werden, also
gp96, das mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC (Fluorescein-

isothiocyanat) markiert wurde.

Vor diesem Hintergrund liegt der vorliegenden Erfindung die Aufga-
be zu Grunde, zumindest eine neue Verwendung fiir gp96 bereitzu-

stellen.

Die Aufgabe wird erfindungsgemd3 dadurch geldst, daB gp96-
Molekiile, die keine interessierenden Antigen-Peptide tragen, zum
Markieren und/oder Aktivieren von Antigen-prdsentierenden Zellen

(APCs) verwendet werden.

Unter "interessierenden" Antigen-Peptiden werden im Rahmen der
vorliegenden Erfindung Peptide bezeichnet, die von den Antigen-
prédsentierenden Zellen (APCs) nicht prédsentiert werden oder durch
die zumindest keine Immunantwort ausgeldst wird. Im folgenden wer-
den die gp96-Molekiile, die keine interessierenden Antigen-Peptide

tragen, als "unbeladene" gp96-Molekiile bezeichnet.

Zur Losung dieser Aufgabe wird erfindungsgemd3 von einer von den
Erfindern der vorliegenden Anmeldung neu entdeckten Funktion von
gp96 Gebrauch gemacht. gp96 kann nach Erkenntnis der Erfinder nam-
lich nicht nur als Antigen-Carrier fungieren, es ist {iiberraschen-
der Weise vielmehr auch unbeladen, d.h. nicht mit Antigen-Peptiden

komplexiert, in der Lage, APCs, insbesondere dendritische Zellen
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(DCs) und B-Zellen zu aktivieren, so daB diese ihrerseits noch
besser in der Lage sind, T-Zellen zu aktivieren. Bei der Aufnahme
von gp96 durch die APCs laufen nach Erkenntnis der Erfinder n&m-
lich zwei Vorgdnge simultan ab: zum einen wird auf diese Weise ef-
fektiv gp96-assoziertes Antigen filir die Pr&sentation aufgenommen,
zum anderen wird die APC aber auch selbst aktiviert, worauf sie

noch besser prédsentieren kann.

Nach Erkenntnis der Erfinder aktiviert unbeladenes gp96 humane und
Maus-APCs. Dies zeigt sich anhand von Markermolekiilen, die bei Ak-
tivierung von bspw. DCs auf der Oberfldche hochreguliert werden:
CD86 (B7.2), MHC Klasse II und (nur bei humanen DCs) CD83. AufBer-
dem sekretieren DCs nach Aktivierung mit gp96 Cytokine (Fig. 2b),
die wichtige immunregulatorische Funktionen haben. Besonders das
Cytokin IL-12 nimmt eine immer wichtigere Bedeutung ein. Unbelade-
nes gp96 aktiviert auch Maus-B-Zellen, was sich durch die stédrkere
Expression der Oberfldchenmolekiile CD45R/B220, CD86 und MHC-Klasse
II (H2-A°) zeigt.

Von Bedeutung ist auch der Beweis, daB die Aktivierung nicht auf
Kontamination von Pyrogenen beruht, z.B. LPS. Die Aktivierung er-
folgt nicht bei Denaturierung des gp96 durch Kochen, wihrend LPS

sich durch Kochen nicht denaturieren l&aBt.

Die therapeutische Wirkung der Aktivierung von APCs mit unbelade-
nen, nicht mit Antigenen beladenem gp96 besteht darin, daB akti-~
vierte APCs als einzige Zellen des Immunsystems in der Lage sind,

naive T-%Zellen zu aktivieren.

Eine entscheidende Erkenntnis ist darin zu sehen, daB ruhende APCs
gp96 hervorragend binden, nicht aber entweder durch gp96 selbst

oder LPS aktivierte APCs, was darauf hindeutet, daB der Rezeptor
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fiilr gp9%96 auf APCs nach ihrer Aktivierung herunterreguliert wird.
Die Messung der Bindung erfolgt z.B. durch fluoreszenzmarkiertes
gp96, also gp96-~FITC. Somit kann gp96-FITC als Detektionsreagenz
verwendet werden. Die Bindung bzw. Nichtbindung zeigt den Aktivie-~

rungsstatus der APCs an.

ErfindungsgemdB werden unbeladene gp96-Molekiile zum Markieren
und/oder Aktivieren von Antigen-prdsentierenden Zellen (APCs) ver-
wendet, wobei die APCs vorzugsweise ausgewdhlt sind aus der Grup-
pe: Dendritische Zellen (DC), Monozyten, Makrophagen, B-Zellen und

peritoneale Exsudat-Zellen.

Dabei konnen die gp96-Molekiile als Marker fiir die Aktivierung
und/oder die Reifung und/oder den Differenzierungsstatus der APC,
insbesondere von DCs und B-%ellen, und/oder fiir unreife DCs und B-

Zellen verwendet werden.

Es ist ferner bevorzugt, wenn die gp96-Molekiile markiert, vorzugs-

weise fluoreszenzmarkiert, weiter vorzugsweise FITC-markiert sind.

Weiter ist es bevorzugt, wenn die gp96-Molekiile aus primdren
nicht-menschlichen S&dugerzellen, vorzugsweise aus Mauszellen, oder
aus humanen bzw. murinen Zellinien, oder aber rekombinant in

Escherichia coli oder Insektenzellen gewonnen werden.

Hier ist von Vorteil, daB gp96-Molekiile zum einen in beliebiger
Menge und zum anderen so hergestellt werden konnen, daB sie nicht
oder nur mit nicht relevanten Antigenen assoziiert sind, die z.B.
in genetisch verdnderten M&usen, anderen Sdugetieren oder aber in

Escherichia coli oder Insekten exprimiert werden.
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Dabei ist es bevozugt, wenn die gp96-Molekiile zum Aktivieren der
Reifung von APCs, insbesondere DCs oder B-Zellen, verwendet wer-

den.

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zum in vivo oder in
vitro Aktivieren von APCs, insbesondere DCs oder B-Zellen, bei dem
gp96-Molekiile, vorzugsweise so wie oben beschrieben verwendet wer-
den. Die gp96-Molekiile kdnnen dabei z.B. subkutan oder intradermal

injiziert werden.

In diesem Zusammenhang ist es bevorzugt, wenn die APCs vor der Ak-
tivierung ex-vivo mit Antigenen geladen werden, die vorzugsweise
ausgewdhlt sind aus der Gruppe: Tumor-assoziierte, Tumor-
spezifische, autoimmunassoziierte, virale und bakterielle Antige-

ne.

Dabei ist es weiter bevorzugt, wenn die APCs in vitro mit gp96-
Molekiilen alleine oder zusammen mit anderen Faktoren wie TNF-alpha

behandelt werden.

Die Erfindung betrifft ferner nach dem neuen Verfahren hergestell-
te APCs sowie deren Verwendung zur Induzierung einer Immunantwort

gegen die Antigene, mit denen sie ex vivo beladen wurden.

SchlieBlich betrifft die Erfindung die Verwendung von gp9%6-
Molekiilen zur Induzierung einer Toleranz und/oder einer TH2-Typ-
Antwort und/oder einer TH1-Typ-Antwort gegen Antigene, vorzugswei-
se gegen Antigene, die ausgewdhlt sind aus der Gruppe: Tumor-
assoziierte, Tumor-spezifische, autoimmunassoziierte, virale und

bakterielle Antigene.
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Es ist bevorzugt, wenn nicht aktivierte APCs mit stark exprimier-
ten gp9%6-Rezeptor verwendet werden, der vorzugsweise iiber markier-
te, vorzugsweise fluoreszenzmarkierte gp96-Molekiile detektiert
wird, und derartige APCs in diesem nicht aktivierten Zustand durch

Substanzen wie bspw. Cytocahlsin D arretiert werden.

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung der neuen APCs im
Rahmen einer Tumortherapie und/oder -prdvention, eine therapeuti-
sche Zusammensetzung mit diesen APCs und einem therapeutisch ak-
zeptierbaren Trédger, sowie ein Kit mit erfindungsgemdB zu verwen-

denden gp96-Molekiilen und den erforderlichen Reagenzien.

ErfindungsgemdB wird gp96 also nicht als Antigen-Carrier benutzt,
sondern als Aktivator von APCs, insbesondere DCs und B-Zellen. Die
APCs konnen dann mit dem gewiinschten Antigen ex vivo beladen und
nach der Aktivierung durch gp96 dem Patienten zur Therapie wieder

gespritzt werden.

Wird gp96~FITC als Detektionsmittel eingesetzt, um den Aktivie-
rungs- bzw. Differenzierungszustand von antigenprédsentierenden
Zellen zu ermitteln, lassen diese APCs sich entsprechend ihrer
Bindung von gp96-FITC und damit entsprechend ihres Expressions-
levels des gp96-Rezeptors in verschiedene Kategorien unterteilen,

die bei der Tumortherapie relevant sind.

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur in vitro Pré&para-
tion von DCs aus aus dem Blut isolierten Monozyten und/oder aus
dem Knochenmark préparierten Stammzellen, bei dem die Monozyten
und/oder Stammzellen mit gp96-Molekiilen allein oder in Kombination

mit Wachstumsfaktoren wie bspw. GM-CSF behandelt werden.
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Die Erfinder haben ndmlich erkannt, daB gp96-Molekiile in der Lage

sind, derartige Vorlduferzellen zu DCs zu differenzieren.

In Anbetracht des Obigen haben die gegenwdrtigen Erfinder die Wir-
kung von unbeladenem gp96 auf die DC-Reifung und die T-
Zellaktivierung getestet und konnten iiberraschend zeigen, daB mit
gp96 behandelte unreife DCs TNF-alpha und IL-12 sekretieren und
sich in den reifen Phédnotyp umwandeln, wobei sie in dem Fall von
humanen DCs erhdhte Levels wvon CD86-, MHC Klasse II- und CD83-
Molekiilen exprimieren. Diese Anderung beim Phinotyp hat funktiona-
le Konsequenzen, welche bspw. durch die Zunahme bei der Aktivie~

rung von allogenen T-Zellen sichtbar gemacht werden.

Interessanterweise verlieren die DCs nach der Reifung ihre F&hig-
keit, exogenes gp9%6 2zu binden. Der gp96-Rezeptor auf reifen DCs
wird herrunterreguliert, was nahelegt, daB sich dieser Rezeptor
dhnlich verhdlt wie andere Rezeptoren, die an der Antigenaufnahme
beteiligt sind, wie der Scavenger-Rezeptor CD36, der Mannose-
Rezeptor oder die Integrine o,B; und a,B;. Diese Beobachtung ist in
guter Ubereinstimmung mit den verringerten F&higkeiten von reifen

DCs, Antigen aufzunehmen.

Weiterhin zeigen die Erfinder, daB unbeladenes gp96 dazu in der
Lage ist, B-Zellen zu aktivieren, was durch die stdrkere Expressi-
on der Oberfldchenmolekiile CD45R/B220, CD86 und MHC-Klasse II (H2-
A°) belegt wird.

Beispiele von Ergebnissen sind wie folgt in den Figuren gezeigt:
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Fig. 1: gp96 aktiviert humane dendritische Zellen.

Humane dendritische Zellen wurden in vitro aus CD14+-PBMCs nach 7
Tagen mit GM-CSF und IL-4 prédpariert und fiir 24 h mit gp96, hitze-
behandeltem gp9%96, LPS oder hitzebehandeltem ILPS inkubiert. A:
CD86-Expressionslevels von DCs, die mit gp96/LPS behandelt wurden
(ausgefiilltes Histogramm), oder nicht behandelten DCs (in grau;
die schwarze Linie stellt einen isotypen Kontrollantik®érper dar,
welcher filir alle Behandlungen dieselbe Fluoreszenzintensitdt zeig-
te). B zeigt den Prozentsatz hoch CD86- (wie in A durch den Mar-
kierungsbalken angegeben) und Aktivierungsmarker CD83-
exprimierender DCs nach Behandlung mit den verschiedenen Effektor-
molekiilen. Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. Die Er-

gebnisse reprédsentieren drei unabhdngige Experimente.

Fig. 2: gp96 aktiviert dendritische Mauszellen.

Dendritische Mauszellen wurden aus Knochenmark von C57BL/6- oder
BALB/c-Mdusen nach 7 Tagen mit GM-CSF prédpariert. A: Die Behand-
lung mit 30 und 100 pg/ml gp96 und 2 pg/ml LPS und hitzebehandel-
tem LPS filhrte nach 24 h zu einer Hochregulierung von CD86
(gemessen durch FACS-Doppelfédrbung mit Chllc- und CD86-
Antikdrpern), widhrend hitzebehandeltes gp96 die DCs nicht akti-
vierte. B: Uberstinde aus dem obigen Experiment wurden durch ELISA
auf den Gehalt der Cytokine IL-12 und TNF-alpha hin analysiert
(was dhnliche Ergebnisse wie in A zeigte). Die Fehlerbalken zeigen
die Standardabweichung von jeweils drei Versuchen. Die Ergebnisse

reprédsentieren wenigstens drei unabhdngige Experimente.
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Fig. 3: Dendritische humane und Mauszellen, die durch gp96 akti-
viert wurden, sind in der Lage, eine starke Vermehrung von allore-

aktiven T-Zellen zu induzieren.

Humane DCs wurden prédpariert und fiir 24 h wie oben beschrieben mit
30 pg/ml gp96, hitzebehandeltem gp96 oder 2 ug/ml LPS behandelt.
Nach einem griindlichen Waschen wurden diese vorbehandelten DCs mit
1 x 10E5 PBMCs eines anderen Spenders flir 4 Tage in anderen Stiu-
mulator/Responder-Verhdltnissen inkubiert (gezeigt ist das Ver-
hdltnis 1:30). Die Vermehrung der T-Zellen wurde durch Zugabe von
1 pCi 3H-Thymidin fiir 16 h getestet. Fehlerbalken geben die Stan-
dardabweichung von Jjeweils drei Versuchen an. Die Ergebnisse re-
prédsentieren zwei unabhingige Experimente. Ahnliche Ergebnisse
wurden fir BALB/c-Maus-DCs erhalten, die eine Vermehrung von

C57BL/6 T-Zellen induzierten (Daten nicht gezeigt).

Fig. 4: Aktivierte DCs regulieren den gp96-Rezeptor herunter.

Aus Knochenmark stammende DCs aus C57BL/6-Mdusen zeigen eine hete-
rogene Population aktivierter (hoch CD86-positiv auf FL-2) und
nicht aktivierter (gering CD68-positiv) CDllc-positiver DCs. OVA-
FITC als Kontrollprotein band iiberhaupt nicht, wdhrend gp96-FITC
nur an nicht aktivierte DCs band (untere Felder). Die oberen Fel-
der zeigen die CDllc-Expression der DC-Prdparation und die Bindung
von gp96-FITC. Die Werte geben Prozentsdtze der gesamten Zellen in
dem bestimmten Quadranten an. Die Ergebnisse reprdsentieren drei

verschiedene Experimente.

Fig. 5: gp96 aktiviert Maus-B-Zellen

Primdre B-Zellen wurden aus Milzzellen von C57BL/6-Miusen iso-

liert. Die Behandlung mit 50 ug/ml gp96 fiilhrte zu einer Hochregu-
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lierung von CD86 (graue Balken) und MHC-Klasse II (H2-A") -
Molekiilen (schwarze Balken). Die Aktivierung ist vergleichbar der
durch LPS. Hitzeinaktiviertes gp96 zeigt wie die Negativkontrolle
(Medium) keine Aktivierung, somit kann ausgeschlossen werden, daB
LpPS~Kontaminationen in der gp9%6-Prdparation fiir die Aktivierung
verantwortlich sind. Das Diagramm =zeigt aktivierte B-Zellen in
Prozent, markiert durch CD 45R/B220 in Kombination mit CD86 bzw.
MHC-Klasse II (H2-A").

Beispiel 1: Materialien & Methoden

Erzeugung dendritischer Zellen

Das Medium, welches durchgehend verwendet wurde, war Iscove’s Mo-
difiziertes Dulbecco-Medium (IMDM, BioWhittaker, Verviers, Belgi-
en), das mit 2 mM L-Glutamin (GibcoBRL Life Technologies, Paisley,
UK), 100 IU/ml Penicillin/Streptomycin (Gibco), 10% FCS (PAA,
Linz, Osterreich) und Cytokinen wie unten angegeben ergdnzt war.
Unreife Maus-DCs wurden aus XKnochenmark von C57BL/6- oder BALB/c-
Miusen gemdf Inaba et al., J. Exp. Med. 1992, 176: 1693-1702 er-
zeugt. Kurz gesagt wurden Knochenmarkzellen mit 150 U/ml GM-CSF
(PeproTech, London, UK) fiir 6-8 Tage inkubiert, wobei das Medium
alle zwei Tage erneuert wurde. Ungefdhr 90-100% aller Zellen in
dem FACS(r)-Fenster, die fiir Monozyten verwendet wurden, waren
DCs, wie duch DurchfluBzytometrie mit AntikOrpern bestimmt wurde
(die von Pharmingen, San Diego, CA, erhalten wurden): diese waren
CDllc-, CD86- und MHC Klasse II-positiv und CDl4-negativ. Humane
unreife dendritische Z%Zellen wurden gem&B Bender et al., J. Immu-

nol. Methods 1996, 196: 121-135 aus PBMCs prépariert.

Kurz gesagt wurden CDl4+-Monozyten durch ein Anhaften fiir 1 h an
Kulturschalen und griindliches Waschen dgereinigt; die Monozyten

wurden fiir 6-8 Tage mit 1000 IU/ml IL-4 und 800 IU/ml GM-CSF inku-
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biert, wobei die Cytokine alle drei Tage erneuert wurden. Die Zel-
len, welche auf diese Weise erzeugt wurden, zeigten bis zum Tag 12
eine groBe Anzahl von Dendriten und waren nur leicht adhdrent. Sie
exprimierten CDla, wenig CD14, CD86, HLA-DR und sehr wenig CD83
auf ihrer Oberfldche, wie durch AntikSrper (Pharmingen) bestimmt

wurde.

Herstellung von unbeladenen gp96-Molekiilen

Gp96 wurde aus einer Mycoplasma-freien IGELa2-Mauszellinie wie in
Arnold et al., J. Exp. Med. 1995, 182: 885-889 beschrieben gerei-
nigt. FPLC-Fraktionen, welche den Fraktionen, die gemdB Western-
Blot kein gp96 enthielten, vorausgingen und folgten, werden als
«flankierende Fraktionen” bezeichnet (zur Verfiigung gestellt von
Immatics Biotechnologies, Tiibingen). Endotoxin, das in den gp96-
Prdparationen vorliegen koénnte, wurde durch ein Limulus-
AmSbozytenlysat-Kit (QCL-1000, BioWhittaker) gemdB den Richtlinien
getestet, die von der US Food and Drug Administration (FDA) veroSf-
fentlicht wurden. Der Endotoxingehalt, der in allen F&llen be-
stimmt wurde, lag bei oder unterhalb von 0,05 EU/pg gp96. Zum
Nachweis von mdglichen Mycoplasma-Verunreinigungen der IGELa2-
Zellinie und der gp96-FPLC-Fraktionen wurde das ,Mycoplasma Plus*-

Kit von Stratagene, La Jolla, CA, verwendet.

Sofern die so hergestellten gp96-Molekiile noch mit Peptiden kom-~
plexiert sind, konnen die antigenen Peptide oder Komponenten durch
ATP-Inkubation oder durch Inkubation in einem Puffer mit niedrigem
pH~Wert von den endogenen Hitzeschockprotein-Komplexen abgespalten
werden. Hierzu wird der Hitzeschockprotein-Peptid-Komplex also
entweder mit 10 mM ATP und 3 mM MgCl, bei 37 °C fiir 1 h inkubiert,
oder aber der Komplex wird 0,2%-iger Trifluoressigsdure (TFA) fir
1 Stunde bei 4°C ausgesetzt, um die Proteine abzuspalten. Die Pro-

ben werden dann auf ein Centricon-10 Filter-Sdulchen nit einer
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AusschluBmembran (Millipore) gegeben und zentrifugiert, um so die
Peptide von den Hitzeschockproteinen zu trennen (siehe T. Ishiii
et al., Isolation of MHC Class I-Restricted Tumor Antigen Peptide
and its Precursors Associated with Heat Shock Protein hsp 70,

hsp90, gp96; J. Immunol., 162:1303-1309 (1999)).

Stimulation der dendritischen Zellen

Maus- und humane DCs wurden durch Zugabe von 30 bis 100 pg/ml gp96

oder 2 ug/ml LPS (aus Salmonella typhimurium, Sigma Chemicals, St.
Louis, MO) fiir 24 h stimuliert. In einigen F&dllen wurden gp96 oder

LPS bei 95°C fiir wenigstens 20 min vorbehandelt.

Cytokinnachweis

Maus IL-12 (p40) und TNF-alpha ( wurden in Kulturiiberst&nden unter
Verwendung von Standard-Sandwich-ELISA-Protokollen gemessen. Anti-
korper und rekombinante Standards beider Cytokine wurden von Phar-
mingen erhalten. Der Einfang-Antikdrper wurde an die ELISA-Platte
(MaxiSorb™ Nunc, Roskilde, D&nemark) gebunden, der biotinylierte
NachweisantikOrper wurde von Streptavidin-konjugierter Meerret~
tichperoxidase erkannt und durch ein ABTS-Substrat (Sigma), das

bei 415 nm emittierte, nachgewiesen.

Stimulation alloreaktiver T-Zellen

Humane oder BALB/c-DCs wurden in einer Platte mit 96 Vertiefungen
wie oben beschrieben stimuliert, griindlich gewaschen und mit PBL
aus einem anderen Spender bzw. C57BL/6-Milzzellen fiir 4 Tage bei
verschiedenen Responder/Stimulator-Verh#ltnissen inkubiert. Am Tag
4 wurde 1 pCi 3H-Thymidin pro Vertiefung zugegeben, die Zellen

wurden nach weiteren 16 h geerntet und das eingebaute 3H-Thymidin
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wurde nachgewiesen, indem ein Wallac 1450-MicroBetacounter verwen-

det wurde.
FACS-Analyse

Eine Anfdrbung der Zelloberfldche wurde durchgefiihrt, indem Anti-
kérper wie oben beschrieben, Ovalbumin-FITC oder gp96-FITC
(freundlicherweise von Immatics Biotechnologies, Tiibingen, zur
Verfiigung gestellt) verwendet wurden, welche mit den Zellen fiir 30
min auf Eis in IMDM, das 10% FCS enthielt, inkubiert wurden. Tote
Zellen wurden durch PI-Farbung ausgeschlossen. Alle FACS(r)-
Analysen wurden auf einem FACSCalibur(r) (Becton Dickinson, Moun-
tain View, CA) durchgefiihrt, wobei eine Cell Quest Software ver-

wendet wurde.
Beispiel 2: unbeladenes Gp96 induziert die Reifung humaner DCs

Um die Wirkung von unbeladenem gp9%96 auf phédnotypische Veradnderun-
gen der DCs zu untersuchen, wurden unreife DCs durch Inkubation
humaner PBMCs fiir 7 Tage mit GM-CSF und IL~4 erzeugt. Fiir weitere
24 h wurden gp96 oder LPS als eine positive Kontrolle zu den Kul-
turen zugegeben. Wie in Figur 1 gezeigt ist, induzierte gp96 wie
auch LPS eine Reifung der DCs, welche nun erhdhte Levels an CD83
und CD86 auf ihrer Oberflédche zeigten. Eine Denaturierung von gp96
durch Wdrme zerstdrte dessen Fdhigkeit, DCs zu aktivieren, wogegen
LPS durch diese Behandlung nicht betroffen wurde. Diese letzteren
Beobachtungen sind ein starkes Argument fiir eine gp9%6-vermittelte
DC-Aktivierung, die keine Folge einer Endotoxinkontamination, son-
dern das Ergebnis der Bindung von nativem gp96 an seinen Rezeptor
ist. Dieses wurde weiterhin durch den Befund gestﬁtét, daBl die
gp96-flankierenden Fraktionen aus der FPLC-Reinigung (denen gp96
fehlte) keine DC-Reifung induzierten und daB sich normales Medium

und gp96 in ihrem Endotoxingehalt nicht unterschieden, wie durch
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den Limulus-AmSbozyten-Testkit gemessen wurde (Daten nicht ge-
zeigt). Zusdtzlich wurde gp96 aus einer Zelline gereinigt, die
nicht mit Mycoplasma infiziert war. Es ist wichtig, dieses festzu-
stellen, da vor kurzem gezeigt wurde, daB der Uberstand von Myco-
plasma-infizierten Zellen in der Lage ist, eine DC-Reifung zu in-
duzieren. BSA und Concanavalin A, welche als Kontrollproteine in
dhnlichen Mengen wie gp96 zugegeben wurden, aktivierten die DCs

nicht (Daten nicht gezeigt).

Beispiel 3: unbeladenes Gp96 induziert die Reifung von Maus-DCs

Eine vergleichbare gp96-vermittelte Aktivierung wurde ebenfalls
erhalten, indem aus Knochenmark von Mdusen stammende DCs verwendet
wurden. Eine Inkubation unreifer DCs mit unbeladenem gp96 bei ver-
schiedenen Konzentrationen induzierte eine hitzelabile Reifung von
DCs, wie durch eine erhShte Expression von CD86-Molekiilen (Figur
2A) und MHC Klasse II-Molekiilen (Daten nicht gezeigt) sichtbar ge-
macht wurde. Zus&tzlich zu der Expression von Reifungsmarkern auf
der Zelloberfldche induziert gp96 ebenfalls die Sekretion der ent-
zlindungsfordernden Cytokine IL-12 und TNF-alpha (Figur 2B). Wie-
derum ist die Wirkung wdrmeempfindlich und beruht nicht auf Endo-
toxinverunreinigungen, die in unseren gp96-Prédparationen mogli-

cherweise vorhanden sind.

Beispiel 4: Gp96-aktivierte DCs induzieren eine starke T~

Zellvermehrung

Um zu erforschen, ob die gp9%6-vermittelte DC-Reifung funktionale
Konsequenzen hat, wurden DCs, die durch gp96 oder LPS reifen ge-
lassen wurden, flir 4 Tage mit allogenen PBMCs inkubiert, und die
Zellvermehrung wurde durch Inkubation mit 3H-Thymidin bestimmt.
Wie in Figur 3 gezeigt ist, induzierten DCs, die entweder nach

LPS- oder gp96-Aktivierung fiir 24 h einen reifen Ph&dnotyp zeigten,
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3fach besser die T-Zellvermehrung als unreife DCs, die nur mit Me-
dium inkubiert wurden. Wie schon vorher beobachtet wurde, ist die
gp96-vermittelte Wirkung wadrmeempfindlich, da DCs, die mit gekoch-
tem gp96 inkubiert wurden, keine erh6hte T-
Zellstimulationsfdhigkeit zeigten. Eine vergleichbare T-
Zellvermehrung wurde beobachtet, indem Maus-DCs und allogene Milz-

zellen verwendet wurden (Daten nicht gezeigt).

Beispiel 5: Reife DCs exprimieren verringerte Levels des gp96-

Rezeptors

Die Reifung von DCs induziert eine Hochregulierung von MHC Klasse
IT-, CD83- und CD86-Molekiilen, was zu einer erhShten T-Zellvermeh-
rung fihrt. Zusdtzlich sind die DCs, wenn sie einmal aktiviert
sind, nicht in der Lage, weiterhin gp9%6-vermittelte Stimuli =zu
empfangen. Wie in Figur 4 gezeigt ist, binden alle CDllc-positiven
Maus-DCs gp96, nicht aber Ovalbumin. Jedoch sind nur unreife DCs,
die niedrige Levels an CD86 exprimieren, in der Lage, gp96 zu bin-
den. Da gp96 mit Peptiden aus der Zelle, aus welcher es isoliert
wurde, komplexiert ist, und DCs in der Lage sind, diese Peptide
auf MHC Klasse I-Molekiilen iberkreuz zu prdsentieren, kann nicht
mehr erwartet werden, daBl reife DCs in der Lage sind, gp96-

assoziierte Peptide fiir T-Zellen zu prédsentieren.

Beispiel 6: Unbeladenes gp96 aktiviert primdre Maus-B-Zellen

Primdre B-Zellen wurden aus Milzzellen aus C57BL/6-Midusen durch
negative magnetische Depletion (MACS™, Miltenyi Biotech) mit Hilfe
eines Antik6rpers gegen CD43, der an super-paramagnetischen Micro-
beads konjugiert worden war (Miltenyi Biotech), isoliert. CD43
wird von allen Milzzellen auBer ruhenden, peripheren B-Zellen ex-
primiert. Die Aktivierung der B-Zellen erfolgt durch Zugabe von 50

pg/ml gp96 zu 300.000 B-Zellen. Als Negativkontrolle dienen unbe-
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handelte B-Zellen ("Medium"), als Positivkontrolle 2ug/ml Lipopo-
lysaccharid (LPS, Sigma-Aldrich). Um mbgliche Kontaminationen aus-
zuschlieBen, wird auch hitzeinaktiviertes gp96 (20 min bei 95°C,
"gp96 gekocht") getestet. Die Auswertung erfolgt wahlweise nach 2
oder 3 Tagen in der DurchfluBzytometrie (FACSCalibur, Becton-
Dickinson) durch Messung der Oberflidchenmolekiile CD45R/B220, CD86
und MHC Klasse II mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten Antikdrpern
(Becton-Dickinson Pharmigen). Wie in Figur 5 gezeigt ist, werden
primdre Maus-B-Zellen durch unbeladenes gp96 aktiviert. Dies ist
durch die stdrkere Expression der Oberfldchenmolekiile CD45R/B220,
CD86 und MHC Klasse II (H2-Ab) im Vergleich zur Expression dieser
Antigene bei nur mit Medium behandelten Zellen ("Medium") gezeigt.
Hitzeinaktiviertes gp96 ("gp96 gekocht") =zeigt ebenso wie Medium
keine Aktivierungs-Wirkung , wodurch ausgeschlossen werden kann,
daBl LPS-Kontaminationen in der gp96-Prdparation fiir die Beobach-

tungen verantwortlich sind.

Beispiel 7: SchluBfolgerung

Die obigen Experimente 2zeigen, daB das ER-interne Hitzeschockpro-
tein gp96 auch unbeladen in der Lage ist, die Reifung von Maus-
und humanen DCs sowie von B-Zellen zu induzieren. Diese Beobach-
tung ist besonders bemerkenswert im Lichte der £ritheren Befunde,
wo von gp96 gezeigt wurde, daB es spezifisch an DCs bindet, was zu
einer auf die MHC Klasse I beschrédnkten Kreuzprdsentation gp96-
assoziierter Peptide fithrte. Der Befund des Herunterregulierens
des gp96-Rezeptors auf der Oberfldche reifer DCs erlaubt auBerdem
die ersten Spekulationen iber die Natur des gp96-Rezeptors, der
auf DCs exprimiert wird. MSgliche Kandidaten sind endozytische Re-

zeptoren wie der Scavenger-Rezeptor CD36 oder die Integrine avf3

und avB5, von welchen allesamt gezeigt wurde, daB diese bei der

DC-Reifung herrunterreguliert werden.
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Die Erfindung liefert den ersten Beweis, daB gp96 nicht nur ein
Peptid-Carrier, welcher die assoziierten Peptide zu professionel-
len APCs dirigiert, sondern ebenfalls ein direkter Aktivator der
DCs und B-Zellen ist. Gp9%6 konnte daher als ein Gefahrensignal
wirken, wenn es aus nekrotischen oder gestreBten Zellen frei-
gesetzt wird, welche sowohl unspezifische als auch spezifische

Stimuli an das Immunsystem abgeben.

Wenn sie einmal aktiviert sind, verlieren die DCs die Fahigkeit,
neue gp9%6-komplexierte Peptide aufzunehmen, und gewinnen die F&-
higkeit, effizient mit T-Zellen zu kommunizieren, welche fiir die
prédsentierten MHC/Peptid-Komplexe spezifisch sind. Diese Situation
dhnelt stark derjenigen, die anfangs fiir die Pr&sentation von 1l&s-
lichen Antigenen auf MHC Klasse II-Molekiilen beobachtet wurde, wo
beschrieben wurde, daB DCs in einem Zustand der Antigenprédsentati-
on ,arretiert” sind und bei der Aktivierung der T-Zellen hocheffi-

zient sind.

Dieses neue Merkmal von gp96 liefert eine zusdtzliche, bisher un-
bekannte, Erkl&drung flir dessen hohe Immunogenitdt und wird es er-
lauben, seine Anwendung bei der Induktion spezifischer Immunant-

worten in vivo zu verbessern.
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Patentanspriiche

Verwendung von gp96-Molekiilen, die keine interessierenden
Antigene tragen, zum Markieren und/oder Aktivieren von Anti-

gen-prédsentierenden Zellen (APCs).

Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die
APCs ausgewdhlt sind aus der Gruppe: Dendritische Zellen
(DCs), Monozyten, Makrophagen, B-Zellen und peritoneale Exsu-

dat-Zellen.

Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
daB die gp96-Molekiile als Marker fiir die Aktivierung und/oder
die Reifung und/oder den Differenzierungsstatus der APCs,
insbesondere von DCs und B-Zellen, und/oder £fiir unreife DCs

und B-zellen verwendet werden.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die gp96-Molekiile markiert, vorzugsweise fluo-

reszenzmarkiert, weiter vorzugsweise FITC-markiert sind.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die gp96-Molekiile aus humanen und anderen S&u-
gerzellinien sowie aus Insekten-Zellinien, aus primdren,
nicht-menschlichen S&ugerzellen, vorzugsweise aus Mauszellen,
sowie rekombinant in Escherichia coli oder in Insekten gewon-

nen werden.
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Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die gp96-Molekiile zum Aktivieren der Reifung

von APCs, insbesondere DCs und B-Zellen verwendet werden.

Verfahren zum Aktivieren von APCs in vitro, bei dem unbelade-
ne gp96-Molekiile, vorzugsweise wie in einem der Anspriiche 1

bis 6 verwendet werdeh.

Verfahren zum Aktivieren von APCs in vivo, z.B. durch subku-

tane oder intradermale Injektion von gp96-Molekiilen.

Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, daB
die APCs vor der Aktivierung ex-vivo mit Antigenen beladen

werden.

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die
Antigene ausgewdhlt sind aus der Gruppe: Tumor-assoziierte,
Tumor-spezifische, autoimmunassoziierte, virale und bakteri-

elle Antigene.

Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 10, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die APCs in vitro mit gp96-Molekiilen allein
oder zusammen mit anderen Faktoren wie beispielsweise TNF-

alpha behandelt werden.

APCs, hergestellt nach dem Verfahren nach einem der Anspriiche

7 bis 11.

Verwendung der APCs aus Anspruch 12 zur Induzierung einer

Immunantwort gegen die Antigene.
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Verwendung von unbeladenen gp96-Molekiilen 2zur Induzierung
einer Toleranz und/oder einer TH2-Typ-Antwort und/oder einer
TH1-Typ-Antwort gegen Antigene, vorzugsweise gegen Antigene,
die ausgewdhlt sind aus der Gruppe: Tumor-assoziierte, Tumor-
spezifische, autoimmunassoziierte, virale und bakterielle An-

tigene.

Verwendung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daf3
nicht aktivierte APCs mit stark exprimiertem gp96-Rezeptor
verwendet und anschlieBend mit Hilfe fixierender Substanzen
wie bspw. Cytocahlasin D in diesem nicht aktivierten Zustand

arretiert werden.

Verwendung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB der
gp96-Rezeptor {iber markierte, vorzugsweise £fluoreszenzmar-

kierte gp96-Molekiile detektiert wird.

Verwendung der APCs aus Anspruch 11 im Rahmen einer Tumorthe-

rapie und/oder -prdvention.

Therapeutische Zusammensetzung mit APCs nach Anspruch 11 und

einem therapeutisch vertrédglichen Trdger.

Kit mit wie in den Anspriichen 1 bis 6 zu verwendenden gp96-

Molekiilen und den erforderlichen Reagenzien.

Verfahren zur in vitro Prédparation von DCs aus aus dem Blut
isolierten Monozyten und/oder aus dem Knochenmark pré&parier-
ten Stammzellen, bei dem die Monozyten und/oder Stammzellen
mit gp96-Molekiilen allein oder in Kombination mit Wachstums-

faktoren wie bspw. GM-CSF behandelt werden.
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