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Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

-/-: gendefizient

+/+: Wildtyp

Ag: Antigen

Ak: Antikorper

AP-1: Activator Protein 1

APC: Antigen-Prisentierende Zelle

BCG: Bacillus Calmette Guérin

BCR: B-Zell-Rezeptor

BMD-DC: Bone Marrow Derived DC (aus dem Knochenmark)
CD: Cluster of Differentiation (Oberflichenmarker)
cDC: konventionelle DC

CFA: Komplettes Freund'sches Adjuvans

CpG: Basensequenz: Cytosin — Guanin, verbunden iliber eine Phosphatbriicke
CTL: Zytotoxischer T-Lymphozyt

DC: dendritische Zelle

pDC: plasmazytoide DC

DNA: Desoxyribonucleinsdure

dsDNA: doppelstringige DNA

pDNA: Plasmid-DNA

ssDNA: einzelstringige DNA

ECSIT: Evolutionary Conserved Signaling Intermediate in Toll Pathways
FACS: Fluorescence-Activated Cell Sorting

HSP: Hitze-Schock-Protein

IL: Interleukin

IFN: Interferon

IkBK: Inhibitor of kB Kinase

IRAK: IL-1-R Associated Kinase

JNK: c-Jun N-terminal Kinase

ko: Knockout

LPB: LPS-bindendes Protein

LPS: Lipopolysaccharid

LRR: Leucin Rich Repeats

MHC: Major Histocompatibility Complex

MAPK: Mitogen Activated Protein Kinase
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Abkiirzungsverzeichnis

MEKKI1:  MAP-3 Kinase
MyDS88: Mpyeloid Differentiation Marker 88
NF«B: urspriinglich: Nuclear factor, notwendig fiir die Transkription von der

leichten Immunglobulin x Kette in B-Zellen

NIK: NF«B Inducing Kinase

NKC: natiirliche Killerzelle

ODN: Oligonucleotid

OVA: Ovalbumin

RNA: Ribonucleinsédure

dsRNA: doppelstringige RNA

RT: Raumtemperatur

PAMP: Pathogen Associated Molecular Pattern
PRR: Pattern Recognition Receptor

TAK-1: Tumor Growth Factor B Activated Kinase
TCR: T-Zell-Rezeptor

TyL: T-Helfer-Zelle

TIR: Toll/Interleukin-1-Rezeptor

TIRAP: TIR domain containing Adaptor Protein
TIRAP/Mal: TIR domain-containing Adaptor Protein/ MyD88-daptor-like

TLR: Toll-like-Rezeptor

hTLR: humaner TLR

mTLR: muriner TLR

TNF: Tumor Nekrose Faktor

TRAF6: TNF Receptor Associated Factor 6
wt: Wildtyp
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

In allen vielzelligen Organismen gibt es ein komplexes Zusammenspiel von Zellen
und Molekiilen, welches deren stoffliche Individualitit sichert und Immunsystem
genannt wird. Die wichtigste Aufgabe dieses Netzwerkes ist es ,selbst’ von ,fremd’ zu
unterscheiden, das ,Fremde’ auszuschalten und ein Gedéchtnis fiir dessen Merkmale
zu entwickeln um bei einer Sekundirexposition eine schnellere Antwort zu
ermoglichen. Es basiert auf zwei verschiedenen Mechanismen: der erworbenen,
spezifischen und der angeborenen, unspezifischen Immunabwehr. Erstere umfasst B-
Lymphozyten, die nach Aktivierung durch ein Antigen (Ag) spezifische Antikorper
(Ak) bilden, zytotoxische T-Lymphozyten (CTL, CD8+), die mit Viren oder Bakterien
infizierte Zellen oder Tumorzellen erkennen und deren Lyse vermitteln und T-Helfer-
Zellen (TyL, CDA4+), die Hilfsaufgaben ausfithren. Bei der Aktivierung durch
antigenprasentierende Zellen (APC) wie Makrophagen oder dendritische Zellen (DC)
differenzieren sich TyL in die Untergruppen Tyl und Ty2 und produzieren Zytokine,
die die Art der Immunantwort beeinflussen (Tyl: vor allem Interferon IFNy; Ty2:
Interleukin IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13). Dabei ist das von Tyl-Zellen sezernierte
IFN-y wichtig fiir die weitere Ty1-Differenzierung (bei Infektionen mit Mikroben, die
Makrophagen oder NKCs aktivieren) notwendig und inhibiert die Proliferation von
Ty2-Zellen. Dagegen induziert das von Ty2-Zellen synthetisierte IL-4 die weitere Ty2-
Differenzierung (bei Wurmbefall oder Allergien), wihrend IL-10 die Aktivierung von
Tyl-Zellen verhindert. Fiir die Erkennung des Antigens sind T- und B-Zell-Rezeptoren
(TCR und BCR) verantwortlich, die durch sogenanntes zufélliges Rearrangement fiir
verschiedenste Antigene vorliegen. Auf die Bindung eines Antigens folgen die klonale
Selektion und Expansion dieses rezeptortragenden Zellklons. Im Verlauf einer
Immunantwort konnen sowohl B- als auch T-Zellen zu antigenspezifischen Gedéchtnis
(Memory)-Zellen differenzieren. Diese persistieren im Organismus iiber lange
Zeitrdume und vermitteln eine stirkere und schnellere sekundire Abwehrreaktion bei
Reexposition mit dem gleichen Antigen. Lange Zeit war in der immunologischen
Forschung umstritten wie die Induktion einer Immunantwort moglich ist und wie die
adaptive Immunantwort mit ihren zufallig generierten Ag-Rezeptoren in der Lage ist
den Ursprung und den biologischen Zusammenhang des fiir sie spezifischen Antigens

zu erschliefBen.
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Das unspezifische Immunsystem spielt dabei wihrend der Initial- und Friithphase einer
Infektion eine wichtige Rolle. Zu den Hauptkomponenten der angeborenen
Immunabwehr zdhlen: physikalische und chemische Barrieren wie Epithelien und an
deren Oberfliche produzierte antimikrobielle Substanzen, phagozytierende Zellen
(Granulozyten, Makrophagen), dendritische Zellen (DCs) und natiirliche Killerzellen
(NKC), Komplementfaktoren und Zytokine. Letztere sind Botenstoffe, die die
Immunantwort regulieren und koordinieren. Bei der initialen Erkennung durch das
angeborene Immunsystem kommt es zur Aufnahme (Phago- oder Endozytose) und
Zerstorung eines Pathogens, sowie zur Aktivierung der unspezifischen Immunzellen.
Dabei wird die Expression kostimulatorischer Zelloberflichen- und MHC (Major
Histocompatibility Complex) Klasse I und II Molekiile, die Ausschiittung
proinflammatorischer (TNFa, IL-1B) und effektorischer (Interleukin-12, Typ 1
Interferon) Zytokine und die Antigen-Préisentation via MHC hochreguliert.

1.2 Das unspezifische Immunsystem

1.2.1 Pattern Recognition Receptors (PRRs) und Pathogen Associated Molecular
Patterns (PAMPs)

Die initiale Erkennung eines Pathogens und die Aktivierung der unspezifischen
Immunzellen finden durch die Stimulation sogenannter PRRs (Pattern Recognition
Receptors) statt. Uber PRRs erkennen die Komponenten des unspezifischen
Immunsystems Strukturen, die bestimmte molekulare Muster mikrobieller Pathogene,
die man auch als PAMPS (Pathogen Associated Molecular Patterns) bezeichnet,
darstellen (Janeway, 1989; Janeway and Medzhitov, 1998). Es handelt sich dabei um
wiahrend der Evolution konservierte Molekiile, die fiir die Funktion des Pathogens
unabkommlich sind. PAMPs sind zum Beispiel Zellwandbestandteile wie das Mannan
der Hefezellwand, Lipopolysaccharid (LPS) der gramnegativen Bakterien,
Lipoproteine, Peptidoglykane. Aullerdem fungiert Desoxyribonukleinsdure (DNA) mit
unmethylierten CpG-Motiven als PAMP. PAMPs kommen sowohl bei pathogenen als
auch bei nicht-pathogenen Mikroorganismen vor, wobei die Toleranzmechanismen des
Immunsystems gegeniiber nicht-pathogenen Keimen noch weitestgehend unklar sind.
Die wichtigsten Eigenschaften dieser Molekiilmuster sind Folgende: PAMPs werden
nur von mikrobiellen Erregern und nicht von den Wirtszellen gebildet; dies beglinstigt
die Unterscheidung in ,selbst” und ,fremd’. Des Weiteren konnen sie sich innerhalb
der einzelnen Klassen nicht verdndern, was bedeutet, dass nur eine begrenzte Anzahl
an PRRs notwendig ist um eine Infektion erkennen zu kénnen (zum Beispiel ein PRR

fiir LPS, der aber Infektionen durch verschiedene gram-negative Bakterien erkennen

10



Einleitung

kann). AuBerdem sind diese spezifischen Molekiile unabdingbar fiir das Uberleben der
Mikroorganismen. Verlust oder Verdnderungen der PAMPs fithren zum Absterben der
jeweiligen Klasse bzw. vermindern ihre Funktion so sehr, dass keine durch PRRs nicht
erkennbaren Mutanten entstehen konnen. Molekiile, die an PRRs binden, werden
entweder durch Phagozytose in die Immunzellen aufgenommen oder induzieren
unmittelbar via Rezeptor ein transmembranes Signal und fithren am Ende zu einer
Aktivierung der PRR-tragenden Zelle.

Durch den Mechanismus der direkten Pathogen-Erkennung durch die PRR-tragenden
Zellen des angeborenen Immunsystems werden das unspezifische und das spezifische

Immunsystem eng miteinander verkniipft.

1.2.2 Lipopolysaccharid (LPS)

LPS ist das bisher am besten untersuchte PAMP. Es handelt sich dabei um einen
Bestandteil der &duBleren Zellmembran gram-negativer Bakterien bestehend aus
Polysacchariden und Lipid A. Diesem Lipid A schreibt man verschiedene
immunstimulatorische Eigenschaften wie die Induktion von IL-12- oder die Stickoxid
(NO)- Produktion zu. Neben lokalen Entziindungserscheinungen kann LPS bei
systemischer Ausschwemmung lebensbedrohliche Endotoxin-Schocks verursachen.
Lange Zeit galt LPS als Initiator des Immunsystems, dem aber keine intrazelluldre
Signalkette zugeordnet werden konnte. Erst die Entdeckung der Toll-like-Rezeptoren
filhrte zur Entschliisselung der Frage nach dem initialen Aktivierungsmechanismus

des Abwehrsystems.

1.2.3 Toll-like-Rezeptoren (TLRs)

Toll-like-Rezeptoren zéhlen zu den PRRs und spielen zu Beginn der Immunantwort
eine wichtige Rolle bei der Pathogen-Erkennung. Es handelt sich um Transmembran-
Proteine, deren extrazellulire Komponente aus leucin-reichen repetitiven Sequenzen
(Leucin rich repeat = LRR) besteht. Der intrazellulire Anteil besteht aus der
sogenannten Toll/Interleukin 1-Rezeptor (=TIR)-Doméne (Whitham et al., 1994).
Diese Doméne ist charakteristisch fiir viele transmembrane und zytoplasmatische
Proteine, die seit frithesten Entwicklungsstufen bei Pflanzen, Insekten und
Wirbeltieren von Bedeutung waren. Wie der Name vermuten ldsst findet man TIR
auch im intrazelluldren Bereich der IL-1 Rezeptor Familie. Anstelle der extrazelluldren
LRRs der TLRs haben die IL-1 Rezeptoren drei Immunglobulin dhnliche Abschnitte.
Bei Saugetieren kommen TIRs unter anderem in zwei fiir die TLR-Signaltransduktion

wichtigen zytoplasmatischen Molekiilen, MyD88 (Burns et al., 1998; Medzhitov et al.,
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1998; Muzio et al., 1997; Wesche et al., 1997) und TIRAP (TIR domain-containing
Adaptor Protein) (Horng et al., 2001) vor.

Als erstes Mitglied der Toll-Familie wurde 1988 Drosophila-Toll entdeckt (Hashimoto
et al., 1988). Es handelt sich dabei um ein Gen der Fruchtfliege Drosophila, das
sowohl die dorsoventrale Polarisation bei Fruchtfliegen-Embryos, als auch die
Immunitdt gegeniiber Pilzen bei erwachsenen Fliegen kontrolliert (Lemaitre et al.,
1996). Die Sequenzierung des Drosophila Genoms zeigte inzwischen, dass neun

Proteine existieren, die der Toll-Familie zuzuordnen sind (Tauszig et al., 2000).

1.3 TLRs und ihre Liganden

Bei Sédugern wurde bis heute gezeigt, dass zehn humane und neun murine
Transmembran-Proteine der Gruppe der Toll-like-Rezeptoren zuzuordnen sind
(Chuang and Ulevitch, 2001; Hemmi et al., 2000; Rock et al., 1998; Takeuchi et al.,
1999b). Ein Uberblick der bis dato identifizierten TLRs und ihrer Liganden ist in
Abbildung 1 dargestellt und im Folgenden beschrieben.

Abbildung 1

LPS (gram- Bakt.)
Taxol (Pflanze) Imidazoquinalin (synth.)
Lipoprotein/ Lipopeptide F-Protein (RS-Virus) Loxoribin (synth.)
Peptidoglykan (gram+ Bakt.) Fibronectin Bropirimin (synth.)
Lipoteichons&ure (gram+ Bakt.) Kollagen
Lipoarabinomannan (Mykobakt.) HSP60 .
Glykoinositolphospholipide (Tryp.cruzi) || Glucuronoxylmannan Flagellin
Glykolipide (Treponema) (Bakt.)
Zymosan (Hefe)
atyp.LPS (Leptospiren, Porphyromonas dsRNA (Virus) 2 2
HSP poly-IC (synth.) H H
vy

CD14 «
TLR1 TL TLR6 MD-2 , TLR4 TLR3 TLRS TLR7 TLR8 TLR9 TLR10
(&)

Abb.1: Schemazeichnung der Toll-like-Rezeptoren 1-10 und ihrer Liganden

1.3.1 Toll-like-Rezeptor 1, 2 und 6 (TLR1, TLR2, TLR6)
Ein breites Spektrum an PAMPs gram-positiver sowie gram-negativer Bakterien wird
durch Toll-like-Rezeptor 2 erkannt. Dazu gehoéren Lipoproteine von Borellien,

Treponema, Mycoplasmen und Mycobacterium tuberculosis (Akira et al., 2001;
12
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Aliprantis et al., 1999; Brightbill et al., 1999; Takeuchi et al., 1999a; Takeuchi et al.,
2000a), Peptidoglykane (Schwandner et al., 1999), Glykolipide und Lipoteichonsdure
(Opitz et al., 2001), Zellwandbestandteile der Hefe (Underhill et al., 1999), atypisches
LPS von Leptospiren (Werts et al., 2001) und HSP (Heat-Shock-Protein) (Vabulas et
al., 2001). Diese ungewOhnlich groBle Bandbreite an TLR2-Liganden lédsst sich
zumindest teilweise zuriickfithren auf die Heterodimerisation von TLR2 mit TLR1
oder TLR6 (Ozinsky et al., 2000; Takeuchi et al., 2001). Dabei werden TLR1 und 6 im
humanen System auf vielen verschiedenen Zellen exprimiert, wahrend TLR2 nur auf
APCs und Endothelzellen exprimiert wird (Muzio et al., 2000). Man nimmt an, dass
diese unterschiedlichen Expressionsmuster eine Erkennung des Antigens und somit

eine Beeinflussung der Regulation und Kontrolle der Immunabwehr ermdglichen.

1.3.2 Toll-like-Rezeptor 3 (TLR3)

Doppelstriangige Ribonucleinsdure (dsRNA) (Alexopoulou et al., 2001), die von vielen
Viren, aber keiner Wirtszelle gebildet wird, und ihr synthetisches Analogon
Polyinosin-Polycytosin (poly IC) wird von Toll-like-Rezeptor 3 erkannt. TLR3 wird
iiberwiegend von dendritischen Zellen exprimiert (Muzio et al., 2000) und nicht wie

die meisten TLRs auf Monozyten bzw. Makrophagen.

1.3.3 Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4)

1997 fand Janeway’s Arbeitsgruppe als erstes ein humanes Toll Homolog (heute
bekannt als TLR4) und konnte ihm die Induktion von Zytokin-Produktion und die
Expression kostimulatorischer Molekiile zuschreiben (Medzhitov et al., 1997). TLR4
dient als Signal-Transduktions-Rezeptor fiir Lipopolysaccharid (LPS) gramnegativer
Bakterien. Entdeckt wurde der Signalweg durch positionelles Klonen des LPS-Gens in
der C3H/HeJ Maus, die auf Grund einer Punktmutation (Histidin statt Prolin) in der
TLR4 TIR Doméne nicht auf LPS reagiert (Poltorak et al., 1998; Qureshi et al., 1999).
Die Bestitigung erfolgte im Anschluss daran durch Versuche mit einer TLR4-
gendefizienten Maus (Hoshino et al., 1999).

LPS bindet zunéchst an das Serumprotein LBP (LPS-bindendes Protein) (Wright et al.,
1989), das LPS-Monomere an CD14 (Wright et al., 1990) weiterleitet. Zum LPS
Rezeptorkomplex zdhlt auch ein kleines Protein namens MD-2, das sich an der
extrazelluliren Domédne von TLR4 anlagert (Shimazu et al., 1999) und dessen
Funktion man noch nicht genau kennt. Interessanterweise kann dieser TLR4-Komplex
in der Maus nicht nur LPS, sondern auch andere Komponenten erkennen. Dazu zdhlen

zum Beispiel exogene Liganden wie das Pflanzenprodukt Taxol, das weitldufig in der
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Krebstherapie eingesetzt wird (Kawasaki et al., 2000), Glucuronoxylmannan, ein
Kapselbestandteil von Cryptokokkus neoformans (Shoham et al., 2001) oder das F-
Protein des Respiratory Syncytial (RS) Virus (Kurt-Jones et al., 2000), aber auch
endogene Liganden wie Hitze-Schock-Protein 60 (HSP60) (Means et al., 1999; Ohashi
et al., 2000; Vabulas et al., 2001) und zelluldre Matrix-Komponenten wie Fibronektin
oder Kollagen (Okamura et al., 2001). TLR4 wird von verschiedenen Zellen

exprimiert, allen voran von Makrophagen und DCs (Medzhitov and Janeway, 1997).

1.3.4 Toll-like-Rezeptor 5 (TLRS)

Flagellin, ein wichtiges Protein fiir die Mobilitit von Bakterien, wird durch TLRS5
erkannt (Hayashi et al., 2001). Flagellin von Escherichia coli oder Salmonellen kann
eine NFkB-Aktivierung von murinen Makrophagen (Eaves-Pyles et al., 2001) und eine
IL-8 Freisetzung von intestinalen Epithelzellen (Steiner et al., 2000) induzieren. TLRS
wird auf intestinalen Epithelien (Gewirtz et al.,, 2001) und myelomonozytiren

Immunzellen (Muzio et al., 2000) exprimiert.

1.3.5 Toll-like-Rezeptor 7, 8 und 10 (TLR7, TLR8 und TLR10)

Wihrend fiir TLR7, TLR8 und TLR10 noch keine natiirlich vorkommenden Liganden
identifiziert werden konnten, wurden fiir TLR7 zumindest synthetische Derivate der
Imidazoquinolin-Gruppe, wie Imiquimod oder Resiquimod (Hemmi et al., 2002), die
im Tiermodell gute antivirale und Antitumor-Eigenschaften zeigten (Miller et al.,
1999), als Liganden beschrieben. Peritoneale Makrophagen von Wildtyp-Méusen
bildeten als Reaktion auf Imidazoquinoline TNF-qa, IL-6 und IL-12. Des Weiteren
wurden zwei weitere Immunmodulatoren, ndmlich Loxoribin und Bropirimin als
TLR7-Liganden identifiziert (Akira and Hemmi, 2003).

1.3.6 Toll-like-Rezeptor 9 (TLRY)

Auch bakterielle Desoxyribonukleinsdure (DNA) dient als PAMP. Grundlage fiir diese
Entdeckung legten Tokunaga et al. (Tokunaga et al., 1984), als sie vor 20 Jahren
immunstimulatorische Aktivitdt in DNA-Extrakten von Bazillus Calmette Guérin
(BCG) fanden. Dazu zdhlte die Wachstumshemmung verschiedener syngener
Tumoren bei Tieren, die Steigerung der NKC-Aktivitdt und die Induktion von IFNao/p
und IFNy aus Milz-Zellen der Maus und humanen peripheren B-Lymphozyten. Im
weiteren Verlauf der Forschung konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt auf
sogenannten CpG-Motiven (Cytosin-Phosphatbindung-Guanin) innerhalb der DNA-
Sequenz beruht (Krieg et al., 1995; Lipford et al., 1997). Diese Motive kommen
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besonders hdufig in bakterieller DNA vor. In prokaryotischer DNA ist durchschnittlich
jedes 16. Dinucleotid CpG (Bird, 1986), wahrend es im Vertebraten-Genom erheblich
seltener (ca. viermal seltener) vorkommt. Einen weiteren wichtigen strukturellen
Unterschied bakterieller DNA stellt deren Methylierungszustand dar. Die bakterielle
Nucleinsdure liegt in der Regel unmethyliert vor (Bird, 1986), was von funktioneller
Bedeutung ist. Krieg bewies, dass einzelne hinzugefiligte Methyl-Reste im CpG-Motiv
die Immunfunktion des bakteriellen Genoms ausschalteten (Krieg et al., 1995).

Akiras Arbeitsgruppe zeigte, dass die Effekte (wie Zytokin-Produktion von
Makrophagen, B-Zell-Proliferation, DC-Maturierung und die Induktion eines
systemischen Schocks) von CpG-DNA (bakterielle Plasmid DNA sowie synthetisch
hergestellte Oligodinucleotide (ODN)) in TLR9-gendefizienten Zellen und Méausen
aufgehoben waren (Hemmi et al., 2000). Diese Ergebnisse bewiesen erstmals, dass die
Immunantwort auf CpG-DNA via TLR9 vermittelt wird.

Auf der Suche nach optimal stimulierenden CpG-Motiven fand man heraus, dass es
verschiedene Formen immunstimulatorischer CpG-ODNs gibt (Kadowaki et al.,
2001a; Lipford et al., 1997; Lipford et al., 2000a; Sester et al., 2000; Sun et al., 1998b;
Verthelyi et al., 2001; Yamamoto et al., 1992). Die heute als A-Form (CpG-A-ODN)
bezeichnete CpG-DNA besteht aus G-reichen Sequenzen an den Enden und einem
Phosphodiester Palindrom mit einem CpG-Dinucleotid in der Mitte (Ballas et al.,
1996). Sie aktiviert vor allem NK-Zellen und induziert die IFN-a Produktion durch
plasmazytoide DCs (Ballas et al., 1996; Kadowaki et al., 2001a; Krieg, 2001; Krieg et
al., 1996; Krug et al., 2001a; Vallin et al., 1999). CpG-B-ODN dagegen hat eine
vollstindige Phosphorothioat-Riickgratstruktur mit mindestens einem CpG-
Dinucleotid und keinem Poly G Motiv (Krieg, 2001). Die B-Form kann die B-Zell-
Proliferation stimulieren und induziert die IL-6 und IL-12 Produktion der Monozyten
(Ballas et al., 1996; Boggs et al., 1997; Stacey et al., 1996).

An unserem Institut wurde gezeigt, dass sowohl der humane TLR9 (hTLR9), als auch
der murine TLR9 (mTLRY) spezies-spezifische CpG-Motive fiir die Initiierung der
Signalkaskade benétigen (Bauer et al., 2001). Das optimale hTLR9 DNA-Motiv ist
GTCGTT, wihrend der mTLR9 am besten auf die Sequenz GACGTT anspricht
(Bauer et al., 2001). So reagieren hTLRY transfizierte Zellen nur schwach auf murine
CpG-Motive und umgekehrt, was darauf hinauszielt, dass TLR9 CpG-DNA direkt
erkennen kann.

Eine weitere wichtige Beobachtung war, dass fiir die Aktivierung durch CpG-DNA
eine  Rezeptor-vermittelte Endozytose und eine nachfolgende endosomale

Prozessierung von entscheidender Bedeutung ist (Ahmad-Nejad et al., 2002; Hacker et
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al., 1998). Der fiir das Einschleusen der DNA in die Zelle notwendige Rezeptor konnte
bis dato jedoch noch nicht identifiziert werden.

TLRY wird neben den schon erwdhnten plasmazytoiden DCs, auch von humanen B-
Zellen exprimiert (Bauer et al., 2001; Jarrossay et al., 2001; Kadowaki et al., 2001b;
Krug et al., 2001b; Sparwasser et al., 1998; Sparwasser et al., 2000).

Die genauen zelluliren und molekularen Mechanismen wie Plasmid DNA das
unspezifische Immunsystem bzw. seine Zellen aktiviert miissen noch detailliert
erkundet werden, da es strukturelle Unterschiede zwischen doppelstrangiger Plasmid
DNA und synthetischen Einzelstrang-CpG-ODNs (siehe auch unter 3. Ergebnisse)
gibt.

1.4 Die TLR-Signalkaskade

Ausgehend von Toll-like-Rezeptoren fiihrt eine Signal-Kaskade zur Expression von
Genen, die fiir die Immunantwort verantwortlich sind. Wie oben schon erwihnt findet
sich sowohl bei den Toll-like- als auch bei den IL-1-Rezeptoren die sogenannte TIR-
Domine, so dass man von einem gemeinsamen Signalweg ausgehen kann, der iiber
beide Rezeptor-Familien induziert werden kann.

Die gemeinsame Signalkaskade der IL-1-R- und TLR-Familien ldsst sich in mehrere
Schritte unterteilen. Die Bindung der jeweils spezifischen Liganden an einen Rezeptor
fiihrt zur Assoziation des Adaptor-Proteins MyD88 (Myeloid Differentiation Marker
88) (Burns et al., 1998; Medzhitov et al., 1998; Muzio et al., 1997; Wesche et al.,
1997), das mit seiner carboxy-terminalen TIR-Doméne an die des Rezeptors bindet.
Die amino-terminale Death-Doméne von MyD88 assoziiert mit der amino-terminalen
Death-Doméne von IRAK (IL-1-R Associated Kinase) und bindet IRAK an den
Rezeptorkomplex (Burns et al., 1998; Medzhitov et al., 1998; Muzio et al., 1997;
Wesche et al., 1997).

Im néichsten Schritt wird IRAK autophosphoryliert und interagiert mit TRAF6, das zu
den TRAF (Tumor Necrosis Factor Receptor Associated Factors) Adaptor-Proteinen
zahlt (Cao et al., 1996). Durch eine Ubiquitierung kann nun TRAF6 TAK-1 (Tumor
Growth Factor B Activated Kinase) aktivieren, so dass es iiber eine MAP (Mitogen
Activated Protein) Kinase Stimulation zur JNK(c-Jun N-terminal Kinase) -Aktivierung
und letztendlich zur NFkB-Aktivierung kommt (Shirakabe et al., 1997). Ebenfalls von
TRAF6 aus fiihrt die Signalkaskade tiber NIK (NFxB Inducing Kinase) und die IxB
(Inhibitor of kB) Kinase zur Freisetzung von NF«B (urspriinglich identifiziert als

Nuclear factor, notwendig fiir die Trankription von der leichten Immunglobulin k
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Kette in B-Zellen), einem wichtigen Trankriptionsfaktor bei angeborenen und

erworbenen Immunantworten (DiDonato et al., 1997).
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Abb.2: Signalkaskade der Toll-Like-Rezeptoren.
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Des Weiteren kann TRAF6 {iber ECSIT (Evolutionary Conserved Signaling
Intermediate in Toll Pathways) und die MAP3-Kinase MEKK1 zusitzlich zu NF«xB
den Transkriptionsfaktor AP-1 (Activator Protein) freisetzen (Kopp et al., 1999).

In weiteren Untersuchungen zu den TLR-Signalketten konnte festgestellt werden, dass
bei MyD88-gendefizienten Méusen durch Peptidoglykan, Lipoproteine, CpG-DNA,
dsRNA, Imidazoquinolin oder Flagellin keine Immunantworten hervorgerufen werden
konnten (Alexopoulou et al., 2001; Hacker et al., 2000; Hayashi et al., 2001; Hemmi et
al., 2002; Schnare et al., 2000; Takeuchi et al., 2000a; Takeuchi et al., 2000b). Diese
Ergebnisse zeigen, dass MyD88 beim TLR-Signalweg eine Schliisselposition
einnimmt. Eine Ausnahme zu dieser MyD88-abhingigen Kaskade bildet die
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Aktivierung von TLR4 durch LPS. LPS kann, wenn auch in geringerem Ausmal,
MyD-unabhingig NFxB und JNK aktivieren (Kaisho et al., 2001; Kawai et al., 1999).
Als Schliisselprotein dieses Aktivierungsweges wurde TIRAP/Mal (TIR domain-
containing Adaptor Protein/ MyD88-adaptor-like) identifiziert (Fitzgerald et al., 2001;
Horng et al., 2001).

Es existieren somit fiir LPS und TLR4 MyD88-abhingige und -unabhingige
Signalketten, wihrend die anderen Toll-like-Rezeptoren, wie auch der in dieser Arbeit
ndher beobachtete TLR9, von MyD88 abhéngig zu sein scheinen (Hacker et al., 2000).

1.5 TLRY und CpG-DNA

1.5.1 CpG und dendritische Zellen

Dendritische Zellen agieren als antigenprésentierende Zellen (APCs) fiir die Induktion
naiver T-Lymphozyten. Um Antigene (PAMPs) zu erkennen sind sie mit
verschiedenen PRRs ausgestattet. Dazu zdhlen auch die Toll-like-Rezeptoren. Da es
mehrere Subtypen humaner und muriner dendritischer Zellen gibt, finden sich auf
diesen verschiedene TLR-Expressionsmuster. Diese erlauben den DCs verschiedene
Immunreaktionen auf unterschiedliche PAMPs zu induzieren. So exprimieren zum
Beispiel humane (h-CD11¢’CD123") plasmazytoide DCs vor allem TLR7 (Ito et al.,
2002) und TLRY (Bauer et al., 2001; Ito et al., 2002; Kadowaki et al., 2001a;
Kadowaki et al., 2001b; Krug et al., 2001b), wahrend myeloide DCs (MDDCs =
monocyte derived DCs) iiberwiegend TLR2, 3 und 4 aber nicht 9 besitzen (Bauer et
al., 2001; Hornung et al., 2002; Jarrossay et al., 2001; Kadowaki et al., 2001a;
Kadowaki et al., 2001b; Krug et al., 2001b). Daher sprechen im humanen System nur
myeloide DCs auf TLR2, 3 und 4 Liganden an, wohingegen neben B-Zellen nur
plasmazytoide DCs auf CpG-DNA reagieren. Im murinen System aber exprimieren
neben Makrophagen und B-Zellen samtliche identifizierten DC-Subtypen TLR9 und
sprechen so auf CpG-Sequenzen an (Hochrein et al., 2002). Dieser Unterschied ist
bedeutsam, da Ergebnisse des Maus-Modells fiir Immunantworten auf CpG-DNA
nicht direkt auf das humane System {ibertragen werden konnen.

Humane pDCs wie auch murine pDCs reagieren auf CpG-DNA Stimulation mit der
Produktion von Typ I IFN (IFN a, B) und verschiedenen Zytokinen wie TNF-a, IL-6
und IL-12 (Hochrein et al., 2002). AuBlerdem werden auf den initial unreifen DCs
durch die Stimulation von Plasmid-DNA bzw. synthetischen ODNs die
Oberflachenmarker MHC 11, CD40, 80 und 86 hochreguliert (Asselin-Paturel et al.,
2001).
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1.5.2 CpG und Makrophagen

CpG-DNA kann auch murine Makrophagen und deren im Blut zirkulierende
Vorlduferzellen, die Monozyten, auf direktem Weg aktivieren und liber NFxB (Stacey
et al., 1996) Zytokin-Produktion induzieren. Zu den produzierten Zytokinen zdhlen
unter anderem TNF-a (Sparwasser et al., 1998) und das IFNy-stimulierende 1L-12
(Cowdery et al., 1999). Uber IFNy, das von NKCs und T-Zellen produziert wird (siche
1.5.4 und 1.5.5), induziert CpG-DNA die Expression der Stickoxid-Synthetase der
Makrophagen und somit der NO-Produktion (Sweet et al., 1998), die fiir die Abtotung
der Pathogene notig ist.

Die durch TLR-Ligation verstirkte Prdsentation des Antigens via MHC II erlaubt
Makrophagen als APCs die Proliferation und Differenzierung von T-Zellen zu
vermitteln. Es wurde allerdings gezeigt, dass die anfinglich starke
Antigenprozessierung und MHC-Présentation als Reaktion auf CpG nach ungefahr 20
Stunden wieder nachlésst (Chu et al., 1999; Ramachandra et al., 1999).

Auflerdem konnen Raw-Zellen (Makrophagen-Zell-Linie) und Milzzellen — als
Reaktion auf CpG verstirkt Cyclooxygenase-2 exprimieren und Prostaglandin E,
sezernieren (Chen et al., 2001). PG E, kann durch eine Hemmung der IFNy-
Produktion gegenregulatorisch auf die Ty1- Immunantwort (siehe 1.5.4) wirken.

Wie unter 1.5.1 schon erwidhnt kdnnen allerdings humane Monozyten keinen TLR9

exprimieren, weshalb diese Zellen nicht von CpG-DNA stimuliert werden konnen.

1.5.3 CpG und B-Zellen

Plasmid-DNA und synthetische ODNs konnen B-Zellen direkt stimulieren zu
proliferieren und in den Zellzyklus einzutreten (Krieg et al., 1995). Innerhalb kiirzester
Zeit sezernieren die Immunzellen IL-6 und IL-10 (Redford et al., 1998; Yi et al.,
1996b), wovon Ersteres den zur IgM-Produktion notwendigen Stimulus fiir die B-
Zellen darstellt (Y1 et al., 1996b). IL-10 wirkt gegenregulatorisch zur IL-12-Sekretion
(Cowdery et al., 1996; Redford et al., 1998). Das von NKCs und T-Zellen durch
Induktion von CpG-DNA sezernierte IFNy verstéirkt die IL-6 und IgM Produktion der
B-Zellen (Yi et al., 1996a). Uber die Zytokin- und Antikdrper-Sekretion hinaus
werden bei Aktivierung der B-Zellen dhnlich den DCs deren kostimulatorischen
Oberflachenmolekiile MHC II, CD80 und CD86 sowie der Fcy-Rezeptor vermehrt
exprimiert (Davis et al., 1998; Kobayashi et al., 1999; Krieg et al., 1995).
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1.5.4 CpG und T-Zellen

Bei Aktivierung durch CpG-DNA werden wie oben schon erwédhnt auf zunéchst
unreifen dendritischen Zellen Oberflachenmolekiile wie MHC II, CD40, 80 und 86
verstiarkt exprimiert und Typ 1 Interferone und Zytokine wie IL-12 vermehrt
produziert. Durch die kostimulatorischen Molekiile, die sich auch auf anderen APCs
finden, sowie die Typ I Interferone und IL-12 werden naive T-Zellen aktiviert. Bei IL-
12 handelt es sich um ein Hauptzytokin der friihen unspezifischen Immunantwort und
um wichtigen Induktor der Zell-vermittelten Immunitdt. Es induziert bei CD4+ T-
Zellen die Differenzierung zu Tyl1-Zellen (Chu et al., 1997; Roman et al., 1997) deren
Hauptaufgabe die Produktion von IFNy darstellt, die ihrerseits ebenfalls von IL-12
stimuliert wird (Trinchieri, 1995). IFNy ist wie oben schon erwidhnt fiir die
Aktivierung von Makrophagen zustidndig. IL-12 verstarkt dariiber hinaus beil
aktivierten CD8+-T-Zellen die zytolytische Aktivitit.

Eine direkte Stimulation ruhender T-Zellen durch CpG-DNA  (ohne
zwischengeschaltete APCs) wurde bisher noch nicht beobachtet (Iho et al., 1999;
Lipford et al., 1997; Sun et al., 1998b; Wagner, 1999). CpG-DNA dient somit via DC-

Aktivierung als Bindeglied zwischen angeborener und erworbener Inmunabwehr.

1.5.5 CpG und Natiirliche Killer Zellen

Ebenso wie T-Zellen werden NKCs durch CpG-DNA via IL-12 zur IFNy-Produktion
angeregt. Auch die zytolytische Aktivitit der Zellen wird dadurch verstirkt (Ballas et
al., 1996; Shimada et al., 1986; Yamamoto et al., 1988; Yamamoto et al., 1994a;
Yamamoto et al., 1994b).

1.5.6 CpG als Adjuvans bei Vakzinierung

CpG-DNA stellt ein stirkeres Adjuvans im Bezug auf die Induktion von B- (gemessen
an spezifischem IgG2a) und T-Zell (gemessen an Proliferation und IFNy-Produktion)
Immunantworten als der bisherige Standard, das komplette Freund'sche Adjuvans
(CFA) (Sun et al., 1998a), dar. Auch im Vergleich mit weiteren Adjuvantien waren
CpG-ODNs die starksten Induktoren von Ty1 gerichteten Immunantworten (Chu et al.,
1997; Kim et al., 1999; Lipford et al., 1997; Roman et al., 1997). In Kombination mit
anderen Adjuvantien verstidrkt sich die Adjuvans-Aktivitit, was vor allem bei
schwachen Antigenen eine Rolle spielt (Davis, 2000; Kim et al., 2000).

CpG-DNA wirkt nicht nur bei parenteraler, sondern auch bei oraler, mucosaler
(Horner et al., 1998; McCluskie and Davis, 1998), intramuskuldrer (Fynan et al.,
1993), subkutaner (Lipford et al., 2000b) oder intradermaler (Raz et al., 1994; Sato et
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al., 1996) Applikation. Dabei entsteht jeweils eine lokale Tyl-gerichtete
Immunantwort (Kobayashi et al., 1999; Raz et al., 1996). Eine Ausnahme bildet die
sogenannte Gene-Gun Immunisierung, bei der kleine mit Plasmid-DNA benetzte
Goldpartikel unter die Haut oder in den Muskel geschossen werden. Diese
Darreichungsform fiihrt zu einer langanhaltenden Ty2-Immunantwort (Schirmbeck
and Reimann, 2001). Um die obengenannten starken Tyl-Effekte auf das
Immunsystem beobachten zu konnen, miissen das Plasmid oder die ODNs an der
gleichen Stelle wie das Antigen injiziert werden. Dies muss jedoch nicht gleichzeitig
stattfinden. Man konnte sogar bei einem sogenannten Pre-Priming, der CpG-Gabe eine
Woche oder linger vor der Ag-Verabreichung stirkere Immunreaktionen feststellen
als bei gleichzeitiger Injektion (Lipford et al., 2000b). CpG-DNAs sind sogar in der
Lage Infektionen, die normalerweise eine Ty2-Reaktion hervorrufen, zu einer Tyl-
gewichteten Immunantwort zu verschieben. Eine gleichzeitige CpG-DNA-Gabe kann
bei einer Leishmanien-Infektion von Balb/c Mausen somit die iibliche Ty2-Reaktion in
eine Tyl-vermittelte Immunantwort umlagern und die Tiere vor dem letalen Ausgang
der Infektion schiitzen (Zimmermann et al., 1998). Auch in einem Maus-Asthma-
Modell konnte gezeigt werden, dass durch gleichzeitige oder spitere CpG-DNA
Verabreichung die Ty2-Immunreaktion, mit Eosinophilie im Respirationstrakt und IgE
Produktion unterdriickt werden kann (Kline et al., 1998; Sur et al., 1999). Des
Weiteren konnten Tiere durch CpG-Gabe ein bis zwei Wochen vor -einer
normalerweise todlichen Infektion mit Listeria monocytogenes oder Francisella
tularensis geschiitzt werden (Elkins et al., 1999; Krieg et al.,, 1998). Eine
postexpositionelle Gabe von CpG konnte in Versuchen die Entwicklung von Prionen-
Erkrankung (Sethi et al., 2002) und retroviral induzierten Leukdmien (Olbrich et al.,
2002) verhindern. CpG-DNA  bietet im Mausmodell auch Schutz vor Malaria
(Gramzinski et al., 2001; Sedegah et al., 1994), Ebola-Virus, Antrax (Klinman et al.,
1999b), Herpes simplex Virus (Harandi et al., 2003; Pyles et al., 2002) und dem
Respiratory Syncytial Virus (Cho et al., 2000). Die Impf-Wirkung von Plasmid-DNA
bzw. synthetischen ODNs findet sich nicht nur im murinen Versuchsaufbau, sondern
konnte auch bei Hiihnern, die vor einer lokalen E.coli Infektion subkutan CpG
erhielten, beobachtet werden (Gomis et al., 2003). All diese Ergebnisse deuten
darauthin, dass CpG-DNA das unspezifische Immunsystem aktiviert und den
Organismus zumindest iiber einige Wochen vor verschiedensten Keimen schiitzen
kann. Die beschriebenen Adjuvans-Effekte von CpG-DNA als Vakzin lédsst sich auf
die verschiedenen unter 1.5.1 bis 1.5.5 beschriebenen Mechanismen zuriickfiihren.
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Die Bildung von Konjugaten aus Allergen und CpG-DNA stellt einen entscheidenden
Fortschritt in der Entwicklung der Immuntherapie dar. Durch die kovalente Bindung
von CpG-DNA als Adjuvans an ein Allergen (Protein) wird die Ag-Aufnahme durch
DCs und die darauffolgende langanhaltende Ty1-Immunantwort auffallend verbessert
ohne dabei die allergenen Wirkungen zu verstirken; die immunstimulierenden
Eigenschaften von CpG-DNA bleiben zusétzlich erhalten (Cho et al., 2000; Shirota et
al., 2001; Shirota et al., 2000; Tighe et al., 2000).

Diese Beobachtungen zu CpG-DNA als Vakzin-Adjuvans bei Méausen fithren zu der
Frage, ob CpG bei Primaten dhnliche Effekte hervorruft. Erste positive Ergebnisse
wurden bei Versuchen mit Affen (Jones et al., 1999) und Schimpansen (Hartmann et
al., 2000) beschrieben. Auch normalerweise hyporesponsive Orangutans zeigten bei
Kombination eines handelsiiblichen Hepatitis B Impfstoffs mit CpG-DNA eine
hundertprozentige Serokonversion und stark erhohte Antikorpertiter (Davis et al.,
2000). In klinischen Versuchen am Menschen konnten durch die Kombination von
CpG-DNA mit einem Hepatitis B Impfstoff viel hohere Impferfolge erzielt werden
(Krieg, 2002b).

Bei der sogenannten DNA-Vakzinierung handelt es sich um eine junge und wichtige
Technik zur Induktion von Immunantworten auf ein Protein-Antigen. Die
Immuneffekte basieren auf den in der DNA enthaltenen CpG-Motiven (Klinman et al.,
1997; Tighe et al., 1998) und stellen sich wie oben beschrieben dar. Die meist
verwendete Plasmid-DNA (daneben gibt es Versuche mit mRNA) enthilt die
Gensequenz des betreffenden Antigens, das von transfizierten Zellen exprimiert und
prasentiert wird. Im Vergleich zu herkommlichen Impfstoffen bietet die DNA-
Immunisierung verschiedene Vorteile. So fithrt sie zum Beispiel zu einer starken
humoralen Immunreaktion sowie einer effizienten CTL-Antwort. Ein weiterer Aspekt
sind die geringeren Nebenwirkungen im Gegensatz zu attenuierten Lebend-Vakzinen.
Vom technologischen Standpunkt aus ist es weiterhin moglich eine grof3e Bandbreite
an Antigenen abzudecken, wdhrend Okonomisch betrachtet die Herstellung und
Lagerung einfacher und kostensparender ist als bei vielen konventionellen

Impfpraparaten (Schirmbeck and Reimann, 2001).

1.6 Fragestellung

Die Immunisierung mit nackter DNA, die die Sequenz fiir ein bestimmtes Antigen
enthdlt, ist derzeit das Objekt zahlreicher Untersuchungen. Diese Technik ist
dahingehend besonders attraktiv, da hiermit sowohl zelluldre als auch humorale

Immunantworten induziert werden konnen (Donnelly et al., 1997; Gurunathan et al.,
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2000; Schirmbeck and Reimann, 2001). Die Stirke der Immunantwort ist dabei von
verschiedenen Faktoren abhidngig, wie zum Beispiel der Genexpression oder der
Immunogenitét des exprimierten Antigens. Wie zuvor schon ausfiihrlich beschrieben
sind die Immuneffekte von bakterieller Plasmid-DNA auf die in ihr enthaltenen CpG-
Motive zuriickzufiihren (Krieg, 2002a; Wagner, 1999). Man geht davon aus, dass bei
nackter DNA dessen immunostimulatorische Wirkung durch CpG-Motive im
Antibiotika-Resistenz-Gen oder in nicht kodierenden Abschnitten vermittelt wird
(Klinman et al., 1999a; Sato et al., 1996). Wie oben bereits ausfiihrlich dargestellt,
werden die Signale von CpG-DNA via Toll-like-Rezeptor 9 vermittelt. Bis dato ist
jedoch unklar, ob auch die Effekte von nackter Plasmid-DNA TLR9-abhéngig sind.

In dieser Arbeit soll nun unter Verwendung des Modell-Proteins Ovalbumin (OVA)
bzw. dessen Peptids SIINFEKL der Frage nachgegangen werden, ob nackte Plasmid-
DNA das murine Immunsystem iiber TLR9 aktiviert.

In ersten Vorexperimenten soll die Funktionsfdhigkeit des Plasmids fiir die
Peptidexpression sowie die Sekretion tiberpriift werden.

Zur Etablierung eines Protokolls und dem Nachweis einer funktionellen Relevanz der
Immunisierung mit dem Plasmid-DNA-Modell sollen dann Wildtyp-Méuse vakziniert
werden und mogliche induzierte CTLs mittels CTL-Assay mit SIINFEKL-gepulsten
EL-4 Zellen getestet werden. Positive Ergebnisse wiirden die Moglichkeit einer
Vakzinierung mittels der Plasmid-DNA bestidtigen und bei einer spéteren
Untersuchung von Knockout-Tieren hilfreich sein.

Anhand der Expression der Aktivierungsmarker sowie der Zytokinproduktion sollen
die einzelnen Zellpopulationen (B-Zellen, DCs, Makrophagen) auf ihre Reagibilitét
auf Plasmid-DNA untersucht werden. Dabei soll der Frage nachgegangen werden, ob
pDNA moglicherweise eine Zellpopulation spezifisch stimuliert oder synergistisch alle
Populationen des Innate Immunsystems aktivieren kann.

In einem weiteren Schritt soll fiir die einzelnen Zellpopulationen unter Verwendung
von TLRY-gendefizienten Miusen (TLR9”) untersucht werden, ob die
Plasmidstimulation TLR9-vermittelt ist.

Hierzu soll die Proliferation von B-Zellen, die IFNo-, IL-6-Produktion und
Oberflachenexpression kostimulatorischer Molekiile von DCs, sowie die Lyseaktivtét
und quantitative Induktion SIINFEKL-spezifischer CTLs jeweils aus TLR9™*- und
TLR9”- Miusen nach Plasmidstimulation bzw. Plasmidvakzinierung verglichen
werden. Unterschiede zwischen wt- und ko-Zellen wiirden eine TLR9-Vermittlung
beweisen, identische Ergebnisse Hinweise flir einen weiteren bis dato unbekannten

Signalweg liefern.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Weibliche C57BL/6 Miuse wurden von der Firma Harlan Winkelmann (Borchen,
Deutschland) bezogen.

Die C57BL/6 Toll-like-Rezeptor-9-gendefizienten (TLR9”) Miuse wurden
freundlicherweise von Shizuo Akira, Osaka-University Japan, {iberlassen und am
Institut geziichtet und auf einen C57BL/6 Hintergrund zuriickgekreuzt.

Alle Tiere wurden unter speziellen pathogenfreien Bedingungen gehalten und im Alter
von 8-12 Wochen verwendet.

2.2 Zellkulturen

- ANA: Murine Makrophagen-Zelllinie von C57BL/6 Maéusen. Erworben von
American Type Culture Collection (Rockville, MD).

-EL-4:  (H-2") Thymom-Zellen. Erworben von American Type Culture Collection
(Rockville, MD).

- B3Z: Somatisches T-Zell-Hybridom. Entstanden durch die Fusion des OVA/K"-
spezifischen zytotoxischen Klon, B3, mit einem lacZ-induzierbaren Derivat
eines BW5147 Fusionspartners. Die Zelllinie wurde freundlicherweise von
Dr. B.L. Kelsall (National Institutes of Health, Bethesda, MD) zur
Verfiigung gestellt.

-293T: Humane, embryonale Nierenzellen. Erworben von American Type Culture
Collection (Rockville, MD).

-J774:  Murine Makrophagen-Zelllinie. Erworben von American Type Culture
Collection (Rockville, MD).

Die Zellen wurden in VLE RPMI 1640 (Biochrom, Berlin, Deutschland, FG 0435)
Medium bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Dabei wurden folgende Zusitze verwendet:

- FCS (Biochrom, S 0115) 10%, hitzeinaktiviert
- 2-Mercaptoethanol (Gibco Life Technologies, Karlsruhe,

Deutschland Cat.N° 31350-010) 1 ul/ml Medium
- Penicillin/Streptomycin (Biochrom, A 2213) 10pl/ml Medium
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2.3 Plasmide
Die Plasmide wurden freundlicherweise iiberlassen von R.M. Vabulas.
- pC-OVA: Antibiotika-Resistenz: Ampicillin
Backbone: pcDNA3
Insert: pAc-neo-ova
- pPFLAG-OVA: Antibiotika-Resistenz: Kanamycin
Backbone: pCMV-Tag2C
Insert: pC-OVA
- pcDNA3: leerer Plasmid Vektor Invitrogen

S Sz

pC-OVA pFLAG-OVA
2.4 Transformation
Bei der Transformation werden Bakterien dazu gebracht Plasmid in ihr Inneres

aufzunehmen und dort wie ihr eigenes Erbgut zu replizieren.

2.4.1 Material/ Reagenzien Transformation

- KCM (5x): 2M KC1 2,5ml
IM CaCl, 1,5ml
1M MgCl, 2,5ml
H,O auf 10ml
- DH5a: Escherichia coli Stamm
- SOC-Medium: Invitrogen (Carlsbad, CA) 15544-034
- gH,0 (Water for Embryotransfer): Sigma (Miinchen, Deutschland) W1503
- Glycerol: Sigma G6279
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2.4.2 Protokoll Transformation
1. KCM-Ansatz: pro Transformation ein Eppendorf Cup

KCM (5x) 20ul
DNA=Plasmid (0,1pg) Iul

— auf Eis stellen
Bakterien DH5a auftauen und sofort auf Eis stellen.
Mit gekiihlten Pipettenspitzen je 100ul Bakterien/ Transformation dazugeben.
20 min auf Eis stehen lassen.
1 min Hitzeschock bei 42 °C.
1-2 min auf Eis stellen.
Je 400ul SOC-Medium in Raumtemperatur dazugeben.
Fiir 45 min bei 37°C schiitteln (bei 300 rpm).
Je 50ul auf Lb-Platte mit dem Antibiotikum, das der Antibiotika-Resistenz
des Plasmids entspricht) ausplattieren.
10. Platten iiber Nacht bebriiten.

11. Am néchsten Morgen: eine Kolonie mit Pipettenspitze antupfen und in ca. 10ml

A I A T

fliissiges Lb-Medium + Antibiotikum [1pul/ml] iiberbringen, bis Spidtnachmittag
angedeckelt auf Schiittler im Brutschrank inkubieren.
12. Am Spitnachmittag: in Erlenmeyer-Kolben mit ca. 500ml Lb-Medium mit
Antibiotikum tiberfiihren, iber Nacht auf Schiittler inkubieren.
13. Am néchsten Morgen:
- Zur Aufbewahrung: Herstellen von Glycerolstock: 700ul Bakterien-Suspension +
300ul 50%Glycerol /Vial in —80°C.
- Plasmidaufreinigung nach 12. bzw. aus Glycerolstock gefrorene Bakterien auf
Platte auftragen und weiter ab 10.

2.5 Plasmidaufreinigung

Mit Hilfe des Qiagen EndoFree™ Plasmid Mega Kits wird Plasmid aus einer
Suspension von Bakterien, die zuvor mit dem Plasmid transformiert und

hochgeziichtet wurden (siehe 2.4), aufgereinigt.
2.5.1 Material/ Reagenzien Plasmidaufreinigung

- EndoFree™ Plasmid Mega Kit: QIAGEN (Hilden, Deutschland)
Cat.N°: 12381
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- Isopropanol: Apotheke Klinikum Rechts der Isar (Miinchen,
Deutschland) 2-017

- lowtox PBS: (Phosphat gepufferte Salzlosung)
Sigma D8537

- Messgerit: TBI Molbiol (Berlin, Deutschland) Ultrospec 3000

pro (UV/ visible Spectrophotometer)

2.5.2 Protokoll Plasmidaufreinigung

Vorbereitung: Transformierte Bakterien hochziehen siehe Punkt 2.4.2 9.-12.

1. Bakterien zentrifugieren mit SLA1500-Zentrifuge, 6000rpm, 15 min, 4°C.

2. Uberstand abschiitten.

3. Pellet mit 50ml /Plasmid Puffer P1 + RNAse resuspendieren.

4. 50ml Puffer P2 dazugeben, vorsichtig vermischen, 4-6x schiitteln, be1 RT 5min
inkubieren.

5. 50ml gekiihlten Puffer P3 dazugeben, gleich mischen (vorsichtig, 4-6x schiitteln),
sofort:

6. Lysat in Cartridge (auf autoklavierte 500ml Flasche geschraubt) fiillen, 10 min bei
RT inkubieren.

7. Mit Vakuum-Pumpe Fliissigkeit durch Cartridge laufen lassen, S0ml FWB-Puffer
in Cartridge fiillen, vorsichtig mit sterilem Spatel umriihren, nochmals mit Vakuum
durch Filter pumpen.

Achtung: ab hier nur noch Plastikmaterial verwenden!

8. 12,5ml ER-Puffer zum gefilterten Lysat geben. 10x schiitteln und 30 min auf Eis
inkubieren.

9. Nach 25 min Qiagen-Tip 2500 Filter mit 35ml QBT equilibrieren.

10. AnschlieBend inkubiertes Lysat in Filter geben, durchlaufen lassen.

11.Filter mit insgesamt 200ml QC-Puffer waschen, alles von Schritt 9-11 in
Becherglas laufen lassen.

12.DNA mit 35ml QN-Puffer in 100ml Fldschchen eluieren.

13. Eluierte DNA mit 24,5ml Isopropanol RT prézipitieren, vortexen und sofort bei
4000rpm, 45min, 4°C zentrifugieren, Uberstand vorsichtig abgieBen.

14.4ml endotoxinfreies 70% Ethanol zu DNA Pellet, vorsichtig das Pellet in 2ml
Eppendorf Cup tiberfiihren, 10min bei 14000rpm zentrifugieren.

15. Uberstand abnehmen und Pellet in gedffnetem Cap unter Flow trocknen lassen bis
Pellet glasig ist. In passendem Volumen lowtox PBS (—500ul/Plasmid) losen.
Uber Nacht in Kiihlschrank stellen.
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16.Am nichsten Tag 1h bei 37°C schiitteln = I6sen. 5min bei 14000rpm
zentrifugieren, Uberstand in neues Eppendorf Cup iiberfiihren.

17.Messen der Reinheit der DNA bei 1:100 Verdiinnung: Sul DNA + 495ul gH,O in
Eppendorf Cup vorbereiten, dann in Kiivette fiillen und gegen 495ul gH,0 + 5ul
lowtox PBS bei 260 und 280nm messen.

18.DNA auf 2ug/ul einstellen. Aufbewahrung bei —20°C.

2.6 Transfektion
In dieser Arbeit wird bei einer Transfektion Plasmid mittels Elektroporation in Zellen

eingeschleust.

2.6.1 Material Transfektion
- Gene Pulser: Biorad (Krefeld, Deutschland)

2.6.2 Protokoll Transfektion
1. Zellen zdhlen und entsprechend gewiinschter Menge fiir Transfektion in yellow-
Cup iiberfiihren, zentrifugieren (5min, 1200rpm) und Uberstand absaugen.
2. Zellpellet mit 400ul RPMI (25% FCS)/ Transfektion resuspendieren.
3. Plasmid in Eppendorf Cup vorlegen, je Cup 400ul Zell-RPMI-Mix zugeben,
resuspendieren und in vorbereitete Kiivetten tiberfiihren.
4. 4. Elektroporation: Capacitance Extender 960uF
Gene Puber EXT
Gewlinschte Volt einstellen.
5. Ca. 10 min warten, unter Umstidnden mit ca. Sml Medium waschen.
6. Ausplattieren auf 6-well-Platten, Inkubation bei 37°C.

7. Weiterverwendung fiir Westernblot und Prisentationsassay.

2.7 Prisentations-Assay

Bei diesem Assay wird die Priasentation von SIINFEKL (Peptidsequenz 257-264 von
Ovalbumin) auf der Oberfliche der mit Plasmid transfizierten ANA-Zellen
(Makrophagen) untersucht. Gemessen wird die LacZ-Aktivitdt von B3Z-Zellen, einem
SIINFEKL/K’-spezifischem T-Zell-Hybridom, das mit einem LacZ-Reporter, der
unter der Kontrolle von IL-2 Gen-Promotor-Elementen steht, transfiziert wurde. Die
transfizierten ANA-Zellen werden mit B3Z koinkubiert. Werden nun die B3Z-Zellen
durch SIINFEKL aktiviert, farben sie sich blau und kénnen am Mikroskop ausgezahlt

werden.
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2.7.1 Material/ Reagenzien Prisentations-Assay
- Entwickler-Mixtur: Kj; Fe(CN)g Potassium Ferrocyanid (Sigma, P-3667)  30ul
K4 Fe(CN)¢ Potassium Ferrocyanid (Sigma, P-3289) 30l

MgCl, (Roth, A5371) 15ul
10% Triton X-100 (Biorad, Cat. 161-0407) 30ul
10xPBS (Sigma D8537) 300pl
H,O (autoklaviert) 2555ul
X-Gal (5-Bromo-4Chloro-3Indolyl-B-D-Galactoside,
Gibco, 15520-018) 150ul
- Glutaraldehyd 50%: Sigma G 6403
- lowtox PBS: Sigma D8537

2.7.2 Protokoll Prisentations-Assay

1. ANA-Zellen transfizieren (siche Punkt 2.5), im Brutschrank (37°C) inkubieren.

2. Nach ca. 9h mit B3Z in gewlinschter Verdiinnung in 96-well-Platte (Rundboden,
steril) auspippetieren, iiber Nacht bei 37°C inkubieren.

3. Entwicklung: Zunéchst auf Flachboden-Platte iibertragen, bei 1200rpm 2 min
zentrifugieren, Uberstand abnehmen.

4. Mit 100ul 0,5% Glutaraldehyd/well fixieren, 10 min bei RT inkubieren.

5. Zentrifugieren, Uberstand abnehmen, mit 200ul PBS waschen, zentrifugieren,
Uberstand abnehmen.

6. 100ul/well Entwickler-Mixtur dazugeben und weiter inkubieren.

7. Nach ca.4h: am Mikroskop blau gefarbte Zellen/ Gesichtsfeld auszihlen.

2.8 Western Blot

Mit einer SDS (Sodium dodecyl Sulfate)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) werden Proteine zundchst nach threm Molekulargewicht aufgetrennnt.
AnschlieBend werden die Proteine aus dem Gel auf eine immobilisierende
Nitrozellulose-Membran transferiert (,blotting’). Nun kann die Position eines Proteins
durch spezifische Antikorper erkannt werden. Dabei sind die Antikorper mit Enzymen
gekoppelt, die chemilumineszente Signale abgeben und auf einem Film entwickelt

werden konnen.
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2.8.1 Material/ Reagenzien Western Blot

- 4x UGB-Puffer
(upper gel buffer =
4x lower TrisHCI pH 6,8):

- 4x LGB-Puffer
(lower gel buffer =

4x lower Tris HCI pH 8,8):

- Semidry-Transfer-Puffer:

- Trenngel (pH 8.,8)
(fiir ca. 10 Gele):

- Sammelgel (pH 6,8)
(fiir 2 Gele):

Tris (Roth, Karlsruhe,
Deutschland: Art. 5429.2)
SDS10% (Sodium dodecyl
Sulfate, Sigma L5750)

60g = 0,5M

40ml = 0,4%

— pH 6,8 mit HCI einstellen auf 11 H,O Milipore

(nicht mit NaOH arbeiten)
Tris (Roth, Art. 5429.2)
SDS10% (Sigma L5750)

152¢ = 1,5M
40ml = 0,4%

— pH 8,8 mit HCI einstellen auf 11 H,O Milipore

(nicht mit NaOH arbeiten)
Tris (Roth, Art. 5429.2)
Glycine (Sigma, G-8898)
SDS10% (Sigma L5750)

Methanol (Merck, Darmstadt,
Deutschland, 1.06009.2511)

— auf 21 mit H,O Milipore
4x LGB

Acrylamid 30%

(Biorad #161-0158)

H,0 (autoklaviert)

APS 10-20%

(Adensosin ‘5 Phosphosulfat,

Sigma, A-5508)
Temed (Pierce, Bonn,
Deutschland #17919)

11,64¢g
5,86g
7,5ml
400ml
25ml
25ml
50ml

400p1

70ul

Gel rasch gie3en, 400u] Butanol (Sigma, BT-105) auf
jedes Gel geben, damit Gel eben wird. 1-2h bei RT fest

werden lassen, Butanol

unter flieBendem H,0O

abwaschen und Gele in 1xLaufpuffer kiihl lagern.

4xUGB RT (s.oben)
Acrylamid 30%

(Biorad # 161-0158)

H,O (autoklaviert)
APS10% (Sigma, A-5508)

Temed RT (Pierce, #17919)

30

3,75ml

2,4ml
13,8ml
70ul
30ul
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- 5xLaufpufter:

- 10xTBS :

- TBST:

- Skim Milk Powder:

- 1x Lammli Puffer:

Kammer mit Stabpipette ohne Luftblasen zwischen
Glas und Plastikwand fiillen.

Tris (Roth, Art. 5429.2) 151g

Glycine (Sigma, G-8898) 940¢g

SDS 0,5% 50g = 50ml
SDS10% (Sigma,
L5750)

— auf 101 mit H,O Milipore auffiillen, pH nicht
einstellen, sollte wenn man Puffer 1x verdiinnt pH 8,3
sein

Tris (Roth, Art. 5429.2) 0,2M 242¢g
NaCl (Roth, Art. 3957.2) 1,37M  80g

— pH 7,6 mit HCI einstellen, mit H,O Milipore auf 11
IxTBS (= 11 10xTBS + 91 H,O Milipore) + 10ml
Tween 20 (Poly Oxyethylenesorbitan Monolaurate,
Sigma, P-5927)

Fluka Biochemika (Miinchen, Deutschland) #70166

Tris Hydrochlorid

(Roth, Art. 9090.3) pH6,8 6,25ml
SDS (Sigma L5750) 2g
Glycerol (Sigma G6279) 50g
EDTA (Sigma 6758) 58,44mg
Bromphenolblau

(Sigma, B5525) 100mg
— H,0 auf 100ml

- Lammli Puffer fiir Zelllyse: 4x Lammli + 10% DTT (1,4 Dithiothreitol, Roche

- Zelllyse-Puffer = ERK-
Lyse-Puffer
(fiir 12well-Platte):

Diagnostik, Mannheim, Deutschland, 708984)
HEPES pH7,5

(4-(2- Hydroxyethyl)piperazine-
1-ethansulfonic acid,

Fluka Biochemika 54457) 25mM
NaCl (Roth, Art. 3957.2) 150mM
EDTA (Sigma E6758) ImM
EGTA (Sigma E4378) ImM
Glycerol (Sigma G6279) 10%
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- Trichloressigsdure 50%:

- Gel Blotting Papier:

TritonX-100

(Biorad, Cat. 161-0407) 1%

3ml
Leupeptin
(Roche Diagnostik, 1017101) 20ul
Aprotinin
(Roche Diagnostik, 236624) 40ul
PMSF
(Phenylmethansulfonylfluorid, 4ul

Sigma, P7626)
(TCA 50%) Roth, Art. 8789.1
Schleicher&Schnell (Dassel, Deutschland) #10426994

- Protron Nitrocellulose Transfer Membran 0,45um: Schleicher&Schnell #10401196

- Geriate:

- Entwickler:

- Entwickler-Kammer:
- Film: Hyperfilm™ ECL™

Gelkammer: Hoefer SE 250 (Hoefer Scientific

Instruments, San Francisco, CA)

Trans Blot SD Semidry Transfer Cell (Biorad)

Perkin Elmer Life Sciences, Inc. (Boston, MA)

Western Lightning enhanced humid reagent: 1:1
Western lightning NEL 101
Oxidating reagent NEL 102

Kodak® x-omatic cassette

amersham pharmacia biotech (Freiburg, Deutschland)

RPN 3103K

2.8.2 Antikorper fiir Western Blot

- Erstantikorper: anti OVA Sigma A 6075 1:5000
Zweitantikorper:  Goat anti Mouse Sigma A9917 1:10000
- Erstantikorper: anti Flag M2 Sigma F3165 1:4000
Zweitantikorper:  Goat anti Mouse Sigma A9917 1:10000
- ERK-Lyse-Kontrolle:
Erstantikorper: Anti MAP Kinase/  Upstate Cell Signaling 1:2000
ERK 1/2-CT Solutions # 06-182 (vertrieben

iiber Biomol, Hamburg,
Deutschland) Upstate Cell

Zweitantikorper:  Anti Rabbit IgG Signaling Solutions # 12-348  1: 5000
(HRP Conjugate)
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2.8.3 Zelllyse fiir Western Blot

- Lyse der transfizierten Zellen:

l.

Eppendorf Cups beschriften und auf Eis stellen.

2. Medium von 6-well-Platte mit tranfizierten Zellen absaugen, Platten auf Eis stellen.

Mit Multistepper 200ul/well Lyse-Puffer, 10min auf Eis inkubieren, dann 2-3mal
an Tischkante klopfen.

4. Je Probe 180ul in Eppendorf Cup tliberfiihren, dann einzeln weiterbehandeln:

60ul 4xLammli-Puffer+tDTT10% dazugeben, schnippen und S5min bei 95°C
inkubieren.
3mal mit Ultraschall behandeln.

. Eppendorf Cups 10min bei 14 000rpm zentrifugieren, dann bei —80°C einfrieren

oder auf Western-Blot-Gel auftragen (nach Auftauen wieder Smin bei 95°C

erhitzen und zentrifugieren).

- Lyse des Uberstands von transfizierten Zellen:

1.

N » ok

500ul Uberstand von 6-well-Platte mit transfizierten Zellen abnehmen und 5min
bei 13 000 rpm zentrifugieren.

400ul Zweitiiberstand in beschriftete Eppendort Cups, 100ul 50% TCA (TriChlor
Essigsdure — 10% Endkonzentration der TCA), 30min auf Eis inkubieren.
Zentrifugieren bei 4°C, 5Smin, 14 000rpm, Uberstand mit Pipette abnehmen und
noch mal zentrifugieren.

100pl 4xLammli + 10%DTT hinzugeben, Lysat wird gelb

Langer mit Ultraschall behandeln als bei normaler Zelllyse.

Eventuell mit NaOH neutralisieren bis Lysat wieder blau.

wie Schritt 7. bei normaler Zelllyse

2.8.4 Protokoll Western Blot

1.

Trenngel (siehe unter 2.8.1) senkrecht in Kammer stellen, mit 2 roten Klammern
Gelplatte mit Plastikrahmen verbinden.

Sammelgel herstellen (siehe unter 2.8.1).

Kamm seitlich beginnend in Sammelgel schieben bis er am Rahmen aufliegt, ist
nach ca. 30 min fest.

Standard (See Blue™ Plus 2, Novex #LC5925) und Proben (wenn tiefgefroren,
sonst schon bei Lyse unter 2.8.3) Smin bei 95°C erhitzen und anschlieBend

zentrifugieren.
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4. Kammern, Raum zwischen Gel und Plastikrahmen und Reservoir bis zum Plateau
mit Laufpuffer fiillen.

5. 5ul Standard ganz links, Proben in nachfolgende Kammern.

6. Laufkammer schlieBen und an Stromkreis anschliefen: 180V, 50mA pro Gel,
Laufzeit ~ 50min.

Wihrenddessen Gel-Blotting-Papier (4 Stiick pro Gel), Nitrocellulose-Membran
zurechtschneiden.

7. Semidry-Methode:

Laufrichtung der Proteine vom Deckel (negativer Pol) zum Boden (positiver Pol).
Blotting-Papier und Membran in Semidry-Transfer-Puffer einweichen,
wiahrenddessen:

8. Gel stoppen, vorsichtig Glasplatte von Plastikplatte trennen, Gel in Grofe von
Membran bringen ( oben Kammern und unten unbenutzter Abschnitt entfernen)

9. Membran auf zwei Blotting-Papieren auf Biorad Trans Blot SD Semidry Transfer
Cell legen, gut mit Semidry-Transfer-Puffer befeuchten, Gel vorsichtig auf
Membran legen, mit zwei weiteren eingeweichten Papieren abdecken. Luftblasen
vermeiden und immer alles gut mit Puffer anfeuchten.

10. Gerit einschalten: 2mA/cm? Gel, 25 V, Transfer-Zeit 30min- 1h.

11. Vorsichtig Gerdt 6ffnen, Standard-Banden sollten auf der Membran sichtbar sein.
Mit Kugelschreiber Membranen numerieren und Standard-Banden nachzeichnen.

12. Blocken der Membran fiir 1-2h in 5% milk-powder in TBST

13.Milchlésung abschiitten, mit 1xTBS waschen und wieder TBS auf Membran
geben.

14. Erst-Antikorper in entsprechendem Verhiltnis in 5%milk-TBST verdiinnen, TBS
wegschiitten, Ak-Verdliinnung auf Membran geben (Membran darf nicht
austrocknen! optimal 6ml/Membran), iiber Nacht im Kiihlraum schwenken.

15. Am nichsten Tag Ak-Losung verwerfen, 3x mit TBST waschen (immer 5-10min
schwenken).

16. Sekundér-Antikdrper in  entsprechender Verdinnung in  5%milk-TBST,
10ml/Membran, 1-2h bei RT schwenken, danach wieder 3x mit TBST und 1x mit
TBS waschen.

17.Entwickler 1:1 5ml/ Membran, Imin schwenken. Membran in Entwickler-Kammer

zwischen 2 Folien und in Dunkelkammer entwickeln.

34



Material und Methoden

2.8.5 Strippen eines Western Blots

Dabei wird die Membran nach Erstentwicklung vom Antikorper befreit und ein neuer

Antikorper gebunden.

Material:

Pierce Strip Losung: Restore™™ Western Blot Stripping Buffer # 21059

. Membran kurz mit H,O Milipore waschen, je Membran 10ml Pierce Strip Losung
RT auf Membran, 20 min bei RT schwenken lassen. Noch einmal kurz mit
MiliporeH,O waschen.

. Blockieren mit 5%milk in TBST, 1h bei RT schwenken.

. 1x mit 1XTBS waschen, noch einmal TBS.

4. Wie 2.7.3 ab Schritt 16

2.9 Immunisierung

2.9.1 Material/ Reagenzien Immunisierung

- Plasmid: siche unter 2.3
- Ovalbumin (OVA):  Sigma A2512
- 1668: Phosphotioat-modifiziertes Oligonucleotid mit folgender

Sequenz: 5°-TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT-3’, TIB
Molbiol, Berlin Deutschland

- Inkomplettes

Freund’sches Adjuvans Sigma F-5506, [FA: 300pg OVA = 1:1

(IFA):

- Spritzen: Iml SubQ, Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

#305501

2.9.2 Immunisierungsprotokoll

Zur Etablierung der Immunisierung wurden zunédchst nur Wildtyp-Mause (C57/B16)

verwendet. Injiziert wurden Gruppen von je zwei Tieren. Jede Maus erhielt 200ug

Plasmid in 100pl lowtox PBS. Die Kontrolltiere wurden mit ebenfalls 100ul

Injektionsgemisch aus 3mg/ml Ovalbumin und 1nmol/pl 1668 gespritzt. Es wurden

folgende Injektionsmodi untersucht: intramuskuldre Injektion in den Musculus

quadrizeps femoris und subkutane Injektion in die Schwanzbasis. AuBlerdem wurde die

Anzahl der Restimulierungs-Injektionen nach dem Priming von keiner bis zweien

variiert.
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2.10 Organgewinnung und in vitro Restimulation

2.10.1 Material/ Reagenzien Organgewinnung und in vitro Restimulation

- Einmalsieb (100um):
- ACK-Puffer: zur
Erythrozyten-Lyse

- SIINFEKL.:

- rekombinantes IL-2

(human)

Falcon®™: Becton Dickinson #352360

NH,CI (Sigma A4514) 0,15M 8,29¢g
KHCO; (Aldrich 361038) 10,0mM lg
Na,EDTA (Aldrich 106313) 0,ImM 37,2¢g

— 800ml H,O hinzufiigen und mit 1N HCI pH zw. 7,2 und
7,4 justieren, danach mit H,O auf 11 auffiillen.

— Durch 0,2pum Filter steril filtrieren, bei Raumtemperatur
aufbewahren.

Peptidsequenz 257-264 von Ovalbumin: Ser-Ile-Ile-Asn-
Phe-Glu-Lys-Leu, Research Genetics Inc, Huntsville, AL
freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Eurocetus
(Amsterdam, Niederlande).

2.10.2 Protokoll Organgewinnung und in vitro Restimulation

Die Versuchstiere wurden zu entsprechenden Zeitpunkten nach Plasmid-Injektion

mittels CO, getotet. Unmittelbar darauf wurde jedem Tier die Milz entnommen und
bis zur weiteren Aufbereitung in RPMI-Medium ohne FCS aufbewahrt.

Zur in vitro Stimulation wurde im Folgenden jede Responder-Milz einzeln, steril

verarbeitet.

1. Naive Méuse (Stimulatoren):

- Isolierte Milz mit sterilem Spritzen-Stempel und RPMI 0% zur

mechanischen Zerkleinerung iiber ausgekochte metallische Netze und

anschlieend zum Filtern von groben Organbestandteilen iiber Plastik-

Einmalsieb schicken.

- Erythrozyten mit 5ml ACK-Puffer pro Milz 5min lysieren, dann mit 5ml
RPMI 10% (37°C) Lysereaktion stoppen.

- Suspension 5min bei 1200upm zentrifugieren, absaugen, Zellen zéhlen.

- Auf 5Mio/ml einstellen und mit 0,5uM SIINFEKL 1,5h inkubieren.

- Anschlielend 2x mit je 50ml RPMI 10% waschen.

- Irradieren der Stimulator-Zellen: 884 sec, 3000rad.

- Zellen mit RPMI 10% auf 2Mio/ml einstellen.

2. Immunisierte Mause (Responder):

- Isolierte Milz wie oben behandeln.
- Nach Erythrozyten-Lyse mit RPMI 10% auf 5Mio/ml einstellen.
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3. Zellen auf 24-well-Platte (2ml/well) aussidhen:
- Je 2Mio geladene Stimulatoren.
- Je 5Mio Responder.
- Je 10U/ml rIL-2.
- 7d in isoliertem (nur T-Zellen) Brutschrank inkubieren. AnschlieBend CTL-
Assay.

2.11 CTL-Assay

Zum Priming von zytotoxischen T-Lymphozyten siehe 2.9 Immunisierung. In vitro
Restimulation der geprimten T-Zellen sieche 2.10 Organgewinnung und in vitro
Restimulation.

EL4-Zellen werden mit radioaktivem Chrom (°'Cr) beladen, wovon die Hilfte der
Zellen anschlieBend mit SIINFEKL inkubiert wird. Nach mehreren Waschvorgéngen
werden die EL4-Targetzellen zusammen mit den Effektor-T-Lymphozyten inkubiert.
Die mit Peptid beladenen Targetzellen werden von den Immunzellen, die bereits zuvor
in vivo SIINFEKL gesehen haben, erkannt und lysiert. Dabei wird das *'Cr freigesetzt
dessen y-Strahlung anschlieBend im Uberstand gemessen wird. Je effektiver die Lyse

ist, desto hoher ist auch die Menge des freigesetzten Chroms.

2.11.1 Material/ Reagenzien CTL-Assay
- Chromium-51:  amersham pharmacia biotech (Freiburg, Deutschland), CJS4,
185MBq, Lot 0138

2.11.2 Protokoll CTL-Assay
1. EL-4-Zellen (Targetzellen)
- zdhlen u. einstellen auf 2Mio/100ul RPMI 10%.
- 100pu1°'Cr (100p1=18,5MBq) zu EL-4 Losung geben.
- 1,5h im Brutschrank inkubieren.
2. Zytotoxische T-Zellen vorbereiten:
- Siehe zunéchst unter 2.10.
- Nach einer Woche Inkubation aus allen wells gleich immunisierte Zellen
zusammenpipettieren.
- Smin bei 1200upm zentrifugieren, absaugen, resuspendieren und zihlen.
- Mit RPMI 10% auf 1Mio/ml einstellen
- Auf 96-well-Platten (Spitzboden) 100ul/well nach Schema ausplattieren
3. Target-Zellen mit Peptid pulsen:
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Smin bei 1200upm zentrifugieren, 1x waschen.

Mit 1ml RPMI 10% resuspendieren, somit befinden sich in 0,5ml 1Mio
Target-Zellen. Aufteilen auf zwei Gruppen:

a.) ohne Peptid: 0,5ml RPMI 10% + 0,5ml Targetsuspension

b.) mit Peptid: 0,5ml RPMI 10% mit 100nM SIINFEKL + 0,5ml
Targetsuspension.

30 min im Brutschrank inkubieren. Anschliefend mindestens 2x mit je 10ml
RPMI 10% waschen.

4. CTLs und Target-Zellen zusammenfiihren:

Je Target mit 1ml Medium resuspendieren, so dass 1MioTarget-Zellen/ml =
1000Zellen/pl.

Targetsuspension so verdiinnen dass 1000Zellen/100pul

Je 100pu] Target-Suspension/well mit 12 Kanal-Pipette auf vorbereitete 96-
well-Platten.

4-6h bei 37°C inkubieren.

5. Mit 12 Kanal-Pipette vorsichtig je 100ul Uberstand der inkubierten Zellen in

Counter-Rohrchen tibertragen (Maximallyse erst 5-10x resuspendieren)

6. y-Counter einsortieren. Messung der radioaktiven Aktivitat.

7. Auswertung:

Die spezifische Lyse wird nach folgender Formel berechnet:

%spezifische Lyse = [cpm(Probe) — cpm(Spontanlyse) / cpm(Maximallyse) —

cpm(Spontanlyse)] x 100

cpm = counts per minute

Die Spontanlyse variierte zwischen 5 und 12%.

2.12 Generierung von B-Zellen aus der Milz

2.12.1 Material/ Reagenzien Generierung von B-Zellen
- MACS (Magnetic Cell Sorting of Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,
Mouse Leukocytes): Deutschland)
CDA43 (Ly-48) mouse MicroBeads:  Lot: 5020715005, Mat N°: 120-000-302, Ord:

130-049-801, zur Isolierung von unberiihrten

B-Zellen
Separation Columns: charge 5011122067, Mat N°: 120-000-475
- Ammoniumchlorid (NH4Cl): Sigma A4514
- lowtox PBS: Sigma D8537
- RPMI komplett: siche unter 2.2
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2.12.2 Protokoll B-Zell Generierung

1. Milz steril entnehmen, in 50ml Tube mit Medium geben und auf Eis stellen.
Im weiteren Verlauf unter Sterilbank arbeiten!

2. Milz auf vorbereitetes, ausgekochtes Metallnetz, das iiber Zellschale mit Sml
lowtox PBS (immer 4°C) liegt, geben.

3. Milz mit sterilem Spritzenstempel zerreiben und Metall-Sieb mit 10ml PBS spiilen.
Zell-PBS-Gemisch mit Pipette resuspendieren.

4. Suspension iiber 100pm Einmalsieb in 50ml Tube schicken und mit 5ml PBS
spiilen.

5. Resuspendieren und 1:4 Zahlen, sollten ca. 100 Mio Zellen sein. Die restlichen
Zellen bei 1500rpm 5min zentrifugieren.

6. Uberstand abschiitten und Pellet mit 1ml PBS anspiilen, dann 2ml
Ammoniumchlorid zur Erythrozytenlyse auf das Pellet geben. Glas-Pasteur-
Pipetten verwenden. 2 min auf Eis inkubieren.

7. Nach 2 min mit loxtox PBS auf 30ml auffiillen, zentrifugieren (1500rpm, Smin),
abschiitten und nochmals mit 20ml PBS waschen.

8. BEAD-Inkubation: Pellet mit 200ul PBS anspiilen, Zellen vorsichtig
resuspendieren, dann 200ul CD43-Beads dazugeben und gut resuspendieren. Fiir
genau 30 min auf Eis inkubieren; ab und zu sanft schiitteln, damit sich Zellen und
Beads besser vermengen.

9. Nach 30min mit 20ml PBS auffiillen, vorsichtig resuspendieren und bei 1500rpm
Smin zentrifugieren.

10. Uberstand abschiitten und Zellen mit 1ml PBS anspiilen und mit Glas-Pasteur-
Pipette resuspendieren bis die Suspension homogen ist. Weitere 4ml PBS
dazugeben.

11. Suspension auf die mit Sml PBS equilibrierten Macs-Sdulen geben und ganz
durchlaufen lassen. Noch einmal 5ml PBS iiber die Saule schicken.

— Durchgelaufene CD43-negativen Zellen sind die gewollten B-Zellen.

12. Zellen sind jetzt in 10ml. Resuspendieren und Zahlen (1:4). Wahrenddessen
Zellfraktionen Smin bei 1500rpm zentrifugieren.

13. Uberstand Abschiitten und 1ml RPMI komplett (RT) dazugeben, mit Glas-Pasteur-
Pipette resuspendieren bis homogen und weitere 9ml RPMI komplett hinzufiigen,
resuspendieren und auf Eis aufbewahren.

14.Je Zellzahl entsprechende ml entnehmen und in die vorbereitete 12-well-Platte
pipettieren. Ziel: 3Mio/ml/well und Probe.

15.30min im Brutschrank inkubieren, anschliefend stimulieren.
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2.13 Generierung von dendritischen Zellen (DCs) aus dem

Knochenmark

2.13.1 Material/ Reagenzien Generierung von DCs
- RPMI komplett:  siehe unter 2.2

- Spritze: 10ml syringe, Becton Dickinson 02D 10, Kaniile 27G

- GM-CSF: - Zellen auftauen (5Mio/ml) und in groB3e Petrischale in G418-
m-GM-CSF- Medium (RPMI komplett + 500ul G418/50ml) aufnehmen.
Zelllinie - Jenach Zelldichte splitten.

nach 1-2 Wochen, Zellen waschen und in Medium ohne G418
entweder in grof3en Flasks aufnehmen (100ml, ca. 2 Mio/ml),
oder in Flaschen fiir Rotatoren (2x11 a 0,6 x 10%/ml Aussaat,
fiir 2d bzw. bis 2,5 x 10°/ml).
Bei Bedarf splitten (nur bei Flasks).
Wenn eine Dichte von 2,5 Mio/ml erreicht ist oder das
Medium gelb wird, Zellen abzentrifugieren und den
Uberstand in 50ml Falcons iiberfiihren (nicht ganz voll
machen, da sich die Fliissigkeit bei —20°C ausdehnt). Bei —
20°C lagern.
- Einsatz: 1:10 in Medium.
- G418 Gibco, Best.Nr.: 11811-064
(Geneticin - Stock-Konzentration auf 100mg/ml in Aqua injectabile oder
sulphate) Medium aufldsen.
Mit NaOH auf pH 7,4 einstellen (bei Medium bis die Farbe
stimmt).
Steril filtrieren iiber 0,2um Filter.
- Aliquots a 500ul (Einsatz fiir 50ml Medium).

Endkonzentration: Img/ml. Cave: lichtempfindlich!!

2.13.2 Protokoll Generierung von DCs
-Tag0: 1. Femur und Tibia mit sterilem Besteck praparieren, kurz in Petrischale
mit Ethanol geben, dann in Schale mit Medium.
2. Epiphysen abschneiden. Mit 10ml Spritze (27G-Kaniile) jeden
einzelnen Knochen von jeder Seite mit Sml Medium durchspiilen,
Knochenmark in 50ml Tube sammeln.

3. Zellsuspension zentrifugieren (1200rpm, Smin) und in 10ml Medium
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resuspendieren.
4. Zéahlen.
5. 5x 10° pro Petrischale in 10ml Mediumgemisch (9,45ml RPMI
komplett + 550ul GM-CSF)
-Tag3: 10ml Mediumgemisch (9,45ml RPMI komplett + 550u1 GM-CSF)
zugeben.
-Tag5: Zellen vorsichtig abnehmen, zéhlen und auf 3Mio/ml einstellen.

Auf 12-well-Platte ausplattieren und anschlieBend stimulieren.

2.14 Stimulation und Durchfluss-Zytometrie (FACS = Fluorescence-

Activated Cell Sorting) von B-Zellen und DCs
2.14.1 Stimulation
Nach Generierung der Zellen, zunichst aus C57BL/6 und MYD88”~ Miusen wie unter
2.12. und 2.13 beschrieben wurden die B-Lymphozyten am gleichen Tag und die DCs
nach fiinf Tagen in Kultur stimuliert.

Stimuliert wurde mit folgenden Substanzen:

- pC-OVA: siche unter 2.3, in unterschiedlichen
Mengen von 1-500pug

- 1668 CpG: Positiv-Kontrolle, siehe unter 2.9.1, SuM

- LPS: Positiv-Kontrolle, Sigma, Serotyp 055:B5
E.coli, L-4524, 1pg/pl

- Cellfectin® Reagent: Invitrogen CatN°: 10362-010 1mg/ml in

unterschiedlichen Mengen
Nach der Stimulation wurden die Zellen weitere 24h bei 37°C inkubiert und
anschlieBend mit  Fluoreszenz-markierten = Antikérpern  gegen  bestimmte
Oberflichenmolekiile der stimulierten Zellen gefdrbt. AnschlieBend kann das
Zytometer die Fluoreszenz auf einzelnen Zellen in der Suspension detektieren und

somit die Anzahl der Zellen, die bestimmte Molekiile exprimieren feststellen.

2.14.2 Material/ Reagenzien FACS-Firbung
- FACS-Pufter: PBS (Sigma D8537) mit 3% FCS (Biochrom, S 0115)

- Fc-Block: Purified anti-mouse CD16/CD32 (Fcy III/II Receptor) (2,4G2)
0,5mg/ml, PharMingen (Hamburg, Deutschland), Mat.No.
553142, Batch 0000027687, eingesetzte Verdiinnung 1:10

- Antikorper: alle von PharMingen, eingesetzte Verdiinnung 1:100
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- CD40-FITC:

- Isotyp CD40-FITC:

- CD86-FITC:

- Isotyp CD86-FITC:

- CDI19-PE:

- Isotyp CD19-PE:

- CDI11c-APC:

- Isotyp CD11c-APC:

FITC anti-mouse CD40 (3/23), Cat.:
09664D, Lot:M041988, 0,5mg/ml
FITC hamster IgM A isotype standard
(anti TNP), Cat.: 553960, Lot:
M060710, 0,5mg/ml (G235-1)

FITC anti-mouse CD86 (B7.2), Cat.:
553691, Lot: M067324, 0,5mg/ml
FITC rat IgG;4 « isotype standard
(R35-95), Cat.: 553929, Lot: M055610,
0,5mg/ml

PE anti mouse CD19 (ID3), Cat.:
553786, Lot: M069997, 0,2mg/ml

PE rat IgG,, « isotype standard (R35-
95), Cat.: 11025A, Lot: M040271,
0,2mg/ml

APC anti mouse CDl11c, Integrin
aychain (HL3), Cat.: 550261, Batch:
0000037466, 0,2mg/ml

APC hamster IgG, group 1, « isotype
control (anti TNP), Cat.: 553974, Lot:
MO067324, 2mg/ml

- Paraformaldehyd 2% (PFA 2%): Merck, 1.04003.1000
- FACSCalibur flow cytometer, Beckton Dickinson

- CellQuest Software

2.14.3 Protokoll FACS-Firbung

1. Stimulierte Zellen in Eppendorf Cup tiberfiihren. Bei 3500 rpm, 4°C, 2min

zentrifugieren.

2. Uberstinde abnehmen und fiir Zytokin Bestimmung durch ELISA aufbewahren

(tieffrieren).

3. Pellet mit 500ul Puffer vorsichtig resuspendieren und nochmals zentrifugieren.

Uberstand abnehmen und verwerfen.

4. Je Pellet 10ul Fc-Block (1:10 mit Puffer verdiinnt) dazugeben, resuspendieren und

10min auf Eis inkubieren.

5. Wihrenddessen Ak-Verdiinnungen herstellen und bei 4°C dunkel aufbewahren.
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6. Nach Fc-Block Proben mit 200ul Puffer resuspendieren und auf Spitzbodenplatte
auf zwei Farbeserien (CD40-FITC und CD86-FITC) verteilen (je 100u pro well),
unstimulierte Zellen entsprechend der Zahl der Einzelfarbungen mit Puffer
resuspendieren und ebenfalls 100ul/well ausplattieren.

7. Platte bei 1200 rpm, 4°C, 2min zentrifugieren, Flick off des Uberstandes.

8. Je well 30ul der entsprechenden Ak-Verdiinnung daraufgeben und 30min im
Kiihlschrank (4°C und dunkel) inkubieren.

9. Nach Inkubation mit 100ul Puffer waschen (1200rpm, 4°C, 2min), Flick off des
Uberstandes.

10. Mit jeweils 200ul Paraformaldehyd (PFA) 2% fixieren und in FACS-R6hrchen
iiberfiihren.

11.Mit FACSCalibur und CellQuest Software messen und auswerten.

2.15 ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

Bei diesem Assay handelt es sich um eine immunologische Methode zur
Quantifizierung einer Antigen- bzw. Antikorper-Konzentration (hier Zytokine). Bei
der hier verwendeten ,Sandwich’-Version wird zunidchst eine Mikrotiter-Platte mit
dem sogenannten Capture-Ak gecoatet. Nach einem Waschschritt werden die Proben
mit der unbekannten Menge an Antigen und die Standard-Losung mit einer bekannten
Ag-Konzentration aufgetragen und binden an den Ak. Nichtgebundenes Ag wird durch
einen weiteren Waschvorgang entfernt und der mit einem Enzym gekoppelte Zweit-Ak
(Detector-Ak) zugegeben. Je mehr Antigen in der Probe war umso mehr Zweit-Ak
kann nun binden. Durch das Enzym wird im folgenden Schritt Substrat umgewandelt,
was sich in einer Farbidnderung zeigt, die mit einem Photometer gemessen werden
kann. Anhand des mitgefiihrten Standards kann am Ende durch erstellen einer

Eichkurve die Farbreaktion direkt mit der Antigen-Konzentration korreliert werden.

2.15.1 Material/ Reagenzien ELISA
- Antikorper und R&D (Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland) DuoSet ELISA
Zytokinstandards: Developement System, jeweils Capture-Ak, Detector-Ak,

Standard

Interleukin-6: DY 406

Interleukin-10: (Capture, Detector, Standard) DY
417

Interleukin-12p40: (Capture, Detector, Standard) DY
499
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TNFa: (Capture, Detector, Standard) DY
410

- PBS: NaCl (Roth, Art. 3957.2) 137mM
KCI (Merck, 1.04936.1000) 2, 7TmM
Na,HPO, (Fluka Biochimika, # 71640) 8,1mM
KH,PO, (Merck, 1.05104.1000) 1,5mM
iiber 0,2um-Filter filtriert

- Wasch-Puffer: 0,05% Tween20 (Sigma P 1379) in PBS, pH 7,4

- Blocking-Puffer: 1% BSA (Bovines Serum Albumin, Sigma A-3294) und
5% Sucrose (Sigma S-9378) in PBS
- Reagent Diluent: 1% BSA in PBS

- Phosphat-Citrat- Na,HPO, 0,2M (Fluka Biochimika, # 71640) 25,7ml
Puffer: C¢HgO7 0,1M (Citronensédure, Roth, Art. 6490.2) 24,3ml
H,0 50ml
— auf pH 5 einstellen.
- Substrat-Losung: Phosphat-Citrat-Puffer 10ml/Platte
3,3, 5,5’-Tetramethylbenzidine Tabletten
(Sigma T-3405) 1Tbl./Platte
H,0, (Aldrich 21, 676-3) 2ul/Platte
- Stop-Losung: 2N H,S0O,4 (Merck, 1.00731.1000) in H,O
- Streptavidin HRP:  R&D Systems (Minneapolis, MN), Part. No. 890803, Lot AEM
232052

-NUNC™ Maxisorp # 439454, iiber Fisher Scientific Nidderau, Germany

Immunoplate:

2.15.2 Protokoll ELISA

1. Capture-Ak (IL-6: 50ul, IL-10: 55,6ul, IL-12p40: 50ul, TNFa: 40ul auf 10ml
PBS) 100ul/well auf NUNC Maxisorp Immunoplate coaten.

2. Oberste Platte mit Paraffin abdecken. Inkubation iiber Nacht bei Raumtemperatur.

3. 3x mit 400ul/well Waschpuffer waschen. Nach dem letzten Mal gut trocken
klopfen.

4. Blocken mit 200ul/well Blocking-Puffer. Mindestens 1h bei RT inkubieren, 30min
vor Ende Proben auftauen.

5. Waschen wie unter 3.

6. Standard (IL-6: 250ul a 4480pg/ml, IL-10: 250ul a 8960pg/ml, IL-12p40: 250ul a
8960pg/ml, TNFa: 250ul a 8960pg/ml plus 250ul Medium) 1:2 nach unten
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verdiinnen. Proben in Tripletts nach Schema auftragen, dabei je nach Verdiinnung
(IL-6: 1:4, IL-10: 1:2, IL-12p40: 1:2, TNFa: 1:4) Medium vorlegen. Mindestens 2h
bei Raumtemperatur inkubieren, bzw. bei 4° iiber Nacht.

7. Waschen wie unter 3.

8. Detektor-Antikorper (IL-6: 50ul, IL-10: 80ul, IL-12p40: 50ul, TNFa: 60ul auf
10ml in Reagent Diluent) 100ul/well daraufgeben und 2h bei Raumtemperatur
inkubieren.

9. Waschen wie unter 3.

10. Streptavidin HRP (50pl in 10ml Reagent Diluent) 100ul/ well, 20min abgedunkelt
bei Raumtemperatur inkubieren.

11. Waschen wie unter 3.

12.100ul/well Substrat-Losung daraufgeben, 20min abgedunkelt bei Raumtemperatur
inkubieren.

13.50ul Stop-Losung daraufgeben, wenn der Standard titriert gefarbt ist.

14.Messen der Optischen Dichte bei 450nm/570nm.

15. Auswerten.

45



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Plasmid-Expression

Nach der Klonierung der Plasmide pC-OVA und pFLAG-OVA (sieche Abb.3) durch
R.M. Vabulas und deren Vermehrung durch Transformation von Bakterien und
Aufreinigung mit Hilfe des Qiagen EndoFree™ Plasmid Kits, mussten diese zunéchst
auf ihre Funktion lberpriift werden. Dazu wurden humane, embryonale Nierenzellen
(293T-Zellen), die besonders gut transfizierbar sind (Sena-Esteves et al., 1999), mit
dem jeweiligen Plasmid mittels Elektroporation transfiziert und deren Uberstand bzw.

lysierte Zellsuspension im WesternBlot auf das Plasmidprodukt untersucht.

Abbildung 3

aw
s

pC-OVA pFLAG-OVA

Abb.3: Schematische Darstellung der Plasmide pC-OVA und pFLAG-0OVA

CMV = CMV-Promotor, AAA = Poly A-Ende, Ampicillin und Kanamycin = Antibiotika-
resistenz, FLAG =8-Aminosdiuren-Peptid (AspTyrLysAsp-AspAspAspLys), SIINFEKL =
Peptid 257-264 von Ovalbumin (SerllelleAsnPheGlulysLeu)

Zum Nachweis der Ovalbumin-Produktion und Sekretion wurden die pC-OVA
transfizierten Zellen lysiert ("Zellen”) bzw. deren Uberstinde (*Uberstand’) gewonnen
und mittels WesternBlot auf das Vorhandensein von Ovalbumin untersucht (Abb. 4).
Bei Expression des pC-OVA Plasmids konnte sowohl intrazelluldre Proteinexpression
als auch Sekretion nachgewiesen werden. Bei Transfektion mit pFLAG-OVA
hingegen konnte keine Sekretion bei positiver intrazelluldrer Proteinexpression
nachgewiesen werden. Hier spielt die Struktur von pFLAG-OVA eine Rolle, das nur
einen Teil der Ovalbumin-Sequenz darunter SIINFEKL, die Peptidsequenz 257-264

von Ovalbumin, enthdlt und dem die ersten Aminosdure-Sequenzen, die fiir die
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Sekretion des Genprodukts kodieren, fehlen (Meek et al., 1982). pC-OVA dagegen
enthilt die komplette Sequenz fiir Ovalbumin und verfligt somit liber den fiir die
Sekretion kodierenden Gen-Abschnitt. Als Negativ-Kontrolle wurde pcDNA3, ein
leerer Plasmidvektor verwendet. Dariiberhinaus korrelierte die eingesetzte
Plasmidmenge mit der Proteinmenge, die nachgewiesen werden konnte. Eine
intrazelluldre posttranslationale Beeinflussung der Proteinexpression und -sekretion

kann somit ausgeschlossen werden.
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Abb.4: Expression bzw. Sekretion der Plasmidprodukte von pC-OVA und pFLAG-OVA

Jeweils 3x10° 293T-Zellen wurden mit den angegebenen Mengen pC-OVA, pFLAG-OVA oder
pcDNA3 transfiziert. Nach 24h Inkubation wurde der Uberstand gewonnen und die Zellen
lysiert. Anschlieffend wurden die Suspensionen auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen und
die einzelnen Bestandteile mittels SDS-PAGE in ihr Molekulargewicht aufgetrennt. Nach dem
Semidry-Transfer wurde der Blot mittels Anti-OVA (43kB) bzw. Anti-FLAG (34kB) gefirbt.
Als Ladekontrolle wurde ERK mittels anti-ERK Antikérper angefdirbt. Dargestellt ist eines

von drei identischen Experimenten.

3.2 Prasentation des Plasmidprodukts

Wie mittels WesternBlot gezeigt, konnen pC-OVA und pFLAG-OVA von Zellen
aufgenommen, repliziert und Ovalbumin bei pC-OVA auch sezerniert werden. Es
stellte sich nun die Frage, ob und welches der beiden Plasmide bzw. derer Peptide
besser auf der Zelloberflache priasentiert werden kann und somit andere Immunzellen
stimulieren kann. Da pC-OVA bzw. sein Proteinprodukt, wie oben beschrieben,
sezerniert wird und genaue Prozessierungsvorginge bisher noch nicht bekannt sind,
geht man davon aus, dass nach der Sekretion von Ovalbumin zunidchst eine

Wiederauthahme des Peptids stattfinden muss bevor dieses auf der Zelloberflache
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prasentiert werden kann bzw. direkt eine intrazelluldre Prozessierung erfolgen muss
(Michalek et al., 1992). pFLAG-OVA hingegen wird nicht sezerniert; dies konnte eine
Ursache fiir eine mogliche bessere Prasentation sein.

Um diesen Fragen nachzugehen wurde ein Prisentations-Assay durchgefiihrt. Dabei
wird die Préasentation von SIINFEKL auf der Oberfliche der transfizierten ANA-
Zellen untersucht. Gemessen wird die LacZ-Aktivitit von B3Z-Zellen, einem
SIINFEKL/K"-spezifischem T-Zell-Hybridom. Die transfizierten ANA-Zellen werden
mit B3Z koinkubiert. Die durch SIINFEKL aktivierten B3Z-Zellen férben sie sich blau
und konnen am Mikroskop ausgezihlt werden.

Die Proteinprodukte der Plasmide pC-OVA und pFLAG-OVA konnen auf
Makrophagen présentiert werden. Wie vermutet kann das SIINFEKL des pFLAG-
OVA etwas besser priasentiert werden, wobei der Unterschied zwischen pFLAG-OVA
und pC-OVA nicht als signifikant bezeichnet werden kann (Abb.5).

Abbildung 5
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Abb.5: pC-OVA und pFLAG-OVA fiihren zu identischer SIINFEKL-Prisentation auf der
Zelloberfliiche

4x10° ANA-Zellen wurden mit je 20ug pC-OVA, pFLAG-OVA oder pcDNA3 tranfiziert und
zur Stimulation von B3Z-Zellen (SIINFEKL-spezifischen T-Zell-Hybridom, dessen LacZ-Gen
unter der Kontrolle des IL-2 Promoter steht) verwendet. Nach 12 h wurde der Entwickler
dazugegeben und nach weiteren 4h die Zahl der blau angefirbten Zellen pro Gesichtsfeld im
Lichtmikroskop bestimmt. Dargestellt sind reprdsentative Daten von drei unabhdngigen

Experimenten.
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3.3 Etablierung eines Vakzinierungsprotokolls

Wie in der Einleitung bereits ausfiihrlich beschrieben zeigen CpG-Motive eine starke
Adjuvans-Aktivitdt. Sie verstirken innerhalb von DNA-Vakzinen die Immunogenitét
des zu transkribierenden Antigens (Klinman et al., 1997; Tighe et al., 1998). Es galt
daher zuerst nachzuweisen, dass die in den hier verwendeten Plasmiden
vorkommenden CpG-Motive ausreichend sind SIINFEKL-spezifische CTLs nach
Immunisierung  zu  induzieren. Des  Weiteren sollte ein  optimales
Vakzinierungsprotokoll entwickelt werden. Dabei stellten sich die Anzahl an Boost-

Injektionen und die Art der Immunisierung (intramuskuldr versus subkutan) zur Frage
(Abb. 6).

Abbildung 6
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Abb.6: Schematische Darstellung des Immunsierungsprotokolls mit den Variablen

Applikation (intramuskulir oder subkutan) und Anzahl der Boost-Injektionen.

Wie der obenstechenden Graphik zu entnehmen ist, finden sich im
Immunisierungsprotokoll gegebene feste Faktoren wie der Injektion von 200pg
Plasmid und die einwdchige in vitro Restimulation. Bei 200pug Plasmid handelt es sich
um eine relativ hohe Menge, die so gewéhlt wurde um eine sichere Immunantwort
hervorzurufen. Die einwoOchige Restimulationsphase geht auf Erfahrungswerte
(Vabulas et al., 2000) zuriick. Die variablen Faktoren Applikationsweise und Anzahl
der Boost-Injektionen wurden im Folgenden an C57BL/6 Méusen untersucht.

Basierend auf hypothetischen Uberlegungen begannen wir ein Schema mit einmaliger

intramuskuldrer  Injektion  von  Plasmid bei  der  Etablierung  des
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Vakzinierungsprotokolls. Hierbei zeigte sich, dass keine signifikante Induktion Peptid-
spezifischer CTLs (bestimmt mittels Lyse-Assay) im Vergleich zu Vakzinierung unter

Verwendung von freiem CpG 1668 als Adjuvans erzielen liel3 (Abb. 7).

Abbildung 7
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Abb.7: Einmalige i.m.-Injektion von Plasmid fiithrt zu keiner signifikanten Induktion
Peptid-spezifischer CTLs

7 Tage nach einer einmaligen intramuskuldren Injektion (M. Quadrizeps) von 200ug Plasmid
(in 100ul PBS) wurden die Milzzellen von C57BL/6 Mdusen in vitro restimuliert. Nach einer
Woche wurde ein *'Cr-Release-Zytotoxizitits-Assay durchgefiihrt. Dargestellt ist die
spezifische Lyse bei unterschiedlichen E:T (Effektor- zu Target-Zell)Ratios. Die Ergebnisse
reprdsentieren je Plasmid zwei Tiere. Ausgefiillte Symbole: Peptid (SIINFEKL) gepulste EL4-
Target-Zellen, leere Symbole: nicht gepulste Target-Zellen.

Da eine einmalige i.m.-Injektion zu keiner CTL-Induktion fiihrte, wurde im nichsten
Ansatz versucht die mittels Boost-Injektion zu verbessern. Uberraschenderweise zeigte
eine zusitzliche Boost-Injektion an Tag 14 erneut keine Induktion spezifischer
zytotoxischer T-Lymphozyten durch das Plasmid. Als Positivkontrolle diente
wiederum eine Vakzinierung mit Ovalbumin und freiem CpG 1668 als Adjuvans, was
zu signifikanten Lysewerten von iiber 60% fiihrte (Abb. 8).
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Abbildung 8
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Abb.8: Zweimalige i.m.-Injektion von Plasmid fiihrt zu keiner signifikanten Induktion
Peptid-spezifischer CTLs

7 Tage nach einer zweimaligen intramuskuldren Injektion (M. Quadrizeps) von 200ug
Plasmid (in 100ul PBS) wurden die Milzzellen von C57BL/6 Mdusen in vitro restimuliert.
Nach einer Woche wurde ein > Cr-Release Zytotoxizitiits-Assay durchgefiihrt. Dargestellt ist
die spezifische Lyse bei unterschiedlichen E:T (Effektor- zu Target-Zell)Ratios. Die
Ergebnisse reprdsentieren je Plasmid zwei Tiere. Ausgefiillte Symbole: Peptid (SIINFEKL)
gepulste EL4- Target-Zellen; leere Symbole: nicht gepulste Target-Zellen.

Da eine i.m. Injektion trotz Boost-Injektion zu keiner signifikanten CTL-Induktion
fiihrte, untersuchten wir im nichsten Schritt einen anderen Applikationsweg (s.c.).
Nach einmaliger subkutaner Verabreichung konnte keine signifikante Lyse induziert
werden (Abb.9), jedoch nach einer zusétzlichen Injektion an Tag 14 konnte erstmals
SIINFEKL-spezifische CTLs induziert werden (Abb.10).
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Abbildung 9
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Abb.9 und 10: Einmalige s.c.-Injektion von Plasmid fiihrt zu keiner signifikanten Induktion
Peptid-spezifischer CTLs, zweimalige s.c.-Injektion jedoch schon.

7 Tage nach einer einmaligen (Abb.9) bzw. zweimaligen (Abb.10) subkutanen Injektion
(Tailbase) von 200ug Plasmid (in 100ul PBS) wurden die Milzzellen von C57BL/6 Mdusen in
vitro restimuliert. Nach einer Woche wurde ein “'Cr-Release Zytotoxizitits-Assay
durchgefiihrt. Dargestellt ist die spezifische Lyse bei unterschiedlichen E:T (Effektor- zu
Target-Zell)Ratios. Die Ergebnisse reprdsentieren je Plasmid zwei Tiere. Ausgefiillte Symbole:
Peptid (SIINFEKL) gepulste EL4- Target-Zellen; leere Symbole: nicht gepulste Target-Zellen.
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Im nichsten Versuch sollte der Frage nachgegangen werden inwiefern repetitive
Boost-Injektionen die Lyse der Targetzellen noch steigern konnte. Hierzu wurden die
Versuchstiere dreimal im zehntdgigen Abstand mit Plasmid-DNA vakziniert. Hierbei
zeigte sich, dass mittels dieses Protokolls eine spezifische Lyse im Bereich von den
1668 Cpg + OVA Werten erreicht wurde (Abb. 11). Interessanterweise wurden fiir die
beiden Plasmide trotz unterschiedlicher Sekretion identische Lysewerte der induzierten
CTLs gemessen. Dieses so etablierte Protokoll mit dreimaliger s.c.-Injektion wurde in
den folgenden Untersuchungen unverdandert verwendet.

Abbildung 11
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Abb.11: Dreimalige s.c.-Injektion von Plasmid fiihrt zu peptidspezifischer Lyse

7 Tage nach dreimaliger subkutanen Injektion (Tailbase) von 200ug Plasmid (in 100ul PBS)
wurden die Milzzellen von C57BL/6 Mdusen in vitro restimuliert. Nach einer Woche wurde
ein ' Cr-Release Zytotoxizitits-Assay durchgefiihrt. Dargestellt ist die spezifische Lyse bei
unterschiedlichen E:T (Effektor- zu Target-Zell)Ratios. Die Ergebnisse reprdsentieren je
Plasmid zwei Tiere. Ausgefiillte Symbole: Peptid (SIINFEKL) gepulste EL4- Target-Zellen;
leere Symbole: nicht gepulste Target-Zellen.

Auf Grund dieser Ergebnisse wurde fiir die spdteren Versuche mit Knockout-Tieren
das folgende Protokoll festgelegt:

Tag 0: Priming mit 200pg Plasmid/ Maus s.c. tailbase

Tag 10: erster Boost mit 200ug Plasmid/ Maus s.c. tailbase

Tag 20: zweiter Boost mit 200pg Plasmid/ Maus s.c. tailbase

Tag 27: Milzentnahme und in-vitro-Restimulation

Tag 34: CTL-Assay
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3.4 Zytokinproduktion nach Stimulation mit pDNA

Unter 3.3 konnte gezeigt werden, dass pDNA bei Wildtyp-Miusen peptidspezifische
Lyse induzieren kann. Es stellte sich daher die Frage, ob neben einer Lyse, welche
wahrscheinlich CTL-vermittelt ist, auch andere Zellpopulationen stimuliert werden
konnen. Es wurde daher die Zytokinproduktion von B-Zellen, DCs und Makrophagen
in vitro nach pC-OVA Stimulation untersucht. Bei allen drei Zelllinien lieen sich
zelltypische Zytokine durch pDNA induzieren (Abb. 12-14).

Bei der Stimulation von B-Zellen mit Plasmid lieBen sich dosisabhédngig IL-6-
Zytokinspiegel im Bereich einer LPS-Induktion von lpg/ml induzieren. Eine
Stimulation mit dem am besten stimulierenden CpG 1668 fiihrte allerdings zu noch
hoheren IL-6-Spiegeln (Abb. 12A). IL-12-Produktion konnte ebenfalls dosisabhéngig
durch pDNA in B-Zellen induziert werden. Dabei zeigten sich dhnlich hohe Werte wie
durch CpG 1668 Stimulation und deutlich hohere als nach LPS-Stimulation (Abb.
12B). Korrelierend mit den vorangehenden Ergebnissen wurden fiir das Ty;-
antagonistische Zytokin IL-10 (Mosmann et al.,, 1990) deutlich geringere Spiegel
verglichen mit LPS und CpG 1668 Induktion gemessen (Abb. 12C). Eine
Immunstimulation durch pDNA konnte somit verstdrkt eine Verschiebung zu einer

Ty -Immunantwort bewirken.
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Abbildung 12
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Abb.12: pDNA induziert B-Zellen zur
Produktion von IL-6 und IL-12 im
Ausmap einer Stimulation mit LPS bzw.
CpG 1668, wihrend die IL-10
Produktion weit dahinter zuriickbleibt.
Aufgereinigte B-Zellen (5x10%/well/ml)
aus der C57BL/6 Maus wurden 24h mit
den angegebenen Mengen pC-OVA
Plasmid-DNA, 5uM 1668 CpG bzw.
lug/ml LPS stimuliert. Anschlieflend
Zytokin-Bestimmung (IL-6. Abb. 124, IL-
12: Abb. 12B, IL-10: Abb. 12C) mit dem
R&D DuoSet ELISA Developement
System.
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Die Stimulation der murinen Makrophagen-Zelllinie J774 mit nackter pDNA
induzierte erneut eine anndhernd so hohe Interleukin-Produktion wie die CpG- oder
LPS-Stimulation. IL-6 (Abb. 13A) wird wie IL-12 (Abb. 13B) plasmiddosisabhingig
produziert und beide erreichen dabei annidhernd so hohe Werte wie nach LPS bzw.

CpG 1668 Stimulation.

Abbildung 13
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Abb.13: pDNA stimuliert Makrophagen zur Produktion von IL-6 und IL-12

Aufgereinigte J774-Zellen (3x10°%well/ml) aus der C57BL/6 Maus wurden 24h mit den
angegebenen Mengen pC-OVA Plasmid-DNA, SuM 1668 CpG bzw. lug/ml LPS stimuliert.
AnschliefSend Zytokin-Bestimmung (IL-6: Abb. 13A4, IL-12: Abb.13B) mit dem R&D DuoSet

ELISA Developement System.

Ein weitere Zellpopulation, die bei der angeborenen Immunabwehr eine wichtige
Rolle spielt, sind die dendritischen Zellen. Es stellte sich daher die Frage, inwiefern
pDNA auch diese Zellen zu stimulieren vermag. Hierzu wurde ebenfalls die
Zytokinproduktion von wt-BMD-DCs nach Stimulation mit pC-OVA mit der
Stimulation durch CpG 1668 oder LPS verglichen (Abb. 14).
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Abbildung 14
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Abb.14: pDNA induziert bei BMD-DCs die Produktion von IL-6, IL-12 und TNF-a,

jedoch kein IL-10

BMD-DCs (3x10°%well/ml) aus der C57BL/6 Maus wurden 24h mit den angegebenen
Mengen pC-OVA Plasmid-DNA, SuM 1668 CpG bzw. lug/ml LPS stimuliert.
Anschliefpend Zytokin-Bestimmung (IL-6: Abb. 14A, IL-12: Abb. 14B, TNF-a: Abb.14C,
IL-10: Abb. 14D) mit dem R&D DuoSet ELISA Developement System.
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Plasmid-DNA stimuliert bei BMD-DCs die IL-6- (Abb. 14A), die IL-12- (Abb.14B),
sowie die TNF-a-Produktion (Abb.14C) in gleichem Malle wie LPS und 1668 CpG-
DNA. Die geringe IL-10 Bildung (Abb. 14D) nach pDNA-Stimulation gibt erneut

einen Hinweis auf die wahrscheinliche Verschiebung der Immunanwort in Richtung
Tu.

Abbildung 15
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Abb.15: Cellfektin verbessert die Plasmidaufnahme in die Zellen nicht und fiihrt somit
auch zu keiner verstirkten Zytokin-Bildung im Vergleich zur reinen pDNA-Stimulation
Aufgereinigte B-Zellen (3x10°%well/ml) aus der C57BL/6 Maus wurden 24h mit den
angegebenen Mengen pC-OVA Plasmid-DNA, SuM 1668 CpG bzw. lug/ml LPS stimuliert.
Die  eingesetzten  Cellfektin-Mengen  wurden  nach  Erfahrungswerten  anderer
Institutsmitglieder berechnet. Anschlieffend Zytokin-Bestimmung (IL-6: Abb. 154, IL-10:
Abb.15B) mit dem R&D DuoSet ELISA Developement System.

Da in den vorrangehenden Experimenten eine deutliche Korrelation zwischen der
eingesetzten Plasmidmenge und der induzierten Zytokinproduktion bestand, sollte in
einem weiteren Versuch untersucht werden, ob mittels liposomaler Transfektion
(Cellfektin) die Plasmidaufnahme in B-Zellen und somit die Zytokinproduktion durch
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pDNA-Stimulation verbessert werden kann (Gregoriadis et al., 1996). Es gelang
jedoch nicht durch Cellfektin die Zytokininduktion zu steigern (Abb. 15).

Eine mogliche bessere Plasmid-Aufnahme scheint jedoch durch toxische
Nebenwirkungen der Cellfektin-Behandlung negiert zu werden. Hinweise hierfiir
liefern morphologische Verdnderungen der Cellfektin-behandelten B-Zellen, die sich
lichtmikroskopisch vermehrt granuliert und mit schlecht abgrenzbaren Zellmembranen
darstellten (Daten nicht photographisch dokumentiert).

Es wurden dariiber hinaus Stimulationsversuche mit Chloroquin zur Verbesserung der
Plasmid-Transfektion bzw. Polymyxin B zur Unterdriickung von LPS-Effekten
durchgefiihrt. Es gelang jedoch nicht die erwarteten Reaktionen zu induzieren und
dadurch die entsprechenden Auswirkungen auf die Zytokinproduktion zu erreichen
(Daten nicht gezeigt).

3.5 Induktion kostimulatorischer Oberflichenmolekiile durch
Plasmid-Stimulation
Zur Induktion einer Immunantwort ist neben dem primédren Signal, der Interaktion des
TCR mit dem présentierten Peptid, ein zweites Signal, vermittelt durch
kostimulatorische Molekiile ndtig, um eine Aktivierung zu ermoglichen und die
Anergieinduktion zu vermeiden (Heeg and Wagner, 1995; Janeway and Bottomly,
1994). Es soll daher untersucht werden, ob die Adjuvans-Effekte von pDNA
moglicherweise auf einer vermehrten Induktion kostimulatorischer Molekiile beruht.
Hierzu wurden sowohl B-Zellen (Abb. 16) als auch dendritische Zellen (Abb. 17) auf
thre Expression von CD40 und CD86 untersucht.
Dazu wurden die Zellen mit unterschiedlichen Dosen an pDNA bzw. CpG 1668 oder
LPS als Positivkontrollen inkubiert und deren Oberflichenexpression von CD40 und
CD86 nach Antikorperfarbung mittels Durchflusszytometrie (FACS) bestimmt.
Die Untersuchungen zeigten, dass pDNA Exposition in hohen Dosen zu einer erhohten
Oberflachenexpression an CD40 auf B-Zellen fiihrt, die allerdings deutlich schwécher
als nach LPS oder CpG Stimulation ist (Abb. 16A). Die CD86 Expression hingegen
konnte bereits durch geringe Dosen an pDNA induziert werden, und erreicht
Fluoreszenz-Werte in den aktivierten Subpopulationen, die denen nach LPS oder CpG
Induktion vergleichbar sind (Abb. 16B). Mit abnehmender Konzentration des Plasmids
nimmt die Anzahl der CD86-positiven Zellen ab, nicht jedoch die mittlere Fluoreszenz
der Ak-positiven Zellen. Verglichen mit CpG 1668 scheint pDNA nicht qualitativ

unterlegen zu sein, jedoch quantitativ.
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Abbildung 16
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Abb.16: CD40/CD86 Oberflichenexpression von B-Zellen nach pC-OVA-Stimulation
Aufgereinigte B-Zellen (5x10°%well/ml) aus der C57BL/6 Maus wurden 24h mit den
angegebenen Mengen pC-OVA Plasmid-DNA, SuM 1668 CpG bzw. lug/ml LPS stimuliert.
Anschliefsend wurden die Zellen mit Ak gegen CD19 und CD40 (Abb. 164) bzw. CD86 (Abb.
16B) angefirbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert.
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Ahnlich zu den vorgenannten Experimenten sollte eine mdgliche pDNA-vermittelte
Beeinflussung der Oberflichenexpression kostimulatorischer Molekiile auf
dendritischen Zellen untersucht werden (Abb. 17). Sowohl CD40, als auch CD86
wurden durch pC-OVA-Stimlation vermehrt auf DCs exprimiert. Du Fluoreszenz-
Intensitdten waren fiir beide Molekiile vergleichbar mit denen nach LPS oder 1668
CpG Stimulation. AuBlerdem scheint die Expression auf DCs weniger dosisabhingig

zu sein als bei B-Zellen.

Abbildung 17
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Abb.17: CD40/CD86 Oberflichenexpression von BMD-DCs nach pC-OVA-Stimulation

BMD-DCs (3x10°/well/ml) aus der C57BL/6 Maus wurden 24h mit den angegebenen Mengen
pC-OVA Plasmid-DNA, 5uM 1668 CpG bzw. lug/ml LPS stimuliert. Anschlieffend wurden
die Zellen mit Ak gegen CDI1c und CD40 (Abb. 174) bzw. CD86 (Abb. 17B) angefirbt und

mittels Durchflusszytometrie analysiert.

3.6 Mitogenitit von Plasmid-DNA

Fiir einzelstrangige CpG-DNA wurde vorbeschrieben, dass sie auf murine B-Zellen,
die TLRY exprimieren, mitogen wirken kann (Krieg et al., 1995). Daher untersuchten
wir, ob die doppelstringige pDNA pC-OVA édhnliche Effekte auf aufgereinigte
murine B-Zellen bewirkt. Als Positivkontrolle wurde die einzelstringige CpG-DNA
1668 verwendet. Als weiterer Stimulator der angeborenen Immunantwort wurde LPS
in den Versuchsansatz aufgenommen. Um eine mogliche Vermittlung von mitogenen
pDNA-Signalen via TLR9 nachzuweisen wurden im folgenden Experiment TLR9™
bzw. TLR9"™ B-Zellen beziiglich ihrer Proliferation auf o.g. Stimuli untersucht (Abb.
18). Uberraschenderweise zeigte sich im [°’H] Thymidin-Assay, dass pC-OVA nicht in
der Lage war, B-Zell-Proliferation zu induzieren. Die vorbeschriebene TLRO-
Abhiéngigkeit von CpG-vermittelter B-Zell-Proliferation konnte reproduziert werden.
Im Einklang mit der Literatur war die TLR4-vermittelte LPS-Proliferation in der

TLR9-knockout B-Zelle unverindert im Vergleich zu ihrem wt-Korrelat.
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Abbildung 18

10000
= T| RO +/+
7500 | Hmmmm TR 9 -/-
E
o
o
[
£ 5000 -
=
>
N
-
2500
0*_-— f T T = f
5 Y 5 e 2 % % %
) © @) & % o @
% ® © % "’%O
pC-OVA

Abb.18: Plasmid-DNA wirkt nicht mitogen auf B-Zellen

2x10%/well mit magnetischen Beads aufgereinigte B-Zellen aus der Milz von wt- oder T. LRY"-
Mdusen wurden 48h mit den gezeigten Dosen pDNA (pC-OVA), 1668 CpG-DNA (5uM) oder
LPS (lug/ml) stimuliert. Die Mitogenitit wurde mittels der [H] Thymidin Aufnahme

gemessen. Die Daten reprdsentieren drei verschiedene Experimente.

3.7 Plasmid-DNA aktiviert DCs via TLR9

CDl1l1c-positive DCs, einschlieBlich einer IFN-a produzierenden Untergruppe von
plasmazytoiden DCs, kdnnen unter Zugabe von humanem FIt3 Ligand (FIt3L) in vitro
aus Knochenmarkzellen generiert werden (Gilliet et al., 2002). Im Gegensatz zu
humanen pDCs, die von konventionellen Typ B CpG-ODNs besser als von Typ A
CpG-ODN s aktiviert werden (Krug et al., 2001; Verthelyi et al., 2001), konnen murine
pDCs von beiden Typen TLR9-abhingig induziert (Hemmi et al., 2002; Sparwasser et
al., 1998) werden. Man weil}, dass das Imidazoquinolin R-848 DCs iiber TLR7
aktiviert (Hemmi et al., 2002). Pam3Cys (Tripalmitoyl-Cystein-Seryl-(Lysyl)3-Lysin)
als synthetisches Analogon eines bakteriellen Lipoproteins aktiviert das Immusystem
iiber TLR2 (Aliprantis et al., 1999) und poly(I:C) iiber TLR3 (Alexopoulou et al.,
2001). In Kooperation mit Hubertus Hochrein wurde das Ansprechen von FIt3L-
kultivierten BMD-DCs von wt- und von TLR9-knockout-Miusen auf pC-OVA
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Plasmid-DNA mit etablierten Stimuli (ssCpG-ODN 1668 (Typ B), ssCpG-ODN 2216
(Typ A), R-848, LPS, Pam3Cys und poly(I:C)) verglichen.

Abbildung 19
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Abb.19: Die durch Plasmid induzierte Zytokinproduktion von Flt3L-kultivierten BMD-DCs
ist TLRY abhiingig

Es wurden insgesamt 1x10° FL-BM von wt (gefiillter Balken) und TLR9-Knockout (gestreifter
Balken) Mdusen in 200ul iiber 26h mit den angegebenen Stimuli inkubiert: Pam3Cys
(lug/ml), LPS (1ug/ml), R-848 (1ug/ml), poly (I:C) (100ug/ml), CpG-1668 (0,5uM), CpG-
2216 (0,5uM) und pDNA (200ug/ml). Die Kultur-Uberstinde wurden mittels ELISA auf IFN-
a (Abb. 194) und IL-6 (Abb. 19B) untersucht. Die Standardabweichungen zeigen die
Variation von Proben-Dupletts an. Die Daten reprdsentieren mehr als 3 identische
Experimente. Die Sensitivitit (ELISA) betrug fiir IFN-a 32 U/ml und fiir IL-6 16pg/ml. nd =
nicht detektierbar.

c§’

Sowohl CpG 2216, als auch Plasmid-DNA sind den etablierten Stimuli bei der
Induktion der Wildtyp-BMD-DCs zur IFNa-Produktion deutlich (Abb. 19A) und bei
der IL-6-Produktion geringgradig (Abb. 19B) iiberlegen. Dabei fiel die Wirkung des
Plasmids aber gegeniiber dem Typ A CpG-2216 geringer aus. In beiden Fillen zeigte
sich eine TLR9-Abhingigkeit der pDNA-Stimulation, da die TLR9”-DCs mit nicht
detektierbaren Zytokinproduktionen reagierten. Alle andern o.g. Stimuli induzierten
die IL-6 Produktion TLR9-unabhingig.

Daraufhin wurden wt und TLR9™ FIt3L generierte BMD-DCs durch Zell-Sorting in
CD45RA ™" CD11b "*¥& CD11c " plasmazytoide DCs und CD45RA "¢ CD11b
hoch “cPD11c ™" konventionelle DCs (cDCs) aufgetrennt. Von der Wildtyp-Maus
abstammende und somit TLR9"" pDCs produzierten auf Stimulation von pDNA hin
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IFN-a und IL-6. Diese Zytokinproduktion wurde nur von Typ A CpG-ODN 2216
iibertroffen. Die wt-cDCs reagierten auf pC-OVA mit IL-6 Produktion, aber waren
nicht in der Lage IFN-a zu bilden. Knockout pDCs sowie ¢DCs sprachen nicht auf
Plasmid-DNA an (Daten werden nicht gezeigt).

Abbildung 20
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Abb.20: Die Hochregulation von Oberflichenmolekiilen durch Plasmid-Stimulation ist
TLRY abhiingig

Flt3L-kultivierte BMD-DCs von wt- (Abb. 204) oder k.o.-Mdusen (Abb. 20B) wurden an Tag
8 der Kultur als plasmazytoide DCs (pDCs) (CDI1c """, CD45RA """, CDI11b "*"%) oder
konventionelle DCs (¢DCs) (CDI1c "" | CD45RA "¢ | CDI11b ") gesortet. Die DC-
Subtypen wurden 16h mit Plasmid (200ug/ml, durchgehende Linie), R-848 (l1ug/ml,
gepunktete Linie), oder nur Medium (ausgefiilltes graues Areal) inkubiert und anschliefend
die Oberflichen-Expression von CD40 und CD86 fiir pDCs (oberer Teil der Abbildung) oder
CD25 und CDS86 fiir ¢cDCs (unterer Teil) durch FACS-Analyse bestimmt. Zwei weitere

Experimente erbrachten dhnliche Ergebnisse.

Gleichzeitig wurde der Frage nachgegangen, ob die beiden DC-Subtypen, was die
pDNA vermittelte Hochregulation von CD40, CD86 oder CD25 anbelangt, ebenfalls

TLR9-abhingig sind. Man kann bei plasmazytoiden und konventionellen wt (TLR9™)
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DCs eindeutig eine erhohte Expression der Oberflichenmarker beobachten (Abb.
20A). Die TLR9” DC-Subtypen (Abb. 20B) dagegen sprechen nicht auf die
Stimulation von pC-OVA an. Sie reagieren allerdings auf den TLR7 Liganden R-848
mit der Expression von CD40, CD86 und CD25. Letztere deutet darauf hin, dass die
negative Reaktion auf Plasmid-DNA auf das Fehlen von Toll-like-Rezeptor 9

zuruckzufiihren ist.

3.8 TLR9-unabhingige CTL-Induktion nach Plasmidimmunisierung
Im Gegensatz zur allgemeinen Annahme, dass im humanen System Monozyten in
Abwesenheit von pDCs auf Grund fehlender TLR9-Expression nicht auf CpG-Motive
ansprechen (Hornung et al., 2002), gelang es Sato et al. humane Monozyten mit
immunstimulatorischer CpG-DNA zu transfizieren und damit starke Typ I Interferon
und IL-12 Produktion zu erzielen (Sato et al., 1996).

Wie unter 3.7 dargestellt aktiviert pDNA in vitro sowohl plasmazytoide als auch
konventionelle murine DCs iiber TLR9. Auf diesen Ergebnissen basierend erwarteten
wir bei der Immunisierung TLR9-ko Méuse mit der Plasmid-DNA pC-OVA ein

defizientes Vakzinierungsergebnis.
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Abb.21: Peptidspezifische Lyse plasmidaktivierter T. LR9"* und TLRY” CTLs

7 Tage nach dreimaliger subkutaner Injektion (Tailbase) von 200ug Plasmid (in 100ul PBS)
wurden die Milzzellen von C57BL/6 Mdusen in vitro restimuliert. Nach einer Woche wurde
ein ' Cr-Release Zytotoxizitits-Assay durchgefiihrt. Dargestellt ist die spezifische Lyse bei
unterschiedlichen E:T (Effektor- zu Target-Zell)Ratios. Die Ergebnisse reprdsentieren je
Plasmid zwei Tiere. Ausgefiillte Symbole: Peptid (SIINFEKL) gepulste EL4- Target-Zellen,
leere Symbole: nicht gepulste Target-Zellen.
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In den weiteren Experimenten verwendeten wir das unter 3.3 etablierte
Vakzinierungsprotokoll. Uberraschenderweise zeigte sich kein Unterschied beziiglich
der Lyseaktivitit zwischen TLR9”™ und TLR9™" CTLs nach Plasmid-Vakzinierung
(Abb. 21).

Da dies gegen die Erwartungen und bisherigen Ergebnisse, dass pDNA TLR9-
abhédngig wirkt, sprach, wurde die Ursache dieses Ergebnisses zunédchst bei Material
und Versuchsdurchfiihrung gesucht. Eine mogliche Endotoxinkontamination der
Plasmid-DNA konnte durch eine quantitative Endotoxinbestimmung der verwendeten
Plasmidchargen durch die ACILA GMN (Gesellschaft fiir Mikrobiologische
Néhrmedien), Mohrfelden-Walldorf, ausgeschlossen werden. Die Mdglichkeit einer
Tierverwechslung wurde durch ein PCR-Screening der parenteralen Linie untersucht.
Eine weitere Moglichkeit der Experimentbeeinflussung konnen unterschiedliche
Chargen von pC-OVA darstellen. Es wurden daher unterschiedliche Chargen simultan
in einem Experiment verwendet. Die oben beschriebenen Beobachtungen lieen sich
jedoch gut reproduzieren. Wiederum zeigten die TLR9” CTLs die gleiche
Lyseaktivitit nach Vakzinierung wie die wt-CTLs (Abb. 22).
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Abb.22: Peptidspezifische Lyse plasmidaktivierter TLR9"" und TLR9”" CTLs

7 Tage nach dreimaliger subkutaner Injektion (Tailbase) von 200ug Plasmid (in 100ul PBS)
wurden die Milzzellen von C57BL/6 Mdusen in vitro restimuliert. Nach einer Woche wurde
ein ' Cr-Release Zytotoxizitits-Assay durchgefiihrt. Dargestellt ist die spezifische Lyse bei
unterschiedlichen E:T (Effektor- zu Target-Zell)Ratios. Die Ergebnisse reprdsentieren je
Plasmid zwei Tiere. Ausgefiillte Symbole: Peptid (SIINFEKL) gepulste EL4- Target-Zellen;
leere Symbole: nicht gepulste Target-Zellen. pC-OVA 1 und pC-OVA 2 entsprechen zwei zu

unterschiedlichen Zeitpunkten aufgereinigten Plasmid-Chargen.
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Identische Lysewerte beim Vergleich von TLR9-ko CTLs und TLR9-wt CTLs
konnten auch auf einer konstitutiv besseren Aktivierung der ko CTLs beruhen, die bei
einer TLRY Vermittlung von pDNA-Signalen die reduzierte Lyseaktivitit verschleiern
wiirde. Um diese Hypothese zu entkriften wurden in einem weiteren Experiment
neben pC-OVA auch Tiere mit inkomplettem Freund’schem Adjuvans (IFA) + OVA
vakziniert. Es wird fiir IFA angenommen, dass dessen Adjuvans-Effekt nicht TLR9
vermittelt ist (Heit et al., 2003; Lim, 2003). Eine intrinsisch bessere Aktivierbarkeit
der TLR9” CTLs miisste daher héhere Lysewerte nach IFA zeigen. Dies bestitigte
sich nicht. IFA-vakzinierte TLR-97 CTLs zeigten im Vergleich zu wt-CTLs identische
lytische Aktivitit nach Vakzinierung (Abb. 23).
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Abb.22: Peptidspezifische Lyse plasmidaktivierter T. LR9™" und TLRY” CTLs

7 Tage nach dreimaliger subkutaner Injektion (Tailbase) von 200ug Plasmid (in 100ul PBS)
bzw. einmalig IFA+OVA wurden die Milzzellen von C57BL/6 Mdusen in vitro mit SINFEKL
restimuliert. Nach einer Woche wurde ein ~'Cr-Release Zytotoxizitiits-Assay durchgefiihrt.
Dargestellt ist die spezifische Lyse bei unterschiedlichen E:T (Effektor- zu Target-Zell)Ratios.
Die Ergebnisse reprisentieren je Plasmid zwei Tiere. Ausgefiillte Symbole: Peptid
(SIINFEKL) gepulste EL4- Target-Zellen,; leere Symbole: nicht gepulste Target-Zellen. IFA:

inkomplettes Freund’sches Adjuvans.

3.9 Tetramer-Staining SIINFEKL-spezifischer CTLs

Da bei den oben dargestellten Experimenten die qualitative Charakterisierung
(Lyseaktivitdt geprimter T-Zellen) ein in vitro Re-Priming zwischengeschaltet ist,
besteht die Moglichkeit, dass dieser Schritt quantitative Zellzahl-Unterschiede an in

vivo induzierten peptidspezifischen CTLs verschleiert. Daher wurde mittels Tetramer-
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Technik der Prozentsatz an SIINFEKL-spezifischer T-Zellen innerhalb des Milzpools
bestimmt (Abb. 24).

Abbildung 24
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Abb.24: Bestimmung peptidspezifischer tetramerpositiver CD8'-T-Zellen nach pDNA-
Vakzinierung in TLR9" und TLR9” -Miiusen.

Milzzellen von mit Plasmid-DNA immunisierten TLR9™" und TLRY" - Mciusen (wie unter 3.3
beschrieben) wurden mit einem H-2Kb/SIINFEKL Tetramer und anti CD8mAb gefirbt. Es
wird das Tetramer Staining CD8"-Zellen gezeigt (mind. 100000 erfasste Zellen/ Sample).

Die Milzzellen der nicht geimpften wt-Negativ-Kontrolle exprimierten ~ 0,03-0,2%
SIINFEKL Tetramer-bindender CD8'-T-Zellen (Daten nicht gezeigt). Eine Plasmid-
Vakzinierung von Wildtyp-Mausen fiithrte zu eine Expansion der peptidspezifischen T-
Zellen auf 3,03%. In den TLR9-Miusen fithrte die Vakzinierung zu identischen
Anteilen an SIINFEKL-Tetramer-bindenden CD8"- T-Zellen von 4,07% .

Es ldsst sich daher zusammenfassen, dass das pDNA-vermittelte Ag-spezifisches T-
Zell-Priming sowohl qualitativ  (Lyseaktivitdt), als auch quantitativ (Anteil
peptidspezifischen T-Zellen) nicht durch die Abwesenheit von TLRY9 in vivo
beeinflusst wird. Im Gegensatz dazu ist die Aktivierung von dendritischen Zellen in
vitro durch TLRY beeinflusst.
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4 Diskussion

Zu Beginn der neunziger Jahre wurde nackte DNA als potenter Stimulus fiir die
Induktion humoraler, sowie zelluldrer Immunantworten postuliert (Donnelly et al.,
1997; Raz et al., 1994; Tang et al., 1992). Einige Jahre spiter konnten spezifische
CpG-Motive in der DNA als Urheber der Immunreaktion identifiziert werden (Krieg et
al., 1995), die als Adjuvans fiir die immunogene Wirkung von DNA-Vakzinen
unerlésslich sind (Sato et al., 1996). Die Entdeckung von DNA als Vakzin erwies sich
insofern als attraktiv, da pDNA von professionellen APCs aufgenommen wird und das
von ihr kodierte Protein transkribiert und translatiert wird. Entscheidender Vorteil
gegeniiber anderen Vakzinen ist, dass Plasmid-DNA besonders starke CTL-Antworten
induzieren kann (Ulmer et al., 1993), weil die durch die DNA kodierten Proteine im
Zytosol der transfizierten Zellen synthetisiert werden (Abbas et al., 2000b). Bis dahin
waren ndmlich nur attenuierte Lebend-Vakzine als Induktoren zelluldrer
Immunreaktionen bekannt, die aber zahlreiche Nebenwirkungen mit sich bringen
(Gurunathan et al., 2000). Man geht davon aus, dass die Effektivitit von pDNA-
Vakzinen Summe folgender Eigenschaften ist: Die DNA kodiert fiir ein immunogenes
Antigen, das tiber MHC prozessiert wird; sie stimuliert immunologisches Gedéchtnis
und beinhaltet ein potentes Adjuvans (Tighe et al., 1998). Die CpG-Motive entfalten
thre adjuvante Wirkung {iberwiegend von den in der Plasmid-DNA enthaltenen
Antibiotikaresistenzgenen aus (Sato et al., 1996).

In dieser Arbeit wurde nun untersucht, welche Zellpopulationen durch
Plasmidstimulation beeinflusst werden konnen. Dabei sollte untersucht werden
inwiefern eine in vitro Stimulation, als auch in vivo Vakzinierung mittels pDNA
beeinflusst wird. In weiteren Untersuchungen sollte festgestellt werden, ob auch die
Signalvermittlung von Plasmid-DNA &hnlich der von CpG-DNA Toll-like-Rezeptor 9
(Hemmi et al., 2000) vermittelt ist. Als Modell hierfiir wurde ein Vakzinierungsmodell
unter Verwendung von pDNA mit dem Protein Ovalbumin bzw. dessen Peptid
SIINFEKL als Inserts etabliert.

4.1 pC-OVA und pFLAG-OVA

Plasmid-DNA stellt einen attraktiven Ansatz bei der Immunisierung dar, da grofere
Proteinsequenzen, ohne diese vorher produzieren zu miissen, in Zellen zur
Présentation eingebracht werden konnen. Es wurde friith gezeigt, dass Plasmid-DNA in
lebende Zellen aufgenommen wird und das als Gensequenz enthaltene Protein
produziert wird (Tang et al., 1992; Wolff et al., 1990).
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Zunichst sollten auch fiir unsere Modell-Plasmide gezeigt werden, dass sie sich in
Zellen transfizieren lieBen und dort ihr Proteinprodukt bildeten. Es standen uns zwei
verschiedene Plasmide zur Verfligung, von denen eines, pC-OVA, fiir das komplette
Protein Ovalbumin kodiert. Das zweite Plasmid, pFLAG-OVA, enthilt zwar die
Gensequenz des antigen-wirkenden Peptids SIINFEKL (Aminosduren 257-264 von
Ovalbumin), aber nicht die flir die Sekretion des Proteins aus der Zelle notwendige
Sequenz in den ersten Abschnitten von Ovalbumin von circa 60 Aminosduren (Meek
et al., 1982). Mittels Westernblot wurde die Transfizierbarkeit der pDNA und
Produktion ihrer Genprodukte nachgewiesen. Das nach Transfektion mit pC-OVA
synthetisierte Ovalbumin wurde von den Zellen sezerniert, wahrend das nach pFLAG-
OV A-Transfektion produzierte SIINFEKL intrazellulir blieb; da, wie bereits erwéhnt,
die fur die Sekretion zustindige Sequenz fehlt (Abb.4). Wir konnten dariiber hinaus
zeigen, dass die mit pDNA transfizierten Zellen in der Lage sind beide
Transkriptionsprodukte auf ihrer Oberflidche zu prasentieren (Abb.5).

Die DNA-Immunisierung stellt in der immunologischen Forschung ein sehr junges
Gebiet dar. Griinde, die DNA-Immunisierung als eine vielversprechende Alternative
zu Lebend-Vakzinen erscheinen lassen, sind folgende: die Moglichkeit mittels pDNA
sowohl humorale als auch zelluldre Immunantworten hervorzurufen, kostengiinstigere
Herstellung, weniger aufwendige Sicherheitsmafnahmen und besser kontrollierbare
Nebenwirkungen (Gurunathan et al., 2000). Ahnlich wie bei den herkémmlichen
Vakzinen konnen suffiziente Immunantworten oft auch bei pDNA nur durch
Mehrfach-Injektionen erreicht werden (Davis et al., 1996; Fuller et al., 1996; Mustafa
et al.,, 1997). Auch bei der Etablierung unseres Vakzinierungsprotokolls zeigte sich,
dass das auf Ovalbumin basierende Modell bei einer einmaligen Injektion von
Plasmid-DNA nicht in der Lage war spezifische CTLs zu induzieren (Abb. 7 und 9).
Erst nach zwei zusitzlichen Boost-Injektionen konnte eine signifikante spezifische
Lyse erreicht werden (Abb. 11). Damit einhergehend wurde zum Beispiel bereits 1996
eine Induktion P-Galactosidase-spezifischer CTLs durch dreimalige intradermale
Immunisation beschrieben (Sato et al., 1996). Neben der Anzahl der Injektionen spielt
auch die Form der Applikation eine Rolle bei der DNA-Immunisierung. Bisher wurden
verschiedenste Injektions-Wege untersucht. Zu den Wichtigsten zéhlen intramuskular,
intradermal und subkutan (Fynan et al., 1993). Dabei ist die intramuskuldre Injektion
in der Literatur die am hiufigsten verwendete Applikationsform (Gurunathan et al.,
2000). Wir verglichen daher bei der Aufstellung unseres Protokolls die im. (M.
Quadrizeps) mit der s.c. (an der Schwanzbasis) Applikation von pDNA. Im Gegensatz

zur gangigen Literaturmeinung fanden wir, dass sich mittels subkutaner Plasmid-
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Verabreichung bessere Resultate erzielen lieBen (Abb. 7-11). Wir entschieden uns
daher fiir ein Protokoll mit dreimaliger subkutaner Tailbase-Injektion. Da sich pC-
OVA und pFLAG-OVA bei der Vakzinierung und im vorangehenden Prédsentations-
Assay dhnlich verhielten, wurde bei den meisten folgenden Versuchen nur noch eines
der beiden Plasmide (pC-OVA) untersucht.

4.2 Zytokinproduktion und Expression kostimulatorischer Molekiile
durch Wildtyp-Zellen in vitro

Zytokine sind Polypeptide, die nach Antigen-Exposition in einem Organismus
produziert werden und Immun- und Entziindungsreaktionen regulieren (Abbas et al.,
2000a). Dabei kann man unterscheiden zwischen Zytokinen, die iiberwiegend bei der
unspezifischen Abwehr eine Rolle spielen (z.B. TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, Typ
I IFNs) und solchen, die bei der adaptiven Immunantwort involviert sind (z. B. IL-2,
IL-4, IL-5). IFN-y (Typ II IFN) stellt dabei ein wichtiges Verbindungsglied zwischen
den beiden Reaktionstypen dar, da seine Produktion durch das Hauptzytokin der
friihen angeborenen Immunantwort, IL-12, stimuliert wird und es selbst das
Signalzytokin der Tyl-vermittelten zelluldren Abwehr ist. Antagonistisch zu den IFN-
vy Effekten wirkt IL-10, das neben IL-4 und IL-5 bei Ty2-Antwort eine Rolle spielt
(Mosmann et al., 1990). Dies geschieht iiber die Inhibtion der IL-12- und TNF-
Bildung durch aktivierte Makrophagen.

Plasmid-DNA induziert im Organismus eine Tyl-Immunantwort und veranlasst die
Produktion der charakteristischen Zytokine (Raz et al., 1996; Shiver et al., 1996). Da
Zytokine selten nur von einem Zelltyp synthetisiert werden, untersuchten wir die
Wirkung von pC-OVA auf wt-B- und dendritische Zellen, sowie auf die murine
Makrophagen-Zelllinie J774 bei einer in vitro Stimulation {iber 24 Stunden. pC-OVA
scheint in der Lage zu sein bei allen genannten Zelltypen eine Zytokinproduktion
induzieren zu konnen (siche Abb. 12-14). Dabei zeigen sich bei den B-Zellen und den
J774 jeweils mit der eingesetzten Plasmidmenge korrelierende Produktionen von IL-6
(Abb. 12A und 13A) und IL-12p40 (Abb. 12B und 13B). Bei den BMD-DCs lassen
sich durch Plasmidstimulation &hnlich hohe Mengen an IL-6, IL-12 und TNFa
erzeugen wie durch Stimulation mit der einzelstringigen 1668 CpG-DNA oder LPS
(Abb. 14A-C). Die bei B-Zellen (Abb. 12C) und BMD-DCs (Abb. 14D) untersuchte
IL-10 Produktion erreichte nach Plasmid- im Vergleich zu LPS- und 1668 CpG-
Stimulation nur geringe Werte. Da IL-10 ein wichtiges Zytokin der Ty,-Immunantwort

ist, sprechen die niedrigen Spiegel nach pC-OV A-Stimulation dafiir, dass durch pDNA
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dhnlich wie bei CpG-DNA (Chu et al.,, 1997; Roman et al., 1997) eine Ty;-
Verschiebung der Immunantwort erreicht werden kann.

Um die Aktivierung einer Immunantwort zu induzieren ist nicht nur die
Wechselwirkung zwischen T-Zell-Rezeptor und prédsentiertem Antigen nétig, sondern
es bedarf auch kostimulatorischer Molekiile. Eine inaddquate Kostimulation fiihrt zu
Anergie (Heeg and Wagner, 1995; Janeway and Bottomly, 1994). Die vermehrte
Expression von kostimulatorischen Oberflachenmarkern nach Plasmid-DNA Induktion
wurde bereits fiir DCs beschrieben (Chan et al., 2001).

Verbesserte Stimulations-Effekte nach pDNA-Gabe konnten unter anderem auf einer
vermehrten Induktion kostimulatorischer Molekiile auf APCs beruhen. Wir konnten
sowohl bei B-Zellen (Abb. 16), als auch bei dendritischen Zellen (Abb. 17) nach
vierundzwanzigstiindiger Plasmidstimulation eine vermehrte Expression von CD40
und CD86 (B7-2) nachweisen. Allerdings sind zur erhohten Expression auf B-Zellen
bei CD40 (Abb. 16A) hohere stimulierende Plasmidmengen notig als bei CD86 (Abb.
16B). Die erhohte Oberflichenexpression kostimulatorischer Molekiile auf
dendritischen Zellen ist sowohl fiir CD40, als auch fiir CD86 vergleichbar mit der nach
LPS oder 1668 CpG Stimulation. Deren Expression auf DCs ist weniger dosisabhédngig
als auf B-Zellen. Diese Ergebnisse gehen einher mit in der Literatur beschriebenen
stimulierenden Effekten von CpG-DNA auf die Expression kostimulatorischer
Molekiile auf B-Zellen (Davis et al., 1998; Kobayashi et al., 1999; Krieg et al., 1995)
und DCs (Asselin-Paturel et al., 2001).

4.3 Vergleich von TLR9” und TLR9™" beziiglich B-Zell-Proliferation,
DC-Zytokinproduktion und DC-Oberflaichenmarker

Immunstimulatorische einzelstrangige CpG-DNA ist in der Lage die Proliferation
muriner B-Zellen zu induzieren, welche TLR9-abhingig ist (Hemmi et al., 2000; Krieg
et al., 1995). Daher untersuchten wir in einem Vergleich zwischen TLR9™- und
TLR9""-B-Zellen, ob pDNA auf diese mitogen wirkt. Uberraschenderweise war die
doppelstrangige pDNA nicht in der Lage in vitro mitogen auf murine wt- oder ko-B-
Zellen zu wirken (Abb.18). 1668 CpG-DNA stimulierte dagegen im Einklang mit der
Literatur TLR9-abhingig das B-Zell-Wachstum. Die LPS-induzierte Proliferation, die
TLR4-vermittelt ist, war bei TLR9-ko sowie TLR9-wt B-Zellen identisch. Eine
mogliche Erkldrung fiir die verminderte Reaktionsfahigkeit von B-Zellen konnte die
Tatsache darstellen, dass B-Zellen doppelstrangige pDNA erheblich weniger effizient
mittels Endozytose aufnehmen als ssCpG-DNA. Vereinbar mit dieser Hypothese
wurde gezeigt, dass ssCpG-DNA die Proliferation von B-Zellen deutlich stirker
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stimuliert als das entsprechende ODN in der doppelstrangigen Version (Zelenay et al.,
2003). Wir vermuten daher, dass die strukturellen Unterschiede zwischen dsDNA und
ssCpG-DNA die schlechtere B-Zell Stimulation durch Plasmid-DNA durch eine
unzureichende zelluldre Aufnahme erkléren.

Es ist moglich mit Hilfe von humanem FIt3 Ligand (FIt3L) CD11c-positive DCs
(inklusive des IFN-a Subtyps von plasmazytoiden DCs) in vitro aus
Knochenmarkzellen zu generieren (Gilliet et al., 2002). Humane pDCs koénnen in der
Regel von typischen Typ B CpG-ODNSs besser stimuliert werden als von Typ A (Krug
et al., 2001; Verthelyi et al., 2001). Dagegen konnen murine pDCs von beiden Typen
TLR9-vermittelt aktiviert werden (Hemmi et al., 2002; Sparwasser et al., 1998).

Beim in vitro Vergleich von wt- und TLR9-DCs beziiglich ihres Ansprechens auf
pC-OVA und andere Stimuli beobachteten wir nur bei den Wildtyp-Zellen auf
Stimulation von Typ A CpG-2216 und pDNA hin eine IFN-a-Produktion (Abb. 19A).
Dabei induzierte das Plasmid eine deutlich geringere Zytokinsynthese. Die ko-DCs
zeigten bei keinem Stimulus detektierbare IFN-a Produktion. Eine IL-6-Produktion
lieB sich auf alle getesteten TLR-Liganden (Pam3Cys via TLR2, Poly(I:C) via TLR3,
LPS via TLR4, R848 via TLR7) hin bei Wildtyp und Knockout zeigen. Die
Stimulation von TLR9”-DCs mit pDNA und den CpG-ODNs (Abb. 19B) fiihrte zu
keiner IL-6-Produktion. Da die TLR9"-DCs sich weder zur IFN-a- noch zur IL-6-
Produktion durch pC-OVA induzieren lieBen folgerten wir, dass Plasmid-DNA wie
CpG-DNA (Hemmi et al., 2000) via TLRY9 induziert. Auch weitere
Zytokinuntersuchungen nach Auftrennung der BMD-DCs in konventionelle und
plasmazytoide DCs zeigten auf Plasmid-Stimulation eine IFN-a- sowie IL-6-Synthese
durch wt-pDCs. Dabei lagen die Werte der einzelstrangigen 2216 CpG-ODN erneut
hoher (Daten H. Hochrein, nicht gezeigt). Die pPDNA-Induktion fiihrte dagegen bei den
konventionellen wt-DCs nur zur IL-6-, nicht aber IFN-a-Produktion. Entsprechend
den oben genannten Ergebnissen produzierten die TLR9-gendefizienten pDCs und
cDCs auf Plasmid-Stimulation keine Zytokine (Daten H. Hochrein, nicht gezeigt).

Bei der FACs-Analyse der kostimulatorischen Oberflaichenmolekiile nach pDNA-
Stimulation der TLR9™ -wt-DC-Subtypen konnte bei pDCs sowie cDCs eine
Induktion von CD25, CD40 und CD86 Expression nachgewiesen werden (Abb. 20A).
Auf TLR9-ko DCs konnte nach pC-OVA-Stimulation keine Induktion der
Oberflichenexpression beobachtet werden (Abb. 20B). Auch die Induktion
kostimulatorischer Molekiile auf DCs (sowohl pDCs als auch cDCs) ist TLR9-
abhingig.
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4.4 CTL-Induktion durch Plasmid-Stimulation bei TLR9-gendefizien-

ten Mausen
In der Literatur wurde bereits zahlreich beschrieben, dass Plasmid-Vakzinierung in der
Lage ist starke CTL-Reaktionen zu induzieren (Donnelly et al., 1997; Tighe et al.,
1998). Dabei ging man davon aus, dass wegen des Adjuvans-Effektes von enthaltenen
CpG-Motiven (Sato et al., 1996) auch die Wirkung der pDNA iiber Toll-like-Rezeptor
9 vermittelt wird.
Auf Grund der oben beschriebenen in vitro Daten erwarteten wir eine eingeschriankte
CTL-Induktion bei einer Vakzinierung mit pC-OVA von TLR9-defizienten Méusen.
Uberraschenderweise fiihrte jedoch die Plasmid-Immunisierung TLR9-Msuse zur
Induktion peptid-spezifischen Lyse, die von den Werten identisch zu Wildtyp-
Milzzellen war (Abb. 21-23). Auch der prozentuale Anteil SIINFEKL-spezifischer
CTLs war in TLR9-ko Miusen nach Vakzinierung gleich dem von wt-Tieren (Abb.
24).
Die Tatsache, dass pC-OVA in vitro dendritische Zellen via TLR9 stimulierte, aber in
vivo auch bei TLR9-gendefizienten Miusen OV A-spezifische CTLs induzierte, warf
die Frage nach der Rolle anderer Toll-like-Rezeptoren auf. Um dieser Frage
nachzugehen wurden MyD88-knockout-Tiere mit dem zuvor schon verwendeten
Immunisierungsprotokoll untersucht. Erneut konnten weder beim Priming, noch bei
der klonalen Expansion SIINFEKL-spezifischer CTLs Unterschiede zum Wildtyp
festgestellt werden (Spies et al., 2003). Eine Umgehung der TLR9-unabhingigen
Signalvermittlung von pDNA in vivo via anderer TLRs [die abgesehen von TLR4
auch ausschlieBlich via MyD88 vermittelt sind (Alexopoulou et al., 2001; Hacker et
al., 2000; Hayashi et al., 2001; Hemmi et al., 2002; Schnare et al., 2000; Takeuchi et
al., 2000a; Takeuchi et al., 2000b)] konnte somit ausgeschlossen werden.
Da die bis dato erhobenen Daten sich in den in vivo Experimenten auf zytotoxische
Lyse und klonales Wachstum konzentrierten, wire es fiir die weitere Autklarung der in
vivo scheinbar TLR9-unabhingigen Plasmid-Vakzinierung von groflem Interesse das
AusmaB humoraler Reaktionen bei pDNA-vakzinierten TLR9-Miusen zu

bestimmen.
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4.5 Zusammenfassung und Ausblick

Die in dieser Arbeit dargestellten Daten, legen den Schluss nahe, dass bei der Plasmid-
Vakzinierung bzw. -Stimulation zwischen in vitro und in vivo Ergebnissen
unterschieden werden muss.

Eine bei in vitro-Stimulation nachgewiesene TLR9-Abhéngigkeit scheint bei der
pDNA-Vakzinierung in vivo irrelevant zu sein. Wahrscheinlich erlaubt die stabilere
Funktion von Plasmiden in vivo (Donnelly et al., 1997) im Gegensatz zur transienten
DC-Aktivierung durch CpG-DNA (Akbari et al., 1999) eine ldangerfristige Antigen-
Produktion und so eine TLR9-unabhingige CD4 Ty-Zell- Aktivierung. Dies wiirde
erkldaren, weshalb das Fehlen von TLR9 bei dem verwendeten Vakzinierungsprotokoll
in vivo keinen limitierenden Faktor darstellt.

Unbeantwortet durch die bis dato erhobenen Daten bleibt die unterschiedliche
Wirkung von pC-OVA auf verschiedene Bereiche der Immunantwort (Proliferation,
Zytokine, Oberflichenmarker). Eine genauere Untersuchung von Aufnahme und
Prozessierung von pDNA konnte Hinweise hierfiir liefern. Zu den entscheidenden
Mechanismen dabei wiirden wahrscheinlich nédhere Untersuchungen zur Prozessierung
des transkribierten Antigens sowie dessen Pridsentation beitragen. Es gilt
herauszufinden, ob dies iiber eine direkte Prasentation durch transfizierte somatische
Zellen, die ein Cross-Priming und eine Cross-Prasentation bendtigen (Heath and
Carbone, 2001), oder durch transfizierte DCs geschieht (Corr et al., 1996; Doe et al.,
1996). Obwohl man die immuninduktorische Eigenschaft von Plasmid-DNA
inzwischen den CpG-Motiven zuschreibt, kann DNA-Vakzinierung bei MHC-Klasse
[I-defizienten Mausen, denen CD4 Ty-Zellen fehlen, keine spezifische zytotoxische
Lyse induzieren (Chan et al., 2001; Wild et al., 1999). Anscheinend stellt diese auf
MHC 1I beschrankte Ty-Zell-Aktivitit den limitierenden Faktor der pDNA-
Vakzinierung dar, da der Adjuvans-Effekt von CpG-Motiven nicht ausreicht CTLs zu
primen (Chan et al., 2001). Dazu wiirde auch unsere Beobachtung passen, dass pC-
OVA DCs in vitro nur via TLRY aktivierte, in vivo aber auch in TLR9” Miusen
stimulierte.

Die TLR9-abhingige Aktivierung von DCs durch pc-OVA im in vitro Kurzzeit-
Versuch (16-26h, Abb. 19 und 20) stellt die ausschlieBliche Stimulation von DC dar
und beriicksichtigt nicht eine CD4-Helferfunktion, wie sie in vivo wdhrend eines
Plasmid-Vakzinierung Langzeitprotokolls (3 Injektionen in 4 Wochen) auftreten
konnte. Es ist anzunehmen, dass innerhalb des fiir wiederholte DNA-Impfung
bendtigten Zeitrahmens von 3-4 Wochen, MHC Klasse II-beschrinkte T-Helfer-Zellen
durch  Signalwege aktiviert werden, die auf keine CpG-Motiv-TLR9
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Wechselwirkungen zuriickgehen. Aktivierte T-Helfer-Zellen konnten via CD40-
CDA40-Ligand-Wechselwirkungen OV A-transfizierte DCs dazu aktivieren zu
professionellen APCs zu reifen und somit naive CD8 T-Zellen TLR9-unabhéngig zu
primen. Untersuchungen in MHC-II defizienten TLRO™* bzw. TLR9™ Tieren konnten
diese Hypothese bestétigen.
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S Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde unter Verwendung von Modellplasmiden, die fiir das Protein
Ovalbumin bzw. das Peptid SIINFEKL kodieren, untersucht, ob Plasmid-DNA zur
Immunstimulation  verschiedener muriner Zellpopulationen (CTL, B-Zellen,
dendritische Zellen) in der Lage ist und inwiefern diese einer TLR9-Abhéngigkeit
unterliegt.

Es konnte mittels in vitro Experimenten gezeigt werden, dass pDNA B-Zellen,
dendritische Zellen und murine Makrophagen zu Zytokinproduktion und vermehrter
Oberflachenexpression  kostimulatorischer ~Molekiile induzieren kann. Die
Proliferation von B-Zellen ist hingegen nicht durch Plasmid-DNA induzierbar.
Plasmid-DNA ist weiterhin an der DC-Aktivierung beteiligt. Es konnte nachgewiesen
werden, dass sowohl die Zytokinsynthese, als auch die Expression kostimulatorischer
Oberflachenmarker durch pDNA induziert wird. Unter Verwendung von dendritischen
Zellen aus TLR9-/- Miusen konnte dariiberhinaus gezeigt werden, dass die Induktion
von Zytokinproduktion, wie auch die Oberflichenexpression kostimulatorischer
Molekiile TLR9-vermittelt ist.

Bei der in vivo-Vakzinierung von Méusen war die Induktion peptidspezifischer
zytotoxischer Lyse liberraschenderweise nicht TLR9-vermittelt, da keine Unterschiede
zwischen den wt- und ko-Milzzellen festzustellen waren. Eine Umgehung des TLR-9
Signalwegs via anderer TLRs konnte durch MyD88” Milzzellen ausgeschlossen
werden. Womaoglich spielt bei der in vivo Langzeit-Immunisierung die Helferfunktion
von CD4 T-Zellen  eine  wichtige Rolle, die TLR9-abhingige
Aktivierungsmechanismen des angeborenen Immunsystems bei der
Plasmidstimulation umgehen konnte.

Die in dieser Arbeit gezeigten Daten unterstiitzen die in der géingigen Literatur
geduBBerte Meinung, dass Plasmid-DNA ein vielversprechender Ansatz zur
Verbesserung von Vakzinierung sein kann. Die Daten werfen Fragen nach einer
detaillierten Aufkldarung der Mechanismen der Signalvermittlung in vivo auf, die in

CD4-defizienten Versuchstieren vertieft werden konnten.
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