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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Zellen der angeborenen und erworbenen Immunitat

Der Korper des Menschen ist standig von Pathogenen wie Bakterien, Viren, Pilzen
oder Parasiten bedroht. Das Immunsystem dient der Abwehr dieser Pathogene und
setzt sich bei Sdugern aus dem angeborenen und erworbenen Immunsystem
zusammen. Wéhrend das angeborene Immunsystem nach Kontakt mit einem
Pathogen schnell und unspezifisch reagiert, ist das erworbene, adaptive
Immunsystem langsam, besitzt dafiir eine sehr hohe Spezifitit und kann
Gedachtniszellen ausbilden.

Ein Pathogen, dass eine hohe Reproduktionsrate besitzt und sich schnell im Korper
ausbreitet, kann durch das Zusammenspiel des angeborenen und des erworbenen
Immunsystems abgewehrt werden.

So wird z.B. nach Invasion eines Bakteriums in das Gewebe zun&chst das
unspezifische, angeborene Immunsystem aktiv*. Lésliche Faktoren des angeborenen
Immunsystems wie die Proteine des Komplementsystems, antimikrobielle Peptide
wie Defensine oder Lysozym, Akute-Phase-Proteine und Interleukine werden in
Reaktion auf das Pathogen aktiviert bzw. freigesetzt. Sie fihren zur Anlockung
(Chemotaxis) von Phagozyten, bewirken die Erweiterung der Blutgefalie und die
Lockerung des Endothelzellverbandes, so dass der Ubertritt (Diapedese) von
Phagozyten aus dem Blut in das Gewebe erleichtert wird, und kénnen auRerdem die
Lyse des Bakteriums durch Bildung von Poren erreichen.

Zu den zellul&ren Bestandteilen des angeborenen Immunsystems zahlen neben den
nattrlichen Killerzellen (NK-Zellen) sowie den Mastzellen auch die bereits
genannten Phagozyten. Hier unterscheidet man neutrophile Granulozyten, die
Pathogen sowie Zelldebris aufnehmen (phagozytieren) und so eliminieren. Daneben
existieren Monozyten, die nach Ubertritt in das Gewebe zu Gewebsmakrophagen
differenzieren sowie Dendritische Zellen. Makrophagen und Dendritische Zellen
(dendritic cells, DC) patrouillieren im Gewebe, phagozytieren Pathogene bei Kontakt
und présentieren die prozessierten Antigene den Zellen des erworbenen, adaptiven
Immunsystems.

Ziel aller oben erwadhnten Faktoren ist es, die Ausbreitung des eingedrungenen
Pathogens zu verhindern und das Pathogen mdglichst zu eliminieren. Gelingt dies

nicht, so werden 4 bis 7 Tage nach Eintritt des Pathogens die Effektoren der
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erworbenen Immunitét aktiviert. Effektoren des erworbenen Immunsystems sind auf
der zelluldren Seite die T- und B-Zellen sowie auf der 16slichen Seite die Antikorper.
So differenzieren CD4-T-Zellen nach Antigenerkennung in T-Helferzellen, die je
nach Effektorfunktion T-Helfer-1 (Th1)-Zytokine wie Interferon y (IFNy) oder
Th2-Zytokine wie Interleukin (IL)-4 und IL-10 ausschiitten®®. Th1-Zellen
koordinieren die zellulare Infektabwehr. So fihrt die Freisetzung von IFNy zur
Aktivierung von Makrophagen im peripheren Gewebe, die daraufhin in ihren
Phagosomen vorliegende intrazellulare Parasiten und Bakterien abtsten® °.
Th2-Zellen sind an der Aufrechterhaltung der humoralen Infektabwehr beteiligt und
wirken im Zusammenspiel mit B-Zellen®. B-Zellen erkennen Antigene spezifisch
uber den B-Zellrezeptor (BCR) und préasentieren diese nach Internalisierung und
Prozessierung. Th2-Zellen erkennen das préasentierte Antigen und induzieren die
Teilung der B-Zelle und ihre nachfolgende Differenzierung in Plasmazellen, die den
BCR als Iéslichen Antikérper sezernieren’.

Antikdrper sind Proteine, die das Pathogen spezifisch erkennen und binden. Durch
diese Bindung wird das Pathogen neutralisiert, es kann also schlechter an
Zelloberflachen adsorbieren, so dass seine Pathogenitat sinkt. Gleichzeitig wird
durch die Bindung von Antikdrpern an das Pathogen eine Opsonierung, also eine
Markierung, erreicht, die es den Phagozyten ermdglicht, die opsonierten Partikel zu
erkennen und schneller zu phagozytieren. Ferner flhrt die Antigen-Antikorper-
Bindung erneut zur Aktivierung von Komplement und damit zur Lyse des
Bakteriums.

Das Zusammenspiel von angeborener und erworbener Infektabwehr fihrt in aller
Regel schlielRlich zur Eliminierung des Pathogens innerhalb einiger Wochen.

Neben den vom erworbenen Immunsystem gebildeten Effektorzellen werden gegen
die meisten Pathogene B- und T-Geddachtniszellen mit entsprechender Spezifitat fur
das Pathogen gebildet. Bei Zweitkontakt mit dem gleichen Pathogen kann so die
erworbene Immunantwort auch nach Jahren umgehend initiiert und das Pathogen

schnell abgewehrt werden.

1.2 Zentrale Aufgaben Dendritischer Zellen
Dendritische Zellen gehdren neben Gewebsmakrophagen und B-Zellen zu den
professionellen Antigen-présentierenden Zellen (APC), die Einfluss sowohl auf die

angeborene wie die erworbene Immunantwort haben®.
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Ihre zwei zentralen Aufgaben, namlich die Aufnahme und Prédsentation von
Antigenen sowie die Aktivierung von T-Zellen, nehmen Dendritische Zellen in zwei
verschiedenen Zustanden wahr.

Im immaturen Zustand kann die Zelle durch Endozytose groRe Mengen von Antigen
aufnehmen. Die Endozytose erfolgt dabei durch Pinozytose und Makropinozytose®,
durch rezeptorvermittelte Phagozytose via Fc-Rezeptor, Makrophagen-Mannose-
Rezeptor (MMR) oder DEC 205-Rezeptor'® 2 oder durch Phagozytose von
Mikroben oder apoptotischen Zellen® 116

Die fir die Endozytose erforderlichen Rezeptoren werden auf immaturen
Dendritischen  Zellen stark exprimiert. Auch Komplementrezeptoren wie
CR(complement receptor)4, die die Phagozytose stimulieren, werden auf immaturen
Dendritischen Zellen exprimiert.

Dendritische Zellen exprimieren zudem zwei verschiedene MHC(major histo-
compatibility complex)-Molekulklassen, MHC Klasse | (MHCI) und MHC Kilasse 11
(MHCII). Die endozytierten Antigene werden unabhangig davon, ob es sich um
Antigene aus Korperzellen (Selbst-Antigen) oder um Proteine aus Pathogenen
(Nichtselbst-Antigen) handelt, nach Prozessierung im MHC-Kontext présentiert.
Peptide, die aus dem Cytosol der Zelle stammen, werden in MHCI prdasentiert.
Peptide, die dagegen durch Endozytose in die Zelle aufgenommen wurden, also aus
dem vesikularen Kompartiment der Zelle stammen, werden im (MHCII) présentiert.
Die Prasentation von Peptiden im MHC-Kontext gewdhrleistet, dass durch die
sterische Ubereinstimmung des MHC:Peptid-Komplexes der Dendritischen Zelle mit
dem T-Zellrezeptor (T cell receptor, TCR) nur diejenigen T-Zellen ausgewéhlt und
aktiviert werden, die fir eine Pathogenabwehr geeignet sind.

Im maturen Zustand der Dendritischen Zelle ist diese in der Lage, die Aktivierung
von T-Zellen und deren klonale Expansion und Differenzierung in Effektorzellen zu
induzieren.

Immature  Dendritische  Zellen  (iDC) maturieren im  Gewebe nach
Toll-like Rezeptor (TLR)-vermittelter Bindung an molekulare Motive, sogenannte
pathogen associated molecular patterns (PAMPs), die firr das vorliegende Pathogen
charakteristisch sind'” *®. Daneben kann eine Maturation durch Gewebeschadigung
und damit verbundener Freisetzung von Entziindungsmediatoren erfolgen. So wurde
in vitro die Maturation von Dendritischen Zellen durch den Zusatz -eines
Zytokincocktails bestehend aus  den inflammatorischen Zytokinen
TNFa (Tumornekrosefaktor o), IL-18 und IL-6 sowie PGE; (Prostaglandin-2)
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gezeigt'®?°. Auch durch Ligation von CD40, das auf immaturen Dendritischen
Zellen schwach exprimiert wird, kann die Maturation von Dendritischen Zellen
in vitro induziert werden?" %%,

Die Maturation ist dabei eng mit der Migration der Zellen aus dem peripheren
Gewebe in den Lymphknoten verkniipft® 2*. Hier treffen die maturen Dendritischen
Zellen (mDC) auf T-Zellen.

Die fir die Migration (Chemokinrezeptoren), die Interaktion mit der T-Zelle
(Adhéasionsmolekile) und die Kostimulation (B7-Molekiile und TNFR-Liganden)
erforderlichen Molekiile werden im maturen Zustand auf der Zelloberflache der

Dendritischen Zellen im hohen MaRe exprimiert®.

A MHC-Klasse- B
|-Molekal DC-SIGN

MHC-Klasse-
I1-Molekiil

MHC-Klasse-
-Molekdl [*]

pc-sign  /CAM-

B7.2

Abbildung 1: Oberflachenmolekiile auf immaturen und maturen Dendritischen Zellen®.

Immature DC (A) exprimieren neben den Phagozytoserezeptoren, z.B. DEC205 und
Komplementrezeptoren, wie CR4 ebenfalls Adhasionsmolekiile, die bei der Interaktion mit T-Zellen
eine Rolle spielen, sowie MHC-Molekile. Bei maturen DC (B) tritt die Endozytose in den Hintergrund,
und es werden verstarkt Adhasionsmolekile (ICAM-1, ICAM-2, DC-Sign, LFA-1 und LFA-2),
kostimulatorische Molekule (B7.1, B7.2) und Prasentationsmolekile (MHCI, MHCII) exprimiert.
(Bezeichnungen s. Text).

So exprimieren mature Dendritische  Zellen die  Adhé&sionsmolekiile
LFA-3 (Lymphocyte Function-Associated Antigen-3), ICAM (intercellular adhesion
molecule)-1, ICAM-2 und DC-SIGN (DC-specific intercellular adhesion molecule 3-
grabbing non-integrin), die an CD (cluster of differentiation)2, LFA-1 und ICAM-3
auf T-Zellen binden, im Vergleich zu immaturen DC verstarkt. Auch die Expression
der MHC-Molekiile ist verstarkt. Als Chemokinrezeptor wird zudem
CCR7 (chemokine (C-C motif) receptor 7) exprimiert”’. Zu den kostimulatorischen
Molekilen z&hlen die B7-Molekiile CD80 und CD86, die an CD28 auf T-Zellen
binden, sowie die Liganden der TNF-Rezeptorfamilie (TNFR-Liganden).

Die T-Zellaktivierung wird durch die spezifische MHC/TCR-Bindung zwischen
Dendritischer  Zelle und T-Zelle initiiert. Diese Bindung wirkt als
1. Aktivierungssignal in die T-Zelle. Voraussetzung fir die klonalen T-Zellexpansion
und nachfolgenden Differenzierung der T-Zellen in Effektorzellen ist jedoch die
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Bindung an zusétzliche kostimulatorische Molekile auf der Oberflache der APC
(antigen presenting cell) (2. Aktivierungssignal). Wahrend die B7-CD28-Ligation
eine kurzzeitige Aktivierung der T-Zellen durch Freisetzung von IL-2 in den ersten
Tagen induziert, kann die T-Zelle durch die Ligation der TNFR/TNFRL-

Familienmitglieder weitere Uberlebenssignale erhalten®.

1.3 Kostimulatorische Molekile der TNFR/TNFRL-Familie

Zu den TNFR-Liganden, die auf Dendritischen Zellen exprimiert werden, gehdren
die  Molekile  OX40-Ligand, CD70, CD30-Ligand,  4-1BB-Ligand,
Light (lymphotoxin-related inducible ligand) und GITR (glucocorticoid-induced
TNF receptor)-Ligand. Es wird angenommen, dass diese Typll Transmembran-
proteine als Monomere oder Oligomere in der Zellmembran vorliegen und trimere
Signalkomplexe bei Interaktion mit dem Liganden bilden®®. Die kostimulatorisch
wirkenden TNF-Rezeptoren Ox40, CD27, CD30, 4-1BB, HVEM (herpes virus entry
mediator) und GITR auf T-Zellen, die bei Interaktion mit ihren Liganden auf
Dendritischen ~ Zellen  ebenfalls  trimerisieren, sind dagegen Typ |

Transmembranproteine®® .

DC
Liganden
LT&E_H_ _ i o — {E}Swﬁ##
DIXAOL. EnaL 4@31_ GITRL
l corn cgzn + LIGHT*
4188 l
Oxa0 cDaT HYENT

i T R

— L —— .
—— Caasy  LEEe» GEm (@D OB diaan

Rezepioren
T-Zelle
(238> TMNFR-assomierter Faktor (TRAF)
Q) Crystem-reiche Doméane

Abbildung 2: Auswahl kostimulatorisch wirkender TNFR-TNFR-LigandenfamiIienmithiederzs.

Bei TNFR-Ligation werden TNFR-bindende Faktoren (TRAF) an den Rezeptor rekrutiert. Alle
Rezeptoren binden TRAF2. CD27 bindet zusétzlich TRAF3 und TRAF5.

Die Signaltransduktion aller kostimulatorischen TNFR-Familienmitglieder, so auch
die von CD27, erfolgt tUber TRAF (TNFR-binding factor)-Proteine, die bei
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Rezeptorligation an den TNFR rekrutiert werden und als Adapterproteine fir
Kinasen fungieren. Alle TNFR binden TRAF2. Daneben bindet CD27 zuséatzlich
TRAF3 und TRAF5%,

Jeder TNFR-Ligand kann ebenfalls auf T-Zellen exprimiert werden. Deshalb wird
angenommen, dass dies die Interaktion von T-Zellen untereinander ermdéglicht, um
eine Amplifizierung des Signals zu erreichen, das initial durch eine Antigen
prasentierende Zelle induziert wurde®.

Das Molekul CD70 gehort ebenfalls in die Gruppe der TNFR-Liganden. CD70 ist ein
193 Aminosduren langes Peptid, dessen intrazellulare Domane von 12 Aminosauren
gebildet wird®. Es wird im humanen wie im murinen Modell auf aktivierten
Dendritischen  Zellen, NK-Zellen, B-Zellen und allen aktivierten T-Zellen
exprimiert®.

Auf murinen Dendritischen Zellen wurde eine CD70-Expression sowohl durch
CD40-Ligation als auch durch Stimulation mittels PAMPs induziert** *. Auf
humanen Dendritischen Zellen wurde eine CD70-Expression nach LPS-Stimulation
in Abwesenheit von IL-4 beschrieben®*. Auf B-Zellen erfolgt die CD70-Expression
nach B-Zellrezeptor vermittelter Aktivierung, nach CD40-Ligation oder nach LPS-
Stimulation® %,

Auf murinen aktivierten T-Zellen wird CD70 nur schwach exprimiert®. Dagegen
zeigen humane T-Zellen vier Tage nach Staphylokokken Enterotoxin A (SEA)-
Stimulation eine starke CD70-Expression®.

CD70 ist der Ligand des TNFR CD27 auf T-Zellen. CD27 ist 242 Aminosduren lang,
wobei 46 Aminosduren zytoplasmatisch vorliegen®!. CD27 wird konstitutiv auf
aktivierten B-Zellen®® und allen ruhenden T-Zellen exprimiert. Nach Antigen-
abhangiger T-Zellaktivierung wird bei humanen Zellen zunéchst eine Zunahme der
CD27-Expression beobachtet. Im Verlauf der T-Zellexpansion nimmt die CD27-
Expression jedoch ab®’. Der Verlust bzw. die Einschrankung der CD27-Expression
auf aktivierten T-Zellen scheint mit dem Grad der Effektorfunktion assoziiert zu
sein. So wurde beschrieben, dass der Perforingehalt in zytotoxischen T-Zellen sich

gegenlaufig zur CD27-Expression verhalt®.

Die CD27-CD70-Ligation wurde in der Literatur als kostimulatorisches Signal flr
die T-Zellproliferation und Differenzierung beschrieben. So fuhrt die Interaktion von
CD27 auf T-Zellen mit seinem Liganden CD70 auf Dendritischen Zellen zu einer

Antigen-abhangigen T-Zellproliferation®® und IFNy-Sekretion sowohl aus CD4- als
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auch CDB8-T-Zellen, die durch Blockierung mit anti-CD70-Antikdrper unterbunden

werden kann®**%°_ In Untersuchungen mit Idslichem CD70 wurde eine verstarkte
Bildung von IFNy und zytotoxischen T-Zellen beschrieben*.

AulRerdem wurde beschrieben, dass durch die CD27-CD70-Interaktion die Bildung
von Gedachtniszellen begiinstigt wird*?. Eine anhaltende CD70-CD27-Ligation in
CD70-transgenen Méusen fihrte zu einer verstarkten Bildung von T-Effektorzellen
und dem Verlust von B-Zellkeimzentren in der Milz**. Jedoch wurde bei anhaltender
CD70-CD27-Interaktion auch eine T-Zelldepletion beobachtet, die auf den erhohten
T-Zellumsatz zuriickgefiihrt wurde**.

Wegen der Kkostimulatorischen Wirkung der CD27-Ligation auf die
T-Zellproliferation und Differenzierung stellte sich die Frage, ob die exogene
Expression von CD70 auf Dendritischen Zellen ebenfalls zu einer verbesserten
T-Zellantwort fiihrt. Dies konnte bei Einsatz dieser CD70-transfizierten DC als

Vakzine zu verbesserten Responseraten fiihren.

1.4 Einsatz von Dendritischen Zellen als Tumorvakzine

Neben der Induktion von Immunitdt gegen Pathogene sind Dendritische Zellen
vermutlich ebenfalls fur die Aufrechterhaltung der Toleranz gegen Selbst-Antigene
verantwortlich® *. So kénnen Dendritische Zellen periphere Toleranz durch
Deletion von T-Zellen, Anergie oder Expansion von Regulatorischen T-Zellen
induzieren®” .

In diesem Kontext kann die Entstehung von Tumoren als ein Prozess verstanden
werden, bei dem eine Induktion von Toleranz gegen entartete Zellen stattfindet. Die
zu entwickelnde Tumorvakzine sollte daher in der Lage sein, durch die Induktion
von spezifischen Effektor-Zellen und Effektor-Gedéchtniszellen Immunitét gegen die
Tumorantigene zu erzeugen. Diese Tumorvakzine kdnnten eingesetzt werden, um ein
verzogertes Tumorwachstum, die Bildung von Metastasen und den Schutz vor
Tumorneubildung in bereits erkrankten oder gefahrdeten Patienten, z.B. nach
Hepatitis B- oder C-Infektion, zu erreichen®® *°.

Es werden zwei Modelle diskutiert, die erkléren sollen, auf welcher Grundlage
Dendritische Zellen die Entscheidung treffen, ob Toleranz oder Immunitat induziert
wird™.

Nach Matzinger fuhrt die Anwesenheit zelleigener Produkte, die aus geschadigten
Zellen freigesetzt werden, wie Hitzeschockproteine (heat shock protein, HSP) oder

mitochondriale Komponenten, zu einer Aktivierung von Dendritischen Zellen. Diese
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wandeln sich daraufhin in Zellen, die Immunitét erzeugen. Dagegen wird Toleranz
durch Dendritische Zellen erzeugt, die keinen Gefahrensignalen ausgesetzt waren.

Diese These wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass die bei Zellschddigung
freigesetzen inflammatorischen Zytokine eine Maturation der Dendritischen Zellen
erzeugen, so dass durch die gestiegene Anzahl an kostimulatorischen Molekilen eine

1920 Eg5 wurde ebenfalls beschrieben, dass auch

T-Zellaktivierung mdoglich ist
immature Dendritische Zellen wie mature Dendritische Zellen die peripheren
lymphatischen Gewebe, also die Orte der T-Zellaktivierung, durchwandern®.
Aulerdem kann dieses Modell die Immunitat gegen Tumoren erkldaren. So kénnen
unkontrolliert wachsende Tumore nekrotisieren, wodurch Dangersignale gesetzt
werden®®. Allerdings miisste auch nach Gewebeschadigung Immunitat erzeugt
werden, was jedoch nicht beobachtet wird.

Das Modell nach Janeway geht bei der Induktion von Immunitét davor aus, dass DC
uber Toll-like Rezeptoren (TLR) wverfigt, die ein Pathogen aufgrund seiner
charakteristischen Muster, den PAMPs, erkennen kann. Trifft dagegen eine
aktivierte, jedoch nicht mit PAMPs in Beriihrung gekommene Dendritische Zelle im
Lymphknoten auf T-Zellen, so wird Toleranz induziert. Diese Hypothese kann die
Immunitat gegen Pathogene gut erklaren. Jedoch kann hiermit nicht erklart werden,
wie Immunitdt gegen Tumore entsteht, da bei Tumorgeschehen keine Pathogene
vorliegen.

Ausgehend von dem Gefahrensignal-Modell nach Matzinger wurden erste
Tumorvakzine entwickelt. Dabei wurden zwei Griinde angenommen, um zu erklaren,
warum ein wachsender Tumor vom Immunsystem nicht erkannt wird>®,>".

Zum einen geht das Tumorwachstum mit der Expression von immunsupprimierenden
Fakoren einher. Zum anderen gehen nur wenige Tumorzellen wahrend des nicht
nekrotischen Tumorwachstums unter.

Da durch die Immunsuppression nur wenige apoptotische Tumorzellen vorliegen, ist
die Konzentration von Tumorprotein niedrig. Daher steht die erforderliche
Tumorantigenkonzentration fur eine effektive Crossprésentation, also flr die
Endozytose von apoptotischen Zellen durch Dendritische Zellen und die Présentation
der in diesen apoptotischen Zellen enthaltenen Tumorproteine im MHC-Kontext,
nicht zur Verfugung®.

So wurde von Heath und Carbone gezeigt, dass die Antigenkonzentration in von
Dendritischen Zellen crossprésentierten Zellen grofer als 0,03ng OVA/ug Protein

sein muss, um die Induktion einer priméren T-Zellantwort zu induzieren®.
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Auch die verminderte Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen, die fir die
Expression von kostimulatorischen Molekilen auf der maturierten Dendritischen
Zelle erforderlich sind, ist bei einer tumorinduzierten Immunsuppression vermindert.
Die Unterdriickung der Maturation der Dendritischen Zellen aufgrund der fehlenden
Gefahrensignale sowie niedrige Antigenkonzentrationen konnten dazu fiihren, dass

eine periphere Toleranz gegen Tumorzellen ausgebildet wird.

Erste  Tumorvakzine wurden aufgrund dieser Annahme durch eine ex vivo
vorgenommende Beladung der Dendritischen Zellen mit Tumorantigen und einer
gleichzeitigen Maturation der Dendritischen Zellen hergestellt®™®. Die Ergebnisse
zeigten zwar die Uberlegenheit von DC-basierten Vakzinen im Vergleich zu anderen
Vakzinierungsstrategien, wie Vakzinierung mit Peptiden, Tumorzellen oder
Tumorantigen exprimierenden viralen Vektoren. Es sprachen jedoch nur 9,5% der
behandelten Patienten auf die DC-Vakzinierungen an>* 2.

Ursache fur die geringe Responserate kann die Verwendung von Peptid-gepulsten
DC sein, bei denen Peptide durch Inkubation der DC in die Grube des MHCI-
Molekiils eingebracht werden. Nachteile dieser Vakzine sind, dass nur ein Epitop
préasentiert wird und die Beladung der DC HLA-Genotyp-abhédngig erfolgt. Zudem
werden T-Helferzellen, die Antigen tber MHCII-Molekule erkennen, nicht
angesprochen.

Verbesserte Responseraten sind daher bei Transfektion von DC mit Antigen zu
erwarten. Durch mRNA-Transfektion wird das Protein in der DC translatiert und
prozessiert, so dass mehrere Epitope generiert werden. Die Prasentation dieser
Epitope erfolgt sowohl in MHCI als auch in MHCI|I, so dass T-Helferzellen ebenfalls
angesprochen werden koénnen. Nicht zuletzt ist die Prasentation der Epitope nicht
HLA-Genotyp-abhéngig.

Ein weiterer Grund fur die niedrige Responserate kann die Verwendung von nicht
mit PAMPs aktivierten und daher nicht lizensierten Dendritischen Zellen sein.

In der Literatur wird die Lizensierung von Dendritischen Zellen definiert als ein
Signal, das die Dendritischen Zellen zur Bildung von IL-12p70 und zur Aktivierung
funktioneller CD4-Zellen befahigt™ >* und in der Konsequenz zur Aktivierung von
CD8-T-Zellen und deren Differenzierung in funktionelle zytotoxische T-Zellen® und
Gedachtniszellen®® * fiihrt,

Diese Konditionierung der Dendritischen Zelle wird zum einen durch die
Aktivierung tiber TLR*, zum anderen durch die T-Zellhilfe gegeben®®. Die Ligation
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von CD40 auf Dendritischen Zellen mit CD154 (CD40L) auf T-Zellen ist dabei das

58, 57

entscheidende Signal fur die Lizensierung
Es kann angenommen werden, dass die TLR-Signale unter anderem auch zu einer
verstarkten Expression von kostimulatorischen Molekilen fuhren, die ebenfalls erst
durch die T-Zellhilfe induziert werden. CD70, ein Mitglied der TNFR-
Ligandenfamilie, konnte ein solches kostimulatorisches Molekil sein. Die
Expression von CD70 ist streng reguliert und erfolgt auf DC nur nach
PAMPs-Stimulation oder CD40-Ligation, jedoch nicht nach Maturation mittels
Zytokincocktail®. Die CD70-Expression ist dabei von dem verwendeten PAMPs-
Typ abhéngig und erfolgte im Vergleich zur Expression nach CD40L-Stimulation
verzogert. Es wurde beschrieben, dass l6sliches CD70 bei gleichzeitiger Antigengabe
die Bildung von OVA-spezifischen CD8-T-Zellen im Vergleich zu LPS stark
amplifizierte*’. Die CD27-Stimulation filhrte auBerdem neben einer verstarkten
priméren CD8-T-Zellantwort zur Ausbildung einer sekundéren T-Zellantwort, die
durch LPS-Stimulation allein nicht erreicht wurde. Fir die Entwicklung einer neuen
DC-basierten Tumorvakzine kann die exogene Expression von CD70 daher zu
verbesserten Responseraten fuhren.

Der Erfolg einer Vakzinierung ist jedoch auf3er durch die Verwendung von ex vivo
Antigen-beladenen, lizensierten Dendritischen  Zellen ebenfalls von der
Tumorumgebung abhangig. So kann z.B. durch die Anwesenheit von CD4+CD25+-
regulatorischen Zellen eine Immunsuppression induziert werden®®. Eine kombinierte
Therapie, bestehend aus der Reduktion von Tumormasse vor Vakzinierung, der
Eliminierung von CD4+CD25+-regulatorischen Zellen und der Vakzinierung selbst

muRte daher angestrebt werden.

1.5 Antigenbeladung von Dendritischen Zellen durch Elektroporation

Die Induktion von Immunitat gegen Tumore kann auRer durch die Verwendung von
lizensierten  Dendritischen  Zellen auch durch die Présentation hoher
Tumorantigenkonzentrationen positiv beeinflusst werden. Die Elektroporation hat
hier verschiedene Vorteile im Vergleich zu anderen Antigenbeladungsmethoden wie
der Lipofektion, viralen Transfektionsmethoden, der Calzium-Phosphatmethode oder
der Beladung mittels Peptidpuls.

So liegt die transfizierte Nukleinsdure nach Elektroporation im Zytoplasma der Zelle
vor. Wird zudem mRNA eingesetzt, so wird das translatierte Protein in Proteasomen
prozessiert und Uber die TAP (transporters associated with antigen processing)-
Translokase in das Endoplasmatische Retikulum transportiert, in dem die Beladung
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von MHCI-Molekiilen erfolgt®®. AuRerdem bedeutet die Transfektion von mRNA

gegenuber der DNA-Transfektion keine gentechnische Verdnderung der
Dendritischen Zellen, wodurch die Zulassung der DC-Vakzine zu klinischen Studien
erleichtert wird. Auch wird hierdurch eine eventuell vorliegende transkriptionale
Regulation umgangen®’. Die Transfektionsraten nach Elektroporation betragen
65%°% % und liegen damit tiber den Transfektionsraten anderer Methoden.

Gegenlber der Lipofektion, bei der Nukleinsdure an kationische Lipide gebunden
Uber den Endozytoseweg in die Zelle aufgenommen wird, besteht bei der
Elektroporation nicht die Gefahr des teilweisen Abbaus der Nukleinséure in spaten
Lysosomen. So werden bei Lipofektion, auch bedingt durch den toxischen Effekt der

64,65 positive

verwendeten Lipide, nur Transfektionsraten bis 30% erreicht
Auswirkungen kann dagegen die Ligation der zu transfizierenenden mRNA mit dem
TLR 7 und TLR 8 haben. Diese TLR liegen in Endosomen vor, so dass eine PAMPs-
Stimulation mit der Lipofektion einhergehen kann®. So wurde gezeigt, dass die
Transfektion von nackter PSA (Prostate-specific Antigen)-mRNA in immaturen
Dendritischen Zellen zu einer Stimulation von spezifischen CTL fiihrt®" .

Im Vergleich mit viralen Transfektionsmethoden, bei denen Adenoviren als Vehikel
zum Einbringen von Nukleinsduren in den Kern genutzt werden, besteht bei
Elektroporation nicht die Gefahr der genetischen Verdnderung der genomischen
DNA durch Integration der Nukleinsdure. Zudem kdnnen mittels Elektroporation
auch sich nicht teilende Zellen transfiziert werden, wéhrend durch DNA-Viren
vorgenommende Transfektionen nur in sich teilenden Zellen erfolgreich sind®. Es
kann bei viraler Transfektion ebenfalls nicht ausgeschlossen werden, dass andere
Zellen nach Vakzinierung ebenfalls durch Viren infiziert werden, wodurch die
Gefahr der Onkogenese und Mutagenese steigt®®. Die erreichten Transfektionsraten
sind dagegen mit Transfektionsraten nach Elektroporation vergleichbar®.

Die Transfektion von Dendritischen Zellen mittels Calzium-Phosphatmethode liefert
auch bei Einsatz hoher DNA-Mengen nur niedrige Transfektionsraten von 20%°. Im
Vergleich zu den dbrigen Transfektionsmethoden ist diese Methode daher fir die
Herstellung groRer Mengen Antigen-beladener Dendritrischer  Zellen  fir
Vakzinierungsstudien die am wenigsten geeignete.

Neben den genannten Transfektionsmethoden kann die Beladung von MHCI auch
uber Inkubation von Dendritischen Zellen mit Peptiden (Peptidpulsen) erfolgen.
Hierbei bindet das Peptid HLA-abhdngig in der Grube des MHCI-Molekiils. Diese

Methode der Antigenbeladung erlaubt nur die Verwendung von Epitopen bekannter
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Tumor-assoziierter Antigene (tumor associated antigens, TAA). Im Gegensatz dazu
werden bei einer Antigenbeladung mittels Elektroporation auch unbekannte Epitope
von der Dendritischen Zelle préasentiert, da das nach Translation der transfizierten
MRNA vorliegende vollstandige Protein prozessiert wird. Aufierdem werden sowohl
MHCI- als auch MHCII-Molekiile beladen und die Beladung erfolgt in Gegensatz
zum Peptidpulsen unabhangig von vorliegenden HLA-Allelen®®. Daher steigt nach
Antigenbeladung von  Dendritischen  Zellen mittels Elektroporation die
Wahrscheinlichkeit, alle fir den Tumor spezifischen CD4- und CD8-T-Zellen
stimulieren zu kdnnen.

Aufgrund der aufgefiihrten Vorteile, die die Elektroporation von mRNA mit sich
bringt, ist sie zur Antigenbeladung von Dendritischen daher die Methode der Wahl.
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1.6 Fragestellung:
Aufgrund der hohen Anzahl an kostimulatorischen Molekulen gelten Dendritische
Zellen (DC) als gute Stimulatoren der zelluldren Immunantwort und werden daher
fir den Einsatz als Tumorvakzine diskutiert. Die niedrigen Responseraten friiherer
DC-basierter Vakzine kénnten durch die Verwendung von Peptid-gepulsten DC oder
nicht lizensierten DC bedingt sein. Eine verbesserte Tumorvakzine kann daher durch
Antigen-Beladung mittels Elektroporation und die Verwendung von lizensierten DC
erreicht werden.
DC werden zum einen durch die Aktivierung tiber TLR> zum anderen durch die
T-Zellhilfe lizensiert®, wodurch sie zur Induktion einer zelluldren adaptiven
Immunitat beféhigt werden. Moglicherweise fiihren TLR-Signale oder T-Zellhilfe
u.a. auch zu einer verstarkten Expression von kostimulatorischen Molekilen. CD70,
ein Mitglied der TNFR-Ligandenfamilie, kénnte ein solches kostimulatorisches
Molekil sein. Die Expression von CD70 ist streng reguliert und erfolgt auf DC nur
nach PAMPs-Stimulation oder CD40-Ligation®*. Lésliches CD70 amplifiziert die
primére Expansion von OVA-spezifischen CD8-T-Zellen und induziert im
Gegensatz zu LPS eine Sekundérantwort nach erneuter Antigengabe*’. Die exogene
Expression von CD70 auf DC konnte daher bei deren Einsatz als Tumorvakzine zu
verbesserten Responseraten fiihren.
In dieser Arbeit soll die exogene Expression von CD70 in humanen
zytokinmaturierten Dendritischen Zellen mittels Elektroporation von CD70-mRNA
erreicht werden mit dem Ziel, eine Basis zur Herstellung einer verbesserten
DC-basierten Vakzine zu schaffen. Dazu soll zunéchst die Elektroporation der DC
optimiert werden. Nachfolgend wird die Auswirkung der CD70-Expression auf die
Zytokinantwort durch Kokultivierung der transfizierten DC mit autologen
CDA4-T-Zellen untersucht. Hieraus abgeleitet ergeben sich folgende Einzelziele:
1. ,,methodische* Einzelziele:

1.1. Optimierung der Elektroporationsparameter zur mRNA-Transfektion

1.2. Klonierung von humanem CD70
2. ,immunologische* Einzelziele:

2.1. Untersuchung der Auswirkung der Elektroporation auf die Expression

weiterer kostimulatorischer Molekile auf zytokinmaturierten DC
2.2. Untersuchung der Zytokinsekretion nach Kokultur von CD70-mRNA

transfizierten DC mit autologen CD4-T-Zellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterial
Beckmann Coulter, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
Bender Hobein AG, Zirich, Schweiz
Biometra, Gottingen

Biorad, Minchen

Braun Melsungen AG, Melsungen

Eppendorf, Hamburg

Falcon

Forma Scientific Inc., Marietta USA

Greiner, Kehlheim

Heraeus, Hanau

Kendro, Langenselbold

Miltenyi Biotech, Bergisch Glattbach
Nalgene Labware, Hereford, UK
Neckermann Versand, Frankfurt/Main

Nunc, Wieshaden

Perkin EImer GmbH, Rodgau-Jiigesheim
Ritter GmbH, Schwabmiinchen

Tecan Deutschland GMBH

Sarstedt, Nirnbrecht

Hochgeschwindigkeitszentrifuge
Avanti J-251

Facs Calibur Analyzer

Vortex

PCR Maschine Unoll
Gene-Pulser 11 mit RF-Modul,
Spannungsgerat
6Well- und
Mikrotiterplatten

Aqua ad iniectabilia (H,O (reinst),
RNase und DNase frei)
Tischzentrifugen 5417C und 5417R,
UV-Kivetten 220-

Powerpac 300 mit

Gelkammer, 24Well-

Reaktionsgefélie,
1600nm

Zentrifugenrohchen  (50ml),  Facs-
Réhrchen

Zellkulturinkubator

PS-Rohrchen GLKL 0,6ml,

Filterspitzen, T25-, T75- und T175-

Zellkulturflaschen, Kryoréhrchen (2ml)

Megafuge 1.0, Biofuge fresco

Minifuge RF

Super MACS Separationsmagnet

Einfrierbehélter

Mikrowellengerat 675/008

Well
(20ml,

Polysorp 96 Platten,

Zentrifugenréhrchen spitz),
Triple Flaschen

UV/VIS-Spektromerter A.2
Multipettenspitzen (Ritips)
ELISA-Reader

Einmalpipetten 5ml, 10ml, 25ml



Material und Methoden 15

Satorius Analytic, Gottingen Analysewaage
Sigma, Deisendorf Hochgeschwindigkeitszentrifuge 3K30
Zeiss, Jena Mikroskope ID03 und Axioskop

2.2 Material fir molekularbiologische Methoden

2.2.1 Vektoren

Vektor Quelle

EGFP_pcDNA3.1-Vektor Dr. M. Marget, Immunologie Kiel
pEGFP BD Biosciences, Heidelberg
pSP73/A64 /Notl D. Boczkowski, Durham, USA
Her2neu_pcDNA3.1/A64 S. Pruitt, Durham, USA

pCR2.1 TOPO-Vektor Invitrogen, Karlsruhe,

Dr. M. Marget, Immunologie Kiel

2.2.2 Restriktionsenzyme

Die Restriktionsenzyme Accl, Apol, Bbsl, EcoRI, Hindlll, Sacl und Smal mit den
dazugehdrigen Puffern wurden von New England Biolabs, Frankfurt/Main bezogen.
Alle Ubrigen Enzyme, die Alkalische Phosphatase sowie die Ligase inkl. Puffer

stammen von Promega, Mannheim.

2.2.3 Bakterien
Fur die Klonierung wurden kompetente E.coli XL-1 blue eingesetzt, zur Verfligung
gestellt von Dr. M. Marget, Immunologie Kiel.

2.2.4 Puffer und Losungen fir die Molekularbiologie

2.2.4.1 Tris-Acetat-EDTA-(TAE) Puffer (50x Stocklésung) nach Sambook und
Russell

2429 Tris Base

57,1ml Eisessig

100ml 0,5M EDTA (pH8,0)

ad 1000ml ddH,0.

Die TAE (1x)-Gebrauchslésung wurde durch Verdinnung in ddH,0 hergestellt.
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2.2.4.2 Ethidiumbromid-L6sung:
Fur die Farbung von DNA-Molekilen in Agarosegelen wurde eine 1mg/ml
Ethidiumbromidlésung eingesetzt, die bei 4°C im Dunkeln gelagert wurde. Zu 50ml

eines 1%igen Agarosegels wurden 5ul Ethidiumbromidldsung zugesetzt.

2.2.4.3 Molekulare GroRRenmarker:

Als GroRenstandards wurden ein peqGOLD 100bp GroéRenstandard (peglab,
Erlangen) sowie der 10.000bp-GroRenstandard Hyperladder 1 (Bioline,
Luckenwalde) mit den dazu gehdrigen Ladepuffern verwendet.

2.2.4.4 Ampizillin-Stocklésung:

Fur die Herstellung der Ampizillin-Stocklésung wurden 100mg/ml Ampizillin
(Sigma, Deisendorf) in 70%(v/v) Ethanol geldst. Die Stocklésung wurde bei —20°C
gelagert. In dem verwendeten Selektionsmedium zur Kultivierung von
transformierten E.coli wurde Ampizillin in einer Endkonzentration von 100ug/ml

eingesetzt.

2.2.4.5 X-Gal-Losung:

Fur die Blau/WeiR3-Selektion zur Erkennung von Transformanten wurde eine 4mg/ml
X-Gal-Losung (Merk, Darmstadt) in Dimethylformamid (Sigma, Deisendorf)
eingesetzt. 50ul der X-Gal-Losung wurden auf eine vorgewdrmte LB-Agarplatte
ausgespatelt und die Platte vor Aufbringen der Bakteriensuspension im Brutschrank
getrocknet.

2.25 Gele

2.2.5.1 1%iges Agarosegel:
Fur die Herstellung eines 1%igen Agarosegel wurden 0,59 Agarose mit 50ml TAE
(1x) Puffer aufgekocht und nach Abklhlen 5ul Ethidiumbromidlosung (1mg/ml)
zugesetzt. Das Gel wurde in die Gelkammer gegeben und 1h polymerisiert. Maximal
1ug Probe wurde nach Verdinnung in Ladepuffer pro Tasche aufgetragen und das
Gel bei 90V 60min gefahren.
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2.2.5.2 Formaldehydgel:
MOPS-Puffer (10x):

200mM MOPS (pH7,0)

50mM Natriumacetat

5mM EDTA

41,869 MOPS wurden in 700ml ddH,O geldst und nach Einstellen des pH-Wertes
16,7ml einer 3M Natriumacetatlésung (pH 7,0) und 10ml EDTA-LG6sung (pH 8,0)
zugesetzt. Die Losung wurde auf 1 Liter mit ddH,O aufgefullt und sterilfiltriert.

Diese Losung ist 4 Wochen haltbar.

Laufpuffer:
Fur den Gellauf wurde MOPS (1x)-Puffer eingesetzt.

Probenpuffer:

100p! Formamid

70pl Formaldehydldsung (37%)

50ul 10xMOPS-Puffer

20ul Bromphenolblau (1%)

1ul Ethidiumbromid (1%)

259ul ddH,0

Zur Denaturierung der RNA wurden mindestens 4ug RNA mit 25ul Probenpuffer

gemischt und fur 10min bei 75°C inkubiert.

Herstellung des denaturierenden Formaldehydgels:

Fur ein 1,5%iges Agarosegel wurden 0,75g Agarose in 36ml ddH,O aufgekocht,
leicht abgekihlt und unter dem Abzug 7ml MOPS (10x) und 7ml Formaldehyd
(37%) zugesetzt. Die Gelkammer und der Gelschlitten wurden mit 70%igem Ethanol
und nachfolgend mit ddH,O gereinigt. Das Gel wurde in den Gelschlitten gegossen
und fur 1h unter dem Abzug polymerisiert.

Probenvorbereitung und Gellauf:

Die Gelkammer wurde mit 70%igem Ethanol und nachfolgend mit ddH,O gereinigt.
Nach Auffillen mit Laufpuffer und Einsetzen des Gelschlittens wurde das Gel fir
10min bei 60V gefahren. Nach Auftragen der RNA-Proben auf das Gel wurde die
Spannung auf 80V erhoht und die Proben fur 1,5h getrennt.
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2.2.6 Medien fur die Bakterienkultur nach Sambook und Russell
Fir die Kultivierung der Bakterienkulturen wurden Medien nach Sambrook und
Russel eingesetzt’.

2.2.6.1 LB-Flussigmedium

Fur das flissige LB-Medium wurden 10g Bactotrypton (BD Biosciences,
Heidelberg), 5g Bactoyeast (BD Biosciences, Heidelberg) und 10g NaCl (Merk,
Darmstadt) in ddH,O gelost. Der pH-Wert wurde auf pH 7,0 eingestellt und die
Losung auf ein Endvolumen von 1L mit ddH,0 aufgefiillt und autoklaviert. Vor dem

Animpfen von Flussigkulturen wurden 100ug/ml Ampizillin zugesetzt.

2.2.6.2 LB-Agarplatten

Fur LB-Platten wurden dem LB-Flissigmedium nach pH-Einstellung 3% (w/v)
Bactoagar (BD Biosciences, Heidelberg) zugesetzt. Nach dem Autoklavieren und
Abkulhlen auf 60°C wurden 100pg/ml Ampizillin zugesetzt, bevor die Platten

gegossen wurden.

2.2.7 Kits

Kit Firma

RNeasy Midi Kit Qiagen, Hilden

RNeasy Maxi Kit Qiagen, Hilden

Qiaprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden

Qiagen Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

Qiaquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

Qiaquick PCR-Purification Kit Qiagen, Hilden

HotStarTaq PCR Kit Qiagen, Hilden

mMessage mMachine Kit Ambion Europe, Huntingdon,
Cambridgeshire, UK

Poly(A)Tailing Kit Ambion Europe, Huntingdon,
Cambridgeshire, UK

First strand cDNA synthesis Kit Amersham Biosciences Europe,

Freiburg, freundliche Gabe von Dr. M.

Marget, Immunologie Kiel
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Restriktionsverdau und mRNA-Herstellung

Die Herstellung von mRNA mittels in vitro-Transkription erfolgte mit Hilfe des
mMessage-mMachine Kits (Ambion Europe, Huntingdon, Cambridgeshire, UK) wie
vom Hersteller angegeben. Grundsétzlich wurden fiir das Arbeiten mit RNA nur
kirzlich autoklavierte 1,5ml-EppendorfgefaBe und Filterspitzen verwendet. Alle
bendtigten Reagenzien wurden bei RT aufgetaut, gemischt, zentrifugiert und auf Eis
gestellt. Das Enzym wurde bei —20°C im Kihlaggregat gehalten, um Inaktivierung
zu vermeiden.

Um RNA einer definierten L&nge in vitro transkribieren zu konnen, wurde der
EGFP_pcDNA3.1-Vektor mit Bbsl geschnitten. Der pSP73/A64/Notl-Vektor und
alle Klonierungsvarianten des pSP73/A64/Notl-Vektoren wurden dagegen mit Spel
geschnitten. Der Restriktionsansatz wurde so angesetzt, dass eine Endkonzentration
des Templates von 900ng/ul bis 1ug/ul vorlag. Fir einen 100ul Restriktionsansatz
wurden 10ul 10x-Restriktionspuffer mit der entsprechenden Menge an Vektor-DNA
und, falls erforderlich, 1pul BSA (100x) sowie mit 10U des Restriktionsenzyms
gemischt und ber Nacht bei 37°C inkubiert. Zur Kontrolle der Restriktion wurde
nachfolgend ein 1%iges Agarosegel gefahren.

Fur einen 100pl-Transkriptionsansatz wurden in einem sterilen Eppendorfgefald 50ul
NTP/CAP mit 10ul Reaktionspuffer (10x) und 30ul DNA-Template (c=90ng/ul bis
1ug/pl) gemischt. Nachfolgend wurden 10ul Enzym  zugesetzt, gemischt,
zentrifugiert und der Ansatz fur 2h bei 37°C inkubiert. Durch Zusatz von 5ul DNasel
und Inkubation fur 15min bei 37°C wurde das DNA-Template abgebaut. Durch
Zugabe von 150pl RNase freiem Wasser und 125ul LiCl mit nachfolgender
Inkubation bei —20°C fur 30min wurde die RNA gefallt und bei 4°C fir 30min bei
16000xg (Eppendorf-Tischzentrifuge) pelletiert. Der Uberstand wurde mit einer
sterilen Pipettenspitze entfernt und das Pellet mit 1000ul Ethanol 70%(v/v) bei
16000xg gewaschen. Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet getrocknet und

anschlieBend in 50l RNase freiem Wasser gelost.



Material und Methoden 20

2.3.2 Quantifizierung und Aligotierung von mRNA
Fur die Quantifizierung der mMRNA wurde eine Verdunnung (1:200) in RNase freiem
Wasser hergestellt und die Extinktion bei 260nm photometrisch gemessen. Fir die
Berechnung der Konzentration wurde folgende Formel nach Sambrook und Russell™
eingesetzt:

RNA-Konzentration = Ezgonm X 38 X Verdinnung = RNA [ng/ul]
Die Ausbeute lag in Abhangigkeit von der Genladnge des Templates in der Regel bei
140ug-160pug. Fur die Berechnung der Reinheit wurde der Quotient der Extinktionen
bei 260nm und 280nm errechnet, der in der Regel bei E260/E280 = 1,67-1,7 lag.
Fur die Elektroporationen wurde die hergestellte mRNA als 10ug-Aliquots in sterilen

Eppendorfgefalen bei —20°C bis zur Verwendung gelagert.

2.3.3 Invitro-Polyadenylierung von mRNA

Fur die Polyadenylierungsreaktion wurde das Poly-(A)-Tailing Kit (Ambion Europe,
Huntingdon, Cambridgeshire, UK) eingesetzt. Das im Assay verwendete Enzym
E.coli Poly-(A) Polymerase | (E-PAP) fligt Adenosine an das 3"-Ende einer RNA an.
Fur die in vitro-Polyadenylierung wurden in einem 100ul Ansatz 20l mRNA aus
dem Transkriptions-Ansatz mit 20ul 5x E-PAP Puffer, 10ul 25mM MnCl,, 10ul
10mM ATP sowie 4ul E-PAP gemischt und bei 37°C fur 1h inkubiert. Als negative
Kontrolle wurde ein Ansatz ohne E-PAP gefahren.

Der Ansatz wurde nachfolgend photometrisch quantifiziert und zur Analyse der

Transkriptlange auf ein Formaldehydgel aufgetragen.
2.3.4 Umklonierung von EGFP aus pEGFP in pSP73/A64/Notl

2.3.4.1 Hitzeschocktransformation von kompetenten E.coli XL-1 blue

Zur Transformation der Bakterien wurden 200l kompetente E.coli XL-1 blue mit
20ng Plasmid bzw. 10ul Ligationsansatz gemischt und 30min auf Eis inkubiert. Die
Zellen wurden ohne vorheriges Schitteln 45sec bei 42°C inkubiert und danach
umgehend auf Eis gestellt. 1ml circle-grow-Komplettmedium (Bio 101, Inc., La
Jolla, USA) wurde zlgig unter sterilen Bedingungen zugesetzt und die Suspension in
ein 10ml Schittelréhrchen Gberfihrt. Die Bakteriensuspension wurde 1h bei 37°C im
Schittelschrank inkubiert, um eine Rekonstitution der Transformanten zu erreichen.
Die Bakterien wurden anschlieBend auf ampizillinhaltigen LB-Agarplatten
ausplattiert. Dazu wurden 10ul der Bakteriensuspension auf eine LB-Agarplatte,
100ul auf eine zweite Agarplatte und die Ubrigen Transformanten nach
Zentrifugation fir 5min bei 6500xg und Resuspension im Rucklauf auf eine dritte
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Agarplatte ausgespatelt. Alle Platten wurden bei 37°C 16h inkubiert. Die

hergestellten Transformanten wurden am néchsten Tag je nach Verwendungszweck

fur die Mini- oder Maxipraparation in Flussigmedium weiterkultiviert.

2.3.4.2 Maxipraparation

Fur die Maxipréparation wurde das Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden)
verwendet. Die Aufarbeitung der Bakteriensuspension erfolgte nach den Angaben
des Herstellers mit leichten Modifikationen.

250ml LB-Fussigmedium mit 100pug/ml Ampizillin wurden mit einer Einzelkolonie
von der Selektionsplatte beimpft und 16h Dbei 37°C kultiviert. Die
Bakteriensuspension wurde in zwei Zentrifugenbecher tberfiihrt und bei 6000xg
15min und 4°C in der Hochgeschwindigkeitszentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dekantiert und der Ricklauf durch Tupfen auf ein Zellstofftuch entfernt. Das
Pellet wurde in 10ml 4°C kaltem Puffer P1 vollstandig resuspendiert und je 5ml in
30ml-Zentrifugenréhrchen uberfuhrt. Nach Zusatz von 10ml Puffer P2 wurden die
Bakterien lysiert. Da die austretende genomische DNA durch zu starkes Schiitteln
brechen kann, wodurch sie bei der nachfolgenden Zentrifugation weniger gut
abtrennbar ist, wurde das Rohrchen nur vorsichtig geschwenkt. Den Ansdtzen
wurden nach Inkubation fir 5min bei RT je 10ml 4°C kalter Puffer 3 zugesetzt und
vorsichtig gemischt. In diesem Schritt wurden die Proteine und die genomische DNA
denaturiert.

Nach Inkubation fur 10min auf Eis wurden die Ansatze bei 20000xg und 4°C 30min
zentrifugiert. Wahrenddessen wurden die Quiagensdulen mit 10ml QBT-Puffer
equilibriert, wobei je 30ml-Zentrifugenréhrchen fir eine Séule eingesetzt wurde.
Nach Zentrifugation wurden die geklarten Uberstande auf die Saule pipettiert. Die im
Lysat vorhandenen Plasmide werden bei Passage des Lysats durch die S&ule
zuriickgehalten, Proteine und RNA werden jedoch durch das nachfolgende Waschen
der Saule entfernt. Die S&ule wurde 2x mit je 30ml QC-Puffer gewaschen. Um die in
der Séule gebundenen Plasmide zu eluieren, wurden je Sdule 15ml QF-Puffer
pipettiert und das Eluat in Corex-Zentrifugenrohrchen aufgefangen. 10,5ml
Isopropanol (100%) wurden je Ansatz zugeben, um die Plasmid-DNA zu fallen und
der Ansatz bei 4°C und 10500xg 30min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt
und das Pellet mit je 5ml 70%(v/v) Ethanol gewaschen. Nach Trocknen des Pellets
wurden je 400ul H,O (reinst) zugesetzt, das Pellet resuspendiert und der Gehalt an
doppelstrangigier DNA bei 260nm photometrisch bestimmt.
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2.3.4.3 Restriktion
Zur Umklonierung von EGFP in den Zielvektor pSP73/A64/Notl wurden 6ug EGFP-

Vektor sowie 4,4ug des Zielvektors pSP73/A64/Notl mit je 0,5ul Hindlll und 0,5ul
EcoRI in einem 20ul Ansatz 2h bei 37°C inkubiert. Der geschnittene Zielvektor
wurde nachfolgend dephosphoryliert.

2.3.4.4 Dephosphorylierung des Zielvektors pSP73/A64/Notl
Um zu verhindern, dass der geschnittene Zielvektor ohne Aufnahme des Inserts
erneut ligiert, wurde eine Dephosphorylierung der 5°-Enden des geschnittenen
Zielvektors vorgenommen. Um die Menge an hierfir bendtigter Alkalischer
Phosphatase (calf intestine alkaline phosphatase, CIAP) zu errechnen, wurde wie
folgt vorgegangen:
Berechnung der Anzahl von 5°-Enden im Ansatz:
Der Ziel-Vektor besitzt eine GrélRe von 2464bp. Fur die Berechnung wurde eine
GroRe von 2500bp angenommen.
Anzahl von 5"-Enden = 2x Stoffmenge (Vektors)

= 2 X 4,4u9/(660ug/umolx2500bp)

= 5,33x10-6umol = 5,33pmol 5°-Enden.
Da der Vektor mit 2 Restriktionsenzymen geschnitten wurde, befinden sich doppelt
so viele 5"-Enden, also 10,6pmol 5°-Enden im Ansatz. Fir die Dephosphorylierung
werden laut Angabe des Herstellers fir 1pmol 5°-Enden 0,01U CIAP benétigt. Zu
einem 20pl-Restriktionsansatz wurden daher nach Pipettieren von 5ul 10xPuffer und
14,4ul H,O 0,106U Alkalische Phosphatase zugesetzt. Der Ansatz wurde nach
Mischen und Zentrifugieren 30min bei 37°C inkubiert, danach ein zweites Mal
0,106U Alkalische Phosphatase zugesetzt und erneut 30min bei 37°C inkubiert. Um
Dephosphorylierung des Inserts im Ligationsansatz durch die Alkalische
Phosphatase zu vermeiden und die Restriktion zu prifen, wurde ein LMP-Gel mit
anschlieBender Gelextraktion angeschlossen. Hierdurch wurde die Alkalische

Phospatase aus dem Ansatz entfernt.

2.3.4.5 LMP-Gel und Extraktion von DNA aus dem Gel

Zur Uberprifung der Restriktion und Entfernung der Alkalischen Phosphatase
wurden beide Restriktionsansétze aus 2.3.4.3 vollstandig auf ein 1,5%iges LMP-Gel
aufgetragen und 1h bei 90V getrennt. Ein GroRenstandard wurde mitgefiihrt. Die
EGFP-Bande sowie der Zielvektor pSP73/A64/Notl wurden aus dem Gel
ausgeschnitten und in ein 1,5ml Eppendorfgefal tberfuhrt. Die Aufarbeitung der
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DNA erfolgte mit dem Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach den

Angaben des Herstellers.

Zu je 100mg Gel wurden 300ul Puffer QG pipettiert. Der Ansatz wurde bei 65°C
unter Schitteln 5-10min inkubiert, bis das Gelstiick sich vollstdndig aufgeldst hatte.
Je 100mg Gel wurden 100ul Isopropanol (100%) zugesetzt und gemischt. Maximal
800ul wurden auf je eine vorbereitete Sdule gegeben, bei 9500xg in der Eppendorf-
Tischzentrifuge fur 1 min zentrifugiert und das Eluat verworfen. Je 750ul Puffer PE
wurden auf die Sdulen gegeben und der Ansatz bei 9500xg fur 1min zentrifugiert.
Das Eluat wurde verworfen, die Sdule durch Zentrifugieren getrocknet und in ein
neues 1,5ml Eppendorfgefal berfihrt. Die Sdule wurde mit 50ul Puffer H,O
(reinst) bei 16000xg fir 1min eluiert und die gewonnene DNA fur die nachfolgende

Ligation eingesetzt.

2.3.4.6 Ligation

Fur den Ligationsansatz wurde das LigaFast-System (Promega, Mannheim)
verwendet. Das EGFP-Konstrukt und der pSP73/A64/Notl-Zielvektor wurden in
verschiedenen Ligationsansatzen in den Verhaltnissen 1:1, 1:3 und 3:1 gemischt
eingesetzt. Fur die Ansétze wurden je 5ul 2x Ligationspuffer mit 4pl des jeweiligen
DNA-Gemisches sowie 1pl Ligase pipettiert. Als Kontrolle wurde ein
Ligationsansatz ohne EGFP-Insert mitgefiihrt. Alle Ligationsansitze wurden Uber
Nacht bei 16°C im Schuttelwasserbad inkubiert. Nach Hitzeschocktransformation
(2.3.4.1) und nachfolgender Kultur auf ampizillinhaltigen LB-Platten (2.2.6.2)
sollten auf der Kontrollplatte nur wenige Kolonien wachsen, wahrend auf den

ubrigen Platten viele Kolonien gefunden werden sollten.

2.3.4.7 Minipraparation des hergestellten EGFP_pSP73/A64/Notl-Vektors

Zur Kontrolle des hergestellten EGFP_pSP73/A64/Notl-Vektors wurden 12
verschiedene Kolonien von den Ligationsplatten ausgewahlt und fur 16h in je 4ml
LB-Flissigmedium, versetzt mit 100pug/ml Ampizillin, bei 37°C im Brutschrank
schiittelnd inkubiert. Die Ansétze wurden bei 6500xg 10min bei RT zentrifugiert, die
Uberstinde entfernt und die Isolation der Plasmide mit Hilfe des Qiaprep Spin
Miniprep Kits nach den Angaben des Herstellers wie folgt durchfihrt.

Die Bakterienpellets wurden in 250ul 4°C kaltem Puffer P1 resuspendiert und in
1,5ml Eppendorfgefalie tberfuhrt. 250ul Puffer P2 wurden je Ansatz zugegeben und
vorsichtig gemischt. Nach Zugabe von je 350ul Puffer N3 und vorsichtigem Mischen
entsteht ein weiller Niederschlag aus genomischer DNA und Protein, der durch die

anschlieBende Zentrifugation fir 10min bei 16000xg und RT pelletiert wurde. Die
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Uberstande wurden auf die vorbereiteten Qiagen-Saulen gegeben und fiir 1min bei

16000xg und RT in der Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert. In der Probe
vorhandenes Plasmid wurde an das Harz in der Sdule gebunden, wahrend RNA und
Proteine nicht gebunden wurden. Das Eluat wurde verworfen und je 750ul Puffer PE
auf die Sdule pipettiert. Nach Zentrifugation fir 1min bei 16000xg bei RT und
Verwerfen des Eluats wurde die S&ule durch Zentrifugation getrocknet. Die Sdule
wurde in ein frisches 1,5ml Eppendorfgefal? tberfuhrt und 50ul H,O (reinst) direkt
auf den Filter pipettiert. Nach Inkubation fir 1min bei RT wurden die Ansatze bei

16000xg fir 1min zentrifugiert.

2.3.4.8 Kontrollverdau des hergestellten EGFP_pSP73/A64/Notl-Vektors

Um die in der Minipraparation gewonnenen Plasmide auf das EGFP-Konstrukt zu
untersuchen, wurden je 2ul DNA aus der Minipréparation mit 2l 10x Enzympuffer
und 0,5ul Hindlll und 0,5ul EcoRlI in einem 20ul-Ansatz fiir 2h bei 37°C verdaut.
Die Ansétze wurden zusammen mit einem 10kb- und 100bp-GroRenstandard sowie
dem isolierten EGFP-Konstrukt und dem aufgereinigten pSP73/A64/Notl-Vektor aus
der Gelextraktion auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Das Gel wurde bei 200V
und 60min aufgetrennt. Bei erfolgreicher Klonierung sollten sich 2 Banden auf Hohe
des pSP73/A64/Notl-Vektors und des EGFP-Konstruktes pro Ansatz zeigen.

2.3.4.9 Lagerung von Vektoren in Bakterien-Glycerinkultur

Iml Flassigkultur aus der Maxipraparations-LB-Kultur wurde mit 1ml
autoklaviertem Glycerin (Merk, Darmstadt) in einem gut verschlieRbaren 2ml-Vial
gemischt und sofort auf Trockeneis gestellt. Nach 5 min wurde das Vial in den -80°C
Kihlschrank tberfihrt.

Um die Bakterien erneut in Kultur zu bringen, wurde der auf Trockeneis gelagerten,
gefrorenen Glycerinkultur unter sterilen Bedingungen ein Aliquot entnommen und in
eine ampizillinhaltige LB-Flisssigkultur Gberfuhrt. Die Kultur wurde 16h im 37°C

im Brutschrank schittelnd inkubiert.

2.3.4.10 Lagerung von Vektoren auf Filterpapier

20pg DNA-Losung wurden auf ein sauberes Blatt Filterpapier getropft, die
betreffende Stelle mit einem Bleistift gekennzeichnet und bei RT getrocknet. Das
Filterpapier wurde anschlielend in Klarsichtfolie eingewickelt und kann so bei RT
gelagert werden.

Zum Wiederverwendung des Vektors wurde der Filter zerschnitten und in ein 1,5ml-

Eppendorfgefaly Gberfiihrt. Es wurden 200ul EB-Puffer zugesetzt und der Ansatz
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15min bei RT inkubiert, um die Plasmide in Lésung zu bringen. Nach Zentrifugation

fir 5min bei Hochstgeschwindigkeit in einer Eppendorf-Tischzentrifuge und
Uberfithren des Uberstandes in ein neues 1,5ml-Eppendorfgefa? wurde eine

Hitzeschocktransformation (2.3.4.1) angeschlossen.
2.3.5 Klonierung von humanem CD70

2.3.5.1 Isolation von Gesamt-RNA aus BLCL-Zellen

BLCL-Zellen wurden durch Transformation von B-Zellen mittels attenuiertem
EBV-Virus aus der Affenzelllinie B95-8 hergestellt’2. Aus der CD70-exprimierenden
BLCL-Zelllinie wurde die Gesamt-RNA mit Hilfe des RNeasy Maxi Kit (Qiagen,
Hilden) nach Angabe des Herstellers isoliert.

Fur die Herstellung des gebrauchsfertigen RLT-Puffers wurden 10ul
B-Mercaptoethanol mit je 1ml RLT-Puffer gemischt. Die BLCL-Zellen wurden
geerntet, 1x in PBS gewaschen und gezahlt. 5x10° BLCL-Zellen wurden in 350l
RLT-Puffer vollstandig lysiert und durch Zugabe von 350ul 70%(v/v) Ethanol die
DNA denaturiert. Die Probe wurde homogenisiert und 700ul des Homogenisats auf
eine RNeasy Mini Sdule pipettiert. Nach Zentrifugation fiir 15sec bei 16000xg in der
Eppendorf-Tischzentrifuge und Verwerfen des Eluats wurden 700ul Puffer RW1 auf
die S&ule pipettiert und diese fur 15sec bei 16000xg zentrifugiert. Nach Umsetzen in
ein neues 2ml-Eppendorfgefal wurde die S&ule 2x mit je 500ul Puffer RPE bei
16000xg flr 15sec zentrifugiert, erneut in ein frisches Eppendorfgefal umgesetzt und
bei gleicher Geschwindigkeit 2min durch Zentrifugation getrocknet. Nach Umsetzen
in ein steriles 1,5ul Eppendorfgefal? wurden 50ul H,O (reinst) auf die Mitte des
Filters pipettiert und die S&ule nach 1-minltiger Inkubation bei RT und
Hochstgeschwindigkeit eluiert. Die Quantifizierung der gewonnenen Gesamt-RNA

erfolgte photometrisch bei einer Wellenldange von 260nm (2.3.2).

2.3.5.2 Herstellung von CD70-cDNA

Fir die reverse Transkription von CD70-mRNA in cDNA wurde das First Strand
cDNA-Synthese Kit von Amersham (Amersham Biosciences Europe, Freiburg)
verwendet. Fir einen 20ul Ansatz wurden 2ul 10xPuffer mit 2ul dNTP-RandomMix,
2ul pd(N6)Primer sowie 1ul Reverse Transkriptase zu 1,0ug BLCL-Gesamt-RNA
gegeben. Der Ansatz wurde 1h bei 37°C inkubiert und fur die Amplifizierung der
CD70-cDNA eine PCR angeschlossen.
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2.35.3 PCR
Fur die Amplifizierung der CD70-cDNA wurden die in der Tabelle angegebenen

Primer verwendet. Die Schnittstellen fur die angegebenen Restriktionsenzyme liegen
bei Primerpaar AH2 innerhalb der 5°- und 3"-nicht-kodierenden Bereiche des
CD70-Gens. Das Primerpaar UW?2 fuhrt die Schnittstellen Smal und Sacl dagegen
neu in die 5"- und 3"-nicht-kodierenden Bereiche des CD70-Gens ein.

Primer Sequenz Restriktions- Sequenz der
enzym Schnittstelle
5-AH2 5-GTTGAAGCAAGTAGACGCCC-3 Smal 5-CCC | GGG-3’
3-GGG|cce-5
3’-AH2 5-GGCCCCTGTGTGTACACTTT-3’ Apol 5'-Pu| AATTPy-3’

3-PyTTAA|Pu-5

5-UW2 | 5-GATCGCCCGGGCGATGC-3’ Smal 5-CCC|GGG-3’
3-GGG|cce-s
3-UW2 | 5-GAGCTCAGGGGCGCACC-3’ Sacl 5-GAGCT|C-3’
3-C|TCGAG-5’

Fur die PCR wurde das HotStarTaq PCR Kit (Qiagen, Hilden) eingesetzt. Es wurden
je Primerpaar 10 Ansédtze & 50ul angesetzt. Dazu wurden pro 50pl-Ansatz 25ul
MasterMix mit je 50pmol 5-Primer, 50pmol 3"-Primer und 50ng cDNA-Ansatz aus
der reversen Transkription gemischt. Alle Proben wurden zentrifugiert und die
CD70-cDNA mit folgendem PCR-Programm amplifiziert.

Aktivierung der Tag-Polymerase:  95°C fiir 15min

Schmelztemperatur: 94°C fir 30sec
Annealing: 60°C fur 30sec
Elongation: 72°C fur 1min
Anzahl der Zyklen: 35
Deckeltemperatur: 110°C

Nach Beendigung des Programms wurden die Proben auf 4°C abgekihlt. Die
Ansatze wurden nachfolgend vereint, mit dem Qiaquick PCR-Purification Kit
(Qiagen, Hilden) aufgereinigt und in 50ul H,O (reinst) aufgenommen. Zur Kontrolle
der PCR wurden je 10l des gewonnenen PCR-Ansatzes mit 2ul Ladepuffer (6x)
und 2ul H,O (reinst) auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen.
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2.3.5.4 Klonierung von CD70-cDNA in den pCR2.1 TOPO-Vektor

Um die Klonierung in den Zielvektor pSP73/A64/Notl zu erleichtern, wurde die in
der PCR amplifizierte CD70-cDNA zunéchst in dem pCR2.1 TOPO-Vektor
vermehrt. Es wurde das TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Karlsruhe) eingesetzt.

Die Insertion von PCR-Produkten in den TOPO-Vektor erfolgt nach folgendem
Prinzip. Der pCR2.1 TOPO-Vektor liegt als linearisiertes Molekdl vor und besitzt an
den 3"-Enden eine 5°-CCCTT-Sequenz. Am 3"-Thymidin ist eine Topoisomerase
Uber den Phosphatrest gebunden. Waéhrend der PCR wurde durch die
Tag-Polymerase an die 3"-Enden der PCR-Produkte jeweils ein Andenosinnukleotid
eingebaut. Dieses kann mit dem 3°-Thymidin im Vektor durch komplementére
Basenpaarung in Wechselwirkung treten. Durch die radumliche Annaherung wird die
Hydrolyse der Phosphat-Topoisomerasebindung moglich. Die freiwerdende Energie
wird fur die Ligation des Inserts in den TOPO-Vektor verwendet.

Fur den Ligationsansatz wurden je 4pl CD70-cDNA mit 1pl Salzlésung und 1pl
pCR2.1 TOPO-Vektor in einem 10ul Ansatz gemischt und 5min bei RT inkubiert.
Als Kontrolle wurde ein Ligationsansatz ohne CD70-cDNA mitgefiihrt. Es wurde
eine Hitzeschocktransformation in One Shot® E.coli (im Kit enthalten) nach
Protokoll 2.3.4.1 durchgefiihrt. Die Transformanten wurden auf vorgewdarmten
ampizillinhaltigen LB-Agarplatten ausgespatelt, auf denen zuvor 50ul X-Gal-L6sung
(4mg/ml in DMF) ausgestrichen wurden. Die Platten wurden 16h bei 37°C inkubiert
und durch Blau-/Weil3-Selektion diejenigen Klone ausgewéhlt, die den
pCR2.1 TOPO-Vektor mit insertierter CD70-cDNA enthalten.

2.3.5.5 Uberprufung der Klonierung des CD70-Konstruktes in den pCR2.1

TOPO-Vektor durch eine Bakterien-PCR

Zur schnellen Uberpriifung der Transformanten wurde zeitgleich zum Ansatz der
Kulturen flr die Minipraparation flr die Restriktionskontrolle eine Bakterien-PCR
durchgefuhrt. Dazu wurden weiRe Kolonien mit einem Holzstab gepickt, kurz der
Boden eines PCR-Vials damit Dberlhrt, bevor die ampizillinhaltige
4ml-LB-Flussigkultur fur die Minipraparation angeimpft wurde.

Fur die PCR wurden 10pl MasterMix sowie je 1ul (20pmol) des jeweiligen Primers
in einem 20ul Ansatz zu den Bakterien pipettiert. Die Ansatze wurden mit dem oben
beschriebenen PCR-Programm gefahren. Fir die Uberpriifung im Agarosegel

wurden die Ansétze mit je 3ul Ladepuffer (6x) versetzt und vollstdndig aufgetragen.
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2.3.5.6 Restriktion des pCD2.1 TOPO-Vektors zur Umklonierung von CD70 in
den Zielvektor pSP73/A64/Notl

Fur die Umklonierung der CD70-cDNA aus dem pCR2.1 TOPO-Vektor in den
Zielvektor pSP73/A64/Notl wurden zundchst Plasmide aus einem Klon je

Primerpaar, der in der Bakterien-PCR bestatig worden ist, mittels Minipraparation

gewonnen (2.3.4.7). Diese Klone wurden mit den jeweiligen Restriktionsenzymen

sukzessive geschnitten, da die Temperaturoptima fir die verwendeten

Restriktionsenzyme unterschiedlich waren.

Restriktion fur den CD70(AH2)_pCR2.1 TOPO-Vektor

Je 25ul CD70(AH2) pCR2.1 TOPO-Vektor wurden mit 2ul Smal in einem 50ul

Ansatz mit 5ul Enzympuffer Gber Nacht bei RT inkubiert, die Ansdtze mit dem

Qiaquick PCR-Purification Kit aufgereinigt und in 50ul H,O (reinst) aufgenommen.

Je 15pl des geschnittenen Vektors wurden mit 2ul APOI, 2ul Enzympuffer und 0,2pl

BSA (100x) in einem 20ul Ansatz bei 50°C Uber Nacht inkubiert.

Restriktion fur das Primerpaar UW2

Fir den CD70(UW2) pCR2.1 TOPO-Vektor wurden 25ul zundchst ebenfalls mit

Smal wie oben angegeben geschnitten und aufgereinigt. Anschlielend wurden je

15ul des Vektors mit 2ul Puffer 4, 0,2ul BSA (100x) und 2ul Sacl in einem 20pl

Ansatz bei 37°C iber Nacht inkubiert.

Alle Restriktionsansatze wurden in einem Agarosegel tberprift.

2.3.5.7 Umklonierung der CD70-Konstrukte aus dem pCR2.1 TOPO-Vektor in
den Zielvektor pSP73/A64/Notl

Der Zielvektor pSP73/A64/Notl, in den die CD70-Konstrukte kloniert werden

sollten, um die Herstellung von polyadenylierter CD70-mRNA zu ermdglichen,

wurde in gleicher Weise wie unter 2.3.5.6 beschrieben sukzessive geschnitten und

anschlieRend dephosphoryliert (2.3.4.4).

Je 10ul aller Doppelrestriktionen sowie der dephosphorylierte Zielvektor wurden auf

ein 1,5%iges LMP-Gel aufgetragen und bei 200V 60min getrennt.

Die Extraktion aus dem LMP-Gel erfolgte wie unter 2.3.4.5 beschrieben. Flr die

Ligation wurden der entsprechend geschnittene Zielvektor mit dem in gleicher Weise

geschnittenen CD70-cDNA-Konstrukt im Verhdltnis 1:4 gemischt, in einem 10ul

Ligationsansatz wie unter 2.3.4.6 beschrieben ligiert. Die Ligationsansétze wurden in

E.coli XL-1 blue transformiert (2.3.4.1), auf ampizillinhaltigen LB-Agarplatten

ausplattiert und 16h bei 37°C inkubiert.

Je 12 Klone wurden sowohl von dem CD70(AH2) pSP73/A64/Notl-Vektor als auch

von dem CD70(UW2) pSP73/A64/Notl-Vektor in einer Minipréparation
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aufgearbeitet und eine Restriktion wie unter 2.3.5.6 durchgefuihrt. Die gewonnenen
geschnittenen Vektoren wurden auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Als
Kontrollen wurden der leere, dephosphorylierte pSP73/A64/Notl-Vektor sowie das
jeweilige CD70-cDNA-Konstrukt und ein GrolRenstandard ebenfalls aufgetragen.
Jeweils Klon 1 wurde in einer Maxipraparation vermehrt (2.3.4.2) und der
gewonnene CD70_pSP73/A64/Notl-Vektor fir die Herstellung von CD70-mRNA
wie unter 2.3.1 beschrieben eingesetzt.

2.4 Material fur zellbiologische Methoden
2.4.1 Zelllinien und Blutpraparate

2.4.1.1 Zelllinien
Zelllinien Beschreibung

K562-Zellen MHC-I und MHC-II defiziente Zelllinie aus dem
Pleurapunktat eines  Patienten mit  chronisch
myeloischer Leukdmie im Blastenstadium. Die
Zelllinie wird allgemein als NK-Targetzelle eingesetzt.
In dieser Arbeit wurden die Zellen zur Prifung der
Expression von transfizierter mRNA eingesetzt.

BLCL-Zelllinie Durch Transformation von B-Zellen mit attenuierten
EBV-Virus aus der Affenzelllinie B95-8 hergestellte
Zelllinie, die konstitutiv. CD70 auf der Oberflache

exprimiert.

2.4.1.2 Apheresen

Apheresen wurden durch die Transfusionsmedizin, UK-SH Kiel zur Verfligung
gestellt. Alle Spender waren HLA-A2 positiv.

Die ELUTRA-Separation wurde durch die Arbeitsgruppe Dr. Humpe, Mildred
Scheel Haus, UKSH, Campus Kiel durchgefhrt.
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2.4.2 Puffer, Medien und Zusatze

Puffer und Medien Firma

RPMI 1640 mit L-Glutamin PAA, Pasching, Osterreich
Leukozyten-Separationsmedium PAA, Pasching, Osterreich
AIM-V-Medium Invitrogen, Karlsruhe
Opti-MEM Invitrogen, Karlsruhe
X-VIVO 15 Bio Whittaker, Verviers, Belgien
PBS Cell Concepts, Umkirch
Zusatze Firma
Penicillin/Streptomycin (100x) Biochrom AG, Berlin
Gentamycin Biochrom AG, Berlin

FKS Biochrom AG, Berlin
Nichtessentielle Aminoséuren (100x ) Invitrogen, Karlsruhe
DMSO Sigma-Aldrich, Seelze

2.4.3 Antikorper

2.4.3.1 Antikdrper fur die Durchflusszytometrie

Soweit nicht anders angegeben wurden alle Antikorper fiir die Durchflusszytometrie
von Caltag Laboratories, Hamburg bezogen. Zum Blocken wurde 10%Mausserum in
PBS eingesetzt.

2.4.3.2 Aufreinigung mit Antikorper-Beads

Fir die Isolierung von CD4-T-Zellen wurde das MACS-Isolationskit Il der Firma
Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach verwendet. Nicht-CD4-Zellen wurden
mittels eines Antikdrpercocktails markiert und Uber Avidin-Streptavidin an
Magnetbeads gekoppelt. Die Gewinnung der nicht markierten CD4-T-Zellen erfolgte
im magnetischen Feld.

2.4.3.3 Blockierungs-Antikorper
Maus anti-human CD70mAK, Klon HNE.51 sowie der Maus 1gG1-mAK wurden
von DAKO Cytomation GmbH, Hamburg bezogen.

2.4.3.4 Reagenzien fir den ELISA
Die monoklonalen Antikoperpaare Anti-Human IL-10 sowie Anti-Human IL-12

wurden unkonjugiert als Catch-Antikorper und biotinyliert als Detektionsantikorper
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eingesetzt. Alle Antikorper sowie die Horseradish Peroxidase und die TMB

Substratlésung wurden von Endogen/ Perbio Science, Bonn bezogen.
2.5 Zellbiologische Methoden

2.5.1 Kultivierung von Zelllinien

Fur die Kultivierung der Zelllinien wurde RPMI 1640 mit L-Glutamin versetzt mit
10% FKS und 100U/mL Penicillin sowie 100ng/ml Streptomycin eingesetzt. Die
Zellen wurden jeden 3. Tag geteilt.

2.5.1.1 Herstellung von BLCL-Zellen

Das transformierende Epstein-Barr-Virus wurde aus Uberstanden der Affenzelllinie
B95-8 gewonnen’?. Die B95-8 Zelllinie sezerniert EBV-Virus, dass jedoch attenuiert
ist und sich in humanen Zellen nicht vermehren kann. Das Virusgenom wird jedoch
zuverlassig in humane B-Lymphozyten eingebaut und transformiert diese zu schnell
proliferierenden unsterblichen B-Zelllinien.

Die Affenzelllinie B95-8 wurde bis zur Konfluenz in RPMI+10%FCS+PS kultiviert.
Um die Viren freizusetzten wurde die Kultur bei RT 3 Tage im Dunkeln inkubiert.
Die Uberstande wurden geerntet, bei 2800xg 15min zentrifugiert und sterilfiltriert,
um alle B95-8 Zellen abzutrennen. 2x10° PBMC verschiedener Spender wurden in
400pl  RPMI+10%FCS+PS in  einem Schragrohrchen (Nunc, Wiesbaden)
resuspendiert und 1ml Virusiberstand zugesetzt. Nach Inkubation fir 24h bei
37°C/5%CO, wurden 2,8ug/ml Cyclosporin A (Sandoz, Nirnberg) zugesetzt, um die
CTL-Antwort zu unterdriicken. Der Ansatz wurde 1 Woche bei 37°C/5%CO;
inkubiert. Die Zellen wurden in Spitzréhrchen tberfuhrt und bei 250xg fir 10min
zentrifugiert. Das Pellet wurde in frischem RPMI+10%FCS+PS versetzt mit 1ug/ml
Cyclosporin A resuspendiert und die Zellen weitere 4-6 Wochen kultiviert. Bei
Bedarf wurde frisches Medium zusetzt. Waren mehr als 50% der Zellen in der Kultur
vital (beginnende Proliferation der BLCL-Zelllinie), so erfolgte die Umsetzung der
BLCL-Zelllinie in T25-Zellkulturflaschen.

2.5.2 Gewinnung von Leukozyten aus dem Aphereseprodukt

Die Zellsuspension wurde aus dem Apheresebeutel steril in eine T175-
Zellkulturflasche Gberfiihrt und mit PBS auf ein Endvolumen von 560ml aufgefullt.
In  50ml-Falconréhrchen  wurden je 15ml Lymphozyten-Separationsmedium
vorgelegt und mit je 35ml der verdinnten Zellsuspension uberschichtet. Die
Roéhrchen wurden bei 900xg und RT fiir 20min ohne Bremse zentrifugiert, der
Lymphozytenring in neue 50ml-Falconréhrchen tberfiihrt und die Zellen 3x mit PBS
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bei 250xg gewaschen. Zur Zellzahlbestimmung und anschlieRBender Kultur wurden

die Zellen in AIM-V aufgenommen. Nicht benotigte Zellen wurden kryokonserviert
und bis zur weiteren Verwendung bei —-80°C gelagert.

2.5.3 Kryokonservierung von Zellen

Autologes Plasma wurde fir die Kryokonservierung der aufgearbeiteten Zellen aus
dem Aphereseprodukt bzw. der ELUTRA-Separation verwendet. Es wurde aus dem
Plasmabeutel steril in 50ml-Falconrohrchen Gberfihrt und fur 30min bei 56°C
hitzeinaktiviert. Die Rohrchen wurden auf Eis abgekihlt, bei 2700xg 20min
zentrifugiert und die Uberstande in frische 50ml-Falconréhrchen Gberfihrt.

Fur die Kryokonservierung wurde eine Einfrierlosung (20%(v/v) DMSO in
autologem Plasma) hergestellt und auf 4°C gekuhlt. Die Zellen wurden bei 250xg
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 4°C kaltem autologen
Plasma auf eine Zellkonzentration von maximal 4x108 Zellen/ml eingestellt. 1ml der
Zellsuspension wurde in vorgekuhlten Kryovials mit 1ml Einfrierlosung gemischt
und in einem Einfrierbehélter bei —-80°C eingefroren.

Fur die Kryokonservierung von Zelllinien wurde statt autologem Plasma FKS

eingesetzt. Alle Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert.

2.5.4 Generierung von immaturen Dendritischen Zellen nach
Monozytenadharenz

Die aus dem Aphereseprodukt gewonnenen PBMC wurden fir die Generierung von
Dendritischen Zellen nach Monozytenadhérenz eingesetzt.

Soweit nicht anderes angegeben wurden 2x10° PBMC in eine T175-Zellkulturflasche
in einem Gesamtvolumen von 35ml serumfreiem AIM-V fur 2h bei 37°C/5%CO,
kultiviert. Die nicht-adhdrente Fraktion wurde durch Klopfen der Flasche und Spulen
mit warmen PBS entfernt und die adhérente Fraktion in 35ml AIM-V, versetzt mit
500U/ml IL-4 und 800U/ml GM-CSF, kultiviert. Am 3. und 7. Kulturtag wurden
erneut 500U/ml IL-4 und 800U/ml GM-CSF zugesetzt. Fir die Optimierung der
Elektroporationsparameter wurden immature Dendritische Zellen am 4. Kulturtag
geerntet. Fir die Untersuchung der CD4-T-Zellantwort wurden die Zellen bis Tag 10

kultiviert, bevor die Maturationsagenzien zugesetzt wurden.
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2.5.5 Generierung von immaturen Dendritischen Zellen nach ELUTRA-
Separation

Die Anreicherung von Monozyten erfolgte durch differenzielle Zentrifugation mit
Hilfe des ELUTRA™-Gerétes. Dabei werden die Zellen im Gegenstrom aufgrund
ihrer GroRe seperiert. Es wurden 5 verschiedene Zellfraktionen hergestellt. Fur die
hier beschriebenen Versuche wurden die ELUTRA-Fraktion 2, welche die
T-Zellfraktion  enthalt, sowie die ELUTRA-Fraktion5, welche die
Monozytenfraktion enthalt, eingesetzt.

Fur die Generierung von immaturen Dendritischen Zellen wurden Zellen aus
Fraktion 5 steril in 50ml-Falconréhrchen Gberfuhrt, bei 250xg pelletiert und in
AIM-V aufgenommen. Je 1x10® Monozyten wurden in einer Triple-Flasche in 85ml
Medium ausgesat und mit 500U/ml IL-4 und 800U/ml GM-CSF kultiviert. Am
3.und 7. Kulturtag wurden erneut 500U/ml IL-4 und 800U/ml GM-CSF zugesetzt.
Am 10. Kulturtag erfolgte die Maturation durch Zusatz von Maturationsagenzien.
Sollten IDC in die Kokultur eingesetzt werden, so wurden die Zellen ohne
Maturationsagenzien bis Tag 11 weiterkultiviert.

2.5.6 Maturation von Dendritischen Zellen

Immature Dendritische Zellen wurden am 10. Kulturtag durch Zusatz eines
Zytokincocktails, bestehend aus 2x10°U/ml TNFa, 10ng/ml IL-1p8, 100U/ml IL-6
und 1ug/ml PGE,, maturiert. In einigen Fallen wurde fiir die Maturation 2x10°U/ml
TNFoa und 100ng/ml LPS (Sigma, Seelze) eingesetzt. Nach Inkubation flr 16-24
Stunden wurden die maturierten Dendritischen Zellen geerntet, die Zellzahl mittels
Trypanblau-Zellzdhlung bestimmt und fir weitere Untersuchungen eingesetzt oder

kryokonserviert.

2.5.7 Elektroporation von Dendritischen Zellen

Zellen konnen durch das Anlegen einer elektrischen Spannung mit geladenen
Makromolekulen wie DNA, RNA oder Proteinen beladen, also transfiziert werden.
So wurde bereits 1982 durch Neumann gezeigt, dass Maus-Lyoma-Zellen mit Herpes
Simplex-Thymidin-Kinase kodierender DNA stabil transfiziert werden kénnen, wenn
ein starkes elektrisches Feld an die Zell-DNA-Suspension angelegt wird”. Aus der
mathematischen Beschreibung der Porenbildung in der Membran einer sphérischen
Zelle werden die einflussnehmenden physikalischen Parameter erkennbar.

Die Bildung einer Pore wird durch die Oberflachenpolarisation der Zellmembran

eingeleitet. Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes wandern in der
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Zellsuspension lonen entsprechend ihrer Ladung, d.h. Kationen wandern zur
Kathode, wahrend Anionen zur Anode wandern. Bei ihrer Wanderung treffen die
lonen auf die in der Losung vorliegenen Zellen, deren Plasmamembran fur die lonen
undurchlassig ist. An der Plamamembran werden die lonen aufgehalten, und die
Plasmamembran elektrisch aufgeladen. Induziert durch das elektrische Feld finden
auch im Zytoplasma eine Wanderung von lonen statt, so dass sich Gber der
Plasmamembran eine Transmembranspannung Ae aufbaut (Abb. 3). Uberschreitet
diese Transmembranspannung einen kritischen Wert, so reif3t die Membran auf und
es bildet sich eine Pore.

e
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Abbildung 3: Oberflachenpolarisation spharischer Zellen in einem homogenen elektrischen
Feld nach Cimitrov™.

Fur spharische Zellen gilt fiir die Transmembranspannung

3
A¢)=—EE~r~|cos®|~f(/1) [

mit  Ag = Transmembranspannung
E = Feldstarke
r = Radius der Zelle

cos® = Winkel, mit dem das elektrische Feld auf die Zelle wirkt
f(1) = Funktion, die die Leitfadhigkeit von Membran, Medium und
Zytoplasma beschreibt.
Nach dem oben vorgestellten Modell der Oberflachenpolarisation ist die
Transmembranspannung nicht nur von dem angelegten elektrischen Feld, sondern

auch von der Zeit abhangig, in der der angelegte Polarisationsstrom flieRt™.
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Danach ist die aufzuwendende elektrische Arbeit W, zum Aufbau der kritischen

Transmembranspannung, bei der eine Pore gebildet wird, gegeben durch

3 2
2
W =G [—r] -E <At
c P\2 [+

mit  Gp = Leitfahigkeit der Membranoberflache
r = Radius der Zelle
E. = kritische Feldstarke
At = Pulszeit

Es wird deutlich, dass die zur Bildung einer Pore in der Plasmamembran
aufzuwendende Arbeit proportional zum Quadrat der Feldstérke E ist, wahrend die
Pulszeit eine lineare Abhangigkeit zeigt.

Die zur Transfektion von mRNA eingesetzte Elektroporationsmethode sollte in
dieser Arbeit hinsichtlich der Parameter Feldstarke, Pulszeit sowie der benétigten
mMRNA-Konzentration optimiert werden. Es sollte dabei eine mdglichst hohe
Transfektionsrate, also ein hoher Anteil an transfizierten Zellen bezogen auf die
Gesamtzellpopulation, erreicht werden. Gleichzeitig sollte eine hohe Transfektions-
effizienz erreicht werden, die als die Ausbeute an transfizierten Zellen nach
Elektroporation definiert wird. Es sollte aulerdem ermittelt werden, wie hoch die
mRNA-Konzentration im Transfektionsansatz wenigstens sein muss, um eine hohe
Transfektionsrate zu erzielen. Da die Feldstarke einen groReren Einfluss auf die
Bildung einer kritischen Transmembranspannung hat als die Pulszeit, wurden die

Parameter in dieser Reihenfolge optimiert.

Zur Elektroporation wurden die Zellen gez&hlt und unmittelbar vor Elektroporation
bei 85xg 3min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und in einer Konzentration von
1x10’ Zellen/ml in Opti-MEM eingestellt. 200pl der Zellsuspension wurden mit der
zu transfizierenden mRNA gemischt und in eine 0,4cm Elektroporationskivette
uberfihrt.

Die Elektroporation erfolgte mit dem Genepulser 11-RF-Modul, soweit nicht anders
angegeben, bei optimierten Elektroporationsparametern von 240V und einer Pulszeit
von 16ms mit 0% Modulation. Unmittelbar nach Elektroporation wurden 200ul
Medium direkt in die Kivette gegeben, um die Salzkonzentration im Ansatz zu
heben. Die Zellen wurden umgehend in frisches Medium Uberfiihrt und je nach

Verwendung weiterkultiviert oder fiir die Versuche eingesetzt.
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Fiir die Optimierung der Elektroporation wurden je 2x10° EGFP-mRNA transfizierte

immature Dendritische Zellen in je 3ml Maturationsmedium (AIM-V + 2x10°U/ml
TNFa, 10ng/ml IL-13, 100U/ml IL-6 und 1pg/ml PGE;) aufgenommen und 16h
inkubiert. Die Zellen wurden mit Versene (Invitrogen, Karlsruhe) vollstandig
geerntet, und nach Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau-Ausschlusstest die
EGFP-Expression sowie der Anteil an toten Zellen nach Zusatz von 1pl
Propidiumjodid (1mg/ml) durchflusszytometrisch gemessen.

Die Transfektion von K562-Zellen erfolgte nach identischem Protokoll, jedoch
wurde hier nach Transfektion keine Maturationsagenzien zugesetzt.

Fur die Untersuchungen zur Phanotypisierung und Expressionsstarke nach
Elektroporation wurden zytokinmaturierte Dendritische Zellen nach Elektroporation
in 3ml AIM-V resuspendiert, die pro Well einer 6-Well-Platte vorgelegt wurden.

Fur die Kokulturversuche wurden die Dendritischen Zellen nach Elektroporation in
9ml warmem AIM-V-Medium aufgenommen, das in einem Spitzréhrchen vorgelegt
worden war. Die Zellen wurden bei 85xg 5min zentrifugiert, die Zahl an viablen
Zellen mittels Trypanblau-Ausschlusstest ermittelt und fiir die Kokultivierung
eingesetzt.

Zur Untersuchung der Expressionskinetik wurden CD70-mRNA transfizierte
zytokinmaturierte Dendritische Zellen 3h nach Transfektion durch Zusatz von
2%(v/v) Formaldehyd in PBS (steril) im Verhaltnis 1:1 fixiert . Nach Inkubation fur
5min bei 4°C wurden die Zellen 2x mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden
zusammen mit nicht transfizierten und transfizierten, aber nicht fixierten DC flr 24h

inkubiert und nachfolgend durchflusszytometrisch untersucht.
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2.5.8 Separation von CD4-T-Zellen mit MACS-Beads

CDA4-T-Zellen wurden mit dem MACS Isolationskit 1l (Miltenyi Biotech GmbH,
Bergisch Gladbach) nach den Angaben des Herstellers isoliert.

T-Zellen aus ELUTRA-Fraktion 2, die am Vortag aufgetaut und tber Nacht in
AIM-V kultiviert wurden, wurden bei 250xg 5min zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und das Pellet in 40ul kaltem, sterilen Separationspuffer (0,5% BSA,
2mM EDTA in PBS, pH7,2) je 1x10 Zellen resuspendiert.

10ul des Biotin-AK-Cocktails, bestehend aus monoklonalen Antikérpern gegen
CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCRy und Glycophorin A, wurden
zu je 1x10° Zellen pipettiert, gemischt und bei 4°C 10min inkubiert. Der Ansatz
wurde mit 30pl Separationspuffer je 1x10” Zellen aufgefiillt und 20pl Anti-Biotin
Microbeads je 1x10” Zellen zugesetzt. Der Ansatz wurde gemischt und 15min bei
4°C inkubiert. 10ml Separationspuffer wurden zum Ansatz gegeben und bei 250xg
fir 5min zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in 2ml
kaltem Separationspuffer resuspendiert.

Fir die Magnetseparation wurden MACS LS Sdulen eingesetzt. Die Sdaule wurde
nach Einbringen in das Magnetfeld mit 3ml kaltem Separationspuffer aquilibriert.
Die Zellen wurden auf die Séule pipettiert und der Durchlauf in einem frischen 10ml
Rohrchen gesammelt. Nach Durchlauf der Suspension wurde 3x je 3ml kalter Puffer
auf die Sdule gegeben. Die aufgefangene Fraktion wurde bei 250xg 5min
zentrifugiert und in warmen AIM-V resuspendiert. Zur Bestimmung der Reinheit der
Fraktion wurden die Zellen mit anti-CD4 und anti-CD3 gefarbt und

durchflusszytometrisch untersucht.

2.5.9 Kokultur von Dendritischen Zellen mit CD4-Zellen

Immature Dendritische Zellen und zytokinmaturierte Dendritische Zellen wurden an
Tag 11 geerntet und gezéhlt. Ein Teil der mDC wurde nachfolgend mit CD70-mRNA
elektroporiert.

1x10° Dendritische Zellen in AIM-V wurden pro Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte
pipettiert und nach 3h bei 37°C/5%CO, inkubiert, um die Expression von CD70 nach
Transfektion zu erméglichen. Danach wurden je 7,5x10° CD4-T-Zellen pro Well
pipettiert. Zu einigen Wells wurde zusatzlich 10ul einer 200ng/ml SEB-L&sung in
AIM-V zugesetzt. Die Endkonzentration von SEB im Ansatz betrug 10ng/ml. Die
hierdurch entstandenen Volumenunterschiede zu den (brigen Wells wurden
ausgeglichen. Die Kokultur wurde 24h bei 37°C/5%CO; kultiviert.
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Nach 24h wurden die Uberstande fiir die Bestimmung der IL-10- und IL-12-

Konzentrationen gesammelt und bei —20°C bis zur Bestimmung mittels ELISA

gelagert.

Die Zellen wurden in je 200ul frischem AIM-V resuspendiert und in Spitzréhrchen
uberfiihrt. Nach Waschen in 2ml warmen AIM-V wurden die Zellen fir die
Bestimmung der IFNy/IL-4-Sekretion im Zytokinsekretionsassay und die

Phénotypisierung nach Kokultivierung eingesetzt.

2.5.10 Blockierung von CD70 durch einen anti-hCD70mAK

Fiir die CD70-Blockierungsexperimente wurden 1x10° CD70-mRNA transfizierte
mDC mit 7,5x10° CD4-T-Zellen wie unter 2.5.9 beschrieben in einem Well einer
Mikrotiterplatte gemischt. In einige Wells wurde neben dem Zusatz von SEB je Well
Maus 1gG1l bzw. anti-hCD70-mAK, HNE.51 in einer Endkonzentration von
1,25ug/ml zugesetzt und die Kokulturen fir 24h bei 37°C/5%CO, inkubiert. Die
hierdurch entstandenen Volumenunterschiede zwischen den Blockierungsansétzen
und den Ansatzen ohne AK-Zusatz wurden ausgeglichen.

Die Zellen und Uberstande wurden in gleicher Weise wie unter 2.5.9 beschrieben

weiterverarbeitet.
2.6 Analytik
2.6.1 Bestimmung der Zellzahl

2.6.1.1 Bestimmung der Zellzahl mittels Trypanblau-Ausschlusstest

Fur die Zellzahlbestimmung von viablen Zellen wurde die Trypanblau-
Ausschlussfarbung eingesetzt. Die Zellmembran viabler Zellen ist intakt, so dass der
Farbstoff nicht in die Zelle diffundieren kann. Daher erscheinen nur tote Zellen im
Gesichtsfeld blau.

Fur die Zellzahlung wurde eine Verdinnung der Zellsuspension in Trypanblau
hergestellt und in der Neubauer-Zahlkammer 3 GroRquadrate ausgezahlt. Nach
Mittelwertbildung wurde die Zellzahl nach folgender Formel berechnet:

Zellen im GroRquadrat x Verdiinnung x 10* = Zellen/ml.

2.6.1.2 Bestimmung der Zellzahl mit 3%iger Essigsaure

Fur Zellsuspensionen, in denen die Anzahl von Leukozyten bestimmt werden sollte,
die jedoch gleichzeitig einen hohen Anteil an Erythrozyten aufzeigten, wurde die
Zellzéhlung in 3%iger Essigsédure in PBS vorgenommen. Hierdurch werden die
Erythrozyten im Ansatz lysiert und bei der Zellzdhlung nicht erfa3t. Nachteil dieser

Methode ist jedoch, dass eine Unterscheidung von lebenden und toten Leukozyten
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nicht vorgenommen werden kann. Daher wurde diese Methode nur bei Bestimmung

der Zellzahl nach Zellaufarbeitung aus dem Aphereseprodukt oder der ELUTRA-
Separation eingesetzt. In diesen Féllen zeigten die Zellen erfahrungsgeman eine hohe
Viabilitat.

2.6.1.3 Propidiumjodid-Farbung zur Bestimmung des Anteils an toten Zellen
Zur Bestimmung von toten Zellen mittels Durchflusszytometrie wurde die
Propidiumjodid-Farbung eingesetzt. Propidiumjodid wird nur von Zellen
aufgenommen, die eine geschadigte Zellmembran besitzen. Es emittiert Licht im
roten Spektralbereich und kann daher fluorimetrisch erfasst werden.

Zur Bestimmung der Viabilitdt von Zellen nach Elektroporation wurden den
Ansatzen 1pl Propidiumjodid (Img/ml) zugesetzt. Die Fluoreszenzmessung wurde
innerhalb von 30min nach Propidiumjodidzusatz durchgefiihrt, da Propidiumjodid

selbst toxisch wirkt.
2.6.2 Nachweis von Oberflachenmolektlen mittels Durchflusszytometrie

2.6.2.1 Farbung im Facs-R6hrchen

Zur Bestimmung des Phanotyps wurden 3x10° Zellen in 100pl 10%Mausserum in
PBS pro Facs-Réhrchen pipettiert. Je 5ul AK-Losung wurden zugesetzt, gemischt
und die Ansatze im Dunkeln bei RT 20min inkubiert. Die R6hrchen wurden mit PBS
aufgefillt und bei 141xg 5min zentrifugiert. Nach Absaugen der Uberstande und
nochmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen in 250ul PBS resuspendiert.
Erfolgt die Messung nicht innerhalb der ndachsten 24h, so wurden statt PBS 250ul

2%Formaldehyd in PBS zugesetzt, um die Zellen zu fixieren.

2.6.2.2 Farbung in 96-Well-Spitzbodenplatten

Nach Kokultivierung von DC mit T-Zellen stehen nur geringe Zellzahlen fir die
Bestimmung des Phanotyps der Zellen zur Verfligung. Um den Zellverlust zu
minimieren, wurde die Farbung in einer 96-Well-Spitzbodenplatte durchgefihrt.
4,0x10* Zellen pro Well wurden pipettiert und die Platte mit 100ul PBS bei 141xg
5min zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf Zellstoff geblottet und je 10l der
verdunnten AK-Lo6sungen (1:5 in 10% Mausserum in PBS) mit einer Multipette
zugesetzt. Alle Zellen wurden mit einer Multikanalpipette resuspendiert und die
Platte bei RT im Dunkeln fir 20min inkubiert. Die Platte wurde bei 141xg 5min
zentrifugiert und auf Zellstoff geblottet, um den Uberstand zu entfernen. Je 100pl
PBS werden in die Wells gegeben, die Pellets resuspendiert und die Platte bei 141xg

5min zentrifugiert. Nach nochmaligem Waschen der Zellen mit PBS wurden alle
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Proben durch Zusatz von 100ul 2% Paraformaldehyd in PBS fixiert und in 0,6ml-

Rohrchen (Greiner, Kehlheim) uberflihrt. Diese wurden in Facsrohrchen Gberfihrt
und kénnen nach Entfernen der duf3eren Probennadel am Facs-Gerét, ohne Zusatz

von weiterem Puffer und hierdurch bedingter Verdiinnungen gemessen werden.
2.6.3 Nachweis der Zytokinsekretion

2.6.3.1 IFNy—/IL-4-Sekretionsassay

Mit Hilfe des Zytokinsekretionsassays (Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach)
kdnnen, im Gegensatz zu intrazellularen Farbungen, die von Zellen freigesetzte
Zytokine detektiert werden. Zur Untersuchung der Zytokinsekretion werden die
Zellen mit einem Catch-Antikorper beladen. Dieser besteht aus zwei IgG-
Antikdrpern, die an ihren Fc-Enden aneinander gekoppelt sind und sich ihn ihrer
Spezifitat unterscheiden. So erkennt und bindet ein AK an CD95, dass auf allen
Zellen exprimiert wird. Der zweite Ak des AK-Konjugates ist dagegen spezifisch fir
das zu untersuchende Zytokin. Nach Beladen der Zellen mit dem Catch-AK wird
eine einstindige Sekretionsphase angeschlossen, in der die vorstimulierten Zellen
Zytokine freisetzen. Diejenigen Zytokine, die vom Catch-AK erkannt und gebunden
werden, kénnen nachfolgend mit einem Detektions-AK nachgewiesen werden. Der
Detektions-AK besitzt dabei die gleiche Spezifitat wie der Catch-AK, ist aber
zusatzlich mit einem Farbstoff gekoppelt, so dass eine durchflusszytometrische
Auswertung durchgefiihrt werden kann.

Der Zytokinsekretionsassay wurde nach den Angaben des Herstellers mit leichten
Modifikationen eingesetzt. Nach 24-stiindiger Kokultivierung von Dendritischen
Zellen mit CD4-T-Zellen wurden die Zellen in 10ml-Spitzréhrchen tberfuhrt und mit
warmen AIM-V gewaschen. Die Uberstande wurden abgesaugt und die Zellen auf
eine Konzentration von 3,3x10%/ml in AIM-V eingestellt. Je 80pl der Zellsuspension
wurden in Facsréhrchen Gberfiihrt und 20ul Catch-Matrix Reagenz Mix (IFNy-
Catch-AK+IL-4-Catch-AK im Verhaltnis 1:1) zugesetzt. Die Rohrchen wurden mit
Parafilm verschlossen und bei -20°C fir 5min inkubiert. Zu allen Ansatzen wurden
jeweils 500ul warmes AIM-V gegeben und die Ansétze bei 37°C fiir 1h inkubiert.
Wahrend der Inkubation wurden die Ro6hrchen alle 5-10min gemixt, um
Zytokingradienten zu vermeiden. Nach beendeter Inkubation wurde die
Zytokinsekretion durch Zusatz von 4ml kaltem PBS abgestoppt und die Ansétze in
einer auf 4°C gekiihlten Zentrifuge 5min bei 250xg zentrifugiert. Die Uberstande
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wurden absaugt, die Zellen in kaltem 100ul AIM-V resuspendiert und fur die

IFNYy/IL-4-Férbung in eine Spitzbodenplatte uberfuhrt.

Eine Dreifachfarbung mit den Antikérpern IFNy-FITC, IL-4-PE und CD4-TC wurde
wie unter 2.6.2.2 durchgefihrt und die Proben nach Fixierung
durchflusszytometrisch untersucht. Der Catch-AK (CD95) bindet ebenfalls an die im
Ansatz vorliegenden DC. In der Auswertung wurden jedoch nur CD4-T-Zellen auf

gebundenes IFNg und IL-4 untersucht.

2.6.3.2 IL-10-und IL-12-ELISA

Nach 24-stiindiger Kultivierung von Dendritischen Zellen mit CD4-T-Zellen wurden
die Uberstande aus den Dreifachansitzen geerntet und vereint. Die Uberstande
wurden bis zur Bestimmung bei —20°C gelagert.

Zum Beschichten wurden je 100ul der jeweiligen Antikorperlésung in einer
Konzentration von 2ug/ml in PBS in die Wells einer PolySorp-Platte pipettiert. Die
Platte wurde mit Folie versiegelt und tGber Nacht bei RT inkubiert. Am folgenden
Tag wurde die Platte geleert, auf Zellstoff ausgeschlagen und mit 200ul
Blockingpuffer (4%BSA in PBS) je Well 1h bei RT geblockt. Die Platte wurde 3x
mit je 200ul Waschpuffer (0,2% Tween20 in 50mM TrisHCI, pH 8,0) je Well
gewaschen und gut auf Zellstoff ausgeschlagen. Fir die Standardreihe wurden die
Konzentrationen (1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,3, 15,6 und 7,8)pg/ml in
Blockingpuffer als Doppelansatze in der Platte hergestellt. Je 50ul Uberstand aus den
Kokulturen wurden als Doppelbestimmung in die Platte pipettiert. Als Leerwert
wurden 50ul Blockingpuffer mitgefiihrt. Die Platte wurde mit Folie versiegelt und
bei RT 1h inkubiert. 50ul des jeweiligen biotinylierten 2. AK (0,5ug/ml in
Blockingpuffer) wurden zu den Ansétzen pipettiert, ohne die Platte zu leeren. Die
Platte wurde versiegelt, 1h bei RT inkubiert und anschliefend 3x mit Waschpuffer
gewaschen. Fir die Detektion wurden je 100ul HRP-konjugiertes Streptavidin
(1:10000 in Blockingpuffer) pro Well pipettiert, die Platte versiegelt und 30min bei
RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen und Ausschlagen der Platte auf Zellstoff
wurden je 100ul TMB-LoOsung pro Well pipettiert, die Platte versiegelt und im
Dunkeln bei RT fur 30min inkubiert. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von
20pl Stop Losung (1M H3PO,) abgestoppt. Die Detektion erfolgte im ELISA-Reader
bei 450nm (Hintergrund: 570nm) innerhalb von 30min.
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3 Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, im Zuge der Herstellung einer DC-basierten
Tumorvakzine die exogene Expression von CD70 in humanen Dendritischen Zellen
durch Elektroporation von CD70-mRNA zu erreichen und nachfolgend die
Auswirkung der CD70-Expression auf die Th1l-Zytokinantwort durch Kokultivierung
der transfizierten DC mit autologen CD4-T-Zellen zu untersuchen.

Um die Fragestellung zu bearbeiten wurde zunéchst die Elektroporation von mRNA in
Dendritische Zellen optimiert. Weitere Schritte bei der Bearbeitung der Fragestellung
waren die Klonierung von humanem CD70 und die Uberprifung des
Kokultursystems, bevor die Auswirkung der CD70-Expression auf die
Zytokinsekretion untersucht wurde. Im Folgenden wird zun&chst die Optimierung der

Elektroporationsparameter dargestellt.

3.1 Optimierung der Elektroporationsparameter zur Transfektion von mRNA
in Dendritische Zellen

Da ein Einsatz mRNA-transfizierter Dendritischer Zellen als Tumorvakzine in
klinischen Studien auch in Kiel geplant ist, sollte ein optimiertes Protokoll zur
Elektroporation von mRNA in Dendritischen Zellen gefunden werden. Die zur
Transfektion eingesetzte Elektroporationsmethode sollte hinsichtlich der Parameter
Feldstéarke, Pulszeit sowie der bendtigten mRNA-Konzentration optimiert werden, so
dass hohe Transfektionsraten und, bezogen auf die Zellausbeuten, hohe
Transfektionseffizienzen erreicht werden kdnnen.

Aufgrund der theoretischen Uberlegungen zur Elektroporation (s. 2.5.7) hat die
Feldstarke den groBten Einfluss auf den Elektroporationserfolg, gefolgt von der
Pulszeit und der vorliegenden RNA-Konzentration im Elektroporationsmedium. Daher

wurden diese Parameter in der genannten Reihenfolge optimiert.

3.1.1 Umklonierung von EGFP aus pEGFP in pSP73/A64/Notl zur Herstellung
polyadenylierter EGFP-mRNA
Fur die Optimierung der Elektroporation wurde enhanced green fluorescent protein
(EGFP)-mRNA eingesetzt, da das von dieser RNA translatierte Protein grin
fluoresziert und durchflusszytometrisch direkt erfasst werden kann. Zur Herstellung
ausreichender Mengen polyadenylierter EGFP-mRNA wurde die codierende EGFP-
Sequenz zundchst in den Vektor pSP73/A63/Notl umkloniert. Dieser Vektor besitzt
hinter der multiple cloning site (MCS) eine Poly-(A)-Sequenz. Daher kann nach
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Restriktionsverdau strangabwarts von dieser Poly-(A)-Sequenz und nach
anschlieBender in vitro-Transkription eine polyadenylierte mRNA mit definierter
Lange und einer 5’cap-Struktur hergestellt werden.

Abb. 4 zeigt die Ergebnisse des Restriktionsverdaus nach Umklonierung des EGFP-
Konstruktes aus dem pEGFP-Vektor in den pSP73/A64/Notl-Vektor. Dazu wurden
die Klone der einzelnen Minipraparationen mit HindlIl und EcoRI geschnitten und die
Ansdtze zusammen mit einem 10kb- und 100bp-Grélienstandard sowie dem isolierten
EGFP-Konstrukt und dem aufgereinigten pSP73/A64/Notl-Vektor auf ein Agarosegel
aufgetragen. Alle Klone enthielten das 450bp grofle EGFP-Konstrukt. Fir die
Herstellung von polyadenylierter EGFP-mRNA wurde Klon 2 eingesetzt.
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Abbildung 4: Restriktionsverdau mit Hindlll und EcoRI nach Klonierung von EGFP in den RNA-
Vektor pSP73/A64/Notl.

Nach Klonierung wurden 11 Minipraparationen mit Hindlll und EcoRI geschnitten und die Ansatze
zusammen mit einem 10kb- und einem 100bp-GréRenstandard sowie dem isolierten EGFP-Konstrukt
und dem aufgereinigten pSP73/A64/Notl-Vektor auf ein Agarosegel aufgetragen. Alle Klone zeigen das
450bp grofRe EGFP-Konstrukt. Fur die Herstellung von polyadenylierter EGFP-mRNA wurde Klon 2
eingesetzt.

3.1.2 Bestimmung der optimalen Feldstarke

Ausgangspunkt fir die Optimierung der Elektroporation waren die Arbeiten von Van
Tendeloo, der die Elektroporation von immaturen Dendritischen Zellen bereits mit
hohen Transfektionsraten gezeigt hat®’. Die dort beschriebenen Parameter wurden
jedoch durch Optimierung der Elektroporation an K562-Zellen gewonnen, die zudem
mittels Entladungspuls elektroporiert wurden. Bei Elektroporation mittels
Entladungspuls wird der Gerédtekondensator bei Stromfluss durch die gefillte
Elektroporationskiivette vollstdndig entladen. Hieraus ergibt sich eine Uber die Zeit
exponentiell abfallende Spannungskurve. Bei dem fur die hier beschriebene
Optimierung eingesetzten Rechteckpuls bleibt die elektrische Spannung Uber die
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Pulszeit hinweg dagegen konstant, da ein hochkapazitiver Kondensator eingesetzt
wird, der sich nur teilweise entlad. Diese zeitlich konstante Spannung kann zu einer
vermehrten Bildung von Poren in der Zellmembran und dadurch bedingt zu einer
verbesserten  Transfektionsrate fuhren. Daher sollte die Optimierung der
Elektroporationsparameter mittels Rechteckpuls und direkt an Dendritischen Zellen
vorgenommen werden.

Um die optimale Feldstarke fiir die Elektroporation von Dendritischen Zellen
festzustellen, wurden immaturen Dendritischen Zellen von zwei verschiedenen
Spendern eingesetzt. Die Zellen wurden in einer Zellkonzentration von
1x10” Zellen/ml in OptiMEM eingestellt und je 200ul der Zellsuspension mit
10pug EGFP-mRNA  bei konstanter Pulszeit von 10ms und variabler Feldstarke
elektroporiert. Nach 16-stiindiger Inkubation in Maturationsmedium, das die Zytokine
IL-1B, IL-6, PGE; und TNFa enthielt, wurden die Zellen vollstandig geerntet und
nach Propidiumjodidfarbung der Anteil toter Zellen sowie die EGFP-Fluoreszenz
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Transfektionsrate wurde dabei als der Anteil
lebender EGFP-positiver Zellen an der Gesamtpopulation definiert. Die Viabilitat
errechnete sich durch Subtraktion des Anteils Propidiumjodid-geféarbter Zellen von
100.

Abb.5 zeigt die Auftragung der Transfektionsrate bzw. Viabilitdt gegen die
Feldstarke nach Elektroporation mittels Rechteckpuls. Eine messbare Transfektion
von EGFP-mRNA wurde bei einer Feldstarke von 0,25kV/cm bei Zellen der Isolation
021026 bzw. bei 0,20kV/cm bei Zellen der Isolation 021111 nicht gefunden. Die
Zellen beider Isolationen zeigten eine maximale Transfektionsrate bei einer Feldstarke
von 0,5kV/cm (Abb. 5).

Bei Feldstarken > 0,5kV/cm fallt fir die Zellen der Isolation 021026 die
Transfektionsrate bedingt durch die abnehmende Viabilitat ab (Abb. 5A). Dagegen
bleibt fir die Zellen der Isolation 021111 die Viabilitat auch bei hoher Feldstarke bei
Werten ber 90%(Abb. 5B).
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Abbildung 5: Abhéngigkeit der Transfektionsrate und Viabilitat von der Feldstarke nach EGFP-
mRNA Transfektion mit Rechteckpuls.

Je 2x10° Zellen wurden in 200pl OptiMEM mit 10ug EGFP-mRNA bei variabler Feldstarke mit
Rechteckpuls 10ms elektroporiert. Die Zellen wurden in Maturationsmedium 16 Stunden kultiviert und
nach Propidiumjodidfarbung der Anteil an toten Zellen sowie die EGFP-Fluoreszenz
durchflusszytometrisch gemessen. Die Transfektionsrate entspricht dem Anteil lebender EGFP-positiver
Zellen bezogen auf die Gesamtpopulation der Dendritischen Zellen. Die Viabilitdt errechnet sich durch
Subtraktion des Anteils Propidiumjodid gefarbter Zellen von 100. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der
Experimente mit Dendritischen Zellen der Isolationen 021026 (A) und 021111 (B).

Zur Bestimmung der optimalen Feldstarke sollten nicht allein die Transfektionsraten,
also der jeweilige Anteil an viablen EGFP-positiven Zellen bezogen auf die
Gesamtpopulation der Dendritischen Zellen, beriicksichtigt werden, sondern ebenfalls
die Zellausbeute nach Transfektion.
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Aus diesem Grund wurde die Transfektionseffizienz definiert, die als Anteil der nach
Transfektion und Inkubation wiedergefundenen transfizierten Zellen aller
transfizierten Zellen definiert wurde. Sie spiegelt die Ausbeute an transfizierten Zellen
nach Elektroporation wider. Durch Multiplikation der Transfektionsrate mit der
mittels Trypanblau-Test bestimmten Zellausbeute nach Transfektion wurde die
Transfektionseffizienz errechnet. Die fur die jeweilige Messreine aus Abb. 5
berechneten Transfektionseffizienzen wurden nachfolgend gemittelt und erneut gegen
die Feldstarke aufgetragen (Abb. 6).

Die optimale Feldstarke bezogen auf die Transfektionseffizienz wurde bei 0,6kV/cm
gefunden und betragt 35,3% + 5,63% (n=2).
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Abbildung 6: Bestimmung der optimalen Feldstarke bezogen auf die Transfektionseffizienz.

Fir die Bestimmung der Transfektionseffizienz wurden die Transfektionsraten nach Rechteckpuls mit
den dazugehoérenden Zellausbeuten, bestimmt mittels Trypanblau-Test, multipliziert. Die fiir die
einzelnen Feldstarken berechneten Transfektionseffizienzen der beiden Messreihen wurden gemittelt
und erneut gegen die Feldstarke aufgetragen. Die optimale Feldstarke lag bei 0,6kV/cm mit einer
Tranfektionseffizienz von 35,3 %+ 5,63% (n=2).

3.1.3 Bestimmung der optimalen Pulszeit

Um eine moglichst starke Expression der transfizierten mRNA zu erreichen, sollte die
Anzahl der mRNA-Kopien pro Zellen nach Transfektion maglichst hoch sein. Dies
kann bei niedriger RNA-Konzentration im Elektroporationsansatz durch eine
verlangerte Pulszeit erreicht werden, so dass mRNA im elektrischen Feld an die
Zellmembran transportiert werden kann. Es wird daher eine moglichst lange Pulszeit



Ergebnisse 47

gesucht, die zu hohen Fluoreszenzintensitdten nach EGFP-Transfektion fiihrt, ohne
dass eine Zellschadigung, z.B. durch Erwdrmung des Transfektionsansatzes, eintritt.
Zur Bestimmung der optimalen Pulszeit wurden daher immature Dendritische Zellen
von zwei verschiedenen Spendern, wie oben beschrieben, mit 10pg EGFP-mRNA bei
optimierter Feldstarke von 0,6kV/cm und variablen Pulszeiten von 0 bis 20ms mit
Rechteckpuls elektroporiert. Die Zellen wurden in Maturationsmedium 16 Stunden
kultiviert, vollstandig geerntet und nach Propidiumjodidfarbung der Anteil an toten
Zellen sowie die EGFP-Fluoreszenz und die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI)
durchflusszytometrisch bestimmt.

In Abb. 7A sind die Mittelwerte der Transfektionsrate bzw. Viabiltdt von zwei
unabhangigen Versuchen gegen die Pulszeit aufgetragen. Bereits nach 2ms betrégt die
Transfektionsrate 70,9 + 3,1% bei einer Viabilitdt von 96,4 % + 0,8%. Diese
Transfektionsrate liegt damit im Bereich der maximalen Transfektionsrate von
72,2% + 2,1%.

In Abb. 7B ist die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) als MaR fir die Anzahl an
elektroporierter und translatierter EGFP-mRNA gegen die Pulszeit aufgetragen.

Die MFI steigt bei den Zellen der Isolation 030111 mit steigender Pulszeit ann&hernd
linear bis zu einer Pulszeit von 16ms an. Fir langere Pulszeiten bleibt die
Abhangigkeit der MFI von der Pulszeit linear, jedoch fallt die Zunahme der MFI hier
stérker aus. Die Ergebnisse aus Isolation 030119 zeigen die gleichen Zusammenhénge,
jedoch wird der starke Anstieg der MFI erst nach 18ms beobachtet und die MFI sind

insgesamt niedriger.
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Abbildung 7: Abhangigkeit der mittleren Fluoreszenzintensitat von der Pulszeit.

Je 2x10° iDC von zwei verschiedenen Spendern wurden in 200ul OptiMEM mit 10ug EGFP-mRNA bei
einer Feldstarke von 0,6kV/cm und variabler Pulszeit mit Rechteckpuls elektroporiert. Die Zellen wurden
16 Stunden in Maturationsmedium kultiviert und nach Propidiumjodidfarbung die Viabilitat, der Anteil
EGFP-positiver Zellen (Transfektionsrate) sowie die Intensitdt der EGFP-Fluoreszenz (als mittlere
Fluoreszenzintensitat der Zellen) durchflusszytometrisch ermittelt. Fir Isolation 030119 wurden die
Messpunkte bei 14ms und 16ms nicht erhoben. Es wurden zwei unabhéngige Experimente
durchgefihrt.

A: Auftragung der Transfektionsrate und Viabiltdt gegen die Pulszeit. Nach 2ms wurde eine
Transfektionsrate von 70,9% + 3,1% erreicht (n=2).

B: Auftragung der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) gegen die Pulszeit. Die MFI dient als MaR fiir die
Menge an elektroporierter und translatierter EGFP-mRNA, die bei gegebener Pulszeit in die Zelle
aufgenommen wird. Bis zu einer Pulszeit von 16ms verlauft die mittlere Fluoreszenzintensitat annahernd
linear, steigt dann jedoch stark an.
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Eine Erwarmung des Elektroporationsmediums infolge des Anlegens einer
elektrischer Spannung ist beschrieben’ und kann Ursache fiir den starkeren Anstieg
der MFI bei langen Pulszeiten sein. In Anlehnung an das Stokes sche Gesetz ist die
Wanderungsgeschwindigkeit v eines sphérischen Partikels im elektrischen Feld
einerseits von der Ladung Q und der anliegenden Feldstirke E, andererseits von der
Reibungskraft, die dem Partikel durch das Medium entgegengesetzt wird (6-z-r-7),
abhéngig.

QE

Es gilt: V=
6-7-17

Ubertragen auf die Transfektion von mRNA kann angenommen werden, dass die
Viskositat n eines wéssrigen Mediums durch dessen Erwarmung herabgesetzt wird, so
dass mRNA-Molekile im elektrischen Feld aufgrund der niedrigeren Reibungskréfte
schneller wandern. Pro Zeiteinheit erreichen daher bei hoherer Medientemperatur
mehr mRNA-Molekiile die Zellmembran als bei niedrigerer Medientemperatur,
wodurch die Wahrscheinlichkeit zur Transfektion steigt.

Aufgrund der Annahme, dass die Erwarmung des Transfektionsmediums die Ursache
fur den starken Anstieg der MFI bei langen Pulszeiten ist und dass eine zu starke
Warmeentwicklung zur Schédigung der Zellen flhrt, wurde diejenige Pulszeit als
optimal festgesetzt, die die hochste MFI erzeugt und im weitgehend linearen Bereich
aller MFI liegt. Die optimale Pulszeit wurde unter Berlcksichtigung von Isolation
030111 daher auf 16ms festgelegt.

3.1.4 Bestimmung der optimalen mRNA-Konzentration

Zur Bestimmung der optimalen mRNA-Konzentration fur die Transfektion von
Dendritischen Zellen wurden wie beschrieben je 2x10° Zellen in 200pl OptiMEM bei
den optimierten Parametern fir die Feldstarke (E =0,6kV/cm) wund der
Pulszeit (t = 16ms) mit Rechteckpuls elektroporiert. Die EGFP-mRNA-Konzentration
im Transfektionsansatz wurden in dem Bereich von 0 bis 100ug/ml variiert. Abb. 8
zeigt die Ergebnisse der Untersuchung von 4 unabhéangigen Experimenten.

Eine durchschnittliche maximale Transfektionsrate von 73,0% + 1,3% wird ab einer
mMRNA-Konzentration von 15ug/ml erreicht. Der Zusatz von 3ug EGFP-mRNA zu
einem 200upl Ansatz reicht damit aus, um diese maximale Transfektionsrate zu
erreichen. Hohere mRNA-Konzentrationen verbessern die Transfektionsrate nicht,

fihren jedoch aufgrund der steigenden Anzahl der EGFP-mRNA-Molekile zu einer
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steigenden MFI (Daten nicht gezeigt). Fir alle weiteren Untersuchungen wurde bei
RNA-Konzentrationen von 50ug/ml gearbeitet, um Ungenauigkeiten wahrend der
Quantifizierung und Aliquotierung der mRNA auszugleichen.

100

Transfektionsrate [%]

40 60 80 100 120
MRNA [pg/ml]

Abbildung 8: Abhé&ngigkeit der Transfektionsrate von der mRNA-Konzentration.

Je 2x10° iDC wurden in 200pl OptiMEM bei den optimierten Parametern fiir die Feldstéarke (E=0,6kV/cm)
und der Pulszeit (t=16ms) mit variablen RNA-Konzentrationen mit Rechteckpuls elektroporiert. Die
Zellen wurden anschlieBend in  Maturationsmedium 16 Stunden kultiviert und nach
Propidiumjodidfarbung die EGFP-Fluoreszenz durchflusszytometrisch ermittelt.

Ab einer EGFP-mRNA-Konzentration von 15pg/ml wird eine maximale Transfektionsrate von
73,5% + 1,2% erreicht. Hohere mRNA-Konzentraitonen erhdhen die Transfektionsrate nicht. Gezeigt
sind Mittelwerte von 4 unabh&ngige Experimente. Nicht jeder Messpunkt wurde vierfach gemessen.

3.1.5 Expression von polyadenylierter und nicht polyadenylierter EGFP-mRNA
nach Elektroporation in Dendritische Zellen

Die Verwendung einer gecapten und polyadenylierten mRNA ist essentiell fur den
Transfektionserfolg®. Durch die Anlagerung von Poly-(A)-bindenden Proteinen
(PABPs) an die Poly-(A)-Sequenz der mRNA werden im Zytoplasma ,,closed loop*-
Strukturen gebildet, die die Translation der mRNA initiieren kénnen™. Weiterhin
bewirkt die Bindung dieser PABPs einen Schutz vor Endo- und Exonukleasen und
erhoht damit die Stabilitat der mRNA.

Die Auswirkungen einer fehlenden Polyadenylierung auf die Expression der
transfizierten mRNA in Dendritischen Zellen sollte im Folgenden gezeigt werden.
Dazu wurde der Vektor EGFP_pcDNAS3.1, der das Reportergen EGFP ohne
nachfolgende Poly-(A)-Sequenz enthdlt, strangabwérts von EGFP mit Bbsl



Ergebnisse 51

geschnitten und unter T7 Kontrolle in vitro transkribiert. Ein Aliquot der so
hergestellten EGFP-mRNA wurde nachfolgend mit Poly-(A)-Polymerase | (E-PAP)
am 3"-Ende polyadenyliert. Zur Kontrolle der Polyadenylierung wurden die E-PAP-
behandelten und nicht behandelten EGFP-mRNA-Ansétze in einem denaturierenden
Formaldehydgel aufgetrennt (Abb. 9A). Die verwendete nicht polyadenylierte EGFP-
MRNA ist 1000bp groR. Durch Polyadenylierung werden mRNA-Molekiile von mehr
als 1000bp erzeugt. Dies wird im Gel durch eine verbreiterte Bande sichtbar.

In Abb. 9B sind die Ergebnisse nach Transfektion der nicht polyadenylierten bzw.
polyadenylierten EGFP-mRNA in K562-Zellen und immaturen Dendritischen Zellen
gezeigt. Die Zellen wurden nach Transfektion Uber Nacht kultiviert, wobei die
Dendritischen Zellen durch Zusatz eines Zytokincocktails zusatzlich maturiert wurden.
Nur nach Polyadenylierung erfolgte die Expression von EGFP in Dendritischen
Zellen. Obwohl K562-Zellen auch ohne Polyadenylierung eine geringe
EGFP-Expression zeigten, konnte die MFI durch Polyadenylierung der transfizierten
EGFP-mRNA deutlich gesteigert werden. In der Konsequenz stieg hierdurch auch die

durch den Marker definierte Transfektionsrate an.

3.1.6 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Optimierung der Elektroporation

Die Elektroporationsmethode wurde im Hinblick auf die Parameter Feldstérke,
Pulszeit und bendtigte RNA-Konzentration optimiert. Bei einer Feldstarke von
0,6kV/icm (Abb. 6) und einer Pulszeit von 16ms (Abb. 7B) wird ab einer RNA-
Konzentration von 15ug/ml eine optimale Transfektionsrate von 73,0% + 1,3% (n=5)
mit einer Viabilitdt von 83,1% =+ 3,9% (n=5) und einer Transfektionseffizienz nach
Optimierung der RNA-Konzentration von 33,3% * 4,8% (n=5) (Abb. 8) erreicht.
Voraussetzung flr die starke Expression eines Proteins, insbesondere in Dendritischen

Zellen, ist dabei die Verwendung einer polyadenylierten und gecapten mRNA.
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Abbildung 9: Nur polyadenylierte EGFP-mRNA wird nach Transfektion in DC translatiert.

A: Nachweis der in vitro-Polyadenylierung von EGFP-mRNA im Formaldehydgel. Zur Herstellung nicht
polyadenylierter EGFP-mRNA wurde der EGFP_pcDNA3.1-Vektor strangabwarts von EGFP mit Bbsl
geschnitten und unter T7 Kontrolle in vitro transkribiert. Nach in vitro-Polyadenylierung wurden nicht
polyadenylierte und polyadenylierte EGFP-mRNA auf ein Formaldehydgel aufgetragen. Ein 100bp
Standard wurde mitgefihrt. Die polyadenylierte EGFP-mRNA-Probe enthélt Konstrukte, die deutlich
langer als 1000bp sind.

B: Transfektion von K562 und iDC mit polyadenylierter bzw. nicht polyadenylierter EGFP-mRNA. Je
2x10° K562-Zellen bzw. iDC wurden mit 20ug EGFP-RNA bzw. polyadenylierter EGFP-RNA transfiziert.
Dendritische Zellen wurden in Maturierungscocktail 24 Stunden inkubiert und nach Zusatz von
Propidiumjodid die Fluoreszenz durchflusszytometrisch ermittelt. Als Kontrolle wurden nicht transfizierte
Zellen (gestrichelte Linie) mitgefihrt. Es wurden nur lebende, groRen Zellen fir die Auswertung
herangezogen.



Ergebnisse 53

3.2 Klonierung von humanem CD70

Fir die Klonierung von humanem CD70 wurde Gesamt-RNA aus BLCL-Zellen
eingesetzt, die durch Transformation von humanen B-Zellen mit attenuiertem
EBV-Virus aus der Affenzelllinie B95-8 hergestellt wurden’®. Diese B-Zelllinie
exprimiert CD70 als membranstandiges Molekil. Mittels reverser Transkription
hergestellte CD70-cDNA enthélt folglich die komplette Sequenz des CD70-Proteins
inklusive der Information fur die transmembrane Doméane. Die nach Klonierung in den
pSP73/A64/Notl-Vektor  hergestellte  polyadenylierte  CD70-mRNA  flhrte
konsequenterweise nach Transfektion zur Expression eines membranstandigen CD70-
Molekadils.

Im Folgenden sind die wichtigsten Teilergebnisse der CD70-Klonierung dargestellt.

3.2.1 Nachweis von CD70 auf BLCL-Zellen

Nach Generierung der BLCL-Zelllinie durch Transformation mit attenuiertem
EBV-Virus aus der Affenzelllinie B95-8 wurde die membranstdndige Expression von
CD70 auf der Zellmembran untersucht. Abb. 10 zeigt den Nachweis von CD70 mittels
Antikdrperfarbung gegen CD70 und CD19, einem Oberflachenmarker fir B-Zellen,

sowie die Isotypkontrolle.
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Abbildung 10: Antikérperfarbung von BLCL-Zellen zum Nachweis der membranstandigen
Expression von CD70.

BLCL-Zellen wurden mit den monoklonalen Antikdrpern anti-CD70 FITC und anti-CD19 PE gefarbt
(rechts). Eine Isotypkontrolle zum Nachweis unspezifischer Farbung wurde mitgefihrt (Mitte).

Alle BLCL-Zellen exprimierten CD70 als membranstandiges Molekul. Daher wurde
die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert und im nachfolgenden Versuch als Template

fiir die reverse Transkription des CD70-Gens eingesetzt.
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3.2.2 Reverse Transkription und Klonierung der cDNA-Konstrukte in einen
TOPO-Vektor

Die aus den BLCL-Zellen isolierte Gesamt-DNA wurde als Template fur die reverse
Transkription eingesetzt, die mit zwei verschiedenen Primerpaaren durchgefihrt
wurde. Primerpaar AH2 generiert ein PCR-Konstrukt, das die Schnittstellen fur Smal
und Apol innerhalb des 5°und 3"-Nichtcodierungsbereiches enthélt. Primerpaar UW2
fuhrte die Schnittstellen Smal und Sacl innerhalb des 5°- und
3"-Nichtcodierungsbereiches dagegen neu ein.

Die durch reverse Transkription hergestellten cDNA-Konstrukte wurden zunéchst in
den pCR2.1 TOPO-Vektor kloniert und in E.coli vermehrt. Abb. 11 zeigt die
Ergebnisse der Bakterien-PCR nach Auswahl von 10 verschiedenen Klonen je

Primerpaar.
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Abbildung 11: Bakterien-PCR nach Klonierung von CD70-cDNA in den pCR2.1 TOPO-Vektor.

CD70-cDNA, hergestellt mit zwei verschiedenen Primerpaaren (AH2 in A, UW2 in B), wurde in den
pCR2.1 TOPO-Vektor kloniert und nach Hitzeschocktransformation und Inkubation 10 verschiedene
Klone ausgewahlt. In einem PCR-Ansatz mit je 20pmol 5"-Primer und 3"-Primer in einem 50ul PCR-
Ansatz gemischt. Das PCR-Programm entspricht dem fur die cDNA-Herstellung verwendeten
Programm. Je 15ul des PCR-Ansatzes wurden zusammen mit der fur die Klonierung verwendeten
CD70-cDNA und einem 10kb Standard auf ein Agarosegel aufgetragen.
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In beiden Klonierungsansatzen wurde jeweils ein Klon mit verkirztem
CD70-Konstrukt gefunden. Weder Klon 3 aus dem Klonierungsansatz CD70-
cDNA(AH2) noch Klon 9 aus dem Klonierungsansatz CD70-cDNA(UW?2) zeigte das
vollstdandige CD70-cDNA-Konstrukt (Abb. 11).

Fur die Umklonierung der CD70-Konstrukte in den pSP73/A64/Notl-Vektor zur
Herstellung von CD70-mRNA wurde im nachfolgenden Versuch jeweils Klon 1
eingesetzt.

3.2.3 Restriktionsverdau nach Umklonierung der CD70-Konstrukte aus den
TOPO-Vektoren in den Vektor pSP73/A64/Notl

Zur Umklonierung der CD70-cDNA-Konstrukte in den Vektor pSP73/A64/Notl
wurden beide CD70-cDNA-enthaltenden TOPO-Vektoren mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen geschnitten, in den Zielvektor pSP73/A64/Notl umkloniert und
in E.coli vermehrt. Fir den Restriktionsverdau wurden 12 Klone des Vektors
CD70(AH2)_pSP73/A64/Notl ausgewahlt und nach Minipraparation ein Aliquot mit
Smal und Apol geschnitten und auf ein Agarosegel aufgetragen. Fir den Vektor
CD70(UW2) pSP73/A64/Notl wurde in gleicher Weise verfahren, jedoch wurde mit
den Restriktionsenzymen Smal und Sacl geschnitten. Auf das Agarosegel wurden
ebenfalls die jeweils verwendeten dephosphorylierten Vektoren, die fir die
Klonierung verwendeten CD70-Konstrukte sowie ein 10kb-Standard aufgetragen.
Abb.12 zeigt die Ergebnisse der Gellaufe.
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Abbildung 12: Restriktionsverdau nach Umklonierung von CD70-Konstrukten aus den
CD70_pCR2.1 TOPO-Vektoren in pSP73/A64/Notl.

12 Klone wurden ausgewdahlt und nach Minipraparation jeweils ein Aliguot mit Smal und Apol
(A: Vektor CD70(AH2)_pSP73/A64/Notl) bzw. Smal und Sacl (B: Vektor CD70(UW2)_pSP73/A64/Notl)
geschnitten und auf ein Agarosegel aufgetragen. Der dephosphorylierte Vektor, das fur die Klonierung
verwendete CD70-Konstrukt sowie ein 10kb Standard wurden ebenfalls aufgetragen.

Alle untersuchten Klone enthielten den CD70(AH2) pSP73/A64/Notl-Vektor, der das
vollstdndige CD70-Konstrukt enthdlt (Abb.12A). Nach Umklonierung von
CD70(UW2) aus dem TOPO-Vektor in den Zielvektor pSP73/A64/Notl wurde ein
Klon ohne CD70-Insert gefunden (Klon7, Abb. 12B). Alle lbrigen Klone enthielten
den CD70(UW?2)_pSP73/A64/Notl-Vektor.

Jeweils Klon 1 aus beiden Klonierungsansatzen wurde vermehrt und die Vektoren
mittels einer Maxiprdparation isoliert. Beide Vektoren wurden zur Herstellung von
CD70-mRNA  eingesetzt und die membranstdndige  Expression  nach

MRNA-Transfektion Gberprift.
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3.2.4 Membranstandige Expression von CD70 nach CD70-mRNA-Transfektion
in K562-Zellen

Die nach in vitro-Transkription unter Verwendung der jeweiligen CD70-Vektoren
CD70(AH2) pSP73/A64/Notl bzw. CD70(UW2) pSP73/A64/Notl hergestellten
MRNA-Konstrukte CD70-mRNA(AH2) bzw. CD70-mRNA(UW2) wurden mittels
Elektroporation in K562-Zellen transfiziert und auf die membranstdndige Expression
von CD70 untersucht.

Die Expression war fir beide CD70-mRNA-Konstrukte auf der Zelloberflache
nachweisbar. Nach Transfektion von CD70-mRNA(AH2) waren 84,2% der lebenden
Zellen CD70-positiv (Abb. 13A). Nach Transfektion von CD70-mRNA(UW?2) waren
80,2% der lebenden Zellen CD70-positiv (Abb. 13B). Deshalb wurde in allen
nachfolgenden Versuchen stets CD70-mRNA(AH2) eingesetzt.
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Abbildung 13: Membranstandige Expression von CD70 nach CD70-mRNA-Transfektion in
K562-Zellen.

K562-Zellen wurden mit CD70-mRNA(AH2) (A) bzw. CD70-mRNA(UW2) (B) transfiziert und tber Nacht
bei 37°C/5%CO, inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen mit anti-CD70-FITC-mAK (gefllltes
Histogramm) bzw. anti-lgG1-mAK (durchgezogene Linie) gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht.
Nicht transfizierte K562-Zellen zeigten keine CD70-Expression (gestrichelte Linie). Beide CD70-mRNA-
Molekule induzierten eine membranstédndige CD70-Expression auf K562-Zellen (n=1). Gezeigt sind
lebende Zellen nach Auswabhl der grof3en Zellen in der FSC/SSC-Auftragung.

Zur Kontrolle der CD70-Expression nach Transfektion wurden in dem
vorangegangenen Versuch nicht transfizierte K562-Zellen eingesetzt. Es stellt sich die
Frage, ob eine endogene CD70-Expression auf Dendritischen Zellen durch
Elektroporation induziert wird. Auf diese Frage wird in einem spéteren Versuch
eingegangen (s. 3.3.3). Zundchst sollen jedoch die fir die weiteren Versuche

eingesetzten Dendritischen Zellen genauer charakterisiert werden.
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3.3 RNA-Transfektion von maturen Dendritische Zellen

Nach Optimierung der Elektroporationsparameter und der Klonierung von humanem
CD70 fiur die Herstellung von CD70-mRNA sollte untersucht werden, welche
Auswirkungen die RNA-Transfektion selbst auf die Expression der kostimulatorischen
Molekiile maturer Dendritischer Zellen hat. Die fiir diese Versuche eingesetzten

Zellen wurden zunéchst charakterisiert.

3.3.1 Charakterisierung von zytokinmaturierten Dendritischen Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Dendritischen Zellen wurden aus Monozyten
generiert, die durch ein spezielles Zellseparationsverfahren aus dem Aphereseprodukt
gewonnen wurden. Die Zellseparation erfolgte in einem geschlossenen
Gegenstromverfahren, in dem die Zellen aufgrund ihrer GroBe und zu einem
geringeren Teil aufgrund ihrer Dichte aufgetrennt werden kénnen.

Die aus dieser ELUTRA-Separation gewonnene Monozytenfraktion wurde fir die
Generierung der ELUTRA-IDC 10 Tage in Anwesenheit von IL-4 und GM-CSF
kultiviert. Der Anteil an kontaminierenden T-Zellen betrug 2,0% * 2,31 %(n=>5), der
Anteil an kontaminierenden CD19-positiven B-Zellen betrug 1,01% % 0,13% (n=2).
Dagegen zeigten Dendritischen Zellen, fiir die Monozyten durch Plastikadharenz aus
dem Aphereseprodukt gewonnen wurden (Adhdrenz-DC), nach 10-t4giger
Kultivierung in Anwesenheit von IL-4 und GM-CSF eine wesentlich hohere T-Zell-
verunreinigung von 22,7% + 8,84 %(n=2) und eine B-Zellverunreinigung von
4,61% + 5,81 %(n=2).

Bei der Untersuchung des Phédnotyps zeigten bereits Adhdrenz-iDC eine starke
Expression von CD40, CD86 und MHCII. Lediglich CD83 wurde durch Zusatz der
Maturationszytokine auf Adharenz-mDC verstarkt exprimiert (Abb. 14).

Im Vergleich zu Adhédrenz-DC zeigte sich bei ELUTRA-DC im Phénotyp nach
Zytokinmaturation  eine  erniedrigte  Expressionsstdrke  der  untersuchten
Oberflachenmarker. Die Expression von CD70 war unabhdngig vom
Maturationszustand und weder auf Adhérenz-DC noch auf ELUTRA-DC nachweisbar
(Abb. 14).
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Abbildung 14: Phanotyp von Adharenz-Dendritischen Zellen (Adharenz-DC) und ELUTRA-
Dendritischen Zellen (ELUTRA-DC) vor und nach Zytokinmaturation.

Monozyten wurden durch ELUTRA-Separation oder Plastikadhdrenz aus dem Aphereseprodukt
gewonnen und in Anwesenheit von IL-4 und GM-CSF 10 Tage kultiviert. Beide Ansétze wurden durch
Zusatz eines Zytokincocktails, bestehend aus IL-1B, IL-6, PGE2 und TNFa, Uber Nacht maturiert,
geerntet und gegen die Marker CD70, CD40, CD83, CD86 und MHCII gefarbt. Gezeigt ist ein
reprasentatives Ergebnisse aus vier unabhéngigen Experimenten.

Der Grund fir die lange Kultivierung der Monozyten in Anwesenheit von GM-CSF
und IL-4 war es, eine hohe CD83-Expression nach Zytokinmaturation zu erreichen.
Dieser Phanotyp kennzeichnet den ,,voll maturen* Zustand von Dendritischen Zellen,
der Voraussetzung fiir die Induktion von Immunitat zu sein scheint’® ”’. Ein solch
hoher Anteil an CD83-exprimierenden maturen Adharenz-DC konnte in unseren
Handen nur erreicht werden, wenn die Maturation von Adhérenz-DC mittels des

Zytokincocktails, bestehend aus IL-1p, IL-6, PGE; und TNFa, erst am 10. Kulturtag
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eingeleitet wurde. Adhédrenz-DC, die nach der in der Literatur beschriebenen tblichen
Kulturdauer von 7 Tagen maturiert wurden, zeigten dagegen regelméfiig eine niedrige
CDB83-Expression (Daten nicht gezeigt). Fur die Herstellung von ELUTRA-DC wurde
dieses verlangerte Kultivierungsprotokoll beibehalten.

Die in allen weiteren Versuchen eingesetzten Dendritischen Zellen wurden aus
ELUTRA-separierten Monozyten generiert und mit dem oben aufgefiihrten
Zytokincocktail maturiert (zytokinmaturierte Dendritische Zellen).

3.3.2 Die Elektroporation erniedrigt nicht die Expression der
Maturationsmarker
Die Optimierung der Elektroporationsparameter wurde mit immaturen Dendritischen
Zellen durchgefuhrt, die bereits nach einer Kultivierungsdauer von vier Tagen
eingesetzt wurden. Fir die Herstellung hoch CD83-exprimierender Adhérenz-DC
wurde die Kultivierung jedoch auf 10 Tage verlangert. Weiterhin wurde beschrieben,
dass mature Dendritische Zellen geringere Transfektionsraten als immature
Dendritische Zellen zeigen®.
Es musste daher gepruft werden, ob die Transfektion von mRNA in zytokinmaturierte
Dendritische Zellen eine erniedrigte Transfektionsrate oder Expressionsstarke des
translatierten Proteins zur Folge hat. Daher wurden zytokinmaturierte Dendritische
Zellen mit EGFP-mRNA bei optimierten Elektroporationsparametern transfiziert und
die  Transfektionsrate sowie die  Expressionsstirke des EGFP-Proteins
durchflusszytometrisch untersucht.
Es zeigte sich, dass auch nach Elektroporation von maturen Dendritischen Zellen eine
hohe Transfektionsrate und Expressionsstarke erreicht wird (Abb. 15).
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Abbildung 15: Hohe Transfektionsrate und Expressionsstédrke nach Elektroporation von EGFP-
mRNA in mature Dendritische Zellen.

Zytokinmaturierte  Dendritische Zellen wurden mit 10ug EGFP-mRNA nach optimiertem
Elektroporationsprotokoll transfiziert und Uber Nacht kultiviert. Die Zellen wurden nach Ernte mit
Propidiumjodid gefarbt und die EGFP-Fluoreszenz durchflusszytometrisch bestimmt. Die
Transfektionsrate ergibt sich aus dem Anteil EGFP-positiver Zellen (A), die Expressionsstarke aus der
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI), gemessen als Rechtsverschiebung des Histogramm-Medians (B).
Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus finf.

Neben der Gewahrleistung, dass eine starke Expression des Proteins nach mRNA-
Transfektion erfolgt, darf die Expression der kostimulatorischen Molekile CD40,
CD83, CD86 sowie die Expression der MHCII-Molekile nicht erniedrigt werden. In
dem angestrebten Kokulturmodell, in dem die Wirkung der CD70-Expression auf
CD4-Th1-Antwort untersucht werden soll, wiirde anderenfalls eine im Vergleich zu
nicht transfizierten DC weniger starke Immunantwort ausgelost.

Um zu prifen, ob eine verringerte Expressionsstarke der Oberflachenmarker nach
Elektroporation stattfindet, wurden zytokinmaturierte Dendritische Zellen mit
CD70-mRNA transfiziert und 24 Stunden in AIM-V in Abwesenheit von
Maturationszytokinen inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend gegen die
Oberflachenmolekile CD70, CD40, CD83, CD86 und MHCII gefarbt. Zur Kontrolle
wurden nicht transfizierte Dendritische Zellen mitgefuhrt.

Nach Transfektion von CD70-mRNA waren 65,9% + 10,9% (n=3) der transfizierten

zytokinmaturierten Dendritischen Zellen CD70-positiv. Die Zellen exprimierten auch
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nach Elektroporation die Oberflichenmarker in hohem Male, wobei die
Elektroporation zu einer verstarkten CD83-Expression fuhrte (Abb. 16).
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Abbildung 16: Transfektion von CD70-mRNA in zytokinmaturierte Dendritische Zellen hat keinen
Einfluss auf die Expressionsstarke der tibrigen Maturationsmarker.

Zytokinmaturierte Dendritische Zellen wurden mit CD70-mRNA transfiziert oder unbehandelt belassen.
Nach 24-stiindiger Inkubation in Abwesenheit von IL-4 und GM-CSF wurden die Zellen geerntet und
gegen die Maturationsmarker CD70, CD40, CD83, CD86 und MHCII gefarbt. Gezeigt ist ein
reprasentatives Ergebnis aus vier unabhéngigen Versuchen.

3.3.3 Die Elektroporation selbst induziert nur eine geringe CD70-Expression
auf Dendritischen Zellen

In dem bereits beschriebenen Versuch zur Prifung der membranstdndigen Expression
von CD70 nach Klonierung wurden nicht transfizierte K562-Zellen zur Kontrolle der
CD70-Expression eingesetzt (siehe 3.2.4). Es musste daher geklart werden, ob eine
Expression von endogenem CD70 durch die Elektroporation induziert wird.

Hierzu wurden zytokinmaturierte Dendritische Zellen mit Her2/neu-mRNA als
Kontroll-mRNA entweder allein oder zusammen mit CD70-mRNA nach optimiertem
Nach 24-stindiger Inkubation wurde die
und CD70-Proteins durch

Transfektionsprotokoll transfiziert.

Expression des Her2/neu- Antikdrperfarbung
durchflusszytometrisch tberprdft.

Die Transfektion von Her2/neu-mRNA allein flihrte nur zu einer geringen Expression
von CD70 auf Dendritischen Zellen (Abb. 17B). So waren nach Her2/neu-mRNA.-
Transfektion 2,9% der Dendritischen Zellen CD70-positiv. Wurde CD70-mRNA
allein transfiziert, so waren 85,5% der Zellen CD70-positiv (Abb. 17C). Nach
Kotransfektion von Her2/neu-mRNA zusammen mit CD70-mRNA exprimierten
42,1% der Dendritische Zellen sowohl CD70 als auch Her2/neu auf der Zelloberflache
(Abb. 17D). Die Ergebnisse zeigen, dass eine Expression von endogenem CD70 auf

Dendritischen Zellen durch die Elektroporation nicht induziert wird.
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Abbildung 17: Die Elektroporation selbst induziert nur eine geringe CD70-Expression auf
Dendritischen Zellen.

Zytokinmaturierte Dendritische Zellen wurden mit je 10ug Her2/neu-mRNA (B und D) und CD70-mRNA
(C und D) nach optimierten Elektroporationsprotokoll transfiziert. Die Zellen wurden 24 Stunden
kultiviert, geerntet und mit anti-CD70-FITC und anti-Her2/neu-PE gefarbt. Nicht transfizierte Zellen
wurden mitgefuhrt (A).

3.4 Einfluss der CD70-Expression auf die Th1-Immunantwort
Um die Wirkung eine CD70-Expression auf die Th1-Antwort zu untersuchen, wurden
Dendritische Zellen eingesetzt, die durch einen Zytokincocktail, bestehend aus IL-1p,
IL-6, PGE, sowie TNFa, fiir 16-20 Stunden maturiert wurden. Die Zellen wurden mit
CD70-mRNA mittels Elektroporation transfiziert und zusammen mit nicht
transfizierten DC in einer Kokultur mit autologen CD4-T-Zellen eingesetzt. Durch
Zusatz von SEB (Staphylokokken Enterotoxin B) wurde eine Thl-Antwort induziert
und der Einfluss der CD70-Expression auf die Thl-Antwort in CD70-
Blockierungsexperimenten durch Messen der Konzentration von IFNy und IL-4
untersucht. In Vorversuchen soll zunédchst geklart werden, zu welchem Zeitpunkt nach
CD70-mRNA-Transfektion Dendritische Zellen eine ausreichend hohe CD70-
Expression zeigen, um in die Kokultur eingesetzt werden zu kdnnen. Diese Ergebnisse
werden im Folgenden dargestellt.
3.4.1.1 Kinetik der exogenen CD70-Expression nach Transfektion von
CD70-mRNA in zytokinmaturierte Dendritische Zellen
Um festzustellen, zu welchem Zeitpunkt nach Elektroporation transfizierte
Dendritische Zellen eine ausreichend hohe CD70-Expression zeigten, so dass sie in
die Kokultur eingesetzt werden kénnen, wurde die Kinetik der CD70-Expression nach
Transfektion untersucht.
Zytokinmaturierte Dendritische Zellen wurden mit CD70-mRNA transfiziert oder
unbehandelt belassen. Drei Stunden nach Transfektion wurde ein Aliquot der
transfizierten Zellen mit Paraformaldehyd fixiert und zusammen mit nicht

transfizierten und transfizierten, jedoch nicht fixierten DC fir weitere 24 Stunden
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inkubiert. Alle Zellen wurden nachfolgend gegen die Oberflachenmolekiile CD70,
CD40, CD83, CD86 und MHCII gefarbt.

Bereits drei Stunden nach CD70-mRNA-Transfektion waren 60,1% der transfizierten
Zellen CD70-positiv. Der Anteil an CD70-positiven Dendritischen Zellen erhéhte sich
auf 82,0%, wenn die Zellen 27 Stunden nach Transfektion untersucht wurden
(Abb. 18).
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Abbildung 18: Kinetik der CD70-Expression nach Transfektion von CD70-mRNA in
zytokinmaturierte Dendritische Zellen.

Zytokinmaturierte Dendritische Zellen wurden mit CD70-mRNA transfiziert oder unbehandelt belassen.
Drei Stunden nach Transfektion wurde ein Aliquot der transfizierten Zellen mit Paraformaldehyd fixiert
und zusammen mit nicht transfizierten sowie transfizierten, jedoch nicht fixierten DC flr weitere 24
Stunden inkubiert. Alle Ansatze wurden nachfolgend gegen CD70, CD40, CD83, CD86 und MHCII
gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht (n=1).

Wie schon im vorangegangenen Versuch gezeigt, wurde auch hier die Expression der
ubrigen kostimulatorischen Molekile durch die Elektroporation nicht beeintrachtigt.
Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde die Kokultur von autologen CD4-T-Zellen
mit CD70-mRNA transfizierten zytokinmaturierten Dendritischen Zellen bzw. nicht
transfizierten Dendritischen Zellen in den nachfolgenden Experimenten drei Stunden

nach Transfektion gestartet.
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3.4.1.2 Reinheit der eingesetzten CD4-T-Zellfraktion

Die in den Kokulturen eingesetzten autologen CD4-T-Zellen wurden durch Depletion
mittels magnetischer Beads aus der ELUTRA-T-Zellfraktion gewonnen. Die Reinheit
der CDA4-Population betrug 93,4% + 3,9% (n=3). Die Expression von CD70 auf
CD4-Zellen betrug vor Kokultur 8,0% =+ 4,3% (n=3).

3.4.2 Einfluss der CD70-Expression auf die IFNy- und IL-4-Sekretion

Um den Einfluss der CD70-Expression auf die IFNy- und IL-4-Sekretion zu
untersuchen, wurden 1x10° zytokinmaturierte Dendritische Zellen mit CD70-mRNA
transfiziert (CD70mDC) oder unbehandelt gelassen (mDC) und nachfolgend mit
autologen 7,5x10° CDA4-T-Zellen fir 24 Stunden in An- oder Abwesenheit des
Superantigens SEB inkubiert. Alle Zellen wurden nachfolgend geerntet und in einem
Zytokinsekretionsassay untersucht. Dazu wurden die Zellen mit IFNy- und
IL-4-Antikorpern in Verhéltnis 1:1 beladen. Die in der nachfolgenden einstiindigen
Sekretionsphase an die Antikdrper gebundenen Zytokine wurden mit einem
Detektions-Antikdrper gefarbt und die Zellen durchflusszytometrisch untersucht. Fur
die Auswertung wurden der Anteil an IFNy- bzw. IL-4-sezerniertenden CD4-T-Zellen
berucksichtigt.

Das Thl-zZytokin IFNy wurde sowohl nach Stimulaton von T-Zellen mit nicht
transfizierten DC als auch mit CD70-mRNA transfizierten DC exprimiert, wenn SEB
als Antigen in der Kokultur vorlag (Abb. 19A). Drei der vier untersuchten Isolationen
zeigten nach Stimulation mit CD70-mRNA-transfizierten DC ein hoherer Anteil an
IFNy-sezernierenden CD4-T-Zellen als nach Stimulation mit nicht transfizierten DC.
Dagegen wurde in Kokulturen in Abwesenheit von SEB kaum IFNy-freigesetzt. Auch
CD4-T-Zellen, die allein oder in Anwesenheit von SEB kultiviert wurden, zeigten
keine IFNy-Sekretion.

Das Th2-Zytokin IL-4 wurde nur in einer der vier untersuchen Isolationen in geringem
MaR sezerniert, jedoch war diese unabhéngig von der exogenen CD70-Expression
oder der Anwesenheit von SEB (Abb. 19B).

Die Ergebnisse zeigen insgesamt, dass durch den starkten MHCII/TCR-vermittelten

Kontakt eine Th1-Antwort induziert wurde.
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Abbildung 19: Induktion einer Th1-Antwort durch SEB-vermittelten MHCII/TCR-Kontakt.

1x10° zytokinmaturierte Dendritische Zellen wurden mit CD70-mRNA transfiziert (CD70mDC) oder
unbehandelt gelassen (MDC) und nachfolgend mit 7,5x10° CD4-T-Zellen fiir 24 Stunden in An- und
Abwesenheit von SEB inkubiert. Die Zellen wurden geerntet, gewaschen und nach Beladung mit IFNy-
und IL-4-Catchantikérpern (1:1) eine einstiindige Sekretionsphase angeschlossen. Die gebundenen
Zytokine wurden mit einem Detektions-Antikérper angefarbt und die Zellen durchflusszytometrisch
untersucht. Zur Auswertung wurde der Anteil an IFNy- und IL-4-sezernierenden CDA4-T-Zellen
bertcksichtigt (C). Gezeigt sind die Ergebnisse der IFNy-Sekretion (A) und der IL-4 Sekretion (B) aus
vier unabhéngigen Versuchen .

Um den Einfluss der CD70-Expression auf die IFNy-Sekretion zu untersuchen, wurde
CD70 durch Zusatz eines spezifischen anti-CD70-Antikérpers wahrend der
24stindigen Kokulturphase blockiert und nachfolgend die Zytokinsekretion erneut
mittels Zytokinsekretionsassay untersucht.

Die Ergebnisse der Einzelversuche sind in Abb. 20 dargestellt. In beiden Ansétzen
sinkt der Anteil an IFNy-sezernierenden CD4-T-Zellen nach CD70-Blockierung.
Wahrend in Anwesenheit des Isoantikorpers im Mittel 21,5% * 8,6% der CD4-T-
Zellen IFNy sezernierten, waren nach Blockierung durch den anti-CD70-Antikorper
nur 7,1% * 5,2% CD4-T-Zellen IFNy-positiv. Eine IFNy-Sekretion erfolgte nicht in
den Kontrollansétzen, also weder nach SEB-Aktivierung von CD4-T-Zellen noch in
Abwesenheit von SEB (Daten nicht gezeigt). Nicht transfizierte DC (mDC) wurden

nicht untersucht.
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Abbildung 20: Blockierung von CD70 auf CD70-mRNA transfizierten,

Dendritischen Zellen fuihrt zu einer verminderten Freisetzung des Th1-Zytokins IFNy.

zytokinmaturierten

1x10° zytokinmaturierte Dendritische Zellen wurden mit CD70-mRNA transfiziert (CD70mDC) und mit
7,5x10° autologen CD4-T-Zellen in An- oder Abwesenheit von SEB und nach Zusatz von 1,25ug/ml
Maus IgG1l bzw. anti-CD70-mAK inkubiert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen geerntet und im
Zytokinsekretionsassay untersucht. Fir die Auswertung wurden der Anteil an IFNy- bzw. IL-4-
sezerniertenden CDA4-T-Zellen beriicksichtigt. Gezeigt sind die Ergebnisse aus zwei unabhéngigen

Experimenten.
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3.4.3 1L-12p70- und IL-10-Sekretion nach kognitivem Kontakt

Der Polarisation der CD4-T-Zellen geht eine Polarisation der DC voraus. So wurde
beschrieben, dass durch DC freigesetztes IL-12p70 die Thl-Polarisation von
CDA4-T-Zellen férdert’®. Es wurde jedoch ebenfalls beschrieben, dass DC nach
Aktivierungszeiten >8 Stunden in einen ,,erschépften Zustand“ ibergehen, in welchem
sie hauptsachlich Th2-Zytokine, z.B. IL-10, sezernieren, bevor die Zytokinsekretion
24 Stunden nach DC-Aktivierung versiegt’.

Fur die Entwicklung einer DC-Vakzine ist es interessant zu wissen, ob DC, die bereits
durch einen Zytokincocktail fir 16-20 Stunden aktiviert wurden, um eine hohe
Expression von kostimulatorischen Molekilen zu erreichen, bei kognitivem Kontakt
mit CD4-T-Zellen noch zur Sekretion von IL-12p70 in der Lage sind.

Um dies zu untersuchen, wurden durch einen Zytokincocktail aktivierte, nicht
transfizierte bzw. CD70-mRNA-transfizierte DC mit autologen CD4-T-Zellen in An-
und Abwesenheit von SEB fir 24 Stunden kultiviert. Die Konzentrationen der
Zytokine 1L-12p70 und IL-10 wurden nachfolgend mittels ELISA aus dem Uberstand

bestimmt.

Die Zytokine 1L-12p70 und IL-10 wurden nur in Kokulturen nachgewiesen, in denen
SEB vorlag (Abb. 21). Sowohl Kokulturen, die ohne SEB inkubiert wurden als auch
CDA4-T-Zellen, die allein oder in Abwesenheit von SEB kultiviert wurden, sezernierten
die untersuchten Zytokine dagegen nicht.

IL-12p70 wurde sowohl von nicht transfizierten wie CD70-mRNA transfizierten DC
sezerniert. Jedoch waren die I1L-12p70-Konzentrationen mit 500pg/ml niedrig
(Abb. 21A). Lediglich die Zellen der Isolation 050603, die im vorangegangenen
Versuch ebenfalls eine hohe IFNy-Sekretion nach SEB-Stimulation zeigten,
exprimierten in Anwesenheit von SEB auch hohe IL-12p70-Mengen. In den
Ubersténden von CD70-mRNA-transfizierte DC dieser Isolation wurden dabei héhere
IL-12p70-Konzentrationen nachgewiesen als in den Uberstanden der nicht
transfizierten DC.

IL-10 wurde in Analogie zu IL-12p70 ebenfalls nur nach SEB-vermitteltem
kognitivem Kontakt sowohl von nicht transfizierten als auch transfizierten DC
sezerniert (Abb. 21B). Bis auf die Zellen der lIsolation 050603 sezernierten nicht
transfizierte DC aller Isolationen héhere Konzentrationen an IL-10 als an I1L-12p70.
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Abbildung 21: IL-12p70- und IL10-Sekretion von zytokinmaturierten DC nach SEB- vermitteltem
kognitivem Kontakt.

1x10° CD70mDC bzw. mDC wurden mit 7,5x10° autologen CD4-T-Zellen in An- oder Abwesenheit von
SEB inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die IL-12p70-Konzentration (A) und die IL-10-Konzentration (B)
im Uberstand mittels ELISA bestimmt (n=5).
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3.4.4 Expression von endogenem CD70 auf humanen Dendritischen Zellen nach
SEB-vermitteltem MHCII/TCR-Kontakt

In den Versuchen zur IFNy-Sekretion wurde gezeigt, dass die Hohe der IFNy-
Sekretion durch die Expression von CD70 abhéngig ist. IFNy wurde jedoch ebenfalls
von nicht transfizierten mDC in vergleichbaren Konzentrationen zu CD70-mRNA
transfizierten mDC sezerniert.

Um zu untersuchen, ob dies auf die Expression von endogenem CD70 auf DC
wahrend der Kokultur zuriickzufiihren ist, wurden immature und zytokinmaturierte
Dendritische Zellen allein oder in Anwesenheit von autologen CD4-T-Zellen bzw.
SEB fur 24 Stunden kultiviert und die CD70-Expression nachfolgend

durchflusszytometrisch untersucht. Abb.22 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung.

$5C-Height

14

DC DC+SEB DC+CD4 DC+DC4+SEB DC+CD4 DC+DC4+SEB

{7

P Heipt R1 R2

£
H

Evems

iDC ¢y

[ R RSN TR TN
oo PE

[ RN R TINE ThaY LR R R
o PE covo P

mD(

i ; EA E ; ;

B E AR A B E R A R B A T TR TR [ TRAM TR AN
O PE

DI R ST T T T T
o7 PE ©O70 PE o7 PE o7 FE co7h FE

v

CD70

Abbildung 22: Expression von endogenem CD70 auf humanen Dendritischen Zellen nach
kognitivem, SEB-vermittelten MHCII/TCR-Kontakt.

Zytokinmaturierte Dendritische Zellen wurden allein oder in Kokultur zusammen mit autologen CD4 T-
Zellen in An- oder Abwesenheit von SEB 24 Stunden kultiviert und nachfolgend die Expression von
endogenem CD70 auf Dendritischen Zellen durchflusszytometrisch untersucht. Gezeigt sind die
Ergebnisse einer reprasentativen Untersuchungen aus drei Experimenten. Fir die Auswertung wurden
basierend auf der GroRe/Granularitats-Verteilung groRe Zellen in Region 1 (R1) als DC-Fraktion, kleine
Zellen in Region 2 (R2) als T-Zellfraktion definiert.

Wurden immature DC allein oder in Anwesenheit von SEB kultiviert, so flhrte dies
nicht zu einer endogenen CD70-Expression auf DC. Wurden autologen CD4-T-Zellen
mit iDC kokultiviert, so fuhrte dies zu einer geringen endogenen CD70-Expression auf
IDC, die sich verstarkte, wenn zusatzlich SEB im Kokulturansatz vorhanden war.



Ergebnisse 71

Mature DC zeigten sowohl bei Kontakt zu SEB als auch zu autologen CD4-T-Zellen
eine geringe CD70-Expression. Kognitiver SEB-vermittelter MHCII/TCR-Kontakt
fUhrte zu einer verstarkten CD70-Expression. Die endogene CD70-Expression nach
kognitivem Kontakt fiel dabei starker aus, wenn mature DC in die Kokulturen
eingesetzt wurden.

T-Zellen, die in An- oder Abwesenheit von SEB kultiviert wurden, zeigten dagegen zu
keinem Zeitpunkt eine endogene CD70-Expression. Weitere Untersuchungen, bei
denen PBMC fir 24 Stunden mit SEB aktiviert und auf eine CD70-Expression auf

CD3-positiven T-Zellen untersucht wurden, waren ebenfalls negativ (Daten nicht

gezeigt).
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4  Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, im Zuge der Herstellung einer DC-basierten
Tumorvakzine die exogene Expression von CD70 in humanen Dendritischen Zellen
durch Elektroporation von CD70-mRNA zu erreichen und nachfolgend die
Auswirkung der CD70-Expression auf die Th1l-Zytokinantwort durch Kokultivierung
der transfizierten DC mit autologen CD4-T-Zellen zu untersuchen.

4.1 Optimierung der Elektroporationsparameter zur mRNA-Transfektion von
Dendritischen Zellen
Fur die Herstellung einer DC-basierten Vakzine, die durch Elektroporation von
MRNA mit Antigen beladen werden soll, sollten die Elektroporationsparameter
Feldstarke und Pulszeit sowie der bendtigten mRNA-Konzentration dergestalt
optimiert werden, dass hohe Transfektionsraten und, bezogen auf die Zellausbeuten,
hohe Transfektionseffizienzen erreicht werden kdnnen.
Die Transfektion von mRNA in immature Dendritischen Zellen mittels
Elektroporation wurde bereits mit guten Transfektionsraten beschrieben® und war
Grundlage fur die in dieser Arbeit durchgefihrte Optimierung des
Elektroporationsprotokolls. Die Optimierung bei Van Tendeloo erfolgte dabei an
K562-Zellen, die mittels Entladungspuls elektroporiert wurden. Die gefundenen
Parameter wurden nachfolgend auf iDC (bertragen. Es wurde eine maximale
Transfektionsrate von 63% + 9% mit einer Viabilitat von 85% bei einer Feldstérke von
0,75kV/cm und 150uF (ca. 9ms) beschrieben, wobei eine mMRNA-Konzentration von
100pg/ml im Transfektionsansatz eingesetzt wurde®.
In der hier vorliegenden Arbeit konnte durch sukzessive Optimierung der Feldstarke,
der Pulszeit und der mRNA-Konzentration sowie der direkten Optimierung der
Elektroporationsparameter an DC eine im Vergleich zum Van Tendeloo-Protokoll um
10% verbesserte Transfektionsrate (73,0% + 1,3% (n=5)) bei vergleichbarer Viabilitat
(83,1% £ 3,9% (n=5)) erreicht werden. Die fur eine maximale Transfektion
erforderliche  mRNA-Konzentration konnte zudem von 100ug/ml auf 15ug/mi
herabgesetzt werden. Diese verbesserten Transfektionsparameter wurden durch
Elektroporation bei erniedrigter Feldstarke von 0,6kV/cm und deutlich verlangerter
Pulszeit von 16ms mit dem Rechteckpuls erreicht.
Mit Blick auf die Transfektionseffizienz, definiert als die Ausbeute an transfizierten

Zellen nach Elektroporation, wurde zudem deutlich, dass durch die Elektroporation
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ein Grofdteil der Zellen unter- bzw. verlorengeht. So lag die Transfektionseffizienz bei
optimierten Parametern bei nur 33,3% + 4,8% (n=5). Dies muss beriicksichtigt
werden, wenn groBe Mengen an Dendritischen Zellen in klinischen Studien nach
Antigen-Beladung mittels mMRNA-Elektroporation eingesetzt werden sollen.

Bei der Optimierung der Feldstarke wurden fur die Zellen beider untersuchten
Isolationen die maximale Transfektionsrate bei einer Feldstarke von 0,5kV/cm
erreicht. Im Gegensatz zu den Zellen aus Isolation 021111, die nach Elektroporation
bei Feldstarken >0,5kV/cm weiterhin eine hohe Viabilitat zeigten, fiel die Viabilitat
und, daraus resultierend, die Transfektionsrate bei Zellen der Isolation 021026 nach
Elektroporation bei Feldstarken >0,5kV/cm ab. Konsequenterweise waren die
Zellausbeuten nach Elektroporation bei Zellen der lIsolation 021026 niedrig. Dies
fihrte bei der nachfolgenden Errechnung der Transfektionseffizienzen durch
Multiplikation der Transfektionsrate mit der Zellausbeute und der Mittelung der
Ergebnisse beider Isolationen zu einer erhohten, auf die Transfektionseffizienz
bezogenen optimalen Feldstarke von 0,6kV/cm.

Grund fur die hohe Viabilitat der Zellen auch bei Elektroporation mit hohen
Feldstarken kann neben isolationsbedingten Unterschieden in der Ausgangviabilitét
das verbesserte Protokoll bei der Durchfuhrung der Elektroporation der Zellen aus
Isolation 021111 sein. Fiur die Erzeugung von Poren in der Zellmembran ist es
erforderlich, die Zellen waéhrend der Elektroporation in ein hypotones Medium
aufzunehmen. Diese Losung besitzt einen hohen elektrischen Widerstand, so dass
hohe Spannungen erreicht und damit verbunden ein starkes elektrisches Feld
aufgebaut werden kann, das Voraussetzung fur die Porenbildung in der Membran ist.
Die Porenbildung in der Zellmembran verlauft nach einem von Thielemann et al.”
vorgestellten Modell in mehreren Schritten ab. Durch das angelegte elektrische Feld
wird die Membran gekrimmt, wodurch die Lipidschicht aufgelockert und
Wassermolekiile aufgrund ihres Dipolcharakters von beiden Seiten in die
aufgelockerte Lipidschicht driickt werden kdnnen. Diese Wassereinlagerung verstarkt
sich, je langer das elektrische Feld aufrechterhalten wird, und erzwingt schlieRlich
eine Umorientierung der polaren Kopfgruppen der Phospholipide. Treffen sich
Wassereinlagerungen, die von beiden Seiten in die Lipidschicht ragen, so wird eine
hydrophile Pore gebildet, die tiber Millisekunden stabil ist. Uber diese hydrophilen
Poren konnen nachfolgend Nukleinsduren durch gerichtete Diffusion in das

Zytoplasma der Zellen gelangen®.
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Durch die Verwendung hypotoner Medien zur Elektroporation werden die Zellen
jedoch einem hohen osmotischen Stress ausgesetzt, der Ursache flr einen erhéhten
Viabilitatsverlust sein kann. Dieser fallt schwacher aus, je kurzer die Zellen in dem
hypotonem Medium verbleiben. Fir die Durchfuhrung der Elektroporation der Zellen
aus Isolation 021111 wurden die Zellen daher erst unmittelbar vor Elektroporation in
hypotonem Medium OptiMEM aufgenommen und unmittelbar nach elektrischem Puls
isotones Kulturmedium zugesetzt, um den Salzgehalt des Mediums zu erhohen. Dies
flihrte vermutlich zu einer verbesserten Rekonstitution der Zellen nach Elektroporation
und zum Erhalt der Viabilitat.

Die Pulszeit hat neben der Feldstarke ebenfalls Einfluss auf die Bildung und Grole
der Poren in der Zellmembran. Wé&hrend der Dauer der Pulszeit wandern lonen
entsprechend ihrer Ladung im elektrischen Feld. Treffen diese auf Zellen, so werden
sie an der Zellmembran aufgehalten. Dies fuhrt zum Aufbau eines
Transmembranpotentials Gber der Membran (s. 2.5.7). Erreicht die durch das
elektrische Feld induzierte Transmembranspannung einen kritischen Wert, so kommt
es zur Einlagerung von Wasser in die Membran und es bilden sich Poren, die umso
groBer werden, je langer das elektrische Feld aufrecht erhalten wird’® 8,

Bei der Optimierung der Pulszeit wurde festgestellt, dass die MFI als Mal} fir die in
die Zelle aufgenommene und translatierte Anzahl an mRNA-Molekilen mit steigender
Pulszeit linear ansteigt. Flr die Festsetztung der optimalen Pulszeit wurde die
Proportionalitat der MFI mit der Pulszeit durch Transportprozesse im Medium erklart.

Da sich nach dem Stokes sches Gesetz

. -E
mit V= Q
6-7-r-m

die Wanderungsgeschwindigkeit v eines spharischen Partikels im elektrischen Feld
proportional zur Ladung dieses Partikels Q und zur Stérke des elektrischen Feldes E
und umgekehrt proportional zur erzeugten Reibungskraft 6-m-r-ny verhalt, wurde
angenommen, dass annahernd jedes mRNA-Molekil, das im elektrischen Feld
wandert und auf eine Zelle trifft, auch in die Zelle aufgenommen wird.

Die starke Zunahme der MFI bei Pulszeiten >16ms, die weiterhin linear verlauft, kann
jedoch nicht allein auf die bei Medienerwédrmung eintretenden geédnderten

Transportprozesse im Medium zuriickgefiihrt werden. Dies wirde voraussetzen, dass
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sich die Viskositat eines walrigen Mediums bei kontinuierlicher Erwdrmung nicht
kontinuierlich, sondern sprunghaft andert.
Die Annahme, dass jedes mRNA-Molekul, dass an die Zellmembran transportiert
wurde, auch in die Zelle aufgenommen wird, ist jedoch vorstellbar. mMRNA-Molekile
konnten aufgrund ihrer Eigenladung die Bildung von Poren an der Stelle induzieren,
an der sie auf der Plasmamembran aufliegen. Durch ihre negative Ladung wirden sie
die Transmembranspannung an der Kontaktstelle der mRNA mit der Membran
erhdhen und damit erhoht sich ebenfalls die Wahrscheinlichkeit der Porenbildung an
dieser Stelle. Diese Vorstellung erinnert an das von Hristova et al. vorgeschlagene
Elektrodiffunsionsmodell, bei der kationische Sphingosine den elektrodiffusiven
Transport von Nukleinséure in die Zelle erméglichen®(Abb. 23).

Dabei adsorbiert die negativ geladene

Nukleinsdure an die Membran durch

A . . ..
Wechselwirkung  mit  kationischen
Sphingosinen, die in der Membran
verteilt vorliegen (A). Die adsorbierte
B o . .
Nukleinsaure induziert nachfolgend die
Ansammlung weiterer Sphingosine an
f: — der Kontaktzone (B). Da
C yd Py .
. o Monoalkyllayer eine Tendenz zur
MR AN i : ,
R Mizellenbildung haben, kommt es zu
/;; %% 7 einer Aufwolbung der Membran an der
D _.// S :/ . . . .
o’e e S@‘e o/ Adsorptionsstelle (C). Schliel3lich fihrt
TR R s , o
® o> ® P @ @ das  Anlegen  einer  niedrigen
. elektrischen Spannung zur Bildung
Ve : : ;
E Lo o kleiner Poren in den aufgewdlbten
VT SlaT e GE TR .
VEHRTIN Rl ot i Bereichen entlang des aufgelagerten
& & D & &

Abbildung  23: Elektrodiffusionsmodell nach Nukleinsaure-Fadens (D), die sich zu

Hristova et al.®2. einer hydrophilen, verldngerten Pore
vereinen und die Passage der

Nukleinsdure durch die Lipidschicht ermdglichen. Die Nukleinsdure blockiert dabei

das Austreten von lonen aus dem Zytoplasma in die Umgebung (E).

Eine stérkere, jedoch weiterhin linear ansteigende MFI bei Pulszeiten >16ms ware mit

dem Elektrodiffusionsmodell erklérbar. So kann angenommen werden, dass durch die
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Medienerwarmung die Fluiditat der Membran erh6ht und hierdurch die flr die
Diffusion erforderliche Beweglichkeit und Umorientierung der kationischen
Sphingosine und Phospholipide erleichtert wird. Auch die temperaturbedingte
Erhohung der Enzymaktivitdt der fur die Aufrechterhaltung der Asymmetrie der
Zellmembran beteiligten Enzyme konnte die verstarkte Zunahme der MFI bei langen
Pulszeiten erkl&ren.

Eine Entscheidung darlber, ob die mRNA durch gerichtete Diffusion Gber hydrophile
Poren oder durch Elektrodiffusion in die Zelle gelangt, kann durch weitere Versuche
geklart werden. Unter der Annahme, dass die Elektrodiffusion einem carriergestiitzen
Transmembrantransport &hnelt, sollte die MFI bei Elektroporation mit steigender
MRNA-Konzentrationen zunéchst konzentrationsabhangig steigen, sich fir hohen
mRNA-Konzentrationen jedoch konzentrationsunabhangig verhalten.

In diesem Sattigungsbereich wiirde die Aufnahme von mRNA durch die Anzahl der
zur Verfugung stehenden Sphingosinmolekile begrenzt. So ist vorstellbar, dass die
kationischen Sphingosine, die als ,,Carrier die mRNA durch die Zellmembran in das
Zytoplasma transportiert haben, erst durch enzymatische Beteiligung, z.B. durch
Flipasen, wieder in den duBeren Lipidschicht der Membran transportiert werden
mussen. Wirde die mRNA jedoch durch gerichtete Diffusion tiber hydrophile Poren in
die Zelle aufgenommen, so wirde die MFI auch fur hohe mRNA-Konzentrationen

linear ansteigen.

4.2 Charakterisierung der ELUTRA-Dendritischen Zellen

In dieser Arbeit wurde eine ungewohnlich lange Kultivierungszeit fiir die Generierung
von DC aus Monozyten gewéhlt. Grund hierflr war die geringe Expression von CD83
auf maturen Adhérenz-DC, das als Markermolekul fur den ,,voll-maturen“ Zustand der
DC angesehen wird’®. So war es in unseren Handen nicht mdglich, bereits nach 7-
tagiger Kultivierung eine starke CD83-Expression durch Zytokinmaturation zu
erreichen.

Immaturen Adhédrenz-DC zeigten jedoch nach 11-tdgiger Kultivierung in Anwesenheit
von IL-4 und GM-CSF bereits eine starke Expression von CD40, CD86 und MHCII,
die auf einen maturen Zustand der Zellen hindeuten. Jedoch wurde nur durch Zusatz
der Maturationszytokine eine CD83-Expression auf Adhédrenz-DC induziert
(Abb. 14).
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ELUTRA-DC zeigten im Vergleich zu Adhéarenz-DC eine geringere Expressionsstarke
der Oberflachenmarker CD40 und MHCII, jedoch war auch hier nach 11-t&giger
Kultivierung in Anwesenheit von IL-4 und GMCSF eine erhthte CD86-Expression zu
verzeichnen. Der Zusatz des Zytokincocktails zur Maturation bewirkte hier keine
verstéarkte Expression von CD83 oder der anderen Oberflaichenmarker (Abb. 14).

Wurden ELUTRA-mDC jedoch durch die Ernte einem Waschstress ausgesetzt und fiir
einem weiteren Tag in Abwesenheit von GM-CSF und IL-4 kultiviert, wie bei den
Kontrollzellen zur Untersuchung der Expression der Kostimulatoren nach CD70-
MRNA Transfektion geschehen, so fuhrte dies zu einer verstarkten Expression von
CD40, CD83, CD86 sowie MHCII auf ELUTRA-DC (Abb. 16). CD70 wurde in
Ubereinstimmung mit Literaturdaten nach Zytokinmaturation jedoch nicht

exprimiert®* .

4.3 Abhangigkeit der Transfektionsrate vom Maturationszustand der
Dendritischen Zellen

Frihere Arbeiten zur Abhangigkeit der Transfektionsrate von dem Maturationszustand
der Dendritischen Zellen zeigten widerspriichliche Ergebnisse. So waren nach
Elektroporation von EGFP-mRNA in mature Dendritische Zellen 33% + 8% der
Zellen EGFP-positive Zellen, wahrend nach Transfektion von immaturen
Dendritischen Zellen der Anteil an EGFP-positiven Zellen doppelt so hoch lag®.
Andere Arbeiten zur Elektroporation von mRNA zeigen dagegen keine Abhanigigkeit
der Transfektionsrate vom Maturationszustand der Dendritischen Zellen® &,

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Transfektionsrate vom
Maturationszustand der Zelle unabhdngig ist, wenn die Zelle durch Elektroporation
transfiziert wurde. So konnten nach Transfektion von EGFP-mRNA in mature
Dendritische Zellen vergleichbar hohe Transfektionsraten und Expressionsstarken
gefunden werden (Abb. 15), wie sie nach Transfektion in immature Dendritische
Zellen gefunden wurden (Abb. 9).

Diese Ergebnisse sind fur die Transfektion mittels Elektroporation theoretisch zu
erwarten. Wahrend die mRNA bei Elektroporation direkt in das Zytoplasma der Zelle
eingebracht wird, muss bei alternativen, nicht viralen Transfektionsmethoden, wie z.B.
Calziumphosphat-Prézipitation oder Lipofektion, die mRNA (ber Phagozytose in die

Zelle aufgenommen werden. Dabei wird sie in Endosomen teilweise oder ganz
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abgebaut, woraus eine niedrigere Expression des Proteins und niedrigere
Transfektionsraten als nach Elektroporation gemessen werden.

Fur Dendritische Zellen ist zudem bekannt, dass die Phagozytoseleistung vom
Maturationszustand der Zelle abhangig ist. So wurde gezeigt, dass die Phagozytose,
messbar durch die Aufnahme von Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-Dextran in die
Zelle, nach Maturation von Dendritischen Zellen mittels LPS, TNFa oder CD40-
Ligation herabgesetzt war®. Fiir nicht virale, alternative Transfektionsmethoden
bedeutet dies eine deutliche Verminderung der Transfektionsraten. Nicht zuletzt ist es
wichtig, dass die in primére Zellen zu transfizierende mRNA sowohl gecapt als auch
polyadenyliert vorliegt, um hohe Transfektionsraten zu erreichen®.

Da sich die Abhdngigkeit der Transfektionsrate von dem Maturationszustand der
Dendritischen  Zellen bei Elektroporation nicht zeigte und zudem hohe
Transfektionsraten nach Elektroporation erreicht wurden, ist im Hinblick auf den
Einsatz der Dendritischen Zellen als Tumorvakzine die Elektroporation die Methode

der Wahl zur Antigenbeladung von Dendritischen Zellen.

4.4 Einfluss der Elektroporation auf die Expression von kostimulatorischen
Molekulen auf zytokinmaturierten Dendritischen Zellen

Neben dem kognitiven Kontakt Gber MHC-TCR-Ligation wird die Ligation der
kostimulatorischen Molekule CD80 und CD86 auf maturen Dendritischen Zellen mit
CD28 auf der T-Zelle benétigt, um die Sekretion von IL-2 und eine erste
Proliferationsphase der T-Zellen zu induzieren®. Weiteres Kennzeichnen fiir den
maturen Zustand der Dendritischen Zellen ist die starke Expression der
Oberflachenmolekiile CD83 und CD40% . Um die Wirkung von exogenem CD70
auf die Thl-Antwort untersuchen zu konnen, durfte die Expression der oben
genannten Maturationsmarker durch die Elektroporation nicht beeintrachtigt werden.
Die fir die Untersuchungen eingesetzten ELUTRA-DC zeigten nach
Zytokinmaturation nur eine niedrige Expression der kostimulatorischen Molekiile
CD40 und CD83 (Abb. 14). Jedoch stieg die Expression nach Kultivierung in
Abwesenheit von IL-4 und GM-CSF fur weitere 24 Stunden an (Abb. 16). Wurde
wahrend dieser Phase die Transfektion von CD70-mRNA vorgenommen, so wurde
hierdurch die Expression der untersuchten Oberflachenmolekile nicht erniedrigt.
Auch der Entzug von Maturationszytokinen bei der Kultivierung der Zellen nach
Elektroporation  hatte  keine  Erniedrigung der  Expressionsstarke  der
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Oberflachenmarker zur Folge. Diese Daten bestatigen die Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen® 83 %,

Lediglich der Maturationsmarker CD83 wurde nach Elektroporation verstarkt
exprimiert. Da nicht transfizierte mDC, die lediglich geerntet und gewaschen, jedoch
nicht elektroporiert wurden, eine erniedrigte CD83 Expression zeigten als
elektroporierte DC, muss geschlossen werden, dass CD83 durch den Stress wahrend
der Elektroporation induziert wurde.

Im Gegensatz hierzu wurde eine endogene CD70-Expression weder durch
Elektroporation noch nach IL-4-Entzug gemessen. So waren nach Her2/neu-mRNA
Transfektion nur 2,9% der transfizierten mDC CD70-positiv (Abb. 17). Dies steht im
Widerspruch zu Literaturdaten, in denen eine CD70-Expression nach Waschstress und
gleichzeitigem 1L-4-Entzug beschrieben wurde®. Die auf mDC nach CD70-mRNA-
Transfektion nachgewiesene CD70-Expression ist daher hauptsachlich durch in die

Zelle transfizierte, exogene CD70-mRNA hervorgerufen worden.

4.5 Auswirkung der CD70-Expression auf die Th1-Immunantwort

Zur Untersuchung der Auswirkung der CD70-Expression auf die CD4-Thl-
Immunantwort wurden zytokinmaturierte Dendritische Zellen zundchst mit CD70-
MRNA transfiziert und nachfolgend mit autologen CDA4-T-Zellen in einer Kokultur
kultiviert. Als Antigen wurde hierbei das Superantigen Staphylokokken Enterotoxin B
(SEB) eingesetzt, das durch simultane Bindung der a-Domane des MHCII-Molekiils
auf Dendritischen Zellen und der V-B-Doméne des T-Zellrezeptors (TCR) eine
funktionelle Zellinteraktion zwischen APC und T-Zelle induzieren kann®. Da
beschrieben wurde, dass eine Thl-Polarisation der CD4-T-Zellen nach starken
MHCII/TCR-Signal®® ®oder hohen Antigenmengen induziert wird® %, sollte der
Einsatz von SEB als Antigen zur Induktion einer Thl-Immunantwort, gekennzeichnet
durch die Sekretion von IFNy, eingesetzt werden. Der Einfluss von CD70 auf die
sezernierten Zytokine IFNy und IL-4 kann in diesem Modell durch Blockierung
mithilfe eines spezifischen anti-CD70-Antikdrpers untersucht werden.

In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass die CD70-Expression auf Dendritischen
Zellen bereits 3 Stunden nach CD70-mRNA-Transfektion auftritt und tGber die Lange
der Kokultur exprimiert wird. So war CD70 auch 27 Stunden nach Transfektion auf
82% der transfizierten DC nachweisbar (Abb. 18). Diese Ergebnisse sind in Einklag
mit Daten anderer Arbeitsgruppen, in denen eine schnelle und nachhaltige Expression
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des Proteins nach mRNA-Transfektion beschrieben wurde® **. Daher wurden in
dieser Arbeit transfizierte DC drei Stunden nach Transfektion in die Kokultur
eingesetzt.

Die Untersuchungen zeigen, dass eine Thl-Polarisation, gekennzeichnet durch die
Sekretion von IFNy, lediglich nach SEB-vermitteltem MHCII/TCR-Kontakt erfolgte.
Das Th2-Zytokin 1L-4 wurde ebenfalls nur in Anwesenheit von SEB sezerniert, jedoch
waren nur wenige IL-4-sezernierenden CD4-T-Zellen nachweisbar (Abb. 19).

In CD70-Blockierungsversuchen konnte gezeigt werden, dass die IFNy-Sekretion
hauptséchlich auf die CD70-CD27-Ligation zwischen Dendritischer Zelle und
CDA4-T-Zelle zuriickgefuhrt werden kann. So lag der Anteil IFNy-sezernierender
CD4-T-Zellen ohne CD70-Blockierung im Mittel bei 21,5% + 8,6%, wahrend nach
Zusatz eines CD70-spezifischen Antikorpers nur 7,1% =+ 5,2% IFNy-sezernierende
CDA4-T-Zellen nachweisbar waren (Abb. 20).

Die Wirkung der CD70-Blockierung auf die IFNy-Sekretion aus CD4-T-Zellen wird in
der Literatur gegensatzlich diskutiert. So zeigen in vivo Daten, dass die Bildung
spezifischer IFNy-positiver CDA4-T-Zellen und CDB8-T-Zellen nach adoptivem
Transfer durch die Gabe von anti-CD70-Antikérper eingeschrankt wird®. Die in
dieser Arbeit vorgestellten Daten bestatigen dies.

Andererseits wurde eine eingeschrankte IFNy-Sekretion nur in CD8-T-Zellen
beschrieben, wahrend die CD70-Blockierung keinen Einfluss auf die IFNy-Sekretion
aus CD4-T-Zellen hatte®. Hier muss jedoch beachtet werden, dass die in das allogene
in vitro-Kokultursystem eingesetzten CD70-DC nur mit anti-CD70-Antikdrper
vorbehandelt wurden, wahrend bei den in vivo-Untersuchungen anti-CD70-Antikorper
uber die Stimulationsdauer hinweg vorlag. Eine Aufhebung der CD70-Blockierung
konnte daher durch die Expression von CD70 auf T-Zellen®® und die verstarkte
endogene Expression von CD70 auf DC nach MHCII/TCR-Signal (Abb. 22) in
Verbindung mit einer im Vergleich zu CD8-T-Zellen doppelt so hohe CD4-T-
Zellproliferation wahrend der Kokultur** erfolgt sein.

Die eingeschrankte [FNy-Sekretion bei CD70-Blockierung mittels anti-CD70-
Antikdrper konnte durch einen T-Zellverlust wahrend der Kultivierung verursacht
worden sein. So wurde beschrieben, dass durch CD27-Ligation die Expression von
anti-apoptotischen Molekiilen, wie Bcl-2 und Bcl-xL induziert wird®®, deren

Expression bei fehlender CD27-Ligation moglicherweise unterbleibt.
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Gleichzeitig wurde ebenfalls beschrieben, dass eine Signalgebung durch CD27 in die
T-Zelle in  Anwesenheit von CD3-Antikérper und einer konstitutiv. CD70
exprimierenden B-Zelllinie die Expression von CD95 (Fas) auf T-Zellen induzieren
kann®. Fas gehort zu den Todesdominen enthaltenden Molekiilen der TNF-
Rezeptorfamilie, die durch Aktivierung von Caspasen Apoptose induzieren
konnen® %,

Diese gegensatzlich ausgerichteten Wirkungen konnten bei der Regulation der T-T-
Zellkommunikation eine Rolle spielen.

Bei dem Fas-induzierten Zelltod wird FADD (Fas-associated protein with a death
domain) an die Todesdoméne (DD: death domain) des Rezeptors rekrutiert. An FADD
bindet die Effektordomane DED (death effector domain), die den DISC (death-
inducing signaling complex)-Komplex vervollstdndigt. Procaspase 8 kann an den
DISC, genauer die Effektordoméane DED, rekrutiert und hierdurch aktiviert werden.
Die Aktivierung von Caspase 3 durch Caspase 8 flhrt schlieRlich zur Induktion von
Apoptose. Durch Interaktion von c-FlipL (Fas-associated death domain-like
interleukin-1b-converting enzyme (FLICE) inhibitory protein, long) mit der DED und
dem Adaptermolekiil FADD kann die zyklische Rekrutierung und Aktivierung von
Procaspase 8 blockiert werden®*.
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Proliferation Zellzyklus Zytotoxizitat
T /v NF-xB
AT PIPZ™® \FAT
Erk-1/2 I
PI3K ? PLCy

CD70

FasL

TRAF-2,3,5

v \
NiK INK
NF-«xB c-Jun
C-FlipL ] J— Bcl-xL Genexpression

Caspase 8 ) o
Uberleben Differenzierung
Caspase 3 c-FlipL,
Bcl-2,
Apoptose Bel-xL

Abbildung 24: Signaltransduktionswege und zellulare Antwort unter Kontrolle von CD27 und
CD70 bei T-T-Zellkontakt® * verandert.

CD27-Ligation fuhrt zur Aktivierung des NF-kB- und JNK-Signalweges, die in die Expression von
Proteinen fiir die Zelldifferenzierung und das Uberleben sowie die Expression von Fas minden. Fas
kann tber den Disc-Komplex Caspase 8 und nachfolgend Caspase 3 aktivieren und hierdurch Apoptose
induzieren. c-FlipL verhindert dies durch Interaktion mit FADD, wodurch die Rekrutierung von
Procaspase 8 in den Disc-Komplex verhindert wird. Die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-XL
hemmen den mitochondrien-abhanigen Zelltod. Bei Hemmung der Apoptose kann Fas als
kostimulatorisches Signal fungieren. Die retrogerade Signalgebung durch CD70 in die T-Zelle fiihrt durch
Aktivierung von PI3K und Erk-1/2 zur Aktivierung, Zellteilung und Ausbildung der Zytotoxizitat. (Weitere
Erlauterung siehe Text).

Der mitochondrien-abhangige Zelltod kann tber Fas ebenfalls aktiviert werden, wenn
nur geringe Mengen an aktivem Caspase 8 vorliegen. Caspase 8 induziert in diesem
Fall die proteolytische Spaltung von Bid, dass sich als Kanalprotein in die
Mitochondrienmembran einlagert und die Freisetzung von Cytochrom C (Cytc)
bewirkt. Cytochrom C aktiviert nach Komplexbildung mit Procaspase 9 und Apaf-1
(apoptotic protease activating factor) Caspase 9, die hierauf Caspase 3 aktiviert und
Apoptose induziert®.

Der mitochondrien-abhdngige Zelltod kann durch die Expression der anti-
apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL verhindert werden®™ %, deren Expression bei
CD27-Ligation induziert wird. Unter diesen Bedingungen konnte Fas als

kostimulatorisches Molekil wirken.
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So wurde gezeigt, dass TCRa/B-transgene, Antigen-spezifische CD8-T-Zellen nach
adoptivem Transfer in eine Fas-positive Méuse stark expandierten, wahrend eine
T-Zellproliferation in Fas-negativen Maé&usen nur moderat ausfiel. Umgekehrt
proliferierten T-Zellen, die fur Fas-Ligand positiv waren, starker als Fas-Ligand
negative T-Zellen®".

Auch Gber CD70 kann eine retrogerade Signalgebung in die T-Zelle erfolgen, die bei
T-T-Komunikation eine Rolle spielen kénnte. So wurde gezeigt, dass CD70 sowohl
PI3K als auch die MAP (mitogen activated protein)-Kinase Erk (extracellular signal-
regulated kinase)-1/2 aktiviert und hierdurch sowohl die Zellteilung als auch die
Ausbildung von Zytotoxizitat regulieren kann®.

CD27-induziertes Fas und die Signalgebung durch CD70 koénnten damit sowohl bei
der Proliferation als auch bei der Kontraktion des T-Zellpools zum Ende der

Immunantwort und damit bei der Homdostase der T-Zellen eine Rolle spielen.

4.6 1L-12p70 und IL-10-Sekretion nach SEB-vermitteltem kognitivem Kontakt
Der Polarisation der T-Zellen, die durch die Sekretion von IFNy oder IL-4
gekennzeichnet ist, geht die Polarisation der DC voraus. So unterstitzt die Freisetzung
von 1L-12p70 aus Dendritischen Zellen die Polarisation von CD4-T-Zelle zu
Th1-Zellen, wahrend die Sekretion von IL-10 die Produktion von IL-12 hemmt® und
die Bildung von Th2-Zellen fordert™® 1%,

IL-12p70 ist ein Homodimer, das von einer 35kDa leichten Kette (p35) und einer
49kDa (p40) schweren Kette gebildet wird. Monozyten, Makrophagen, Neutrophile
und DC sezernieren die biologisch aktive Form IL-12p70 nach Kontakt Uber
Toll-like Rezeptoren (TLR) zu Pathogenen oder nach CD40-Ligation®. Es wurde
beschrieben, dass DC 8 Stunden nach LPS-Stimulation eine starke Bildung von
IL-12p35- und 1L-12p40-mRNA zeigen, die in der Sekretion des biologisch aktiven
IL-12p70-Molekils in hohen Konzentrationen 12 Stunden nach LPS-Stimulierung
mindet. Dagegen fand eine vermehrte Bildung von IL-10-mRNA 18 Stunden nach
LPS-Aktivierung statt, wahrend zu diesem Zeitpunkt IL-12-mRNA beider Isotypen
nicht mehr gebildet wurde. 24 Stunden nach Aktivierung sezernierten DC weder
IL-12p70 noch IL-10. Die Zytokinsekretion konnte auch durch CD40-Ligation nicht
wieder induziert werden. Dieser Zustand, in dem die Zytokinproduktion nach DC-

Aktivierung eingestellt wird, wurde als ,.erschdpfter Zustand* der DC definiert’®.
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Physiologisch betrachtet maturieren DC wahrend ihrer Wanderung in den

Lymphknoten. Die Sekretion der T-Zell-polarisierenden Zytokine macht in diesem
Zusammenhang nur bei Kontakt der DC zu T-Zellen Sinn. Es stellt sich daher die
Frage, ob zuvor durch einen Zytokincocktail fir 16-20 Stunden maturierte DC durch
den kognitiven Kontakt mit CD4-T-Zellen erneut in die Lage kommen, IL-12p70 zu
sezernieren.

Dies hat Bedeutung fur DC, die als Vakzine eingesetzt werden sollen. So muss
gewadhrleistet sein, dass DC eine hohe Anzahl von kostimulatorischen Molekilen
zeigen, um T-Zellen optimal zu stimulieren. Dies wird durch Maturation der DC
erreicht. Sollte die Zytokinsekretion zeitabh&ngig und nicht T-Zell-kontaktabhéngig
erfolgen, so muss der Zeitpunkt der DC-Gabe in den Patienten mit der Maturation der
DC abgestimmt werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass zytokinmaturierte DC, die in Abwesenheit von Antigen
mit autologen T-Zellen kultiviert wurden, weder 1L-12p70 noch IL-10 sezernieren
(Abb. 21). Dies entspricht dem von Langenkamp et al. definierten ,erschopften
Zustand* der DC. Dagegen wurde bei SEB-vermitteltem kognitivem Kontakt sowohl
IL-12p70 als auch IL-10 sezerniert (Abb. 21). Somit sind DC auch nach langer
Aktivierung mittels Zytokinen grundsatzlich zur Sekretion von Zytokinen in der Lage.
Da die IL-10-Konzentration in der Regel die IL-12p70-Konzentration tbersteigt, muss
jedoch geschlossen werden, dass diese DC eine Th2-Polarisation fordern.

Diese Annahme steht nicht im Widerspruch zu den Ergebnissen zur IFNy-Sekretion.
So reicht ein starkes TCR-Signal zusammen mit einem CD28-kostimulatorischem
Signal aus, um Thil-Zellen zu induzieren'®!, Bei schwachen MHC/TCR-Signalen
muissen jedoch zusétzliche kostimulatorische Faktoren, wie die Sekretion von
IL-12p70 hinzukommen, um die Thl-Polarisation zu erreichen. So zeigen eigene
Untersuchungen, in denen FluM1-Peptid beladene, zytokinmaturierten DC mit
autologen CDA4-T-Zellen kokultiviert wurden, keine Sekretion von I1L-12p70 oder
IL-10 (Daten nicht gezeigt).

Die Transfektion von DC erhohte in vier von funf Fallen die IL-12p70-Sekretion und
in drei von funf Féllen die IL-10-Sekretion. Nur Zellen der Isolation 050603 zeigten
eine Thl-Polarisation mit hoher IL-12p70- und geringer IL-10-Sekretion. Die
IL-12p70-Konzentration stieg bei den Zellen dieser Isolation nach Transfektion an.
Zusammenfassend kann daraus geschlossen werden, dass die Elektroporation die

Polarisation der DC nicht beeinflusst, jedoch einen maturierenden Effekt auf die DC
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hat, der zu einer verstarkten Freisetzung von Zytokinen fiihrt. Der maturierende Effekt

der Elektroporation wurde zuvor schon in einer erhohten Expression von CD83
deutlich (Abb. 16).

Dendritische Zellen werden durch Ligation von Toll-like Rezeptoren mit PAMPSs zur
Induktion von CDA4-T-Effektorzellen befahigt. Dagegen induzierten indirekt Uber
Zytokine aktivierte DC zwar die Proliferation von CD4-T-Zellen, diese waren jedoch
IFNy-negativ®®. Ob diese IFNy-negativen CD4-T-Zellen T-Regulatorzellen (Tregs)
sind ist offen. Es wurde jedoch ebenfalls beschrieben, dass mature DC, die mit
niedrigen LPS-Konzentrationen von 50ng/ml maturiert wurden, die Antigen-
abhangige Induktion von Tregs induzieren kénnen®.

Physiologisch betrachtet treten nicht lizensierte DC im Gewebe zum Ende einer
Infektion auf. Zu diesem Zeitpunkt liegen wenige Pathogene vor und die
Konzentration der inflammatorischen Zytokine ist hoch. Es ist vorstellbar, dass die
durch nicht lizensierte DC zur Proliferation angeregten IFNy-negativen CD4-T-Zellen
durch Konkurrenz mit Effektorzellen die Immunantwort im Gewebe abschwdchen
kdnnten. Wirden Tregs induziert, so konnte durch Antigen-spezifische Interaktion der
Tregs mit den Effektorzellen die Immunantwort abgeschaltet werden.
Zusammenfassend sind die in den Untersuchungen eingesetzten DC sowohl aufgrund
der zu langen Maturationszeit als auch aufgrund der indirekten Zytokinmaturation
nicht fir den Einsatz als DC-Vakzine geeignet. Zur weiteren Entwicklung der DC-
Vakzine sollen Untersuchungen mit PAMPs-stimulierten oder CD40-Ligand
aktivierten DC durchgefiihrt, und die Maturationszeit bei weniger als 8 Stunden
gehalten werden. Zusatzliches Waschen der Zellen nach PAMPs-Stimulation wurde
als forderlich sowohl fiir die 1L-12p70-Sekretion” als auch fiir die Expression von

endogenem CD70 auf Dendritischen Zellen beschrieben.

4.7 Expression von endogenem CD70 auf humanen Dendritischen Zellen

Erstmals konnte gezeigt werden, dass durch einen kognitiven, SEB-vermittelten
MHCII/TCR-Kontakt die endogene Expression von CD70 auf humanen Dendritischen
Zellen induziert werden kann. So waren nach 24-stindiger SEB-Stimulation in
Anwesenheit von CDA4-T-Zellen 19,5% + 9,7% der Dendritischen Zellen
CD70-positiv, wenn immature Dendritische Zellen eingesetzt wurden. Wurden
dagegen mature Dendritische Zellen in die Kokultur eingesetzt, so waren nach 24-
stundiger Inkubation in Anwesenheit von CD4-T-Zellen 44,1% =+ 14,6% der Zellen
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CD70-positiv (Abb. 22). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer
34,33

Arbeitsgruppen trat dagegen keine CD70-Expression durch Aktivierung von
Dendritischen Zellen mittels eines Zytokincocktails auf.

Im murinen Modell wurde eine endogene Expression von CD70 auf Dendritischen
Zellen sowohl nach CD40-Ligation, als auch nach Aktivierung mittels PAMPs
beschrieben®*. Die Starke der CD70-Expression schien dabei an das verwendete
Stimulationsagenz gekoppelt zu sein. So wurde nach Poly I:C-Stimulation nur eine
geringe CD70-Expression gefunden, wéhrend nach LPS- oder CpG-Stimulation bis zu
50% der Zellen CD70 auf ihrer Oberfliche exprimierten. Lediglich nach
CD154 (CD40L)-Stimulation war CD70 auf 86% der Zellen nachweisbar®. Auf
humanen Dendritischen Zellen wurde die endogene Expression von CD70 nach
Stimulation mit hohen LPS-Konzentrationen erst kiirzlich beschrieben®*. Die CD70-
Expression trat hier jedoch nur auf, wenn IL-4 durch Waschen entfernt wurde.
Aufféllig an diesen Daten ist, dass sowohl im murinen als auch im humanen Modell
die endogene CD70-Expression erst spat erfolgt. So war CD70 erst nach 48-stiindiger
Aktivierung mit PAMPs nachweisbar, wéhrend nach CD40-Ligation eine
CD70-Expression bereits nach 24 Stunden auftrat®>. Im humanen System wurde eine
endogene CD70-Expression nach 24 Stunden auf 11,9% der DC gefunden. Nach
weiteren 48 Stunden waren 42,0% der DC CD70-positiv®*.

Die in den eigenen Versuchen beobachtete endogene CD70-Expression trat dagegen
schnell, also bereits 24 Stunden nach SEB-vermitteltem MHCII/TCR-Kontakt, auf
und verstarkte sich, wenn in die Kokultur bereits maturierte Dendritische Zellen
eingesetzt wurden. Endogenes CD70 wurde in diesem Fall auf 44,1% + 14,6% der
Zellen nachgewiesen. Die Anzahl der CD70-exprimierenden Zellen erreichte damit in
etwa die von lwamoto et al. beschriebenen Werte 48 Stunden nach Maturation, liegen
jedoch unter den nach CD40-Ligation beschriebenen Expressionswerten.

Die in eigenen Untersuchungen gesehene Beteiligung des TCR sowie die
Abhéangigkeit vom Maturationszustand der DC lassen darauf schlieRen, dass die
endogene CD70-Expression T-Zell-abh&ngig erfolgt. Die CD40-Ligation auf
Dendritischen Zellen fuhrte nachweislich zu einer CD70-Expression auf Dendritischen
Zellen®. Die von Bullock und Yagita beschriebene Abhéngigkeit der CD70-
Expression von dem verwendeten PAMPs kann dadurch erklart werden, dass
Dendritische  Zellen je nach  Stimulationsagenz  unterschiedlich  starke
CD154 (CD40L)-Expression auf CD4-T-Zellen induzieren und hierliber die CD70-
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Expression auf DC steuern. Da die dort eingesetzten DC MHCII-defizient waren,
konnte die CD40L-Expression auf T-Zellen durch Stimulation der T-Zellen tber das
CD1-System erfolgt sein. So ist theoretisch die Présentation von LPS im CD1
moglich'®,

Die Annahme, dass die CD70-Expression ausschliel3lich T-Zell-abhéngig erfolgt, ist
biologisch sinnvoll. CD70 steuert durch Ligation mit CD27 die IFNy-Sekretion aus
T-Zellen. Diese Sekretion sollte jedoch nur bei kognitivem Kontakt erfolgen, um zu
gewadhrleisten, dass das freigesetzte Zytokin Uber kurze Distanzen und mit hohen
Konzentrationen auf die spezifisch auf das vorliegende Pathogen wirkende
Effektorzelle wirken kann. Andererseits sollte die alleinige Ligation von CD70 mit
CD27 auf unspezifischen T-Zellen nicht zu einer IFNy-Freisetzung fiihren. Diese
T-Zellen blieben also ruhend. Damit beeinflusst CD70-Expression (ber den
beschriebenen Mechanismus allein spezifisch gebundene T-Zellen, die hierdurch
Signale fiir Proliferation, Differenzierung und Uberleben erhalten®®.

Um zu untersuchen, ob die CD70-Expression allein T-Zell-abhangig erfolgt, kann die
Blockierung der CD40-Ligation zwischen DC und T-Zelle bei gleichzeitiger TLR-
Stimulation durchgefuhrt und nachfolgend die CD70-Expression auf Dendritischen
Zellen erneut untersucht werden. Die endogene CD70-Expression sollte in diesem Fall
unterbleiben.

Die Expression von CD70 hat weitreichende Folgen flr die T-Zellantwort. So wird
der CD70-CD27-Ligation eine anti-apoptotische Wirkung zugeschrieben'®. Dabei
scheinen CD27 mit CD28 synergistisch zu wirken®” *®. Wahrend CD28 durch die
Induktion von IL-2 den Eintritt der T-Zelle in den Zellzyklus unterstiitzt'’, kénnen
Mitglieder der TNFR-Familie, zu denen CD27 gehort, die Expression anti-
apoptotischer Proteine, wie Bcl-x, induzieren'®. CD27 férdert daher das Uberleben
von aktivierten T-Zellen'® °, Sowohl CD28 als auch CD27 bestimmen demnach die

GrolRe des T-Zellpools. So zeigte sich in CD27/--defizienten Mausen eine
verminderte Bildung von spezifischen T-Zellen*. Dagegen wurde in CD70-transgenen
Mausen eine verstarkte T-Zellproliferation  beschrieben®® **.  Auch die
T-Zellkontaktionsphase war in CD70-transgenen Mausen reduziert. Somit flhrt die
CD70-CD27-Ligation zu einer Erhéhung der Anzahl von Geddachtniszellen und zu

einer verstarkten Sekundarantwort'% 41,
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Zusammenfassend kann durch die exogene Expression von CD70 auf Dendritische

Zellen eine verbesserte Tumorvakzine hergestellt werden, die eine verstérkte
CDB8-T-Zellproliferation und die Bildung von Gedé&chniszellen induzieren kann. Die
CD70-Expression erfolgt dabei T-Helferzell-abhéngig. Jedoch muss beachtet werden,
dass durch die T-Zellhilfe weitere Mitglieder der kostimulatorischen TNFR-
Ligandenfamilie, wie 4-1BBL oder OXA40L, induziert werden, die ebenfalls

Auswirkungen auf die Bildung der Immunantwort haben''® 1% 112,113
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4.8 Ausblick

Weitere Untersuchungen sollten sich mit der Induktion von spezifischen CTL nach
Antigen-Beladung mittels Elektroporation von CD70mDC beschéftigen. Dabei sollten
DC eingesetzt werden, die weniger als 8 Stunden mit CD40-Ligand oder PAMPs
aktiviert wurden. Die Auswirkung der exogenen CD70-Expression auf die Anzahl an
gebildete spezifischen T-Zellen und die Bildung von Gedéchtniszellen sollten
nachfolgend untersucht werden. Auch die Beteiligung der Gbrigen Mitglieder der
kostimulatorischen ~ TNFR-Familienmitglieder ist in diesem Zusammenhang
interessant.

Um abzuklaren, ob eine endogene CD70-Expression allein T-Zell-abhangig, aber
TLR-unabhangig erfolgt, kann eine Blockierung der CD40-CD40L-Ligation bei
gleichzeitiger TLR-Stimulation von DC durchgefuhrt und die CD70-Expression auf
DC nachfolgend untersucht werden. Eine endogene CD70-Expression sollte in diesem
Fall unterbleiben.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigten, dass die Blockierung der CD70-
CD27-Ligation zu einer verminderten IFNy-Freisetzung aus T-Zellen fihrte. Hier
muss durch Uberpriifung der Proliferation ausgeschlossen werden, dass die
erniedrigten IFNy-Werte durch Apoptose der T-Zellen verursacht wurde.

SchlieBlich kdnnten weitere Untersuchungen zur Elektroporation durchgefihrt
werden, um zu klaren, ob mRNA durch gerichtete Diffusion ber hydrophile Poren
oder durch Elektrodiffusion in die Zelle gelangt. Unter der Annahme, dass die
Elektrodiffusion einem carriergestiitzen Transmembrantransport &hnelt, sollte sich die
MFI mit steigender mRNA-Konzentrationen zunéchst konzentrationsabhéngig, fur

hohen mMRNA-Konzentrationen jedoch konzentrationsunabhangig, verhalten.
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5 Zusammenfassung

Dendritische Zellen (DC) sind wegen ihre Fahigkeit zur Antigen-Prozessierung und
Antigen-Préasentation und wegen der hohen Anzahl an kostimulatorischen Molekdlen
gute Induktoren einer zelluldren Immunantwort und werden deshalb als Vakzine fur
die Therapie von Tumoren diskutiert. Klinischen Studien zeigten jedoch, dass nur
wenige Patienten auf diese DC-basierte Vakzine ansprachen. Grund hierfur kann die
Verwendung von nicht lizensierten DC sein. Eine Lizensierung von DC kann durch
PAMPs-Simulation oder CD40-Ligation erreicht werden und fihrt u.a. zur Expression
weiterer kostimulatorischer Molekile. CD70, ein Mitglied der TNFR-Familie kénnte
ein solches kostimulatorisches Molekdl sein.

Als erster Schritt zur Herstellung einer verbesserten DC-basierten Vakzine sollte in
dieser Arbeit die exogene Expression von CD70 in humanen zytokinmaturierten DC
durch Elektroporation von CD70-mRNA erreicht werden und nachfolgend die
Auswirkung der CD70-Expression auf die Zytokinantwort untersucht werden.

Die Transfektion von immaturen DC zeigte nach Optimierung des Elektroporations-
prozesses eine Transfektionsrate von 73,0% + 1,3% und einer Viabilitdt von
83,1% * 3,9%. Die Transfektionseffizienz, definiert als die Ausbeute an transfizierten
Zellen nach Elektroporation, betrug dagegen nur 33,3% +4,8%, was bei der
Herstellung von Antigen-beladenen DC fir klinische Studien bericksichtigt werden
sollte. Jedoch wurde durch die Elektroporation die Expressionsstarke der
kostimulatorischen Molekiile CD40, CD83, CD86 sowie MHCII nicht erniedrigt.

Die Blockierung von CD70 fiihrte zu einer starken Abnahme der IFNy-Sekretion aus
autologen CDA4-T-Zellen, was den Einfluss von CD70 auf die Thl-Polarisaiton
unterstreicht.. Es wurde ebenfalls deutlich, dass bereits maturierte DC nach
kognitivem Kontakt zu autologen CD4-T-Zellen die Zytokine IL-12p70 und zu einem
groleren Teil IL-10 freisetzen, und daher Th2-polarisiert vorliegen.

Erstmals konnte auRerdem gezeigt werden, dass humane Dendritische Zellen, die mit
autologen T-Zellen kultiviert wurden, bereits nach 24 Stunden und abhéngig vom
Maturationsgrad der eingesetzten DC im hohen MaRe endogenes CD70 exprimieren,
wodurch deutlich wird, dass die CD70-Expression T-Zell-abhangig erfolgt.

Die vorliegende Arbeit liefert neben einem optimierten Elektroporationsprotokoll zur
Antigenbeladung von DC auch neue Anhaltspunkte fir die Entwicklung einer

verbesserten DC-basierten Tumorvakzine.
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Summary
Due to their ability to process and present antigen and to present a wide range of

costimulatory molecules, dendritic cells (DC) are thought to be good inducers of the
cellular immune response. Therefore they are used as cellular vaccines in tumor
therapy. Clinical studies, however, showed only week response rates to these DC-
vaccines. The reason for this may be the use of non-licensed DC. Licensing can be
achieved by PAMPs or CDA40-Ligation and induces additional costimulatory
molecules to B7-costimulatory molecules. CD70, a member of the TNFR-family, may
be one of these costimulatory molecules.

In order to develop an improved tumor vaccine, exogenous CD70 was expressed in
human cytokine-matured DC by mRNA-electroporation and the effect of CD70-
expression on cytokine secretion of CD4-T-cells was examined.

Electroporation of immature DC with a rectangular pulse showed a transfection rate of
73% = 1,3% and a viability of 83,1% + 3,9%. However, the transfection efficiency,
defined as the transfection rate referring to cell yield, was only 33,3% + 4,8%.
Nevertheless, electroporation did not decrease the expression of CD40, CD83, CD86
and MHCII.

Blocking CD70 decreased the release of IFNy from autologous CD4-T-cells, showing
that CD70-expression has an impact on the secretion of IFNy from CD4-T-cells and
therefore on Thl-polarisation. However, upon cognitive contact to T-cells DC released
IL-12p70 and to a greater extent IL-10, showing the Th2-phenotype of these DC.
What is more, when cocultured with autologous T-cells for 24 hours endogenous
CD70 was expressed depending on the maturation state of the DC used, showing that
CD70-expression requires cognitive contact to T-cells.

In conclusion, this work describes an optimized electroporation protocol for an
effective antigen-loading of human DC and gives new indications to the usage of these

DC in immunotherapy.
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(Ute Weingartz)
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