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1 - Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Jeder Organismus ist standig dem Angriff unterschiedlicher Erreger wie Bakterien, Viren
u. a. parasitaren Lebewesen ausgesetzt, die versuchen, den Organismus flur sich als
neuen Lebensraum zu erschlielen. Im Lauf der Evolution wurden deshalb von den
meisten Organismen Strategien entwickelt, sich gegen diese meist mikroskopisch kleinen
Feinde zu erwehren. Die Summe aller Abwehrmechanismen oder auch Immunreaktionen

genannt, wird als Immunsystem bezeichnet.

1.1.1 Zellen des Inmmunsystems

Bei den Saugetieren einschlielllich des Menschen unterscheidet man zwischen
angeborenen unspezifischen Immunreaktionen und spezifischen erworbenen
Immunantworten. Bei den beteiligten immunkompetenten Zellen handelt es sich um
Leukozyten, die ihrerseits alle aus den pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen des
Knochenmarks hervorgehen (Janeway und Travers, 2004; Vollmar und Dingermann,
2005).

Aus den myeloiden Vorlauferzellen entstehen neben den roten Blutzellen und
Blutplattchen auch Granulozyten-/Makrophagenvorlauferzellen, aus denen neben
Monozyten auch alle drei Arten Granulozyten gebildet werden: neutrophile, die
vorwiegend phagozytotisch aktiv sind (Rosales und Brown, 1993), eosinophile, die in der
Abwehr von Parasiten wie Helminthen von Bedeutung sind (Gouinni et. al 1994) und
basophile Granulozyten, die Substanzen sezernieren, die z.B. die Gefallpermeabilitat
beeinflussen (Wardlaw et al 1995). Alle Granulozyten sind nach heutigem Verstandnis
uberwiegend an unspezifischen Immunreaktionen beteiligt. Monozyten, die in
Korpergewebe einwandern, entwickeln sich entweder zu Makrophagen oder
Dendritischen Zellen (DC) (Inaba et al.1993, Randolph et al 1998, 1999). Diese beiden
Zelltypen fungieren als Bindeglieder zwischen dem angeborenen und dem spezifischen
Immunsystem. Innerhalb der schnell einsetzenden unspezifischen Immunreaktion sind vor
allem die Makrophagen aber auch Dendritische Zellen phagozytotisch aktiv. Die
aufgenommenen Proteine pathogener Erreger werden zu kleinen Peptiden abgebaut, und
T-Zellen in den sekundaren lymphatischen Organen prasentiert, die daraufhin eine

spezifische Immunantwort initiieren (vgl. unter 1.1.3). DC sind aufgrund lhrer zellularen
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1 - Einleitung

Ausstattung wesentlich potenter in der Antigengenerierung bzw. —prasentation und
konnen weitaus starker als Makrophagen T-Lymphozyten aktivieren (Steinman et al.
1993). Ursachlich hierfir kdnnen die fur unreife Dendritische Zellen charakteristischen,
MHC-Klasse-lI-reichen Peptidbeladungs-Kompartimente (MIIC") (Sallusto et al., 1995,
Pierre et al., 1997) gesehen werden. DC bilden zusammen mit B-Zellen und
Makrophagen die Gruppe der professionellen antigenprasentierenden Zellen (APCZ), die,

wenn auch nur in geringer Anzahl, in allen Kérpergeweben vorkommen.

Neben myeloiden reprasentieren lymphoide Vorlauferzellen die andere grof3e Gruppe
pluripotenter Vorlauferzellen des Knochenmarks, aus denen sich die Lymphozyten
ableiten. Diese differenzieren entweder zu B-Zellen (Cumano et al. 1994), T-Zellen
(Shortman et al. 1990), NK-Zellen® oder einem bestimmten Subtyp Dendritischer Zellen,
den lymphoiden DC. B- und T-Zellen exprimieren ein Oberflachenprotein aus der Gruppe
der Immunglobuline, die strukturell eng verwandt und aus variablen und konstanten
Ketten aufgebaut sind. Diese Rezeptoren kdénnen hochaffin ein spezifisches Antigen
erkennen. Im Fall des B-Zell-Rezeptors (BCR") handelt es sich um das native antigene
Protein anhand seiner raumlichen Struktur, der T-Zell-Rezeptor (TCR®) hingegen erkennt
das entsprechende Antigen Uber sein charakteristisches, kurzes Peptidfragement, das

den T-Zellen im MHC®-Kontext prasentiert wird.

Lymphozyten durchlaufen eine Reihe von Reifungsprozessen bis sie schliellich als reife
Lymphozyten in die sekundaren Immunorgane wandern. Die Heranreifung von
Lymphozyten aus Stammzellen des Knochenmarks ist flr B- und T-Zellen grundsatzlich
gleich, lediglich der Ort, an dem die Ausreifung geschieht, ist unterschiedlich: T-Zellen
reifen im Thymus, B-Zellen hingegen im Knochenmark. T-Zellen gelangen in den Thymus
als doppelt negative Zellen. Zu diesem Zeitpunkt besitzen sie weder einen T-Zellrezeptor

noch die charakteristischen Korezeptormolekile CD4 bzw. CD8. Zunachst kommt es zur

' MIIC = MHC Il rich compartments — MHClI-reiche Kompartimente
2APC = antigen presenting cell — antigenprasentieende Zelle

% natural killer cells — natiirliche Killerzellen

* BCR = B-Cell receptor — B-Zellrezeptor

° TCR = T-cell receptor — T-Zellrezeptor

® MHC - major histocompatibility complex — membranstandiger Rezeptor mit dessen Hilfe die prozessierten

Antigene prasentiert werden,
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1 - Einleitung

Ausbildung von sog. Pra-T-Antigenrezeptoren, die nur aus einer Kette bestehen, im
Verlauf der weiteren Reifung entsteht schliellich der komplette T-Zellrezeptor, der die
Basis fur weitere Selektionsprozesse bildet. Neben der Expression des T-Zellrezeptors
werden sowohl CD4 als auch CD8 Moleklle auf der T-Zelle exprimiert. In den tiefen

Schichten der Thymuscortex erfolgt durch Kontakt mit Epithelzellen eine Positivselektion:

Nur diejenigen T-Zellen, die mit Peptid beladene Eigen-MHC-I- (Hogquist et al., 1993)
oder MHC-II-Molekule (Barton und Rudensky, 1999) mit niedriger Affinitat erkennen,
werden ausgewahlt, und am Ende dieser Selektionsphase exprimieren die T-Zellen nur
noch einen der beiden Oberflachenrezeptoren, CD4 oder CD8. Dabei ist die Expression
von CD4 auf T-Zellen beschrankt, deren T-Zellrezeptor im MHC-Klasse-lI-Kontext
prasentierte antigene Peptide erkennt. Nach Ihrer Aktivierung differenzieren diese T-
Zellen zu sog. T-Helferzellen. CD8 wird von T-Zellen exprimiert, deren T-Zellrezeptor
Antigenpeptide erkennt, die ihm Uber MHC-Klasse-I-Moleklle prasentiert werden. Nach

Antigenkontakt differenzieren diese zu sog. cytotoxischen T-Zellen (CTL").

Im nachsten Schritt kommt es zur Negativselektion. Dabei werden im Thymus diejenigen
unreifen T-Zellen eliminiert, die auf Peptide reagieren, welche durch Degradation
korpereigener Proteine entstanden sind. An der Negativselektion, die in der Thymus-
Medulla stattfindet, sind Dendritische Zellen beteiligt, die den T-Lymphozyten diese
~oelbst‘-Antigene entweder im MHC Klasse-|I oder im MHC Klasse-ll Kontext prasentieren
(Laufer et al., 1996, Brocker et al., 1997). Die Entfernung autoreaktiver T-Lymphozyten im
Thymus wird auch zentrale Tolerisierung genannt. Korpereigene Proteine, deren
Expression auf wenige Gewebe bzw. Zelltypen beschrankt ist, werden reifen T-
Lymphozyten im sekundaren lymphatischen Gewebe von unreifen DC prasentiert. Den
unreifen DC fehlt weitgehend die Expression kostimulatorischer Molekule, die zur
Aktivierung der T-Zellen notwendig ist. Auf diese Weise wird den reifen T-Lymphozyten
ebenfalls Toleranz gegen korpereigene Proteine vermittelt (periphere Toleranz). Ahnliche
Mechanismen existieren in der Peripherie (sekundare lymphatische Organe) zur Deletion
bzw. Anergisierung autoreaktiver T-Zellklone, die der zentralen Negativselektion im

Thymus entgangen sind (Forster und Lieberam, 1996; Kurts et al. 1997).

In unreifen B-Zellen, die entweder keinen BCR (IgM) auf ihrer Oberflache exprimieren

bzw. die Uber ihren B-Zellrezeptor Antigene im Knochenmark mit hoher Affinitat binden,

"CTL= cytotoxic T-lymphocyte — zytotoxischer T-Lymphozyt
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wird Apoptose induziert und auf diese Weise funktionsunfahige bzw. autoreaktive B-Zellen
eliminiert. Die Reifung von B-Zellen ist verbunden mit der Koexpression von IgD an ihrer
Oberflache.

B- und T-Zellen, die noch keinen Kontakt mit Antigen hatten, werden naive B- und T-
Zellen genannt. Diese zirkulieren im Blutstrom und den sekundaren lymphatischen
Organen wie Milz und Lymphknoten (Davenport et al.; 2000). Treffen diese Zellen dort auf
ein Antigen, das hochspezifisch durch den entsprechenden Oberflachenrezeptor erkannt
wird, kommt es zur Aktivierung der B- bzw. T-Zellen, die dann entweder zu Effektor- oder
Gedachtniszellen differenzieren. Effektorzellen obliegt die zigige Vermittlung der
spezifischen Immunantwort, wohingegen die Gedachtniszellen die Information Uber die
Begegnung mit dem spezifischen Antigen und der ausgeldsten Reaktion konservieren.
Bei einem erneuten Kontakt mit dem gleichen Antigen, konnen die Gedachtniszellen dann

sehr schnell aktiviert werden und eine gerichtete Immunantwort induzieren (Sprent, 1997).

1.1.2 Reaktion auf extra- bzw. intrazellulare Krankheitserreger

Krankheitserreger besitzen an ihrer Oberflache sich regelmalig wiederholende
Strukturmuster (PAMPs®) z. B. LPS (Lipopolysaccharid) von gram-negativen oder
Lipoteichonsaure (LTA) gram-positiver Bakterien, die beim Eintritt der Erreger in den
Organismus von Zellen der unspezifischen Immunabwehr (z.B. Phagozyten) Uber
sogenannte Mustererkennungsmolekiile (PRR®) erkannt werden. Da diese Strukturen nur
auf Mikroben, nicht aber auf korpereigenen Zellen vorkommen, kann auf diese Weise eine
Unterscheidung zwischen ,fremd“ und ,eigen“ erfolgen. Kann die Entfernung von
Krankheitserregern nicht durch eine Sofortreaktion (im Wesentlichen
Komplementaktivierung und Phagocytose) erfolgreich durchgefuhrt werden, so wird eine
lokale EntzUndungsreaktion ausgeldst. Dabei sezernieren vornehmlich Makrophagen
nach Pathogenkontakt proinflammatorische Cytokine wie TNF-a und IL-1 sowie
Chemokine wie IL-8 (Maestrelli et al., 1988). Die Sekretion der Chemokine fuhrt zur
Anlockung von APC entlang eines chemotaktischen Gradienten an den Ort der Infektion
bzw. Entziindung. Die APCs phagozytieren die extrazellular vorliegenden Pathogene bzw.

ihre verbliebenen Uberreste und degradieren diese endosomal-lysosomal. Die dabei

8 PAMP = pathogen-associated-molecular pattern = molekulare Musterstrukturen, die charakteristisch fir

Pathogene sind

° PRR = pattern recognition receptors = Mustererkennungsmolekiile
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entstehenden Antigenpepide mit einer Lange von 12 bis 26 Aminosauren werden in die
Bindungsgrube von vornehmlich MHC-Klasse-lI-Molekulen aufgenommen, deren
Expression weitgehend auf APC beschrankt ist. Neben der Prozessierung von Antigen
sezernieren die aktivierten APC ebenfalls proinflammatorische Cytokine bzw.
leukozytenattrahierende = Chemokine. Gleichzeitig regulieren sie ihre eigenen
Chemokinrezeptoren herunter, um durch diese Mallihahme den Infektionsort verlassen zu
konnen (Sozzani et al., 2000).

Eine Infektion mit intrazellularen Pathogenen wie z. B. Viren wird von den betroffenen
Korperzellen durch Prasentation des degradierten ,fremden“ Peptids im MHC [-Kontext
angezeigt. Generell werden Proteine, die im Zellinneren, cytosolisch, vorliegen, Uber die
proteasomale Degradation zu kurzen Peptiden mit einer Lange von 8 bis 10 Aminosauren
abgebaut und Uber MHC-Klasse-I-Moleklle prasentiert (Lehner, 1996). Die Zelle
unterscheidet bei der Degradation bzw. Prasentation von Antigen nicht zwischen eigenen
Proteinen oder jenen von intrazellularen Pathogenen bzw. Virusproteinen, die unter
Nutzung der zelleigenen Translation gebildet wurden, so dass, wie angesprochen, auch
Peptide von dieses Proteinen gleichermalen prasentiert werden. Uber die Prasentation
der Peptide via MHC-I-Molekiile kénnen sowohl NK-Zellen' als auch CTLs erkennen,
welche Zellen infiziert sind, und diesen Zellen das Signal zum Absterben durch Initilerung

von Apoptose vermitteln.

In gewissem Umfang ist speziell in DC auch die Aufnahme extrazellularen Proteins in die
proteasomale Degradation mdglich. Die resultierenden Peptide werden dann wie
intrazellulare Proteine, Uber MHC-Klasse-I-Molekile prasentiert. Dieser Vorgang ist als
,Kreuz-Prasentation® beschrieben (Huang et al., 1996). Nach einem ahnlichen
Funktionsprinzip lasst sich auch die Initierung einer zellularen Immunreaktion gegen
Tumore erklaren, wenn DC Bestandteile von Tumorzellen aufnehmen (Paglia et al., 1996,
Mayordomo et al., 1995).

10 Erkennung erfolgt unspezifisch Uber sog. KIRs (Killer inhibitory receptors — Rezeptoren, die das Abtdten

der Zelle verhindern)
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1.1.3 Initiierung einer spezifischen Immunantwort vermittelt durch DC

Fir die Auslosung einer spezifischen Immunantwort sind APC erforderlich. Besonders DC
nehmen hierbei eine zentrale Stellung ein, da, nach heutigem Kenntnisstand, vermutlich
alleine sie in der Lage sind, naive antigenspezifische T-Zellen zu aktivieren (Macatonia et
al., 1987, Inaba et al., 1990). Dendritische Zellen, die Antigen aufgenommen haben,
werden dadurch aktiviert und unter Stimulation von proinflammatorischen Cytokinen, die
von Endothelzellen und Makrophagen sezerniert werden, wird in ihnen ein
Reifungsprozess ausgeldst. Parallel zur Ausreifung wandern sie aus dem infizierten
Gewebe aus. Dies geschieht Uber die am nachsten gelegenen afferenten Lymphbahnen
in die sekundaren lymphatischen Organe (Macatonia et al.; 1987). Unterstutzt wird diese
Migration wiederum durch spezifische Chemokine wie z.B. IL-8 oder SLC'!, die von
Stroma- oder Endothelzellen der GefalRe peripherer Lymphorgane produziert und
sekretiert werden. Dendritische Zellen exprimieren Rezeptoren fur IL-8 und SLC Uber die
die Chemokine die Attraktion in die sekundaren lymphatischen Organe vermitteln. Die DC
gelangen schlieldlich in die parakortikalen T-Zellreichen Regionen im lymphatischen
Gewebe und sezernieren dann ihrerseits Chemokine wie SLC oder ELC'?. Die additive
Sekretion beider Chemokine ist wichtig, damit T-Zellen, aber auch B-Zellen in den
Lymphknoten einwandern. Im lymphatischen Gewebe suchen T-Zellen die Oberflache der
Dendritischen Zelle nach spezifischen MHC/Peptid-Komplexen ab. Dabei erfolgt zunachst
eine Assoziation beider Zellen uber Wechselwirkungen zwischen Adhasionsmolekulen
wie z. B. ICAM-3" (T-Zelle) und DC-SIGN™ (DC) (Gejtenbeek et al., 2000) oder LFA-1"
(T-Zelle) und ICAM-1 (DC). Findet die T-Zelle einen spezifischen Peptid/ MHC-Komplex
auf der Dendritischen Zelle wird LFA-1 aktiviert, und es erfolgt eine stabile Bindung mit
dem Interaktionspartner auf der DC. Die Berlhrungszone zwischen den beiden Zellen

wird Immunologische Synapse genannt. Die Immunologische Synapse ist so strukturiert,

"sLe = secondary lymphoid-tissue chemokine — Chemokin, das aus sekundarlymphatischen Geweben

stammt
12 ELC= EBI1-ligand chemokine — Ebl1-Liganden-Chemokin, auch MIP-3p bezeichnet
¥ |CAM-3 = intracellular adhesion molecule 3 — intrazellulares Adhasionsmolekiil 3

" DC-SIGN = dendritic cell-spezific ICAM3 grabbing nonintegrin — ICAM-3-bindendes Nichtintegrin, das

spezifisch auf Dendritischen Zellen exprimiert wird

'® LFA-1 = lymphocyte function-associated antigen 1 — mit der Funktion von Lymphozyten verbund. Antigen

Seite 6 von 201



1 - Einleitung

dass zentral mehrere peptidbeladene MHC-Komplexe mit ihren spezifischen T-
Zellrezeptoren wechselwirken. Ringartig um diese zentralen Komplexstrukturen lokalisiert,
interagieren kostimulatorische Molekiile wie z.B. B7.1, B7.2'® mit ihren entsprechenden
Rezeptoren auf der T-Zelle (CD28) (Azuma et al., 1992). Etwas weiter peripher schliel3lich
bilden die wechselwirkenden Adhasionsmolekile eine Art duRerer Ring um die MHC-T-
Zellrezeptorkomplexe bzw. die miteinander interagierenden Kostimulatorischen Molekule
(Grakoui et al., 1999). Sie sorgen so ebenfalls fur eine Intensivierung der Assoziation von
T-Zelle und Dendritischer Zelle. Die Unterstlutzung der Ausbildung einer Immunologischen
Synapse durch kostimulatorische Molekile und Adhasionsmolekile ist wichtig, da die
Bindungsaffinitaten zwischen Peptid-MHC-II-Komplex und spezifischen T-Zellrezeptor nur
malig stark sind, fur die erfolgreiche Aktivierung naiver T-Zellen und deren sukzessive
Differenzierung zu CDA4+-T-Effektorzellen aber ein starkes Signal und eine lang
anhaltende Wechselwirkung bendétigt wird. Fir die Aktivierung von T-Zellen sind also zwei
Signale nétig: das erste Signal wird durch die Assoziation von Peptid-MHC-II-Komplex
und spezifischem T-Zellrezeptor ausgelost, das zweite Signal durch die Interaktion der
kostimulatorischen Molekule mit den entsprechenden Zielstrukturen auf der T-Zelle. Nur
wenn beide Signale vermittelt werden und das kostimulatorische Signal ausreichend stark
ist, erfolgt die Differenzierung und Proliferation von aktivierten CD4+-T-Zellen. T-Zellen
konnen durch einen positiven Ruckkopplungsmechanismus uUber die Interaktion des
CD40-Liganden (auf T-Zelle) mit dem CD40-Molekul (auf APC) ihrerseits die APC zur
verstarkten Expression kostimulatorischer Molekule bzw. verschiedener Cytokine wie z. B.
IL-12 anregen (Cella et al.; 1996). Final resultiert auf diese Weise eine Verstarkung der
Kostimulation, die die erfolgreiche Aktivierung bzw. Proliferation der T-Zellen nachhaltig
unterstutzt. Die aktivierten T-Zellen sezernieren als autokrinen Wachstumsfaktor [L-2
(Minami et al.; 1993), gleichzeitig erfolgt genregulatorisch durch zusatzliche Expression
der a-Kette (CD25) und Zusammenlagerung mit der konstitutiv exprimierten - und y-
Kette eine Modulation des IL-2-Rezeptors. Diese Veranderung garantiert die optimale

Reaktion auf IL-2 und fUhrt zu einer ausgepragten Proliferation der T-Zelle.

Bei den T-Zellen, die direkt Uber ihren T-Zellrezeptor mit dem via MHC-Klasse IlI-Moleklle
prasentierten Peptid wechselwirken, handelt es sich um CD4+-T-Helferzellen. Durch ein

zusatzliches, cytokinvermitteltes Signal der APC (DC) konnen diese nach ihrer Aktivierung

' B7.1 = CD80, B7.2 = CD86, kostimulatorische Molekiile
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zu zwei unterschiedlichen Subtypen differenziert werden: T-Zellen, die entweder zellulare
oder humorale Effektorzellen aktivieren. Welche der beiden Subtypen bevorzugt

entstehen, ist vom Pathogen abhangig.

Unter dem Einfluss von INF-y'’ (sezerniert von Makrophagen) entstehen sog. Typ-1-DC,
die daraufhin verstarkt IL-12 freisetzen. Dieses Cytokin ist maligeblich an der
Polarisierung der T-Helferzellen in sogenannte Typ 1-T-Helferzellen beteiligt (Hsieh et al.
1993). Th-1-Zellen produzieren ein ahnliches Spektrum an Cytokinen wie CTL. Dies
begunstigt die Auspragung einer zellular vermittelten Immunantwort Gber Makrophagen,
NK-Zellen, CTL etc. Bisher noch nicht vollstandig geklart ist der grundsatzliche
Mechanismus der Aktivierung cytotoxischer CD8+-T-Zellen (CTL): Es wird vermutet, dass
die CD8+-T-Zellen von den aktivierten CD4+-Th-1-Zellen dazu T-Zellhilfe empfangen.
Eine zentrale Rolle spielt hierbei wieder IL-2. Erst durch dieses zusatzliche Signal kdnnen
CTL, die uber ihren spezifischen T-Zell-Rezeptor das im MHC-I-Kontext prasentierte
Peptid erkannt haben, proliferieren. Nach erfolgter Differenzierung verlassen die
antigenspezifischen CTL dann uber den Blutstrom das lymphatische Gewebe und
wandern an den Ort der Infektion bzw. Entzindung (Griffiths, 1995). Wird das
entsprechende Antigenpeptid von Koérperzellen via MHC-I-Molekule prasentiert, kdnnen
die CTL mit der Zelle wechselwirken und uber verschiedene Mechanismen z.B.
Interaktion des FasL (auf CTL) und Fas (CD95) (Suda und Nagata, 1994) oder Uber die
Sekretion von Granzymen (Henkart et al., 1987; Liu et al., 1990) und Perforinen der
infizierten Korperzelle das Signal zur Apoptose vermitteln. Uber die direkte CTL-
Effektorfunktion zur Eliminierung infizierter Zellen hinaus, schaffen CTLs durch Sekretion
verschiedener Cytokine wie INF-y, TNF-a'® oder GM-CSF'® (Goedegebuure et al., 1997)

ein Milieu, dass die Aufrechterhaltung einer zellularen Immunantwort begunstigt.

Eine weitere Subpopulation stellen Typ-2 DC dar. Sie entwickeln sich unter Einfluss von
Substanzen wie Prostaglandin E2 (PGE2) (Kalinski et al. 1998) oder Histamin (van der
Pouw Kraan et al. 1998). Diese proinflammatorischen Cytokine werden von Fibroblasten

und Epithelzellen sezerniert, die Kontakt mit extrazellularen Erregern, wie z. B. Bakterien

" INF-y = Interferon y (gamma), ein Cytokin
8 TNF-a = Tumor necrose factor a — Tumor-Nekrose-Faktor a

“GM-CSF = granulocyte macrophage colony stimulating factor — Granulozyten-Makrophagen-

Koloniebildender Faktor
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hatten. Typ-2 DC setzen nach ihrer Ausreifung IL-6 frei, das die aktivierten T-Helferzellen
in Typ-2-T-Helferzellen (Th2) umwandelt (Diehl und Rincén, 2002). Im Gegensatz zu Th-
1-Zellen unterstitzen Th2-Zellen durch Sekretion bestimmter Cytokine die Auspragung
einer humoralen Immunantwort. Die freigesetzten Cytokine dienen dabei als
Wachstumsfaktoren vornehmlich von B-Zellen (IL-4), aber auch Mastzellen (IL-4, IL-10)
oder Eosinophilen (IL-5) und beeinflussen mal3geblich deren Differenzierung (Janeway
und Travers, 2004).

Die zentralen Zellen der humoralen Immunantwort stellen B-Zellen dar, die, wie unter
1.1.1 beschrieben, natives Antigen uUber ihren spezifischen BCR erkennen, dieses
aufnehmen und die nach endosomaler Degradierung resultierenden Peptide im MHC II-
Kontext prasentieren. Die Peptid-MHC-II-Komplexe werden von spezifischen Th-2-
Helferzellen Uber deren TCR gebunden (Parker, 1993). Dazu wandern die Th-2-Zellen in
die B-Zell-Bereiche von z. B. Lymphknoten ein. Durch eine zusatzliche Wechselwirkung
von CD40 Ligand auf der T-Zelle mit CD40 auf den B-Zellen erfahren die B-Zellen eine
additive Aktivierung und ein ausreichend starkes Signal, um zur antikorpersekretierenden
Plasmazelle final auszudifferenzieren. Plasmazellen sezernieren Antikorper, die die
gleiche Spezifitat wie der oberflachengebundene BCR aufweisen. Ist das entsprechende
Antigen an der Oberflache des Pathogens lokalisiert, kann es von dem spezifischen
Antikorper gebunden werden. Dadurch wird das entsprechende Pathogen neutralisiert
und gleichzeitig fur die Phagozytose durch unspezifische Effektorzellen markiert. Der
konstante Teil des Antikorpers weist kdrpereigene, bekannte Strukturen auf, an die die
Phagozyten Uber Fc-Rezeptoren® binden (Liu und Arpin, 1997). Die Eliminierung der

Pathogene durch Phagozytose wird auf diese Weise verbessert und beschleunigt.

2 Fc-Rezeptoren = Fc-Rezeptoren, binden den Fc-Teil von Immunglobulin Isotypen, Fc = fragment

crystallizable — kristallisierbares Fragment
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1.2 Immunisierung, (DNA)-Vakzinierung:

Unter 1.1.3 wurden die Reaktionsablaufe in der Ausbildung einer spezifischen
Immunantwort gegen ein bestimmtes Antigen beschrieben. Die gerichtete und bewusst
durchgefuhrte Auslosung einer Immunantwort gegen ein bestimmtes Antigen wird
Immunisierung genannt. Verfolgt die Immunisierung das Ziel, eine Schutzwirkung gegen
dieses Antigen (z. B. lokalisiert auf Pathogenen) zu erzeugen, spricht man von
Vakzinierung in Anlehnung an das Schlusselexperiment, in dem 1796 Edward Jenner
zeigte, dass durch eine zuvor durchgefuhrte Inkubation mit Kuhpocken (Vaccinia) eine
Schutzwirkung gegen die Pockenerkrankung des Menschen erzeugt werden konnte. Die
Entwicklung wirksamer und sicherer Impfstoffe (Vakzinen) ist immer noch eines der
wichtigsten Ziele der Immunologie, besonders im Hinblick auf Krankheiten wie AIDS,
Malaria oder Tuberkulose, zu deren Bekampfung neben einer humoralen Immunantwort
auch eine starke zellular vermittelte Immunreaktion nétig ist. Wie bereits erwahnt, setzt
die Erzeugung einer cytotoxischen Immunantwort die proteasomale Degradierung von
Antigenen z. B von Virusproteinen voraus, deren Abbauprodukte (kurze Peptide) dann im
MHC-I-Kontext prasentiert werden (Boczkowski et al., 1996). Um diesen Weg zu
beschreiten, muss das Protein intrazellular vorliegen. Zur Immunisierung waren deshalb
bevorzugt lebende oder abgeschwachte intrazellulare Erreger geeignet, die zwar (noch)
gewabhrleisten, dass z.B. virales Protein in der Zelle gebildet wird, deren Einsatz aber
aufgrund des groRRen Sicherheitsrisikos unterbleiben muss. Eine zentrale Bedeutung in
der Uberwindung dieser Problematik kommt der rekombinanten DNA-Technologie zu.
Erzeugung rekombinanter (viraler) Proteine, deren in vitro Mutagenese zum Wegfall oder
zur Minderung ihrer Pathogenitat fuhrt und Expression in vornehmlich immunkompetenten
Zellen mit dem Ziel, eine (bevorzugt cytotoxische) Immunantwort (Ulmer et al.; 1993)
auszuldsen, wurde im Konzept der DNA-Vakzinierung (Gurunathan et al., 2000)
verwirklicht. DNA-Vakzinen kdnnen eine gleichstarke Wirkung hinsichtlich der Induktion
einer cytotoxischen Immunantwort auslésen wie Impfstoffe, die aus abgeschwachten
Erregern bestehen, deren Effekte gewissermalien nachahmen. Hierbei werden
Expressionsplasmide, die das (veranderte) Antigen kodieren, entweder injiziert (Wolff et
al., 1990) oder, angehangt an Goldpartikel, mit der Genpistole ins Gewebe geschossen
(Williams et al.; 1991). Besonders wichtig flr eine starke Expression des Transgens ist die

Verwendung eines starken Promotors. Zunachst wurden aus diesem Grund virale
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Promotoren (CMV-?', SV40%-Promotoren) verwendet, jedoch exprimieren bei z. B.
intradermaler bzw. subcutaner Applikation aufgrund der ubiquitaren Aktivitat dieser
Promotoren dann mehrheitlich Keratinozyten das Transgen (Hengge et al., 1990) mit der
Konsequenz, dass durch die sich anschlieienden Mechanismen final eine eher humoral
gepragte Immunantwort resultiert. Das Schlisselereignis bei der DNA-Vakzinierung und
Induktion einer Immunantwort stellt die Transfektion von DC dar (Casares et al 1997,
Akbari et al. 1999, You et al. 2001). Um die Expression auf diese Zellen zu focussieren
und die resultierende Immunantwort in Richtung einer vornehmlich zellular gepragten zu

lenken, muss ein DC-spezifischer Promotor verwendet werden.

Als DC-spezifisch wurde im Mausmodell der CD11c-Promotor beschrieben (Metlay et al.
1990). Ein 5,5 kpb-langes Promotorfragment des murinen CD11c-Promotors ist in
transgenen Mausen fast ausschlie3lich in DC aktiv (Riedinger et al. 1997, Brocker et al.
1997). Starke und Erhalt der Spezifitat dieses Promotors bei transienten Transfektionen,
die ihn fur den Einsatz als DNA-Vakzine auszeichnen wiirden, ist nicht bekannt. CIITA23,
ein notwendiger Transaktivator fur die MHC-II-Expression wird ausschliellich in DC
exprimiert, und dessen Promotor ist somit exklusiv in DC aktiv (Muhlethaler-Mottet et al.,
1997). Gleichzeitig wurde aber beschrieben, dass wahrend der Reifung der DC, dessen
Aktivitat wieder herunterreguliert wird. Dadurch limitiert sich naturlich auch seine
Verwendung als DNA-Vakzine. Die Charakterisierung des Promotors des murinen Dectin-
2-Gens (Bonkobara et al.; 2001) bescheinigte diesem ebenfalls Spezifitat auf Dendritische
Zellen. Bereits 1999 konnten Ozawa und Mitarbeiter schon zeigen, dass ein 3,2 kbp-
langes Fragment dieses Promotors zu einer 18fachen Verstarkung in murinen XS106-
Zellen fuhrt, wohingegen in Makrophagen, Fibroblasten, B- und T-Zellen sowie
Keratinozyten das Promotorfragment weitgehend inaktiv war. Morita und Mitarbeiter
hatten 2001 im Mausmodell nach biolistischer Transfektion unter Verwendung des
Promotors des murinen Dectin-2-Gens (Bonkobara et al.; 2001) eine LC**-restringierte

EGFP?-Expression beschrieben und eine zelluldre Immunreaktion gegen diese Maus-

#1 CMV = Cytomegalie-Virus

?2 8V40 = Simianvirus 40

% CIITA = class Il transactivator — Klasse Il Transaktivator

24 LC - Langerhans Cell = Langerhans-Zelle ( DCs der Haut)

% EGFP = Enhanced green fluorescent protein — verstarkt grin fluoreszierendes Protein
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Vakzine beobachtet. Sollte sich die LC-Spezifitat in humanen Zellen bestatigen, ware
dieser Promotor eventuell auch im Humansystem fur einen solchen Einsatz geeignet,
allerdings bleibt aufgrund seiner LC-Spezifitdt der Einsatz auf eine kutane Applikation

beschrankt.

1.3 Funktion von Fascin — Beschreibung seines Promotors

Fascin ist ein Aktinblndelungsprotein, ein Strukturprotein, das Kreuzvernetzungen im
Aktin-Zytoskelett erzeugt und u. a. an der Ausbildung dendritischer Strukturen in
Nervenzellen beteiligt ist. Neben der Expression in Nervenzellen wurde es auch in
Dendritischen Zellen nachgewiesen (Mosialos et al., 1996). Soweit derzeit bekannt, ist die
Expression von Fascin in Zellen des hamatopoetischen Systems exklusiv auf Dendritische
Zellen beschrankt. Ross und Mitarbeiter konnten 1998 zeigen, dass Fascin in aktivierten
murinen Langerhans’schen Zellen de novo exprimiert wird und auch in weiteren reifen
DC-Populationen eine konstant hohe Expressionsrate nachgewiesen werden kann.
Fascin akkumuliert in dendritischen Fortsatzen und ist flir deren Ausbildung von
essentieller Bedeutung. Die Dendriten sind am Kontakt zwischen Dendritischer Zelle und
T-Zelle beteiligt, d. h. Fascin besitzt fur DC auch funktionelle Relevanz. Fur Dendritische
Zellen, die in vitro z.B. aus dem Knochenmark der Maus oder aus CD14+-Blutmonozyten
des Menschen generiert wurden, konnte ebenfalls eine reifeinduzierte Fascinexpression
gezeigt werden (Sonderbye et al., 1997, Ross et al., 2000). Die beschriebene Funktion
von Fascin und dessen Bedeutung fur Dendritische Zellen unterstrichen die Wichtigkeit,
die Regulation des Fascingens aufzuklaren. Bros und Mitarbeiter charakterisierten 2003
den humanen Fascin-Promotor und konnten fir einen 3kbp groRen 5’-genflankierenden
Bereich eine robuste Reporteraktivitat zeigen. In etwa zeitgleich hatten Ross und
Mitarbeiter (2003) den Promotorbereich des murinen Fascingens auf eine Grofe von 2,6
kbp 5-flankierend eingrenzen kdnnen. Der humane Fascin-Promotor (Bros et al., 2003) ist
aus einem ca. 55 bp grolien Basalpromotor und einem distal lokalisierten reifeabhangigen
Enhancer-Element aufgebaut und deshalb speziell in ausgereiften Dendritischen Zellen
aktiv. Zum Vergleich konnte in Fascin-negativen Monozyten keine Aktivitat festgestellt
werden. Die Promotoraktivitat des humanen Fascinpromotors ist mit der Starke des
humanen EF1alpha1-Promotors zu vergleichen (Bros et al., 2003), der bereits in
gentherapeutischen Anwendungen eingesetzt wurde. Unter Kontrolle des Fascin-
Promotors lasst sich eine spezifische und gleichzeitig auch starke Expression von Genen

in DC vermitteln: sogar auf Einzelzellebene konnte die Expression des Reportergens
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EGFP nachgewiesen werden. Aufgrund der geschilderten Fakten empfiehlt sich der
humane Fascin-Promotor fur den Einsatz als DNA-Vakzine und stellt im Humansystem

den bislang starksten verfugbaren Promotor dar.

1.4 Einsatz zur Induktion von Toleranz

Fur einen starken Promotor, der daruber hinaus auch spezifisch in Dendritischen Zellen
aktiv ist, finden sich zahlreiche Einsatzmdglichkeiten als DNA-Vakzine. Neben der
angesprochenen Initierung einer Immunantwort z. B. gegen Tumore oder
Infektionskrankheiten ist auch der Einsatz in der Therapie von Allergien und
Autoimmunerkrankungen denkbar. Auf den genannten Gebieten wurden bereits
unspezifische DNA-Vakzinen erfolgreich im Tiermodell eingesetzt (Condon et al. 1996,
Irvine et al. 1996, Ulmer et al. 1996, Hsu et al. 1996, Waisman et al. 1996). Bei den
beiden zuletzt genannten Anwendungen muss dabei eine bereits bestehende Ubermallige
Immunantwort gegen ein spezifisches Antigen unterdrickt bzw. ausgeschaltet werden.
Denkbar ist auch der Einsatz eines DC-spezifischen Promotors zur Verhinderung der
Auspragung einer neuen Immunantwort. Ein grol3es Einsatzgebiet fande sich z. B. bei der

Verhinderung einer Transplantatabstof3ung.

1.4.1 Transplantation

Als eine grofe Errungenschaft der modernen Medizin gilt die Gewebetransplantation, die
zunachst nur zwischen eineiigen Zwillingen oder eng verwandten Individuen mdglich war.
Die enge verwandtschaftliche Beziehung bedingt, dass die polymorphen MHC-Moleklile
bzw. weitere fur die Transplantation relevante Gene nur minimal unterschiedlich sind.
Besteht keine Verwandtschaft zwischen Empfanger und Donor, wie es in der
uberwiegenden Anzahl der erforderlichen Transplantationen der Fall ist, werden mit an
Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit Transplantationsantigene vom Immunsystem
des Empfangers als fremd erkannt und die Auslésung einer adaptiven Immunantwort
gegen diese Antigene initiiert. Die unausweichliche, finale Folge ist dann die AbstoRung
des Transplantats. Ein groBer Meilenstein zur Uberwindung dieses Problems wurde durch
die Entwicklung von immunsuppressiven Medikamenten wie z. B. Cyclosporin A,
Tacrolimus etc. erreicht, mit denen es erstmals moglich war, die AbstoRung allogener
Transplantate zu verhindern. Der Nachteil an diesen Medikamenten ist, dass sie standig
eingenommen werden muassen und dabei haufig zahlreiche zum Teil schwerwiegende

Nebenwirkungen auftreten, die eventuell sogar das Absetzen des Immunsuppressivums
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erfordern. Dies ist einer der Hauptgrinde, warum es auch noch nach Jahren einer
zunachst erfolgreichen Transplantation zur Abstol3ung des Transplantats kommen kann.
Ein weiterer gravierender Nachteil, der mit der Einnahme von Immunsuppressiva
verbunden ist, besteht in der reduzierten Immunabwehr von bakteriellen oder viralen
Infektionen und dem verstarkten Auftreten von Tumoren, die sonst durch das

Immunsystem hatten erfolgreich bekampft werden konnen.

Die Suche nach alternativen Behandlungsmethoden mit weniger gravierenden
Nebenwirkungen ist somit ein dringendes Anliegen. Einen groRen Fortschritt auf diesem
Gebiet, konnte die Entwicklung neuer Strategien unter Nutzung von Mechanismen, die
Toleranz gegen korpereigene Proteine vermitteln, sein. Wie unter 1.1.1 erwahnt, sind
Dendritische Zellen sowohl in der Vermittlung zentraler als auch peripherer Toleranz
gegen korpereigene Peptide, die T-Zellen im MHC-Kontext prasentiert werden, beteiligt.
Zunachst wurde davon ausgegangen, dass die Ausloésung peripherer Toleranz
ausschlieRlich durch unreife Dendritische Zellen vermittelt wird®®, wohingegen die
Aktivierung auf voll ausgereifte DC beschrankt ist. Die Erkenntnisse der jungsten Zeit aber
zeigen, dass diese strikte Trenung so nicht aufrecht zu erhalten ist. So sind z.B. reife
(Moseman et al.; 2004) als auch nur partiell ausgereifte DCs (Lutz und Schuler, 2002)
ebenfalls in der Lage CD4+ CD25+ regulatorische T-Zellen zu generieren, die mit der
Vermittlung von Toleranz in Verbindung gebracht werden. Allein die fehlende oder
verminderte Expression kostimulatorischer Molekule ist demnach noch kein Garant fur die
Vermittlung von Toleranz, jedoch stellt der Eingriff in die Ausreifung von DCs (Hackstein
et al.; 2004, Tan et al.; 2005) eine vielversprechende Mdglichkeit dar, die Qualitat einer

resultierenden Immunantwort nach T-Zellkontakt in diese Richtung zu modulieren.

% die keine oder nur eine geringe Expression kostimulatorischer Molekiile aufweisen
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die Transfektion von Dendritischen Zellen stellt das Schlisselereignis der DNA-
Vakzinierung dar. Die Entwicklung einer leistungsfahigen DNA-Vakzine, die eine starke
Expression des kodierten Transgens ermoglicht und gleichzeitig spezifisch auf
Dendritische Zellen beschrankt bleibt, ist fir die weitere Einflussnahme auf bzw. Induktion
von Immunantworten von zentraler Bedeutung. Wie unter 1.3 bereits erwahnt, stellt der
Fascin-Promotor dazu eine hervorragende Basis dar. In der vorliegenden Arbeit sollten
Strategien untersucht werden, den Fascin-Promotor weiter zu verstarken, gleichzeitig
aber mussten diese so angelegt sein, dass die Spezifitat des Promotors auf Dendritische

Zellen nicht verloren geht.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten, zunachst in einer murinen DC-Zell-linie, unter
Verwendung von pharmakologischen Inhibitoren erfolgsversprechende Angriffspunkte in
der Signaltransduktionskaskade von DCs gefunden werden, deren Blockade eine
Modulation von zentralen Oberflachenmolekilen bewirkt. Von besonderem Interesse
hierbei ist die Wirkung auf die Expression von Adhasions— bzw. Kostimulatorischen
Molekulen, die, wie unter 1.1.3 beschrieben, maligeblich die Wechselwirkungen mit der T-
Zelle bedingen. Eine Veranderung im Expressionsmuster dieser Molekile kann
gleichzeitig auch die Qualitadt des Kontakts mit der T-Zelle modifizieren, so dass auf diese
Weise eventuell ein toleranzinduzierender Phanotyp Dendritischer Zellen geschaffen

werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Material fiir Molekularbiologische Arbeiten

2.1.1.1 Gerite

Agarosegelkammern PerfectBlue® Minigelsystem S bzw. M, Peglab
Biotechnologie, Erlangen
Analysenwaage PI-114, Denver Instruments, Colorado, USA
Autoklav V-150, Systec GmbH, Wettenberg
Bakterienschuttler Certomat Sl / H, Braun Biotech, Melsungen
(Tisch-Rundschdttler)
Bunsenbrenner Gasprofi 1 SCS, Wartewig Labor-Dentaltechnik, Gottingen
Eismaschine Scotsman® MF22 / B190 Frimont, Milano, Italy
Gefrierschranke -20 °C: Privileg Nr. 7821, Quelle AG, Furth
-80 °C: MDF-U71V, Sanyo Ltd., Japan
Heizblock Rotilabo Block-Heater H250, Roth GmbH, Karlsruhe
Heilluftsterilisatoren ULE 800, Memmert GmbH & Co KG, Schwabach
Kuhlschranke Santo, Modell 3675-6KA, AEG mbH, Nurnberg
Klhlzelle(Kuhlaggregat) GM2, Zanotti, Pegognaga, Italy
Luminometer Microlumat Plus LB96V, Berthold Technol., Bad Wildbad
Mikrowellengerat Durabrand MW-17, Wal Mart, Wuppertal
Magnetruhrer MR 3001K, Heidolph Instruments GmbH, Schwabach
Netzgerate Electrophoresis Power Supply EPS 301 bzw. EPS 1001,
Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
pH-Meter Inolab pH-level 1, WTW, Weinheim
Pipetten Pipetman®P, Gilson International, Bad Camberg, (P2: 0,2-

2ul, P20: 2-20ul, P200: 10-200ul, P1000: 100-1000ul) —
Reference, Eppendorf AG, Hamburg, (0-2ul, 1-20ul, 10-100
pl,100-1000ul)

Probenmischer (Vortex- MS1, IKA® Werke GmbH & Co KG, 79219 Staufen

Maschine) Vortex Genie2 6560, Scientific Industries, Bohemia, USA
Reinstwasseranlage Nanopure, Diamond Bioresearch, Barnstead, Dubuque,
lowa, USA
Schuttelmixer Thermomixer compact Eppendorf AG, Hamburg
Duomax 1030, Polymax 1040, Heidolph Instruments GmbH,
Schwabach
Spektrophotometer Genesys 6, ThermoSpectronic, Rochester, USA
Spektrophotometer SPECTRAmax® 340 PC** Molecular Devices Corp.

Mikrotiterplattenformat =~ Sunnyvale, USA
Thermo-Zykler Mastercycler gradient / personal, Eppendorf AG, Hamburg
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Transilluminator

Trockenschrank
Ultraschallbad
Waagen

Wasserdeionisierungs-
anlage

Zentrifugen:
- Tischzentrifuge

- Kihlzentrifuge

2.1.1.2 Chemikalien

GeneGenius Bio Imaging System, Syngene, Cambridge, UK
& Digital Graphic Printer UP-D895, Sony Corp., Tokyo,
Software: GeneSnap®, Synoptics Ltd, Cambridge, UK
BD115, Binder GmbH, 78532 Tuttlingen

Sonorex RK510 H, Bandelin electronic, Berlin

Laborwaage: P1602, Denver Instruments, Arvada, USA
Grobwaage : Ohaus-Scout Pro, PineBrook, USA

RO 10 (Umkehrosmose), Werner GmbH, Leverkusen

Z233 M-2, Hermle Labortechnik GmbH, Weihingen
Z233 MK-2, Hermle Labortechnik GmbH, Weihingen
Avanti J-E Centrifuge, Beckman-Coulter, Palo Alto, USA

(EDTA):Ethylendiamintetracetat C. Roth GmbH, Karlsruhe

Agar-Agar

Agarose NEEO Ultra
Agarose Ultrapure
Ameisensaure
Ampicillin
Bacto-Trypton
Borsaure
Bromphenolblau

C. Roth GmbH, Karlsruhe
C. Roth GmbH, Karlsruhe

Gibco BRL, Paisley, Scotland

C. Roth GmbH, Karlsruhe

C. Roth GmbH, Karlsruhe

C. Roth GmbH, Karlsruhe

ICN Biomedicals, Aurora, USA

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

BSA, bovines Serumalbumin Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Calciumchlorid Dihydrat
Chloroquin

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

DAPI —  4’,6’-Diamidino-2- Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Phenylindoldihydrochlorid

DEAE-Dextran
Diethylpyrocarbonat

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s PBS
Einbettmedium
Essigsaure

Ethanol vergallt mit MEK

Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Schweden
C. Roth GmbH, Karlsruhe

C. Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Glycergel, Dako Corp. Carpinteria, USA

C. Roth GmbH, Karlsruhe

Schmidt Chemikalien GmbH & Co KG, Dillenburg

Ethanol, absolut, unvergallt C. Roth GmbH, Karlsruhe

Ethidiumbromid
Formamid
Glycerol
Harnstoff

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
C. Roth GmbH, Karlsruhe
C. Roth GmbH, Karlsruhe
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Hefeextrakt
Heparin-Natrium

C. Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

HEPES - 4(2-Hydroxyethyl)-1- C. Roth GmbH, Karlsruhe

Piperazinmethansulfonsaure

Histopaque®1077 HybriMax®

Isoamylalkohol
Isopropanol (2-Propanol)
Kaliumacetat
Kanamycinsulfat
Lithiumchlorid

Lysozym

Magnesiumchlorid
B-Mercaptoethanol

MTT - Methyl-Thiazolyl-
diphenyl-Tetrazoliumbromid
Natriumacetat

Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydroxid
Natriumhydroxid

NP-40 Ersatz (Igepal)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe
. Roth GmbH, Karlsruhe

0000000

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe
. Roth GmbH, Karlsruhe

Fluka Chemie GmbH, Buchs

OO0 000

C. Roth GmbH, Karlsruhe
C. Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Paraformaldehyd
Phenol (gepuffert)
Propidiumbromid

Saccharose C. Roth GmbH, Karlsruhe
Salzsaure C. Roth GmbH, Karlsruhe
TRIS Tris-(hydroxymethyl)- C. Roth GmbH, Karlsruhe

aminomethan
Triton® X-100
Wasser

Xylene Cyanol

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
VE Wasseranlage Institut

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

2.1.1.3 Reaktionskits

BigDye Terminator V3.1. Cycle Sequencing Applied Biosystems, Foster City, USA
Kit

Dual-Luziferase Reporter Assay System Promega GmbH, Mannheim

Human Dendritic Cell Nucleofection Kit Amaxa GmbH, Koln
Plasmidpraparations-Kit Nucleobond PC100 Macherey Nagel GmbH & Co KG, Diren
(Midi)

Plasmidpraparations-Kit NucleoSpin (Mini)
Wizard SV Gel and PCR Cleanup System

Macherey Nagel GmbH & Co KG, Duren
Promega GmbH, Mannheim
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2.1.1.4 DNA-Vektoren

Die nachfolgende Tabelle gibt eine Ubersicht tber die Vektoren, die bei der Arbeit
verwendet wurden. Im Anhang findet sich darliber hinaus die Darstellung der

entsprechenden Vektorkarten (vgl. 10.4).

Tabelle 1 - Ubersicht verwendeter Vektoren

Vektor: Eigenschaft:

pZEr0-2.13297 BP, Kan™*’ Klonierungsvektor (Bernard et al. 1994),

Invitrogen GmbH, Karlsruhe Genbank-Zugangsnummer: AY569777

pGl3-Basic Promotorloser Photinus-Luciferase-

4818 BP, Amp"®, Promega GmbH, Expressionsvektor (Groskreutz und

Mannheim Schenborn 1997)

Genbank-Zugangnsnummer: U47295

pGI3-Control Photinus-Luciferase-Expressionsvektor,
5256 BP, AmpR, Promega GmbH, durch den  SV40-Promotor  vermittelt

Mannheim (Genbank Zugangsnummer U47296)

pRLCMV Renilla-Luciferase-Expressionsvektor durch
4097 BP, AmpR, Promega GmbH, den CMV-Promotor vermittelt (Lorenz et al.
1991) Genbank Zugangsnummer:
AF025843

Mannheim

pEGFP-C1 EGFP-Expressionsvektor, CMV-Promotor,
4733 BP, KanR, Clontech Laboratories, vermittelt, (Cormack,B.P., Valdivia,R. and
Inc., Palo Alto, USA Falkow,S. FACS-optimized mutants of the
green fluorescent protein (GFP), Gene
(1996),Genbank-Zugangsnummer:U55763

7 Kan® = Kanamycin-Resistenz, Antibiotikumsresistenz, eingesetzt zur Selektion von Klonen

% Amp" = Ampicillin-Resistenz, vermittelt durch die Expression einer B-Lactamase, Antibiotikumsresistenz
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Vektor: Eigenschaft:

pMaxGFP GFP-Expressionsvektor, CMV-Promotor,
3486 BP. KanR Everogen Joint Stock vermittelt, Amaxa news #3, Seite 8, 2004

Comp. Moskau, Russland, Amaxa
GmbH, Koéln

pDsRed2-N1 DsRed2?°-Expressionsvektor,

4689 BP, KanR, CLONTECH CMV-Promotor vermittelt
Laboratories, Inc., Palo Alto, USA

pNFKB-Luc Reportervektor mit 5xNFKB-Element

5695 BP, Amp", Stratagene, La Jolla) (Zheng, C-.F., 1999)

USA Genbank Zugangsnummer: AF053315

# DsRed2 = Reportergen, das ein rotfluoreszierendes Protein kodiert, verwandt mit EGFP
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2.1.1.5 Enzyme und Reaktionspuffer

2.1.1.5.1 Restriktionsenzyme

Samtliche DNA-Restriktionen wurden mit den 10fach konzentrierten Reaktionspuffern der
Firma Promega GmbH, 68199 Mannheim ausgefuhrt (Enzyme, flr die in diesem
Puffersystem keine Informationen verfiigbar waren, wurden mit den Puffern verwendet,
die zusammen mit dem jeweiligen Enzym geliefert worden waren). Die eingesetzten DNA-

Restriktionsenzyme sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengestellt.

Tabelle 2 - verwendete Restriktionsenzyme

Restriktions- Erkennungs- Hersteller:
enzym. sequenz:

Age | A|CCGGT Promega GmbH, Mannheim

Bal | TGG|CCA Promega GmbH, Mannheim

BamH | G|GATCC Promega GmbH, Mannheim

Bcu | (Spe I) A|CTAGT Fermentas Lifesciences, Leon-Rot
Bal Il A|GATCT Promega GmbH, Mannheim

Cla | AT |CGAT Promega GmbH, Mannheim

EcoR | GJAATTC Promega GmbH, Mannheim

EcoR V GAT|ATC Promega GmbH, Mannheim

Hind Il A|JAGCTT Promega GmbH, Mannheim

Hpa | GTT|AAC New England Biolabs, Ipswich, USA
Kpn | GGTAC|C New England Biolabs, Ipswich, USA
Miu | A|CGCGT New England Biolabs, Ipswich, USA
Mst | TGC|GCA Fermentas Lifesciences, St. Leon-Rot
Nae | G|CCGGC Promega GmbH, Mannheim

Nco | C|CATGG New England Biolabs, Ipswich, USA
Nhe | G|CTAGC New England Biolabs, Ipswich, USA
Not | GC|GGCCGC | New England Biolabs, Ipswich, USA
Nsi | ATGCA|T New England Biolabs, Ipswich, USA
Pst | CTGCA|G New England Biolabs, Ipswich, USA
Pvu Il CAG|CTG New England Biolabs, Ipswich, USA
Sac | GAGCT|C New England Biolabs, Ipswich, USA
Sac |l CCGC|GG Fermentas Lifesciences, St. Leon-Rot
Sal | G|TCGAC New England Biolabs, Ipswich, USA
Stu | AGG|CCT Promega GmbH, Mannheim

Vsp | AT |TAAT Fermentas Lifesciences, St. Leon-Rot
Xba | T|CTAGA New England Biolabs, Ipswich, USA
Xho | C|TCGAG New England Biolabs, Ipswich, USA

Das Symbol | innerhalb der Restriktionsenzym-Erkennungssequenz kennzeichnet die

Stelle, an welcher die DNA geschnitten wird.
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2.1.1.5.2 weitere Enzyme und Mononukleotide

alkal. Phosphatase (aus Schrimps)  Fermentas Lifesciences, St. Leon-Rot

RNase A Fermentas Lifesciences, St. Leon-Rot
Taq DNA Polymerase, rekomb. Fermentas Lifesciences, St. Leon-Rot
Pfu DNA Polymerase, recomb. Fermentas Lifesciences, St. Leon-Rot
T4-Ligase Fermentas Lifesciences, St. Leon-Rot
T4 Polynucleotid Kinase Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Klenow Fragment (DNA Polymerase Fermentas Lifesciences, St. Leon-Rot

| large Fragment)
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)  Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Mononucleotide fir die PCR

2.1.1.6 DNA-Marker

pUC19 Msp | digest Fermentas Lifesciences, St. Leon-Rot
® X174 DNA Hae lll digest. New England Biolabs, Ipswich, USA
Lambda DNA Hind Il digest. New England Biolabs, Ipswich, USA

2.1.1.7 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit bendtigten Oligonukleotide wurden durch die Firma MWG Biotech,
Ebersberg, synthetisiert und in lyophilisierter Form geliefert. Die Rekonstitution erfolgte
mit ddH20%* zu einer 100 pM Stammldsung. Dabei wurde zunachst 50 pl ddH20 auf das
Lyophilisat gegeben und flr eine halbe Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, damit sich
die Oligonukleotide durch Aufquellen I6sen konnten. Anschlieend wurde in Portionen die
erforderliche Wassermenge erganzt und vorsichtig mit der Kolbenhubpipette gemischt
(angeschnittene 1000 pl Pipettenspitze), um potentielle Scherkrafte, die die
Oligonukleotide zerstéren kdnnten, moglichst zu verhindern. Als Arbeitslésung wurde ein
Aliquot der Stammlésung auf 10 pM verdinnt. Dieses Vorgehen bot gleichzeitig Schutz
vor einer moglichen Kontamination der Stammldsung. Die folgende Tabelle enthalt eine

Ubersicht aller verwendeten Primer. Im Anhang finden sich auRerdem eine detaillierte

% 4dH20 = Reinstwasser, das entweder dopppelt destilliert bzw. zweifach demineralisiert ist
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Darstellung der Bindungssequenzen der ,D“-Primer im Bereich der Homologieregion AB
(10.2) sowie die Temperaturprotokolle, mit denen die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

ausgefuhrt wurde (vgl. 10.3.1).

Tabelle 3 - verwendete Oligonucleotide

Bezeichnung: | Oligonukleotidsequenz: Verwendungszweck:

Seq-pGl3-a-Luc | 5-TTCAGGTTCAGGGGGAGGT-3 fwd Primer zur Amplifika-
fwd tion klonierter Fragmente in
die BamH | Schnittstelle
von pGl3-Basic

Seq-pGl3-a-Luc | 5-TAAGTGCGGCGACGATAGTC-3' | fwd Primer zur Amplifika-
rev. tion klonierter Fragmente in
die BamH | Schnittstelle
von pGl3-Basic

S5NFKB-Fas 5-GAGAGTCTTAGGATCCACTGGG | Matrize zur Generierung

i 31
ATTGCCTGGGATTGCCTGGGATTG | &ines  Sfachen  NFKB™4
CCTGGGATTGCCTGGGATTGCCGT | Fragments  aus  dem
AGATCTGCTTCGTTG-3’ Fascin-Promotor

SNFKB-Fas-fwd | 5-GACAGTCTTAGGATCCAC-3’ fwd Primer z. Generierung
eines  Sfachen  NFKB-
Fragments aus dem

Fascin-Promotor

S5NFKB-Fas-rev | 5-CAACGAAGCAGATCTAC -3’ rev Primer z. Generierung
eines  Sfachen  NFKB-
Fragments aus dem

Fascin-Promotor

pZErO-5xNFKB BamH | fwd. Primer zur Amplifika-

fwd 5.CTAGGATCCGCGTTGGCCGATT | fion des  Sfach  Fascin,

*" NFKB = nuclear factor KB = Transkriptionsfaktor
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CATTA-3 NFKB-Fragments, kloniert
in pZErO2.1
pZErO-5xNFKB Bal Il rev. Primer zur Amplifika-
rev 5 TGGAGATCTGATGGATGCGGAA | tion des  Sfach  Fascing
NFKB-Fragments, kloniert
AGTCC-3
in pZErO2.1

M13pZErO-fwd | 5-CAGGAAACAGCTATGACCA -3’ fwd. Primer zur Amplifika-
tion klonierter Fragmente in
die MCS von pZErO2.1

M13pZErO-rev. | 5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’ rev. Primer zur Amplifika-
tion klonierter Fragmente in
die MCS von pZErO2.1

phF-D1 5-ATCTTCCCCCGCGCACT-3’ fwd. Primer zur Amplifika-
tion des Fragments D1D4

phF-D2 5-CTGAGACCTTGTGGGCAGC -3 fwd. Primer zur Amplifika
tion des Fragments D2D4
und D2D5

phF-D3 5-AAGCCTCAGCCTTCGGTG-3’ fwd. Primer zur Amplifika-

tion des Fragments D3D5

pHF-D4 5-GGACATGGTGCTGGCTAC-3 rev. Primer zur Amplifika-
tion des Fragments D1D4
und D2D4

phF-D5 5-CCCACCTGGTGGTGAGTGG-3 rev. Primer zur Amplifika-
tion des Fragments D2D5
und D3D5

phF-D6 5-GGACATTCCCTGCAGACACC-3 | rev. Primer zur Amplifika-

tion ders Fragmente D1D6
und D2D6

phF-D7 5-CACCGAAGGCTGAGGCTT-3’ rev. Primer zur Amplifika-
tion der Fragmente D1D7
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und D2D7

phF-Pvu-fwd

5'-AGGACACATTTCCTGGCAGC-3

fwd. Primer zur Amplifika-
tion klonierter Fragmente in
die Pvu lI-Schnittstelle des

Fascin-Promotors

phF-Pvu-rev

5'-GTGAGTGAGCCCTGGTCCAC-3’

rev. Primer zur Amplifika-
tion klonierter Fragmente in
die Pvu lI-Schnittstelle des

Fascin-Promotors

phFas2.7Bal-I-
fwd

5-AGTGCAGGTGCCAGAACATT-3

fwd. Primer zur Amplifika-
tion klonierter Fragmente in
die Bal I-Schnittstelle des|

Fascin-Promotors

phFas2.7Bal-I-

rev

5-TGCTTCAAATGGGTTTACCG-3

rev. Primer zur Amplifika-
tion klonierter Fragmente in
die Bal I-Schnittstelle des|

Fascin-Promotors

2.1.1.8 Puffer und Losungen
EDTA 0,5 M-Lsq:

EDTA 0,5M
1 N NaOH-Lsg. g.s.
dd H20

die 1 N Natronlauge diente zur Einstellung des pH-Werts auf 8,0

DNA-Auftragspuffer (Gelladepuffer):

Glycerol 85 %

0,5 M EDTA-Lsg

SDS

Bromphenolblau

Xylene Cyanol
dd H20

35,00 % (v/v)

10,00 % (v/v)
0,50 % (m/m)
0,01 % (m/m)
0,01 % (m/m)
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3 M Na-Acetat-Lsqg. pH 5,2:

NaAcetat 3M
Essigsaure konz. q. s.*?
dd H20

die konz. Essigsaure diente zur Einstellung des pH-Werts auf 5,2

Tris-Borat-EDTA-Puffer 10fach konz. - 10 x TBE:

Tris 890 mM
Borsaure 890 mM
EDTA 25 mM
dd H20

Die Substanzen wurden in Wasser geldst und die Losung dann autoklaviert. Eingesetzt
wurde die Losung als 1fach konzentrierter Laufpuffer (1 zu 10 mit Aqua bidest. verdunnt),

dabei wurde der pH Wert mit 1 N Salzsaure auf 8,3 eingestellt.

TE-Puffer:

Tris 10 mmol
EDTA 1 mmol
1 N HCI g. s.

dd H20

Die 1 N Salzsaure diente zur Einstellung des pH-Werts auf 7,5

2.1.1.8.1 Losungen fiir die Isolierung von Plasmid-DNA

Puffer 1 — Bakterien-Resuspensionspuffer:

EDTA 10 mM
TRIS 50 mM

1 N HCI qg.s.
RNase A 100 pg / mi
dd H20

mit der 1 N Salzsaure wurde der pH-Wert auf 8,0 eingestellt, die Losung bei 4 °C gelagert

%2 q. s. = quantum satis = so viel, wie nétig

Seite 26 von 201



2 - Material und Methoden

Puffer 2 — Lysepuffer:

NaOH 200 mM
SDS 1% (m/m)
dd H20

Puffer 3 — Neutralisierungspuffer:

Kaliumacetat 2,8M
dd H20
pH-Wert mit Essigsaure auf 5,1 eingestellt

Séaulenaquilibrierungspuffer:

Tris 100 mM
Isopropanol 15 % (v/v)
Kaliumchlorid 900 mM
Triton X-100 0,15 % (v/v)
dd H20

pH-Wert auf 6,3 mit konz. Phosphorsaure eingestellt

Saulenwaschpuffer:

Tris 100 mM
Isopropanol 15 % (v/v)
Kaliumchlorid 1,15 M

dd H20

pH-Wert auf 6,3 mit konz. Phosphorsaure eingestellt

Elutionspuffer:

Tris 100 mM
Isopropanol 15 % (v/v)
Kaliumchlorid 1,5M

dd H20

pH-Wert auf 8,5 mit konz. Phosphorsaure eingestellt
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STET-Puffer:

Saccharose 8 % (m/m)
Triton-x-100 5% (viv)
Tris 50 mM
EDTA 50 mM
1N NaOH g. s.

dd H20

mit der 1 N Natronlauge wurde der pH-Wert auf 8,0 eingestellt

Lysozym-Lsg. 1 %:

Lysozym, lyo. 1 % (m/m)
dd H20

die Lésung wurde jeweils frisch vor Gebrauch hergestellt

2.1.1.8.2 Bakterienmedium

LB-Medium:

NaCl 1,0 % (m/m)
Bacto-Trypton 1,0 % (m/m)
Hefeextrakt 0,5 % (m/m)
1 N NaOH g. s.

dd H20

Die Natronlauge diente zum Einstellen des pH-Werts auf 7,5. Das LB-Medium wurde vor
Gebrauch bei 121 °C, 20 min, 1 bar Uberdruck (gespannt, gesattigter Wasserdampf)
autoklaviert und bis zum Verbrauch bei Raumtemperatur gelagert. Fir Vor- bzw.
Ubernachtkulturen wurde, je nach verwendetem Vektor, dem Medium Ampicillin (100
pgg/ml) bzw. Kanamycin (30 pg/ml) zugegeben. Dazu wurden 100fach konzentrierte

Antibiotika-Stammlésungen verwendet.

LB-Agar-Platten:

Agar Agar 1,5 % (m/v)
LB-Medium
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Zum Ausplattieren von Bakteriensuspensionen® wurden LB-Agar-Platten hergestellt.
Dazu wurde dem LB-Medium vor den Autoklavieren die entsprechende Menge Agar Agar
zugegeben und das Medium wie oben beschrieben autoklaviert. Die resultierende sterile
Ldsung wurde auf ca. 50 °C abgekuhlt und unter der Sterilbank die entsprechende Menge
des jeweiligen Selektionsantibiotikums zugesetzt und gemischt. Danach wurde das so
vorbereitete Medium auf Petrischalen mit 10 cm Durchmesser verteilt (ca. 10 — 15
ml/Platte) und die Losung bei Raumtemperatur ausharten gelassen. Nach dem Ausharten
wurden die LB-Platten noch mehrere Stunden bei Raumtemperatur Uber Kopf gelagert,
um entstandenes Kondenswasser verdunsten zu lassen. Die Agar-Platten wurden,
weiterhin Uber Kopf, bei 4 °C, dunkel aufbewahrt und langstens 2 Monate nach

Herstellung verwendet.

Bakterien-Einfriermedium:

LB-Medium 50 % (v/v)
Glycerol 85 % 50 % (v/iv)
Vor Zugabe des Glycerols wurde das LB-Medium autoklaviert. Die Bakterien wurden mit

1,5 ml Einfriermedium in 2 ml Einfrierréhrchen aus Polypropylen bei -70 °C gelagert.

CaCl2-Lsqg. 0,1 M - (zur Herstellung chemokompetenter Zellen):

Calciumchlorid 100 mM
dd H20

vor Verwendung autoklaviert

3 2.B. nach der Transformation von Plasmid in Bakterien
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2.1.1.9 Bakterienstamme

Tabelle 4 - verwendete Bakterienstamme

E.coli-Stamm : Genotyp :

TOP10 F~ mcrA, D(mmr-hsdRMS-mcrBC), ®80lacZDM15, DlacX74, deoR,
recA1, araD139, D(ara-leu)7697, galU, galK, rspL(Str"), endA1,
nupGI™ - (vgl. Grant S. G.N. et al. 1990: Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87: 4645-49

XL1Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ proAB lac19
ZAM15 Tn10 (Tet®)] — Stratagene, La Jolla, 92037 CA, USA
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2.1.2 Material fiir die Kultivierung / Transfektion von Saugerzellen

2.1.2.1 Gerate
Brutschranke,

COs-Inkubatoren

Durchflusszytometer

Einfrierdose

Elektroporator

Fluoreszenzmikroskop

Klhlzentrifuge
Lichtmikroskope

- Zahlmikroskop
Nukleofektionsgerat
Pipettierhilfe, elektrisch

Sterilwerkbanke

Stickstofftank

Wasserbad

Zell-Zahlkammer

Zahlhilfe
LZytospin“ Zentrifuge

MCO-17AIC, Sanyo Electric Biomedical & Co Ltd,
Moriguchi City, Osaka, Japan

FACS Calibur®, Becton Dickinson, San Jose, USA,
Software: Cellquest® Pro

Nunc GmbH & Co KG, 65203 Wiesbaden

GenePulser® X-Cell, Biorad Laboratories, Hercules,
USA

DMIRB, Leica microsystems, Bensheim, Kamera
DFC350FX (S/W), DFC280 (Farbe), Software: Leica
IM50, Leica FW4000

Z400K,Hermle Labortechnik GmbH, Weihingen

CKX41, Olympus Europa GmbH, Hamburg

Axiostar plus, Zeiss AG, Oberkochen

Nucleofector I, Amaxa GmbH, Koln

Pipetus akku, Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Holten LaminAir Modell 1,8, Holten-Jouan Nordic A/S
3400, Alleréd, Denmark

Locator® PlusThermolyne Type CY50900, Barnstead
International, Dubuque, lowa 52001, USA

Typ 1004 GFL, Burgwedel

Neubauer improved, Ref. 0640010, 0,1 mm — 0,0025
mm?, P. Marienfeld, Lauda-Kénigshofen

Upgreen counters, Upgreen Corp., Taiping, Taiwan
Shandon Cytospin 4, ThermoElectron corporation,

Astmoor, Runcom, Cheshire, UK
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2.1.2.2 Losungen, Puffer, Kulturmedien

Samtliche Medien und Stammlésungen zur Kultur der Saugerzellen wurden von der
Firma: PAA Laboratories GmbH, A-4061 Pasching bezogen:

Kulturmedien: DMEM (hoher Glucosegehalt), IMDM, RPMI 1640
- FCS Gold — fotales Kalberserum

- L(+)-Glutamin-Lsg. 200 mM in 1x PBS

- Na-Pyruvat-Lsg. 100 mM in 1x PBS

- Penicillin 10° 1U/ml - Streptomycin 10 mg/ml in 1x PBS

- Trypsin 0,5% (m/v)-EDTA 0,2% (m/v) in 1x PBS

Fotales Kalberserum (FCS):

Die Qualitat des verwendeten FCS wurde durch ein Analysenzertifikat bestatigt. Es wurde
bereits durch den Hersteller steril filtriert und auf Mycoplasmen, Endotoxin, Viren und
Bakterien getestet. FUr den Einsatz zur Kultivierung der verwendeten Zelllinien wurde das
FCS fur 30 Minuten bei 56 °C im Wasserbad inkubiert. Dieser Prozess dient der
Inaktivierung von Komplement-Faktoren. Fur die langerfristige Verwendung wurde das
FCS aliquotiert und bei -20°C eingefroren. FCS dient den Zellen als Nahrstoffquelle und

enthalt u. a. verschiedene Wachstumsfaktoren.

Daruber hinaus bendétigte Arbeitslosungen wurden mit doppelt deionisiertem Wasser aus

der institutseigenen Reinstwasseranlage angesetzt:

1x PBS:
Dulbeccos’s PBS 1 % (m/m) (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
dd H20

Nach Auflésen des Pulvers wurde der pH-Wert gepruft, bei Abweichung mit 1 N NaOH
bzw. 1N HCI auf 7,4 eingestellt, und die Losung autoklaviert
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Trypanblau:

Trypanblau-Lsg 0,4 % 20 % (v/v) (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
1x PBS-Lsg 80 % (v/v)

Trysin-EDTA-Lsq:

Trypsin 0,5% (m/v)-EDTA
0,2% (m/v)-Stammisg. 10 % (v/v) (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
1x PBS

Fixierlosung fir Dapi-Farbung:

Methanol 75 % (v/v)
Essigsaure 25 % (v/v)

DAPI-Farbelésung:

DAPI-Stammlsg. (50ug/ml) 0,1 % (viv)
1x PBS-Lsg

FACS-Medium:

FCS 1 % (v/v) (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
Natriumazid 0,1 % (m/v) (C.I Roth GmbH, Karlsruhe)
In 1x PBS

FACS-Fix II:

Paraformaldehyd 0,7 % (m/v) (C. Roth GmbH, Karlsruhe)

In 1x PBS

Das Tragermedium fiir die Durchflusszytometrie, FACS-Flow® (Sheath Fluid), wurde von
BD (Becton Dickinson), San Jose, CA, USA bezogen.
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2.1.2.3 Saugerzellkulturmedien

DMEM (HaCaT-Zell-linie):

DMEM 0,821 % (m/m) (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
NaHCO3 0,37 % (m/m)

Glucose 0,45 % (m/m)

FCS A+ 10,00 % (v/v) (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
Na-Pyruvat 1 mM

IMDM (XS106-Zellinie):

IMDM 1,75 % (m/m) (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
NaHCO3 0,3 % (m/m)

FCS A+ 10,0 % (v/v) (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
NS47 Uberstand 5,0 % (V/V)

Na-Pyruvat 1 mM

GM-CSF (murin) 10-6 % (m/m)

IMDM (NS47-Zellinie):

IMDM 1,75 % (m/m) (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
NaHCO3 0,3 % (m/m)

FCS A+ 10,0 % (v/v) (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
Na-Pyruvat 1 mM

RPMI1640 (SP37A3-Zellinie):

RPMI1640 1,01 % (m/m) (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
NaHCO3 0,2 % (m/m)
FCS A+ 10,0 % (v/v) (PAA Laboratories GmbH, Pasching)

GM-CSF (murin) 10-6 % (m/m)
M-CSF (murin) 5x10-6 % (m/m)
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RPMI1640 (fir die DC-Kultur):

RPMI1640 1,01 % (m/m) (PAA Laboratories GmbH, Pasching)

NaHCO3 0,2 % (m/m)

Vollblutserum A+ 2% (v/v)

Alle aufgefiihrten Zellkulturmedien wurden mit L(+)-Glutamin (2mM’) und Penicillin
(10° U/L*) / Streptomycin (100 mg/L*) supplementiert.
(' — Endkonzentration!)

2.1.2.4 Zytokine, Prostaglandin E2

Die Generierung der DC erfolgte durch Differenzierung primarer Monozyten unter
Verwendung verschiedener rekombinanter humaner Zytokine: Interleukin 4 (ll-4),
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierungsfaktor (GM-CSF), Interleukin 1B (IL-
18), Tumornekrosefaktor a (TNF-a) und Prostaglandin E, (Arachidonsaurederivat,
synthetisch hergestellt). Diese wurden dem Kulturmedium als Stimulus zugesetzt. Die
Zytokine wurden in lyophilisierter Form von AL Immunotools GmbH, Freisoythe bezogen
und gemal den Empfehlungen des Herstellers in 1x PBS rekonstituiert. Um
QualitatseinbuRen zu vermeiden, wurden die Zytokine bedarfsgerecht portioniert und die
Aliquote bei -70 °C eingefroren. Das Prostaglandin E; (PGE2) war von Axxora Dt. GmbH,

Griunberg. Es wurde in absoluten Ethanol gelost und ebenfalls aliquotiert eingefroren.

FUr die Kultur der XS-106 bzw. SP37A3-Zellen wurde Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie-Stimulierungsfaktor (GM-CSF) und Makrophagen-Kolonie-Stimulierungsfaktor (M-
CSF, nur SP37A3-Zellen) murinen Ursprungs benotigt. Diese Faktoren wurden in Form
rekombinanter muriner Proteine von AL Immunotools GmbH, Freisoythe bzw. tebu-bio
GmbH, Offenbach bezogen. Die Rekonstitution der lyophilisierten Zytokine erfolgte nach
Empfehlungen der Hersteller. Auch diese Zytokine wurden in Aliquots bei -70°C

eingefroren.

2.1.2.5 Antikorper

Die Generierung der DC erfolgte aus primaren Monozyten, die ihrerseits aus Buffy Coats
isoliert wurden. Um Informationen Uber den Erfolg der Praparation und den Reinheitsgrad
der Monozytenkultur zu gewinnen, wurden Antikorper gegen die Oberflachen-Marker
CD14 (Monozyten — Klon TUK4), CD19 (B-Lymphozyten — Klon HD37) und CD3 (T-
Lymphozyten — Klon 4CHT1) eingesetzt.
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Zur Dokumentation des Reifegrades der generierten DC wurden Antikdrper gegen die
Zelloberflachen-Marker CD54 (Klon 6.5B5), CD83 (Klon HB15e), bzw. CD86 (Klon B4G3)
verwendet. Alle genannten Antikdrper sind in der Maus generiert, FITC-markiert und vom
Subtyp 1gG1 (Ausnahme: CD14 — IgG2a). Als Kontrolle wurde der entsprechende Isotyp
IgG1-FITC bzw. IgG2a-FITC verwendet. Die Antikérper wurden alle von der Firma Dako
Corp. Carpinteria, CA, USA bezogen.

Tabelle 5 - eingesetzte Antikorper

Antikorper Klon Isotyp | Markie | Hersteller

rung
Maus IgG1 Isotyp lgG1 FITC Dako Corp. Carpinteria, CA
Maus IgG2a Isotyp IgG2a | FITC Dako Corp. Carpinteria, CA
Maus-antihuman CD3 4CHT1 | 1gG1 FITC Dako Corp. Carpinteria, CA
Maus-antihuman CD14 TuK4 IgG2a | FITC Dako Corp. Carpinteria, CA
Maus-antihuman CD19 HD37 | 1gG1 FITC Dako Corp. Carpinteria, CA
Maus-antihuman CD54 6.5B5 | IgG1 FITC Dako Corp. Carpinteria, CA
Maus-antihuman CD83 HB15e | IgG1 FITC Dako Corp. Carpinteria, CA
Maus-antihuman CD86 B463 IgG1 FITC Dako Corp. Carpinteria, CA
Ratte anti-Maus CD54 BE29G1| IgG2a | PE Abcam plc. Cambridge, UK
Ratte anti-Maus CD273 TY25 |I1gG2a | PE BD Biosciences
Ratte anti-Maus CD274 MIHS |I1gG2a | PE BD Biosciences
Ratte anti-Maus CD275 HK5.3 | 1gG2a | Biotin BD Biosciences
Ratte anti-Maus CD86 GI-1 IgG2a | ohne R & D Systems, Wiesbaden
Ratte anti-Maus CD40 1C10 |I1gG2a | ohne NatuTec GmbH, Frankfurt
Armenian Hamster 1610A1| IgG ohne NatuTec GmbH, Frankfurt
anti-Maus CD80
Ratte 1gG2a Isotyp R3595 | IgG2a | ohne BD Biosciences
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Sekundarantikorper

Esel anti-Ratte 19G F(ab’), IgG Cy-2 Dianova GmbH, Hamburg
Ziege anti-Ratte IgG F(ab’), I(gH(;rL) PE Dianova GmbH, Hamburg
Ziege anti-Armenian I(gH(;rL) FITC NatuTec GmbH, Offenbach
Hamster IgG (H+L)
Konjugat

| Streptavidin-PE-Konjugat | --- = | PE | BD Biosciences, La Jolla |

2.1.2.6 Transfektionsreagentien und Losungen:

Fur die Lipofektion:

Transfektionsreagenz GenePorter, GeneTherapy Systems Inc., San Diego, USA

Fur die DEAE-Dextran-Transfektion:

Chloroquin-Stammlsg: DEAE-Dextran-Stammlsg:
Chloroquin 0,2 % (m/v) DEAE-Dextran 1% (m/v)
dd H20 dd H20

Beide Losungen wurden vor Gebrauch sterilfiltriert, Lagerung bei 4°C

Fir die Calciumphosphat-Kopréazipitation:

2x HBS-Stammisg: Calciumchlorid-Stammlsg:
HEPES 50,0 mM CaCl2 x2H20 2,5 M
NaCl 280,0 mM dd H20

Na2HPO4 x 12H20 1,5mM

1 N NaOH g.s.

dd H20

Beide Losungen wurden vor Gebrauch sterilfiltriert, Lagerung bei 4°C. Die 2xHBS-L6sung

wurde mit 1N NaOH auf pH 7,1 eingestellt
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2.1.2.7 weitere Verbrauchsmaterialien

Deckglaschen

Einfrierrohrchen

Elektroporations-

kivetten

FACS-Ro6hrchen

Filteraufsatz

Membranfilter

Objekttrager

Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten

Zellkulturschaber

24 x 24 mm

Cryo.S steril, 2 ml

Equibio 0,2 cm

5 x 1 cm, unsteril

Porengréle: @ 0,2 pm,

Filtrationsvolumen: 500 ml
fur wassrige Losungen,
PorengréfRe: & 0,2 ym
1:3 Zoll

75 cm2, 200 ml

25 cm2, 40 ml
6 und 12 Napfe / Platte

steril, 24 cm, 13 mm

Marienfeld GmbH & Co KG,
Lauda-Kdnigshofen

Greiner Bio-one, Fricken-
hausen

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Greiner Bio-one, Fricken-
hausen

Biochrom AG, Berlin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Marienfeld GmbH & Co KG,

Lauda-Konigshofen

Greiner Bio-one, Fricken-
hausen

Biochrom AG, Berlin

Greiner Bio-one, Fricken-
hausen

Biochrom AG, Berlin
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2.1.2.8 Saugerzell-Linien

HaCaT: ist eine Keratinozytenzelllinie, die als spontan in vitro transformierte Zelllinie aus
adulter Haut etabliert wurde (Boukamp et al.; 1988). Die Kultur der HaCaT-Zellen erfolgte
in DMEM.

XS106: reprasentiert eine murine DC-Linie mit fortgeschrittenem Reifestatus (Xu et al.;
1995). XS106 Zellen wurden in IMDM Kkultiviert.

NS47: Bei den NS47 handelt es sich um eine murine Fibroblastenlinie (Schuhmachers et
al.), die 1995 erzeugt wurde. Sie diente zur Gewinnung des M-CSF-haltigen Uberstandes,
der zur Kultur der XS106 Zellen bendtigt wurde. NS47 wurden ebenfalls in IMDM

kultiviert.

SP37A3": Diese murine DC-Linie wurde nach dem Protokoll von Winzler und Mitarbeitern
(1996) generiert. Die SP37A3-Linie zeigt den Phanotyp unreifer dendritischer Zellen,
kann aber durch Zugabe der Zytokine TNF-a und IL-1B zu komplett ausgereiften DCs
differenziert werden. Die Kultur der SP37A3" erfolgte in RPMI1640.

2.1.3 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Einmalpipetten steril, 10 ml Greiner Bio-one, Fricken-
hausen
Parafilm Parafim® M Alcan Inc., Neenah, USA
Petrischalen @6 cm Biochrom AG, Berlin
Jd 10 cm Hartenstein, Wirzburg
Pipettenspitzen fir Eppendorf bzw. Gilson- Sarstedt AG & Co, Nurnbrecht

Pipetten: weild - 10 pl, gelb -
200 pl, blau - 1000 pl
Reaktionsgefalie 1,5 ml Volumen Sarstedt AG & Co, Nurnbrecht
2,0 ml Volumen
Thermotube (fiur PCR), Peqglab Biotechnologie,
Erlangen
Zentrifugenrohrchen 15 ml Volumen, Spitzboden  Greiner  Bio-one, Fricken-

50 ml Volumen, Spitzboden hausen
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

Alle molekularbiologischen Arbeiten wurden mit sterilisierten Arbeitsgeraten und soweit

maglich sterilen Verbrauchsmaterialien durchgefihrt.

2.2.1.1 Bakterienanzucht

Von den eingesetzten Bakterienstammen wurden fur alle nachfolgenden Arbeiten
zunachst Einzelkolonien bendtigt. Dazu wurden Agarplatten, die bei 4°C gelagert waren,
auf Raumtemperatur (RT) vorgewarmt und auf der Schalenunterseite beschriftet. 50 pl
der Bakteriensuspension wurden auf dem LB-Agar ausplattiert. Die Agarplatte wurde bei
37 °C Uber Nacht in einem Brutschrank inkubiert. Ca. 12 h spater wurde das Wachstum
der Bakterien auf der Agarplatte anhand der Anzahl von Einzelkolonien beurteilt. Mittels
einer Impfose aus Platindraht wurde eine Einzelkolonie enthommen und in 1 — 5 ml LB-

Medium Uberflhrt. Der beimpfte Ansatz diente zur Herstellung einer Vorkultur.

2.2.1.2 Herstellung Chemokompetenter Zellen

Fir die Transformation von Plasmid-DNA oder Ligationsansatzen wurden kompetente
Bakterien bendétigt. Die Herstellung von chemokompetenten Zellen erfolgte mit der
Calcium-Chlorid-Methode: Dazu wurde eine Einzelkolonie des entsprechenden
Bakterienstamms in 5 ml LB-Medium gegeben und Uber Nacht bei 37°C, 180 rpm, auf
dem Bakterienschuttler inkubiert. 1 ml der Vorkultur wurde nach ca. 15 h im Verhaltnis
1:100 mit frischen LB-Medium expandiert und der Kulturansatz erneut bei 180 rpm, 37°C
auf dem Bakterienschuttler geschuttelt. Sobald die Kultur eine ODgo von 0,4 aufwies,
wurde der Ansatz auf 4°C abgekuhlt. Die weiteren Arbeiten erfolgten bei 4°C. Vom
Kulturansatz wurden je 8ml in sterile Zentrifugenréhrchen abgeftllt und 5min bei 5000rpm,
4°C zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstands wurde das Zellpellet in 8 ml 0,1M
filtriertem Calciumchlorid (pro Réhrchen) resuspendiert. Es folgte eine Inkubationsphase
von 20 min auf Eis. Nach erneuter Zentrifugation von 5 min, 5000 rpm, bei 4°C wurde der
Uberstand abgegossen und das Pellet in 0,8 ml 0,1M filtriertem Calciumchlorid
aufgenommen. Fur die Konservierung wurden 70 ul DMSO langsam hinzu gegeben, leicht
gemischt und die resultierende Suspension in vorgekihlte 1,5 ml Reaktionsgefalie
abgefullt. Die Lagerung erfolgte bei -70°C. Auf diese Weise behandelte Bakterien konnten

ca. 6 Monate als chemokompetente Zellen verwendet werden.
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2.2.1.3 Transformation chemokompetenter Zellen

Fir die Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Bakterien wurden 0,5 pg auf 50
ul Bakteriensuspension verwendet, bei den Ligationsansatzen wurden 5 ul transformiert.
Die Selektion erfolgreich transformierter Bakterien geschieht auf antibiotikahaltigen LB-
Agarplatten. Die Antibiotikaresistenz wird den Bakterien durch das transformierte Plasmid
vermittelt. Zunachst wurde die entsprechende Menge DNA / Ligationsansatz in geklhlten
1,5 ml Reaktionsgefalden vorgelegt und 50 pl Bakteriensuspension auf Eis zupipettiert
und gemischt. Nach einer Inkubationsphase von 30 min auf Eis wurde ein Hitzeschock
von 2 min bei 42°C im Thermoblock ausgefuhrt und erneut fur 10 min auf Eis inkubiert. Es
folgte die Zugabe von 300 pl vorgewarmtem LB-Medium. Nach einer Inkubationsphase
von 1 h bei 37°C, 400 rpm (Eppendorf Thermomixer) zur Ausbildung der
Antibiotikaresistenz wurden bei transformierter Plasmid-DNA 50 ul, bei Ligationsansatzen
die kompletten 350 pl auf der Agarplatte verteilt und die Suspension antrocknen lassen.
Die ausplattierten LB-Agarplatten wurden Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank gelagert
und ca. 12 h spater der Erfolg der Transformation anhand der gewachsenen

Einzelkolonien beurteilt.
2.2.1.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

2.2.1.4.1 ,,Koch“-Methode

Fir das Durchmustern von Klonen zur Uberprifung auf das korrekte Insert nach der
Klonierung wurde eine Methode bendtigt, die schnell, kostengunstig und robust
einzusetzen war. Das ideale Verfahren fur diesen Zweck wurde in der ,Koch“-Methode
(modifiziert nach Holmes und Quigley, 1981) gefunden. Einzelkolonien wurden (vgl.
2.2.1.1.) uber Nacht als Vorkultur angezogen. 1,2 ml der Bakteriensuspension wurde in
ein 1,5 ml Reaktionsgefald Uberfuhrt und der Ansatz bei 4°C mit 4000 rpm, 5min lang
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und die Probe auf Eis in 300 pl STET-
Puffer resuspendiert (vgl. 2.1.1.8.2.). 25 ul frisch zubereitete Lysozym-Losung (10 mg/ml)
wurde zugegeben und die Probe fur 2 min gevortext. Anschliel3end wurde der Ansatz bei
98°C, 1 min auf dem Thermomixer inkubiert und danach fur 15 min bei 12000 rpm, RT,
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit der Impfése entfernt, zu der Lésung das gleiche
Volumen Isopropanol (325ul) gegeben und gemischt. Zum Ausfallen der DNA wurde die
Probe 10 min bei -20°C gelagert, danach 10 min bei 4°C, 15000rpm zentrifugiert. Das

resultierende Pellet wurde 2x mit je 300 pl 70%igem Ethanol gewaschen. Die
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Zentrifugationsschritte beim Waschen waren 5 min bei 15000rpm, 4°C. Das DNA-Pellet
wurde nach Trocknen bei RT in 80 yl ddH20 gelost.

2.2.1.4.2 Alkalische Lyse

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte durch alkalische Lyse nach
Birnboim und Doly, 1979. Die Bakterien einer U/N-Kultur wurden zun&chst mittels
Zentrifugation sedimentiert und das Pellet in einem hypotonischen TRIS-Puffer
resuspendiert. Im nachsten Schritt wurde eine alkalische Lésung aus Natriumhydroxid mit
1% (m/m) SDS zugefugt. Dieser Puffer lysiert die Zellen, samtliche Bakterienproteine
werden denaturiert, die dann als SDS-Aggregate vorliegen. Im letzten Schritt wurde die
alkalische Suspension durch Zugabe eines Natriumacetat-Puffers neutralisiert. Die nach
der pH-Wert-Anderung entstandenen weilRen Flocken aus SDS-assoziierten
Zellwandbestandteilen wurden durch Zentrifugation abgetrennt. Der Acetatpuffer liefert die
erforderliche Salzkonzentration, so dass die Nukleinsduren aus dem Uberstand mit

70%igem Alkohol gefallt werden konnten.

2.2.1.4.2.1 Plasmid-Isolierung im KleinmaRBstab — Minipraparation

Die Isolierung der Plasmid-DNA im Kleinmalistab fur Restriktionen und Sequenzierung
erfolgte nach dem unter 2.2.1.5. beschriebenen Verfahren. Verwendet wurde das
Nukleospin-Kit der Firma Macherey-Nagel, Diren, das neben den beschriebenen Puffern
zur Isolierung auch Trennsaulen und Puffer zur weiteren Aufreinigung enthielt. 1,5 ml
einer U/N-Kultur wurden 1 min bei 10000 x g zentrifugiert und das Pellet in 250 pl Puffer
A1 resuspendiert. Zur Lyse der Bakterien wurde das gleiche Volumen Puffer A2
zugegeben und gemischt. Die Neutralisierung erfolgte durch Zugabe von 300 pl Puffer
A3. Die SDS-Aggregate wurden durch Zentrifugation bei 10000 x g, 10 min, RT
sedimentiert. Die weitere  Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte  durch
Affinitatschromatographie mittels Trennsaulchen auf Kieselgelbasis. Die Uberstehende
Lésung wurde durch Zentrifugation bei 10000 x g, 1 min, RT durch die Saule gepresst und
die DNA am Saulenmaterial adsorbiert. Mit 600 ul des ethanolhaltigen Puffer A4 wurde
die Probe unter Zentrifugation bei 10000 x g, 1 min, RT gewaschen. Zur Entfernung von
Fllssigkeitsresten wurde erneut 2min, bei 10000 x g, RT zentrifugiert. Die DNA wurde
durch Zugabe von zweimal 20 pl Puffer AE von der Saule eluiert. Zwischen den
Elutionsschritten wurde fur mindestens 1 min inkubiert; die Gewinnung des Eluats erfolgte
durch Zentrifugation bei 10000 x g, 1 min, RT. Die beiden erhaltenen Fraktionen wurden

vereinigt und gemischt.
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2.2.1.4.2.2 Plasmidisolierung in praparativen Mengen — Midipraparation

Fir die transiente Transfektion von Sauger-Zelllinien wurden groRere Mengen hochreiner
Plasmid-DNA bendtigt. Die Isolation dieser DNA im praparativen Mal3stab erfolgte Uber
das unter 2.2.1.4.2.2 beschriebene Verfahren unter Verwendung des Nucleobond® PC
Midi-DNA-Kits, der Firma Macherey-Nagel: 1 ml einer frisch angesetzten Vorkultur (vgl.
2.2.1.1) wurde 1 : 50 mit neuem LB-Medium expandiert, und die Bakteriensuspension U/N
(mindestens 12h) bei 37°C, 180rpm auf dem Bakterienschuttler inkubiert. Am folgenden
Tag wurde die Bakteriensuspension in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und 15
min bei 6000 x g, RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und das Zellpellet in
4 ml Puffer S1** geldst, anschlieBend wurde 4 ml Puffer S2 (alkalische Lyse) zupipettiert
und in kreisenden Bewegungen gemischt. Nach langstens 5 min Inkubationsdauer, in der
sich die Lbésung deutlich klaren musste, wurden 4 ml des Puffers S3
(Neutralisierungspuffer) hinzugegeben und ebenfalls in kreisenden Bewegungen
gemischt. Zur Pelletierung der entstandenen Protein-SDS-Aggregate wurde 30 min bei
12000 x g, RT, zentrifugiert und die iberstehende Lésung auf eine Nucleobond® AX100
Saule gegeben. Diese Saule war zuvor mit 1,5 ml Aquilibrierungspuffer N2 versetzt
worden, um sie fur die Adsorption der DNA vorzubereiten. Die abzentrifugierte Losung
floss mittels Schwerkraft durch die Saule, das Eluat wurde verworfen. Die Saule wurde
zweimal mit je 10 ml Puffer N3 (ethanolhaltig) gewaschen und das Eluat ebenfalls
verworfen. Um die DNA von der Saule zu waschen wurden 5 ml Puffer N5
(Hochsalzpuffer, vgl. 2.1.1.8.1) zugegeben und die durchgeflossene Losung in einem 50
ml Zentrifugenrohrchen gesammelt. Es folgte eine Prazipitation der Plasmid-DNA durch
Zugabe von 3,5 ml Isopropanol. Der Ansatz wurde gemischt und auf vier 2 ml
ReaktionsgefalRe verteilt, danach 30 min bei 15000 x g, 4°C zentrifugiert. Ein farbloses
Pellet am Rundboden des Reaktionsgefalles lies auf eine erfolgreiche Prazipitation
schlieRen. Der Uberstand wurde abpipettiert. Um den Salzgehalt der Probe weiter zu
erniedrigen, wurde der Ansatz einmal mit 2 ml 70%igem Ethanol gewaschen, 5 min bei
15000 x g, 4°C zentrifugiert und der Uberstand ebenfalls verworfen. Das DNA-Pellet
wurde ca. 15 min bei RT trocknen lassen. Pro 2 ml Reaktionsgefal® wurden 60 uyl ddH20
zugegeben und die DNA bei 60°C, 300rpm auf dem Eppendorf Thermomixer geldst. Die

Ldsungen der 4 Reaktionsgefale einer Probe wurden vereinigt und gemischt.

* hypotonischer Puffer, RNAse A-haltig
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2.2.1.5 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Plasmid-DNA aus der Mini-Praparation wurde aufgrund des geringeren DNA-Gehalts
1:30, die Plasmid-DNA aus der Midi-Praparation 1:100 mit ddH2O verdlinnt. Die
Bestimmung erfolgte am Spektro-Photometer. Gemessen wurde die Absorption bei 260
nm (fur DNA), bei 280 nm (fur Protein) und bei 320 nm zur Bestimmung des Salzgehalts
der Probe. Wichtig war die vollstandige Abtrennung von RNA, denn auch diese liefert eine
Absorption bei 260 nm und wirde die Konzentrationsbestimmung verfalschen. 1 ODys
entspricht 50 ug/ml DNA. Zur Berechnung der DNA-Konzentration musste dieser Faktor
mit der tatsachlich erhaltenen Absorption bei 260 nm und dem Verdlinnungsfaktor
multipliziert werden. Die Bestimmung der Absorption bei 280 nm gibt Aufschluss, wie viel
Protein in der Probe verblieben ist. Der Quotient aus der Absorption bei 260 bzw. 280 nm

kann zur Einschatzung der DNA-Qualitat herangezogen werden.

2.2.1.6 Agarosegelelektrophorese

Zur weiteren Qualifizierung von Plasmid-DNA bzw. zur Analyse von Restriktionen (vgl.
2.2.1.7) oder PCR-Produkten (2.2.1.11) wurde die Agarosegel-Elektrophorese eingesetzt.
Das Verfahren dient zur Auftrennung von DNA-Molekulen unterschiedlicher Grolde in
einer Matrix aus Agarose. Unter Verwendung eines Standards (DNA-Marker) kann
gleichzeitig eine GroRRenbestimmung vorgenommen werden. Die Maschenweite des Gels
wird durch dessen Prozentigkeit bestimmt. Dabei wird die Dichte umso groRer gewahlt, je
kleiner die zu erwartenden DNA-Fragmente sind. Gangige Gewichtsprozente liegen
zwischen 0,8 wund 1,5. Durch Anlegen einer Spannung an horizontale,
puffertiberschichtete Gele wandern die negativ geladenen Nukleinsauren im Elektrischen
Feld zum Pluspol (Anode). Die Wanderungsgeschwindigkeit ist demzufolge abhangig von

Porenweite des Gels und Ladung der DNA.

Die bendtigte Agarosemenge wurde im Erlenmeyerkolben vorgelegt und das
entsprechende Volumen an 1x TBE-Puffer zugegeben. Das Aufkochen der Agarose
erfolgte in der Mikrowelle. Parallel dazu wurde ein Geltrager in die GieRkammer gestellt,
in den 1 bis 2 Gelkdmme zur Ausbildung der Taschen gesteckt worden waren. Nach
Abkuhlen auf ca. 50°C wurde die L6sung auf dem Geltrager verteilt und ausharten lassen.
Das Agarosegel wurde in die Elektrophoresekammer gegeben und mit Puffer
uberschichtet. Nach Entfernen der Gelkdmme wurde die DNA-LGsung, die mit Ladepuffer
gemischt war, in die Taschen des Gels einpipettiert und das Gel bei 100 V je nach

Prozentigkeit und Laufstrecke fur 1 — 2h aufgetrennt. Der Ladepuffer beschwert die DNA-
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Ldsung, damit sie gut in die Taschen pipettiert werden kann. Ein enthaltener Farbstoff
(z.B. Bromphenolblau) dient zur optischen Orientierung der Lauffront. Nach erfolgter
Elektrophorese wurde das Agarosegel fur 15 min in einer Ethidiumbromid-Losung
(50ug/ml) gefarbt. Ethidiumbromid interkaliert in doppelstrangige DNA, die auf diese
Weise im  UV-Licht nachgewiesen werden kann. Die Detektion der
ethidiumbromidgefarbten DNA-Banden erfolgte im UV-Transilluminator (305 nm), der zur

Dokumentation der Gele mit einer Videoeinheit verbunden war.

2.2.1.7 Restriktionsverdau von DNA

Bakterielle Endonukleasen konnen doppelstrangige DNA sequenzspezifisch durch
hydrolytische Spaltung der Phosphodiesterbindungen schneiden. Diese Eigenschaft wird
in der DNA-Analytik ausgenutzt und stellt gleichzeitig die Basis fur Klonierungen dar. Zum
Einsatz kommen sog. Typ-ll Restriktionsenzyme, die ihre Erkennungssequenz meist
innerhalb eines Palindroms von 4 bis 8 Basenpaaren besitzen. Die resultierenden
Spaltenden haben entweder einen 5'- oder 3-Uberhang, oder es entstehen bei der

Restriktion glatte Enden.

Fur qualitative DNA-Restriktionen wurden 0,3 pupg Plasmid-DNA in  einem
Reaktionsvolumen von 15 pl eingesetzt. Verwendet wurde das Puffersystem der Firma
Promega. Der Reaktionsansatz bestand aus der DNA-LOsung, 10 % (v/v) des
enzymspezifischen Puffers, 1-10 |IE Restriktionsenzym, aufgeflllt mit ddH20 auf das
genannte Reaktionsvolumen. Der Verdau wurde flr die meisten Enzyme 1h bei 37°C,
400rpm auf dem Eppendorf Thermomixer ausgefuhrt und im Anschluss der komplette
Ansatz durch Agarosegelelektrophorese (vgl. 2.2.1.6) analysiert. FUr praparative Ansatze
wurden bis zu 2 ug DNA eingesetzt und meist mehrere Stunden verdaut. Ein Aliquot von

0,3 ug wurde zur Analyse auf ein Gel aufgetragen.

2.2.1.8 Aufreinigung von DNA-Molekulen

PCR-Produkte oder DNA-Moleklile, die einem Restriktionsverdau entstammten, wurden
fur ihre weitere Verwendung mit dem Promega Wizard SV Gel and PCR Cleanup System
aufgereinigt. Dazu wurde der Ansatz mit dem gleichen Volumen Puffer ,Membrane
Binding Solution® versetzt und gemischt. Die Aufreinigung erfolgte nach dem Prinzip der
Affinitatschromatographie mit einer Trennsaule, auf die die vorbereitete Losung pipettiert
wurde. Nach einminutiger Inkubation wurde 1 min bei 16000 x g zentrifugiert und die

durchgeflossene Losung verworfen. Zu der gebundenen DNA auf der Saule wurden 700
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Ml Waschpuffer ,Membrane Wash Solution gegeben und 1 min bei 16000 x g
zentrifugiert. Die Saule wurde erneut mit 500 pl Waschpuffer versetzt und 5 min bei 16000
x g zentrifugiert. Durch Zugabe von 40 pl nucleasefreiem Wasser wurde die DNA von der
Saule eluiert. Vor der Zentrifugation bei 10000 x g, 1 min, RT zur Gewinnung des Eluats

wurde die Saule mindestens 1 min mit dem Puffer inkubiert.

Die Aufreinigung eines Restriktionsansatzes, der aus mehreren Fragmenten bestanden
und durch Gelelektrophorese aufgetrennt worden war, wurde ebenfalls mit dem Promega
Wizard SV Gel and PCR Cleanup System durchgefuhrt. Dazu wurde die gewunschte
Bande mit dem Skalpell unter UV-Licht (305 nm) aus dem Gel ausgeschnitten, in ein 1,5
ml Reaktionsgefald tUberfihrt und das Gelstlick gewogen. Pro 100 mg Gelmasse wurden
100 pl Puffer ,Membrane Binding Solution® zupipettiert, und der Ansatz bei 60°C auf dem
Thermomixer aufgeschmolzen. Die entstandene Losung wurde auf eine Trennsaule

gegeben und wie oben beschrieben aufgereinigt.

2.2.1.9 DNA-Ligation & Klonierung
Die DNA-Ligation (Lobban et al.; 1973) ist der wesentliche Reaktionsschritt einer

Klonierung. Durch das Enzym T4-Ligase werden Phosphodiesterbindungen zwischen
zwei DNA-Enden katalysiert. Dabei erfolgt die Verknupfung immer von der 5’-Phosphat-
zu der 3’-OH-Gruppe des anderen Strangs. Sowohl glatte als auch kompatible Enden
werden kovalent verknupft. Die Religation ist die einfachste Reaktion dieser Art. Sie dient
zur Fusion eines linearisierten Vektors (intramolekulare Reaktion). Bei der Klonierung
werden i. d. R. kleinere DNA-Fragmente in einen geschnittenen Vektor einkloniert
(Intermolekulare Reaktion). Durch Restriktion von Vektor und Insert mit dem gleichen
Paar an Restriktionsenzymen kann eine gerichtete Klonierung vorgenommen werden, d.h.
das Insert wird mit einer definierten Orientierung eingeflgt. Intramolekulare
Reaktionsprodukte konnen auf diese Weise nicht entstehen. Durch Entfernen der 5'-
Phosphatgruppe mit dem Enzym alkalische Phosphatase z.B. aus Shrimps (SAP —
Shrimps alkaline Phosphatase) bzw. Kalbern (CIAP — calf intestinal alkaline Phosphatase)
kann bei der Klonierung ebenfalls eine Religation des Vektors unterbunden werden. PCR-
Produkte verfugen Uber keine 5-Phosphatgruppe. Bei der Verwendung eines 5-
dephosphorylierten Vektors muss fur eine erfolgreiche Klonierung an das PCR-Produkt

mittels einer T4-Kinase-Reaktion eine 5’-Phosphat-Gruppe angefligt werden.

Die Dephosphorylierung wurde mit SAP in einem Volumen von 30 pl durchgefiihrt. Der
Reaktionsansatz enthielt neben 1 bis 5 I.U. des Enzyms, 10 % (v/v) des entsprechenden
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10x-Reaktionspuffers und die linearisierte DNA (bis zu 1ug). Die Reaktion erfolgte fir eine
halbe Stunde bei 37 °C, 400rpm auf dem Eppendorf Thermomixer. SAP konnte, im
Gegensatz zu CIAP, nach erfolgter Reaktion hitzeinaktiviert werden (15 min, 60°C).

Der Reaktionsansatz der T4-Kinase-Reaktion bestand neben der DNA aus 10% (v/v) des
10x Reaktionspuffers (enthalt ATP als Kofaktor), 10 I.U. des Enzyms aufgefillt auf 20 ul
mit ddH20. Die Reaktion wurde fur eine halbe Stunde bei 37°C im Thermocycler
durchgefuhrt.

Fiar die DNA-Ligation wurden 200 ng des Vektors eingesetzt. Die Menge an Insert-DNA
berechnete sich nach folgender Formel: m(Insert) = 5 x m(Vektor) x (GroRe Insert/GroRe
Vektor). Das Gesamtvolumen der Reaktion betrug fur intermolekulare Reaktionen 15 l,
fur intramolekulare 20 yl. Neben Vektor und Insert-DNA enthielt der Reaktionsansatz 10%
(v/v) 10xLigase-Puffer®®, 1 -2,5 Weiss-Einheiten (Weiss et al.; 1968) T4-Ligase aufgefiillt
mit ddH20 auf das genannte Volumen. Die Reaktion wurde bei 16°C in Thermocycler
uber Nacht durchgefuhrt.

2.21.10 Klenow-Reaktion

Zum Glatten Gberhangender DNA-Enden, die durch Restriktion oder infolge PCR mit einer
Tag-Polymerase (addiert 5’ ein singulares Adenosin-Nukleotid) entstanden sind, wurde
das ,Klenow“-Enzym verwendet. Die Klonierung in eine Schnittstelle mit glatten Enden
bzw. wenn keine komplementaren Enden vorhanden sind, ware sonst nicht moglich. Der
Reaktionsansatz bestand aus 10 % (v/v) des 10fach konzentrierten Puffers, 1 U Klenow-
Enzym, der DNA und 0,5 mM dNTPs in einem Reaktionsansatz von 30 pl. Die Reaktion
wurde fur eine halbe Stunde bei 25°C im Thermocycler ausgefuhrt. Im Anschluss erfolge
die Hitzeinaktivierung des Enzyms 20 min bei 70°C. Die modifizierte DNA wurde vom
denaturierten Enzym und den restlichen Komponenten des Ansatzes durch eine

Aufreinigung, wie unter 2.2.1.8 beschrieben, gereinigt.

22111 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine in-vitro-Methode zur Amplifikation
doppelstrangiger DNA-Abschnitte unter Verwendung einer hitzestabilen DNA-Polymerase
und zwei sequenzkomplementaren Oligonukleotiden (Saiki et al.; 1988). Zunachst

mussen die Doppelstrange der DNA zu Einzelstrangen denaturiert werden. Dies

% enthalt 10 mM ATP als Kofaktor
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geschieht durch einen Inkubationsschritt bei 95°C, 3 min. Danach wird die Temperatur auf
ca. 55 — 70°C abgesenkt, damit die Oligonukleotide an den jeweiligen Einzelstrang binden
konnen. Die DNA-Polymerase lagert sich an das freie 3'-OH-Ende eines Oligonukleotids
an und startet die Synthese des komplementaren DNA-Strangs. Die optimale
Reaktionstemperatur dieses Enzyms liegt bei 72 — 75°C und wird je nach Lange des zu
amplifizierenden Produkts 1 — 2 min gehalten. Das Ergebnis dieses Zyklus bestehend aus
den drei Reaktionsschritten Denaturierung — Anlagerung — Synthese ist die Amplifikation
des DNA-Bereichs zwischen den Primer-Bindungsstellen. Es liegen nun mehr DNA-
Molekule als Matrizen vor, die im nachsten Zyklus in gleicher Weise verdoppelt werden;
dabei kommt es zu einer exponentiellen Amplifikation des DNA-Abschnitts. Ublicherweise
wurden bei der PCR-Reaktion 25 — 30 Zyklen ausgefuhrt. Bei der Amplifikation von DNA-
Fragmenten, die spater zur Klonierung eingesetzt werden sollen, empfahl sich die
Verwendung der Pfu-Polymerase, die eine geringere Fehlerrate bei der Polymerisierung
besitzt. Fur kleine Fragmente und qualitative Reaktionen konnte die Ubliche Tag-

Polymerase verwendet werden.

Die PCR-Reaktion wurde in einem Ansatz von 20ul im Thermocycler ausgefuhrt. Der
Reaktionsansatz bestand neben 10 — 50 ng DNA aus 2 U Taqg-Polymerase, 10 % (v/v)
des konzentrierten Reaktionspuffers, 10 % (v/v) einer 25 mmol-Magnesiumchlorid-Lsg,
5% (v/v) dNTP-L6osung (10 mmol), den beiden Oligonucleotiden (je 10 pM konz.) und
ddH20. Die Temperaturprogramme fur die jeweiligen PCR-Reaktionen sind im Anhang
unter 10.3 aufgefuhrt. Zur Analyse wurden 3 pl des PCR-Ansatzes auf ein Agarosegel

aufgetragen (vgl. 2.2.1.6)

22112 DNA-Sequenzierung

Zur Ermittlung der genauen Basenabfolge eines DNA-Abschnitts wurde die DNA-
Sequenzierung nach Sanger und Mitarbeitern (Sanger et al.; 1977) eingesetzt. Dabei wird
die DNA-Polymerisierungsreaktion repetitiv nur mit einem Primer durchgeflhrt, so dass
nur der Gegenstrang der Matrize synthetisiert wird. Neben den Ublichen dNTPs sind im
Reaktionsansatz auch basenspezifische 2’,3’-Didesoxynuklectide enthalten, die kovalent
an einen von vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen gebunden sind. Wenn eines
dieser modifizierten Nukleotide bei der Strangsynthese eingebaut wird, kommt es
aufgrund der fehlenden 3’-OH-Gruppe zum Abbruch der Synthese. Es resultiert ein
Gemisch aus unterschiedlich langen Oligonukleotiden, die jeweils ein Fluorochrom am

Ende tragen. Der Reaktionsansatz wird mit einem hochprozentigen, denaturierenden
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Polyacrylamidgel aufgetrennt. Migriert die Bande im Gel durch den Detektionsbereich des
Sequenzierautomaten, wird diese aufgrund des jeweiligen angehangten
Fluoreszenzfarbstoffs mit einem Laser erfasst. Zwei aufeinander folgende Banden im Gel

unterscheiden sich genau in der Lange einer Base.

Fir die Durchfihrung der Einzelstrangsynthese mittels PCR wurde das Reaktionsset Big
Dye Terminator V3.1 der Firma Applied Biosystems nach Angaben des Herstellers
verwendet. Eingesetzt wurden durchschnittlich 400 ng DNA, 8 ul Sequenziermix und 1l
Oligonucleotid (10 pM). Das Temperaturprotokoll fur die Reaktion ist im Anhang 10.3.2
aufgefuhrt. Nach erfolgter PCR-Reaktion wurde die DNA mit 96%igem (v/v) Ethanol und
3M NaAcetat-Losung prazipitiert. Nach Waschen der DNA mit 300 ul 70%igem (v/v)
Ethanol wurde die DNA bei 45°C, 30 min getrocknet und in 25 yl Formamid gelost. Zur
Analyse der Sequenzierung wurde die Probe ins Rechtsmedizinische Institut der
Universitadt Mainz eingeschickt. Der Sequenzvergleich erfolgte unter Verwendung des

Computerprogramms Chromas®.
2.2.2 Methoden der Zellkultur

2.2.2.1 Kulturbedingungen

Alle Arbeiten im Zusammenhang mit Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen
durchgefuhrt. Dazu wurde unter einer Sterilwerkbank gearbeitet, die aufgrund lhrer
laminaren Luftzirkulation eine keim- und partikelfreie Umgebung gewahrleistete. Die
eingesetzten Materialien wurden entweder bereits sterii bezogen oder durch
Autoklavieren bzw. Filtrieren (Porenweite 0,2 — 0,45 ym) in diesen Zustand Uberfuhrt. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in entsprechenden Inkubatoren bei 37°C in gesattigter
Wasserdampfatmosphare und je nach verwendetem Saugerzellmedium unter Zugabe von
5% oder 10% CO,. Das Kulturmedium wurde regelmalig alle 3 — 4 Tage erneuert. Zell-

Linien wurden bei 80%iger Konfluenz geerntet und neu ausgesat.

2.2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde das Verfahren der Hamacytometrie eingesetzt unter
Verwendung einer Neubauer Zahlkammer. Die Zellen wurden geerntet und mit 1 x PBS
gewaschen. Soweit es sich um adharente Zellen handelte, wurden diese zuvor mit 0,01%
Trypsin-0,1% EDTA in 1x PBS (vgl. 2.1.2.2) vom Plastikmaterial der Zellkulturschalen
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abgeldst und danach unter Zugabe eines serumhaltigen Mediums®® homogen gemischt,
so dass eine Einzelzellsuspension entstand. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde
entnommen und im gleichen Verhaltnis mit der unter 2.1.2.2 beschriebenen Trypanblau-
Losung gemischt. 10 pl dieser zubereiteten Zellsuspension wurden unter das
Hamacytometerglaschen der Zahlkammer pipettiert und mit 100facher VergroRerung am
Lichtmikroskop ausgezahlt. Zellen, bei denen die aullere Membran geschadigt ist, sind
durch den Farbstoff Trypanblau blau gefarbt. Der Anteil trypanblaupositiver Zellen lieferte
einen Hinweis auf die Viabilitat der Zellen. Die Berechnung der Zellzahl erfolgte nach
folgender Formel: Anzahl der Zellen in 16 Kleinquadraten x Verdiinnungsfaktor x 10*
(Kammerkonstante). Ausgezahlt wurden mindestens 3 x 16 Kleinquadrate und der

Mittelwert dieser drei Ergebnisse fur die Berechnung zugrunde gelegt.

2.2.2.3 Kryokonservierung - Auftauen von Zellen

Die Langzeitlagerung von Saugerzellen wurde im flussigen Stickstickstoff in speziellen
Einfrierrdhrchen vorgenommen. Zunachst wurden die Zellen geerntet, eine homogene
Suspension bereitet und die Zellen bei 300 x g, 5 min, 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und das Pellet in einem kleinen Volumen Kulturmedium
resuspendiert. Die Zellzahl wurde bestimmt und auf 1 x 10° pro 800 ul Medium eingestellt.
In jedes Einfrierrohrchen (auf Eis vorgekuhlt) wurde 800 pl Zellsuspension abgefullt.
Zusatzlich wurden pro Réhrchen 100 uyl FCS und 100 yl DMSO zupipettiert und gemischt.
DMSO verhindert die Bildung von Eiskristallen wahrend des Einfrierens; die zusatzliche
Serumgabe optimiert das Kulturmedium und reduziert dadurch die Toxizitdt des DMSO.
Die Einfrierrohrchen wurden in eine doppelwandige, mit Isopropanol geflllte Einfrierdose
gestellt und fur drei Tage bei -70°C gelagert. Dieses System gewahrleistete ein
langsames, moglichst schonendes Einfrieren der Zellen. Friihestens nach 72 h wurden

die Einfrierrohrchen in den Behalter mit flissigem Stickstoff Gberfuhrt.

Zum Auftauen eingefrorener Zellen wurde ein Einfrierrdhrchen in ein 37°C warmes
Wasserbad gehalten, bis nur noch ein kleiner Anteil gefrorenen Materials zurtickblieb.
Durch vorsichtiges Mischen mit der Kolbenhubpipette wurde die Zellsuspension
vollstandig aufgetaut und sofort in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt, in das bereits
20 ml warmes Kulturmedium vorgelegt waren. Zur vollstandigen Entfernung des DMSO

wurde der Ansatz bei 300xg, 5 min, 4°C zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.

% inaktiviert das Trypsin
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Das Zellpellet wurde in 15 ml vorgewarmtem Kulturmedium resuspendiert und die
Suspension zur weiteren Kultivierung in eine Zellkulturflasche gegeben (vgl.

Kulturbedingungen 2.2.2.1)

2.2.2.4 Kultivierung humaner DC aus Monozyten

FUr die Untersuchung der Konstrukte des humanen Fascin-Promotors wurden reife
Dendritische Zellen menschlichen Ursprungs benétigt. Es gibt bis dato noch keine kauflich
erwerbbare humane DC-Zelllinie, die als Modell dafir eingesetzt werden kénnte. Deshalb
mussten die DCs aus Blut-Monozyten in vitro generiert werden, wie es erstmals von
Romani und Mitarbeitern (1994, 1996) beschrieben worden war. Nach Isolation der
Monozyten aus peripherem Blut erfolgt eine mehrtagige Kultivierung unter Zugabe der
Zytokine Interleukin 4 (IL-4) und GMCSF*’". Die Monozyten differenzieren in dieser Zeit zu
unreifen Dendritischen Zellen. Zur Induktion ihrer Ausreifung werden die unreifen DCs mit
einer Mischung proinflammatorischer Zytokine (oder LPS) versetzt. Die verwendete
Methode zur Ausreifung der DC wurde dem Protokoll von Jonuleit und Mitarbeitern (1997)

entnommen.

Fir die Isolierung der Monozyten wurden Blutspenden aus der Gieldener Blutbank
verwendet, die am gleichen Tag gewonnen worden waren. Den Blutspenden war bereits
der grofte Anteil an Blutplasma entzogen worden, so dass die zellularen Bestandteile in
einem Volumen von ca. 50 ml angereichert vorlagen. Zur Verhinderung der Gerinnung,
war den Blutspenden ein niedermolekulares Heparin-Derivat zugemischt worden.
Zunachst wurde in einer sterilen Glasflasche 80 ml 1xPBS-Puffer vorgelegt, der zur
Unterstutzung der Gerinnungshemmung mit 2 mM EDTA und 5U/ml Heparin-Natrium
supplementiert worden war. In diesen Puffer wurden 40 ml der Blutspende langsam
einpipettiert und mit einer Pipette homogen vermischt. Danach wurden vier 50 ml
Zellkulturrohrchen mit je 15 ml Ficoll-Histopaque-Losung befullt, und 30 ml der verdinnten

t*8. Zur beschleunigten Sedimentation wurden die

Blutsuspension vorsichtig aufgeschichte
Ansitze 20 min bei 300xg, RT ohne Abbremsen zentrifugiert. Die PBMC>® sammelten

sich Uber der Ficoll-Schicht. Der Uberstand aus verdinntem Blutplasma wurde bis ca. 1

¥ Granulocyte Macrophage colony stimulating factor - Granulozyten-Makrophagen-Koloniestimulierungs-
faktor

%8 aufgrund des Dichteunterschieds beider Flussigkeiten resultiert eine scharfe Trennung

% PBMC - peripher blood mononuclear cells — Mononukleare Zellen aus peripherem Blut
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cm Uber dieser PBMC-Schicht abgenommen. Das verdinnte Blutplasma konnte nach
Hitzeinaktivierung der Komplementfaktoren als autologes Serum zur weiteren Kultur der
Monozyten verwendet werden. Aufgrund groflerer Schwankungen in der
Zusammensetzung dieses Serums verschiedener Spender wurde aber der Kultur mit
humanem Serum eines Spenders, gewonnen aus einer Vollblutkonserve, der Vorzug
gegeben. Es erfolgte eine weitere Zentrifugation bei 400xg, 20 min, RT ohne Abbremsung
um die Auftrennung zu vervollstandigen: Die PBMC bildeten eine abgegrenzte Interphase
zwischen restlichem Blutplasma und Beginn der Ficoll-Schicht, Erythrozyten und
Granulozyten sedimentierten aufgrund geringerer Dichte durch den Gradienten und
bildeten ein Pellet am Boden des Zentrifugenréhrchens. Mit einer 10 ml Stabpipette wurde
die Interphase abgenommen und in ein neues Zentrifugenrohrchen uberfuhrt. Die
Interphasen aus zwei Rohrchen wurden vereinigt, mit einem Puffer aus 5 mM EDTA in
1xPBS aufgeflllt und gemischt. Zur Sedimentation der PBMC wurde 10 min bei 300xg,
RT zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde erneut in 40 ml des
EDTA-haltigen Puffers resuspendiert und bei gleicher Zentrifugalkraft zentrifugiert. Dieser
Waschschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt und das Zellpellet schlief3lich in 10 ml
37°C warmen RPMI-Medium resuspendiert. Beide Praparationsansatze wurden vereinigt

und die Leukozytenzahl bestimmt.

Zur Anreicherung der Monozyten bzw. zum Entfernen von T- und B-Zellen wurden in 6
Napf-Schalen pro Napf 2 x 107 Leukozyten in 3 ml Kulturmedium ausgeséat. Es folgte ein
zweistindiger Inkubationsschritt im Brutschrank bei 37°C. Wahrend dieser Zeit
adharierten die Monozyten am Plastikmaterial der Zellkulturplatte. Der Uberstand, der
vornehmlich nur noch Lymphozyten enthielt, wurde abgenommen. Die Monozytenschicht
am Boden der einzelnen Kulturnapfe wurden dreimal mit jeweils 1 ml 1xPBS vorsichtig
gespult, um die Abtrennung verbliebener Lymphozyten zu verbessern. Mit diesem
Verfahren konnte der Anteil unerwinschter Lymphozyten auf durchschnittlich 20 %
begrenzt werden. Im Anschluss wurden pro Napf der Zellkulturplatte 3 ml Kulturmedium
(vgl. 2.1.2.3), das mit 800 U/ml GM-CSF und 1000 U/ml IL-4 supplementiert war,
zugegeben. Die Platten wurden zur weiteren Kultivierung Uber die nachsten 6 Tage in den
Brutschrank gegeben. Da die Zytokine wahrend der Differenzierung der Monozyten zu
Dendritischen Zellen stark verbraucht werden, wurde im Intervall von 48 h (Kulturtag 2, 4

und 6) jeweils 1 ml Kulturmedium durch frisches ersetzt. Das Kulturmedium zur
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Erganzung der Zytokinkonzentration enthielt 1600 U/ml GM-CSF und 1000 U/ml IL-4. Am
Tag 7 wurde das Kulturmedium komplett abgenommen und alle nicht adharenten Zellen*
vorsichtig abgespult. Es folgte die Sedimentation dieser Zellen durch Zentrifugation bei
300xg, 10 min. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet mit 40 ml 1xPBS+1%
(v/v) Serum gewaschen. Es wurde erneut bei gleicher Zentrifugalkraft und Dauer
zentrifugiert und der Uberstand bis auf 10 ml pro 50 ml Zentrifugenrdhrchen
abgenommen. Das Pellet wurde homogen gemischt und die Zellzahl bestimmt. Die
Dendritischen Zellen wurden erneut durch Zentrifugation unter gleichen Bedingungen
sedimentiert und in frischem Kulturmedium (enthalt 800 U/ml GM-CSF, 500 U/ml IL-4),
dem zur Ausreifung eine Mischung verschiedener proinflammatorischer Zytokine (10
ng/ml IL18 - 10ng/ml TNF-a - 1pg/ml Prostaglandin E,) zugegeben worden war,
aufgenommen. Die Zellzahl wurde auf 1 x10%ml eingestellt und die DC in eine neue 6-
Napf-Platte ausgesat. Um eine nahezu vollstandige Ausreifung zu gewahrleisten, wurden
die Dendritischen Zellen fur die nachsten 48 h mit dem Reifemix weiterkultiviert. Zur
Dokumentation des Reifegrades der DC wurde jeweils am Tag 9 (Transfektionszeitpunkt)
mittels Immunfluoreszenz die Expression der Oberflachenmarker CD83 und CD86

bestimmt.

2.2.2.5 Dapi-Farbung zur Detektion von Mycoplasmen & Cytospins

In regelmaligen Abstanden und vor allem nach dem Auftauen eines neuen Aliquots
Zellen aus der Lagerung unter flissigem Stickstoff, wurden die Zellen mit dem Farbstoff
DAPI (vgl. 2.1.1.2) auf eine potentielle Kontamination mit Mycoplasmen getestet.
Mycoplasmen konnen die Eigenschaften der Zellen latent verandern, ohne dass die Zelle
dadurch zwangslaufig abstirbt. Zur Gewahrleistung ordentlichen Zellmaterials fur die
Experimente ist eine regelmaRige Uberprifung geboten. Nach Permeabilisierung der
Zellen kann der Farbstoff in die Zellen eindringen und bindet dort an doppelstrangige
DNA. In Mycoplasmenfreien Zellen ist ausschlieBlich der Zellkern blau gefarbt, bei
kontaminierten Zellen finden sich auch blaugefarbte Partikel im Cytoplasma, die auf DNA-

Material intrazellularer Microorganismen schliel3en lassen.

Adharent wachsende Zellen wurden auf sterilen Deckglaschen ausgesat und uber Nacht
im 6-Napf-Format kultiviert. Das Uberstehende Zellkulturmedium wurde abgenommen und

die Zellen einmal mit 1XxPBS gewaschen. Bei Suspensionszellen wurde ein Aliquot mit

40 = unreife Dendritische Zellen
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Hilfe einer ,Cytospin“-Zentrifuge (500rpm, 4 min, RT) auf ein Deckglaschen zentrifugiert
und dieses in einen Napf der 6-Napf-Platte Uberfuhrt. Zur Permeabiliserung der Zellen
wurde eine Losung aus 3 Teilen Methanol und 1 Teil Essigsaure auf das Deckglaschen
pipettiert und 15 min bei RT inkubiert. Die Fixierlosung wurde abgenommen und pro Napf
2 ml der DAPI-Lésung (vgl. 2.1.2.2) zugegeben und diese 5min im Dunkeln einwirken
lassen. Die DAPI-Losung wurde abpipettiert und die Deckglaschen vorsichtig zweimal mit
ddH20 gewaschen. Die Deckglaschen wurden der 6-Napfplatte entnommen, auf einem
Objekttrager getrocknet und mit Hilfe des Einbettmediums der Firma Dako Corp. Zellseite
nach unten auf dem Objekttrager fixiert. Die Beurteilung erfolgte am

Fluoreszenzmikroskop mit einem UV-Licht-Filter (360/40 nm Absorption — 470/40nm

Emission) bei 200 — 400facher VergroRerung.*'.

Abbildung 1 - Test auf Mycoplasmen bei HaCaT-Zellen

Die linke Abbildung ist die Uberlagerung des folgenden licht- (mitte) bzw. fluoreszenzmikroskopischen
(rechts) Bildes und verdeutlicht die Lokalisation der blaugefarbten Zellkerne nach Dapifarbung in
HaCaT Zellen. Im Fluoreszenzbild auf der rechten Seite sind ausschliel3lich die Zellkerne blau
gefarbt, was auf eine Abwesenheit von kontaminierenden intrazellularen Microorganismen z.B.
Mycoplasmen schlieBen Iasst. Die Aufnahmen erfolgten mit 200facher Vergréf3erung und einen UV-
Lichtfilter von 360/40nm Absorption — 470/40nm Emission.

2.2.2.6 transiente Transfektion von Eukaryonten-Zellen

Die Transfektion stellt eine Methode dar, durch Einbringen von mRNA bzw. DNA-
Konstrukten in Zellen ein durch diese Nukleinsauren kodiertes Gen zu exprimieren. Man
unterscheidet zwischen virusvermittelten und nichtviralen Transfektionstechniken. In der
vorliegenden Arbeit wurden ausschlie3lich nichtvirale Transfektionsmethoden eingesetzt.

Das eingeschleuste Gen wird mit Hilfe zelleigener Translations- bzw.

*! Durch Verwendung eines Antifade-Reagenz kann das Ausbleichen des Farbstoffs verzogert werden;
Verwendung ist aber nicht zwingend notwendig
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Transkriptionsmechanismen exprimiert (Wigler et al.; 1977). In der Regel handelt es sich,
besonders bei nichtviralen Transfektionstechniken*?, um einen temporaren Vorgang, da
die entsprechenden Nukleinsauren durch zelleigene Mechanismen abgebaut oder bei
Stammzellen und Zelllinien®® zusatzlich wahrend der Mitose ausgediinnt werden. Eine
Integration von DNA in das Zellgenom und damit stabile Expression des eingebrachten

Gens ist vorwiegend bei viralen Transfektionsmethoden zu erwarten.

2.2.2.6.1 Transfektion der hDC

Bei Dendritischen Zellen, die keiner Zelllinie entstammen, handelt es sich bereits um
differenzierte Zellen, die keine Mitose mehr betreiben. Nicht proliferierende Zellen, wie die
in dieser Arbeit eingesetzten, aus Monozyten generierten humanen DC, sind mit
nichtviralen Transfektionsmethoden nur schwer zu transfizieren. Am aussichtsreichsten ist
die Transfektion auf Basis einer Elektroporation. Bei diesem Verfahren wird wahrend des
aktiven Transfektionsprozesses temporar die Organisation der Zell- und moglicherweise
auch der Kernmembran gestort. Dies fuhrt fur kurze Zeit zur Ausbildung von kleinen
Léchern in der Membran, durch die die Plasmide eindringen kdnnen. DNA-Konstrukte, die
direkt in den Zellkern gelangen, kdnnen erfolgreich transkribiert werden, Plasmide die nur
das Cytoplasma erreichen, mussen uUber zelleigene Prozesse in den Kern gelangen,

damit das kodierte Gen exprimiert werden kann.

Bei den beiden nachfolgenden Methoden zur Transfektion der hDC handelt es sich jeweils
um Elektroporationen, die nach weitgehend identischem Protokoll durchgefuhrt wurden.
Die Vorgehensweise wird zunachst allgemein beschrieben. Die Unterschiede zwischen
beiden Verfahren werden in den Unterkapiteln 2.2.2.6.1.1 und 2.2.2.6.1.2 angesprochen.

Die humanen Dendritischen Zellen wurden am Kulturtag 9 geerntet. Dabei wurden die
Zellen in Suspension aus allen Zellkulturplatten vereinigt und die Zellzahl bestimmt. Diese
wurde auf 1 x 10° DC / 800 ul Medium eingestellt. Fiir einen Transfektionsansatz wurden
1 x 10° Zellen bendtigt, d.h. es wurden 800 ul Zellsuspension pro 1,5 ml Reaktionsgefal®
abgefasst und bis zu ihrer Verwendung in den Brutschrank zurlckgestellt. Jedes

untersuchte Konstrukt wurde mindestens in Triplikatansatzen eingesetzt. Die Transfektion

*2 wenn keine Selektionsbedingungen mit Neomycin (G418) und entsprechenden Vektoren durchgeflhrt

werden

* die ihre Fahigkeit zur Teilung noch bzw. weiterhin besitzen
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erfolgte in Zyklen, wobei maximal 6 Ansatze gleichzeitig bearbeitet wurden. Die
entsprechend vorbereiteten Reaktionsgefalle wurden bei 500xg, 6 min, RT zentrifugiert
und der Uberstand abgenommen. Die Zellen wurden mit 500ul 1x PBS gewaschen und
erneut 6 min bei 500xg zentrifugiert. Das Zellpellet wurde im Transfektionspuffer
resuspendiert (dem zuvor die bendtigte DNA-Menge zugesetzt worden war) und der
Ansatz in die Elektroporationskuvette uberfuhrt. Nach Durchfuhrung der Elektroporation
wurde 500 pl warmes Kulturmedium zugegeben, gemischt und die Zellsuspension in den
Napf einer 12-Napf-Platte Uberfuhrt, wo bereits 500 uyl warmes Kulturmedium vorgelegt
worden waren. Die transfizierten Zellen wurden 24 h im Brutschrank bei 37°C, 5% CO;
inkubiert. Die Aufarbeitung und Auswertung des Experiments erfolgte wie unter 2.2.2.8

beschrieben.

2.2.2.6.1.1 Amaxa-Methode

Die Transfektionsmethode der Firma Amaxa GmbH (Lenz et al.; 2003), Koln stellt die
bislang beste Madoglichkeit dar, Dendritische Zellen effizient mit Plasmid-DNA zu
transfizieren. Das Verfahren basiert, wie unter 2.2.2.6.1 beschrieben, auf einer
Elektroporation. Zusatzlich beinhaltet der Transfektionspuffer eine unbekannte
Komponente, die einen Kerntransport vermittelt. Mit diesem Verfahren konnten unter
Verwendung des CMV-Promotors Expressionseffizienzen von tUber 50 % erreicht werden.
Fir die Transfektion wurden 5ug des jeweiligen Fascin-Promotor-Konstrukts und 1/20 der
Menge Koreporter (Expression CMV-Promotor vermittelt) eingesetzt. Zur
Berucksichtigung von GroRenunterschieden zwischen den einzelnen Konstrukten erfolgte

eine aquimolare Gewichtung der DNA-Mengen.

2.2.2.6.1.2 Elektroporation der hDC

Wie unter 2.2.2.6.1.1 angemerkt befindet sich im Transfektionspuffer der Firma Amaxa
GmbH eine Komponente, die einen Kerntransport vermittelt. Da in der vorliegenden Arbeit
selbst eine Methode zur Verbesserung des Kerntransports untersucht wurde, musste eine
mogliche Beeinflussung der Ergebnisse durch diesen Bestandteil ausgeschlossen
werden. Die Etablierung einer weiteren Elektroporationsmethode war deshalb geboten.
Sowohl die Gerateparameter als auch die Zusammensetzung des Transfektionspuffers
der Amaxa-Methode sind nicht bekannt, aber aufeinander optimiert. Die Nutzung des
Amaxa-Gerates ohne Verwendung des mitgelieferten Puffers fuhrte zu keinem

befriedigenden Ergebnis.
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Bei dem hier eingesetzten Verfahren wurde zur Induktion des Elektrischen Feldes bei der
Elektroporation ein sog. Quadratpuls (,Squareplus®) eingesetzt. Die eingestellten
Gerateparameter waren: 2825V/cm bei einer Pulszeit von 0.23s. Fur die Transfektion der
hDC wurde einmal ein Quadratpuls appliziert. Verwendet wurde eine 2 mm-
Elektroporationskuvette und ein Transfektionspuffer, der aus 50% (v/v) RPMI-Medium und
50% (v/v) ddH20 bestand. Die eingesetzte DNA-Menge der Fascin-Promotorkonstrukte
betrug 10 pg und 1/20 der Menge Koreporter. Es erfolgte ebenfalls eine aquimolare
Gewichtung der DNA-Mengen. Durch die Zumischung von ddH20 zum RPMI-Medium
resultieren hypoosmolale Bedingungen, die die Zellen nur kurze Zeit tolerieren. Eine

zugige Arbeitsweise war deshalb geboten.

2.2.2.6.2 Transfektion der XS106 Zellen — DEAE-Dextran-Methode
Fir die Transfektion der murinen DC-Zelllinie XS106 wurde die DEAE-Dextranmethode

eingesetzt. Das genaue Funktionsprinzip dieser Methode ist im Einzelnen noch nicht
bekannt, jedoch wird ein &hnlicher Mechanismus wie bei einer Lipofektion (vgl.
2.2.2.6.3.2) diskutiert.

Die XS106-Zellen wurden bei einer Zelldichte von ca. 1,5 x10° pro ml geerntet und die
gesamte erhaltene Zellsuspension aus den Kulturgefallen zusammengefuhrt und
homogen gemischt. Nach einer Zentrifugation bei 1500 rpom 10 min wurde der Uberstand
abgenommen und die Zellen gesamt mit 25 ml 1x PBS gewaschen. Nach genauer
Bestimmung der Zellzahl wurden in EppendorfreaktionsgefaRen ein Volumen, das 1 x 10°
Zellen entsprach, aliquotiert und die Reaktionsgefalde in den Brutschrank zurtckgestellt.
Die Transfektion erfolgte in mehreren Zyklen nacheinander, wobei immer 5 Ansatze
parallel bearbeitet wurden. Funf Reaktionsansatze wurde dem Brutschrank entnommen
und 6 min mit 500xg RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Zellen
in dem nachfolgend beschriebenen Transfektionsvolumen resuspendiert. Die
Transfektionen wurden fiur jedes untersuchte Konstrukt in Vierfach- bzw. Funffachwerten
durchgefuhrt. Pro Einzeltransfektion wurde 1 ug DNA der Fascin-Promotorkonstrukte und
50 ng Koreporter eingesetzt. Es erfolgte ebenfalls eine aquimolare Gewichtung der
Konstrukte. Das Transfektionsvolumen fur eine Einzeltransfektion betrug 1 ml serumfreies
Medium. In einem Eppendorfreaktionsgefald wurde die Halfte des Volumens, in das die
bendtigte Menge DNA zugemischt worden war, vorgelegt. In einem zweiten
Reaktionsgefal® wurden 25 pyl DEAE-Dextran- und 20 pl Chloroquin-Stammldésung zu
einem Volumen von 455 pyl serumfreien Medium gegeben und gemischt. Beide
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Teilansatze wurden vereinigt und wie oben beschrieben das nach Zentrifugation erhaltene
Zellpellet darin resuspendiert. Es schloss sich eine Inkubationsphase von 30 min bei RT
an. Zur homogenen Durchmischung der Proben wahrend dieses Zeitintervalls wurden die
Proben auf ein Rad gegeben, das die Proben Uber Kopf mit ca. 100 rom mischte. Nach
Ende der Transfektionsphase wurden die Proben bei 500xg 6 min zentrifugiert und der
Uberstand komplett abgenommen. Das Zellpellet wurde in 1 ml 37 °C warmem
Waschmedium®** resuspendiert und die Ansatze erneut bei 500xg 6 min zentrifugiert. Der
gerade beschriebene Waschschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt und das Zellpellet
nach dem letzten Zentrifugieren in 500 yl warmem Kulturmedium resuspendiert. Die
Suspension wurde in einen Napf einer 12 Napfplatte Uberfihrt, in den bereits 500 pl
warmes Kulturmedium vorgelegt worden waren. Es schloss sich eine Inkubation der
Transfektionsansatze bei 37 °C fur 18 h an. Die weitere Aufarbeitung der Transfektionen

ist unter 2.2.2.8 beschrieben.

2.2.2.6.3 Transfektion der HaCaT-Zell-linie

Zunachst wurde die HaCaT-Keratinozyten-Zelllinie mittels Calcium-Phosphat-
Koprazipitation transfiziert. Im Verlauf der Experimente wurde diese Methode aufgrund

stark variierender Expressionseffizienzen durch die Lipofektion ersetzt.

2.2.2.6.3.1 Ca-Phosphat-Koprazipitation

Die HaCaT-Zellen wurden am Vorabend der Transfektion mit 0,6 x10° Zellen / Napf einer
6-Napfplatte ausgesat. Am anderen Morgen wurde das Kulturmedium abgenommen und
durch neues ersetzt. Die Transfektion wurde in Triplikatansatzen durchgeflhrt. Pro Ansatz
wurden 5ug der Fascin-Promotor-Konstrukte und 1/20 der Menge Koreporter in 300 ul
Transfektionsvolumen eingesetzt. Die Herstellung des Calciumphosphat-DNA-
Koprazipitats erfolgte fur die Triplikatansatze gemeinsam, wobei die Menge fur 3,5
Reaktionen zubereitet wurde. Die Halfte des bendtigten Volumens zur Transfektion
bestand aus der 2xHBS-L6sung (vgl. 2.1.2.6), die andere Halfte aus der DNA-LOsung der
10% (v/v) Calciumchlorid-Stammlosung zugemischt worden waren. Die DNA-LOsung
wurde in einem 15 ml Zentrifugenrohrchen vorgelegt. Durch Einblasen von Luft mit Hilfe

der elektrischen Pipettierhilfe wurde die Losung aufgewirbelt und mit einer Pipette die

* enthalt 5 % FCS, mildert die Wirkung der Zentrifugationskrafte auf die durch die Transfektion bereits stark

beanspruchten Zellen - erhdht dadurch die Viabilitat der transfizierten Zellen
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2xHBS-Lésung zugetropft. Sobald die 2xHBS-Lésung vollstandig zugegeben war, wurde
der Ansatz zur Ausbildung des Prazipitats fur eine halbe Stunde bei RT stehen gelassen.
Unmittelbar vor der Transfektion wurde die Losung homogen gemischt und das bendtigte
Volumen einer Reaktion direkt in das Medium eines Napfes der Zellkulturplatte getropft,
wobei darauf geachtet wurde, dass die Losung gleichmaRig Uber die gesamte Flache
verteilt war. Die Transfektionsansatze wurden fur 5 Stunden im Brutschrank inkubiert.
Nach Ende dieser Inkubationsphase wurde das Kulturmedium komplett entnommen und
zur Verbesserung der Expressionseffizienz ein DMSO**-Schock ausgefiihrt. Dazu wurde
pro Napf 1 ml Kulturmedium, das 10% DMSO enthielt, auf dem Zellrasen verteilt, 3 min
inkubiert und danach 2ml 1xPBS-Lésung zupipettiert. Der Uberstand wurde komplett
entnommen, die Zellen erneut mit 3 ml 1xPBS gewaschen und dann 3 ml Kulturmedium
zugegeben. Es folgte eine weitere Inkubationszeit im Brutschrank Gber Nacht fur ca. 12h.
Die Aufarbeitung und Auswertung der Transfektion wurde wie unter 2.2.2.8 beschrieben
durchgefuhrt.

2.2.2.6.3.2 Lipofektion — GenePorter-Reagenz

Bei der Lipofektion werden die DNA, RNA oder Proteinmolektile zunachst in Liposomen
eingekapselt. Liposomen sind vesikelartige Gebilde, die ahnlich wie die Zellmembran aus
einer Lipiddoppelschicht bestehen. Bei der Transfektion unter Zuhilfenahme von
Liposomen erfolgt die Aufnahme der Nukleinsauren, in dem bei Kontakt mit den zu
transfizierenden Zellen die Membran der Liposomen mit deren Zellmembran fusioniert.
Die Nukleinsauren gelangen auf diese Weise direkt in das Cytoplasma. Eine andere
Moglichkeit besteht in der Aufnahme der Vesikel durch Endozytose (Matsui et al. 1997).
Der liposomale Inhalt liegt dann zunachst endosomal — lysosomal vor und muss dieses
Kompartiment zunachst verlassen (Zabner et al. 1995). Die freigesetzte DNA muss dann,
wie bei den meisten anderen Transfektionen auch, aus dem Cytoplasma durch die
Kernporen in den Zellkern transportiert werden. Wie diese Aufnahme im Einzelnen erfolgt,

ist noch weitgehend unbekannt.

Das verwendete Transfektionsreagenz war das GenePorter || Reagenz der Firma
GeneTherapy Systems. Die HaCaT-Zellen wurden fur die Transfektion am Vorabend in 24
Napfplatten mit einer Zelldichte von 1,2 x 10° Zellen pro Napf ausgesat. Die Ansatze

wurden in Triplikaten durchgefuhrt, wobei fur jede Transfektion 1 ug DNA der Fascin-

* Dimethylsulfoxid
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Promotorkonstrukte und 50 ng Koreporter eingesetzt wurden. Der Transfektionsansatz
wurde fur die drei Reaktionen zusammen angesetzt, wobei die Menge fur 3,2 Reaktionen
vorbereitet wurde: Fur eine Einzeltransfektion im 24 Napf-Mal3stab wurden 250 pl
Transfektionslésung bendtigt. Dazu wurde in ein Eppendorfreaktionsgefal® die Halfte des
bendtigten Volumens serumfreies Medium vorgelegt, in dem die entsprechende Menge
DNA zugemischt worden war. Parallel dazu wurde ein zweites Reaktionsgefal®
vorbereitet, das die andere Halfte des erforderlichen Volumens serumfreies Medium nebst
der in Vorversuchen herausgefundenen optimalen Menge an Transfektionsreagenz
enthielt. FUr HaCaT-Zellen wurden pro Einzelreaktion 8 ul des Transfektionsreagenzes
eingesetzt. Beide Ansatze wurden gemischt und zur Ausbildung der Liposomen bzw.
Einkapselung der DNA die entstandene Mischung 40 min bei RT inkubiert. Nach Ende der
Inkubationsphase wurde die Transfektionslosung gemischt und direkt auf die adharend
wachsende Zellschicht gegeben. Das Kulturmedium in den einzelnen Napfen der
Zellkulturplatte war zuvor komplett abgenommen worden. Die Transfektionsansatze
wurden dann fur 5 h im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach 5 h wurde pro Napf 2 ml
Kulturmedium mit 10% FCS zugegeben, um die Viabilitat der wahrend der Transfektion
serumfrei gehaltenen Zellen zu sichern. Es erfolgte eine weitere Inkubationsphase fur ca.
18 h. Die Aufarbeitung und Auswertung der Transfektion wurde wie unter 2.2.2.8

beschrieben durchgefuhrt.

2.2.2.7 Durchflusscytometrie & Inmunfluoreszenz

Alle durchflusscytometrischen Analysen wurden mit einem FACS®* Calibur der Firma
Becton Dickinson durchgefuhrt. Mit Hilfe der Durchflusscytometrie kann mit hoher
Sensitivitat und quantitativ die Expressionsstarke eines Proteins auf Einzelzellebene
untersucht werden (Loken und Stall, 1982). Damit das Protein detektiert werden kann,
muss es in den meisten Fallen zunachst durch einen Fluoreszenzfarbstoff markiert
werden. Die Markierung erfolgt in der Regel antikorpervermittelt, d.h. das
nachzuweisende Protein wird spezifisch durch einen Antikdrper erkannt, an den entweder
bereits der Fluoreszenzfarbstoff gebunden ist, oder der eine Funktion als Primarantikdrper
ausubt. Der Primarantikorper wird dann in einem weiteren Schritt von einem
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrper gebunden und auf diese Weise das

Fluorochrom dem Protein auf der Zelle zugeordnet. Eine Ausnahme stellt das als

6 FACS® = fluorescence activated cell sorter — Fluoreszenz aktiviertes Zell-Sortiergerat, Cytofluorometer
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Reportergen eingesetzte EGFP oder dessen Derivate dar, die zellular exprimiert werden
und Dbereits selbst fluoreszierende Proteine sind. Sie konnen in der
durchflusscytometrischen Analyse direkt aufgrund ihrer Fluoreszenzeigenschaften
detektiert werden. Fur die Messung muissen die markierten Zellen als Zellsuspension
vorliegen, die dann einzeln an einem Laserstrahl vorbeigeflhrt werden. Der Laserstrahl
liefert die notige Energie zur Anregung des Fluorochroms und die Intensitat der
resultierenden Fluoreszenzemission wird gemessen. Neben der Detektion der Intensitat
des eingefuhrten Fluorochroms kénnen durch Streuungs- und Absorptionseigenschaften
der Zellen im Laserlicht auch Parameter wie Zellgrole und —granularitat bestimmt

werden.

Far den Nachweis der EGFP-Expression wurden die Zellen zweimal mit jeweils 2 ml
FACS®-Medium gewaschen. Nach der letzten Zentrifugation wurde das Zellpellet in 300 pl
FACS® FIX Il aufgenommen, das 0,7% (v/v) Paraformaldehyd enthielt. Die Zellen wurden
dadurch fixiert, das exprimierte Fluoreszenzprotein fester mit der jeweiligen Zelle
verbunden und konserviert. Die so behandelten Zellen konnten bis zu 14 Tage mit dem
FACS® analysiert werden.

Fir den Nachweis der auf der Zelloberflache lokalisierten Proteine wurde nachfolgendes
Protokoll eingesetzt: Die Zellen wurden geerntet und die einzelnen Ansatze in
Eppendorfreaktionsgefalle Uberfuhrt. Nach Zentrifugation bei 500xg 6 min wurde das
(iberstehende Zellkulturmedium abgenommen und das Zellpellet in 50 ul FACS®-Medium
resuspendiert. Es erfolgte die Zugabe des entsprechenden spezifschen Antikérpers zu
der Zellsuspension, wobei in der Regel die Stammlésung 1 : 100 verdiunnt wurde (pro
Nachweisreaktion wurden ca. 4 x 10° Zellen und ca. 250 ng Antikdrper-Protein
eingesetzt). Nach einer Inkubationsphase von 30 min im Dunkeln bei RT wurden 300 pl
FACS®-Medium zupipettiert und der Ansatz bei 500xg 6min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und das resultierende Zellpellet mit 400 pl FACS®-Medium
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen zur Fixierung und
Konservierung des Farbstoffs in 300 pl FACS®-FIX Il-Lésung resuspendiert. Fiir den Fall
dass die Markierung der Zellen mit dem Fluorochrom durch einen Sekundarantikorper
erfolgte, wurden die Zellen nach dem Waschen erneut in 50 pl FACS®-Medium
aufgenommen, der Sekundarantikoper im gleichen Verdunnungsverhaltnis, wie oben
beschrieben, zugesetzt und fur weitere 30 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Die

Entfernung ungebundenen Sekundarantikbrpers zur Reduktion unspezifischer
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Hintergrundfluoreszenz wurde analog wie nach der Markierung mit einem bzw. dem
Primarantikorper vorgenommen. Final wurde auch hier das Zellpellet in 300 pl FACS®-FIX

Il aufgenommen.

Alle FACS®-Proben wurden bis zur Messung bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.
2.2.2.8 Auswertung transient transfizierter Zellen

2.2.2.8.1 Dual-Luziferasetest

Die Detektion der Luziferaseexpression in Zellen, die mit den entsprechenden
Reportergenkonstrukten transfiziert worden waren, erfolgte unter Verwendung des ,Dual
Luziferase Assay Kit“ (Sherf, B. et al.; 1996) der Firma Promega. Das System erlaubt
nacheinander die Bestimmung zweier verschiedener Luziferasen?’ einer Probe im selben
Reaktionsgefal®. Das zugrunde liegende Prinzip ist die Messung der Enzymaktivitat der
jeweiligen Luziferase (de Wet et al.; 1985; Lorenz et al.; 1991), die |hr Substrat unter
Decarboxylierung und Freisetzen von Lichtenergie umsetzt. Dabei wird der zu
analysierenden Probe Substratlésung in groRen Uberschuss zugesetzt, so dass die
Reaktionsgeschwindigkeit nur noch von der Konzentration der Luziferase in der Probe
abhangig ist. Die Messung erfolgt in einem Luminometer und erfasst integrativ die
gebildete Lichtmenge uber einen vorgegebenen Zeitraum. Die Bestimmung von zwei
Luziferasen in einer Probe ermdglicht die Kotransfektion dieser beiden Reportergene,
wobei die zweite Luziferase die Funktion eines internen Standards (Koreporter) besitzt.
Der Vorteil hierbei besteht in der Normalisierung von Expressionsunterschieden,
resultierend aus der Transfektion, durch Bildung des Quotienten aus den beiden

Messergebnissen.

Die Aufnahme der Zellen erfolgte in einem entsprechenden Lysepuffer, der zuvor aus
dem 5fach konzentrierten PLB-Puffer*® durch Verdiinnen mit ddH20 hergestellt worden
war. Fur Transfektionsansatze im 24 Napf-Format (HaCaT) bzw. 12 Napf-Format wurden
jeweils 60 pl, fir 6-Napfplatten 300 ul dieses Puffers eingesetzt. Bei adharenten Zellen
wurde das Medium abgenommen, zweimal der Zellrasen mit 1XPBS gewaschen und die
entsprechende Menge Lysepuffer zugesetzt. Es folgte eine Inkubationsphase von 15 min

auf einem horizontalen Plattenmischer bei 50rpm. Im Anschluss wurden die lysierten

4 Photinus-Luziferase, Substrat: Luziferin; Renilla-Luziferase, Substrat:Coelenterazin

*® PLB-Puffer — passive Lysis Puffer
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Zellen mit einem Zellspatel abgeschabt, mitsamt des Lysats in ein 1,5 ml Reaktionsgefal}
uberfuhrt und bei -20°C gelagert. Suspensionskulturen (hDC, XS106) wurden in 1,5 ml
Reaktionsgefale Uberfiihrt, bei 500xg 6min zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
Auch diese Zellen wurden zweimal mit 1xPBS gewaschen und das Zellpellet in 60 ul
Lysepuffer aufgenommen. Es erfolgte eine Inkubationsphase von 15 min auf dem
Eppendorf Thermomixer bei 300 rpm, RT. Die Ansatze wurden bei -20°C gelagert. Zur
Detektion der Luziferaseaktivitat wurden die Proben aufgetaut, homogen gemischt und
zur Entfernung von Zellresten 2 min bei 500xg zentrifugiert. Von jedem einzelnen
Probenansatz wurden 20 ul in eine Luminometerplatte vorgelegt und diese in den
Luminometer gestellt. Die Messung wurde durch Injektion von 100 ul (5fache Menge der
Probelosung) Photinus-Substrat-Losung gestartet. Zur Durchmischung von Probe und
Substratlosung wurde 2 s gewartet, danach wurde die Enzymaktivitat als Lichtemission in
RLU* (ber ein Intervall von 10 s gemessen. Die Bestimmung der Renilla-Luziferase
erfolgte durch Injektion von 100ul Renilla-Luziferasesubstrat-Losung, 1s Inkubationsdauer
und anschlieRender Messzeit Uber 10s. In der Renilla-Luziferasesubstratlosung ist
zusatzlich eine Komponente enthalten, die die Photinus-Luziferase inaktivierte, so dass

ausschlieflich Lichtemission der zweiten Luziferase gemessen wurde.

2.2.2.8.2 Nachweis der EGFP-Expression

Zellen, die mit entsprechenden EGFP-Reportergenkonstrukten transfiziert worden waren,
wurden zum Nachweis der EGFP-Expression zunachst mit dem Fluoreszenzmikroskop
analysiert. Zur besseren Quantifizierung der EGFP-pos. Zellen wurde 24 h nach erfolgter
Transfektion die Analyse mit dem Cytofluorometer (vgl. 2.2.2.7) durchgefuhrt. Die
Auswertung mittels Fluoreszenzmikroskop wurde direkt aus der Zellkulturplatte bei 100 —
200facher VergroRerung vorgenommen. Von der Probe wurden jeweils zwei Aufnahmen
gemacht: zunachst eine Durchlichtaufnahme zur Lokalisation der Zellen und dann eine
Aufnahme unter Fluoreszenzanregung (480/40nm) und entsprechendem Filtersystem
(527/30 nm) zur Detektion der EGFP-exprimierenden Zellen. Die nachfolgende Abbildung

zeigt exemplarisch eine solche Aufnahme.

* RLU - relative light units — relative Lichteinheiten
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Abbildung 2 - Expressionseffizienz in Sdugerzellen

Die beiden Abbildungen zeigen die Expressionseffizienz in hDC (links) und HaCaT (rechts) nach
Transfektion eines EGFP-Plasmids. Die Aufnahmen erfolgten bei 200facher Vergréerung mit dem
Lichtmikroskop und unter Verwendung eines Fluoreszenzbandfilters von 527/30 nm. Zur Lokalisation
der EGFP-exprimierenden Zellen wurden die Fluoreszenzbilder jeweils mit der entsprechenden
lichtmikroskopischen Aufnahme Uberlagert.

2.2.29 MTT-Test
Mit dem MTT-Test (Mosmann, 1983) lassen sich Aussagen uber die Viabilitdt und

Proliferationsrate von kultivierten Zellen treffen. Das zugrunde liegende Prinzip basiert auf
der oxidativen Umsetzung eines zunachst schwachgelblichen Farbstoffs, dem MTT5°, Zu
einem intensiv blauen, wasserunloslichen Prazipitat. Die Umsetzung wird von
mitochondrialen Dehydrogenasen lebender Zellen bewirkt, die bei sich in Teilung
befindlichen Zellen besonders aktiv sind. Durch lichtmikroskopische Betrachtung der
Zellen kann die Akkumulation des Farbstoffs verfolgt werden und auch, ob alle Zellen
eines Ansatzes gleichmaRig den Farbstoff umsetzen. Nach Ende der Inkubationszeit, i. d.
R. nach 2 — 4 h, wurde das Zellkulturmedium abgenommen und die entstandenen MTT-

Kristalle in 100 pl Isopropanol®’

gel6st. Die Quantifizierung des umgesetzten MTT erfolgte
kolorimetrisch mit dem Spektrophotometer bei einer Wellenlange von 570 nm. Der MTT-
Test wurde in der vorliegenden Arbeit zur Abschatzung der Toxizitat verschiedener
pharmakologischer Inhibitoren eingesetzt. Als Referenz dienten unbehandelte Zellen, die

ansonsten aber unter gleichen Bedingungen kultiviert worden waren.

Fir die murine Zell-linie XS106 wurden 2 x 10° Zellen pro Napf einer Mikrotiterplatte in
100 pl Kulturmedium mit 5% FCS ausgesat. Am darauf folgenden Tag, ca. 12 h spater,

OMTT - 3-(4,5-Dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid

*" enthalt 5% Ameisenséure zur pH-Wertanderung (Phenolrot aus dem Medium farbt sich gelb)

Seite 64 von 201



2 - Material und Methoden

wurde die zu testende Konzentration des pharmakologischen Inhibitors in einem Volumen
von 100 pl Zellkulturmedium dem jeweiligen Ansatz zugegeben und entweder fur 7h, 24h
oder 72h im Inkubator kokultiviert. Nach der Inkubationsphase wurde die Platte bei
1250rpm, 4min zentrifugiert und 100 pl des Uberstandes abgenommen. Es erfolgte die
Zugabe von 10 ul / Napf einer 0,5%igen MTT-L6sung. Nach zwei Stunden wurde durch
Zugabe von 100 pl Isopropanol die Umsetzung des MTT gestoppt und das Auflésen der
Kristalle bewirkt. Die Detektion erfolgte wie oben beschrieben.

Bei der SP37A3-Zellinie wurden 0,8 x 10° Zellen pro Napf einer Mikrotiterplatte in 180 pl
Kulturmedium ausgesat. Das Kulturmedium enthielt neben 10 ng / ml murinem GM-CSF
die Reifungszytokine TNF-a (10ng/ml) und IL-18 (10ng/ml). Direkt nach der Aussaat
wurde in einem Volumen von 20 pl die zu testende Konzentration des Inhibitors
zugegeben und fur drei Tage kokultiviert. Wenn der Inhibitor nicht die gesamte Zeit im
Ansatz verblieb, erfolgte die Inhibitorzugabe im Kulturmedium ohne Zytokinzusatz. Nach
langstens 11/2 h wurde der Uberstand dann in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR tberflihrt und
bei 500xg, 6 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Reaktionsgefal mit
100 pl Kulturmedium (+ Zytokinzusatz) gespult und diese Lésung in die entsprechende
Vertiefung der Mikrotiterplatte Uberfiihrt, die unmittelbar nach Abnehmen des Uberstands
ebenfalls mit 100 pl Kulturmedium beflllt worden war. Nach Ablauf der 72h Koinkubation
wurden 10 pl der 0,5 %igen MTT-Losung pro Ansatz zupipettiert und fur 4 weitere
Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach Zentrifugation der Platte bei 1250rpm,
5min wurde der Uberstand abgenommen, 100 pl Isopropanol zugegeben und die MTT-

Kristalle gelost. Die Detektion erfolgte kolorimetrisch, wie oben beschrieben.

2.2.3 Statistik

Die Prufung auf Signifikanz zwischen den Transfektionsansatzen einzelner Konstrukte
wurde, da es sich um normalverteilte Populationen handelte, mit dem Student’s t-Test
durchgefuhrt. Die Analyse mit dem Student’s t-Test erfolgte als gepaarter zweiseitiger
Test. Die Rechenoperationen wurden mit dem Programm Windows EXCEL professionel
Version 2004 ausgefuhrt. Es wurde ein Konfidenzintervall von 95% zugrunde gelegt, d.h.

erhaltene p-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Modellsystems hDC

3.1.1 PBMC-Isolierung, Anreicherung der Monozyten

CD14+ Blutmonozyten dienten als Ausgangsmaterial zur Generierung der hDC. Diese
mussten durch Praparation aus BuffyCoats®® gewonnen werden. Ziel war es, méglichst
ausschlieRBlich Monozyten zu isolieren und die anderen vorhandenen Blutzellen
abzutrennen. Wie unter 2.2.2.4 beschrieben, wurde ein Verfahren auf Basis eines Ficoll-
Gradienten eingesetzt. Diese Methode erlaubt die Abtrennung von PBMC aus Vollblut
bzw. BuffyCoats. Die PBMC stellen ein Gemisch aus T- und B-Lymphozyten, Monozyten
und wenigen im Blut vorhandenen Dendritischen Zellen dar. Die Zusammensetzung der
PBMC nach lhrer Isolierung wurde anhand von Antikérperfarbungen gegen CD3- (anti-T-
Zellen), CD19  (anti-B-Zellen)- und  CD14 (anti-Monozyten/Makrophagen)-
Oberflachenproteine, gekoppelt an den Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein-Isothiocyanat
(FITC) und anschlieRende Analyse mit dem Cytofluorometer dokumentiert. (vgl. Abbildung
3A). Die gewonnenen PBMCs wurden gewaschen und fir einen sich anschlieRenden
Adharierungsschritt in 6-Napf-Platten ausgesat. Dabei wurde die Eigenschaft der
Monozyten, temporar an der Plastikoberflache der 6-Napf-Platten zu haften, ausgenutzt.
Nach Abspiilen der im Uberstand befindlichen Zellen (vornehmlich Lymphozyten),
erreichte man auf diese Weise eine Aufkonzentrierung der Monozyten. Nach dem
Adharierungsschritt wurde erneut mit den Antikdrpern CD3-, CD19-, CD14-FITC die
prozentuale Zusammensetzung der Probe bestimmt. Ein Vergleich der Diagramme fur
CD14 vor und nach dem Adharierungsschritt zeigte eine ca. vierfache Anreicherung der
Monozyten (vgl. Abbildung 3B). Die Einzelgraphiken sind jeweils logarithmisch,

Fluoreszenz 1 gegen Fluoreszenz 2 dargestellt.

52 Blutprodukt, gewonnen aus einer Blutspende von 500 ml, das Blutplasma ist weitgehend entfernt, die

zelluldren Bestandteile sind dadurch angereichert
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Abbildung 3 - Quantitative Zusammensetzung PBMC - A) vor und B) nach Adhédrenz

Dokumentation der prozentualen Zusammensetzung der PBMC nach Aufreinigung mit Histopaque®
(Sigma Aldrich, Taufkirchen) — A und nach 2-stiindiger Adharenz am Plastikmaterial der
Zellkulturplatten — B. Cytofluorometrische Analyse mit CD3-, CD14-, CD19- und IgG1- bzw. 1gG2a-
FITC-Antikérpern, (Dako Corp., Carpinteria, CA) unter Verwendung eines FACSCalibur® (Becton
Dickinson, San Jose, CA), logarithmische Darstellung Fluoreszenz 1 gegen Fluoreszenz 2. Der
Vergleich der beiden Diagramme fir CD14 lasst eine Aufkonzentration der Monozyten um ca. das
Vierfache erkennen.

3.1.2 Zusammensetzung der Praparation am Kulturtag 9 (Transfektions-zeitpunkt),
Reifegrad der hDC

Abbildung 4A zeigt die in der Praparation vorhandenen Zellpopulationen am Kulturtag 9
(Transfektionszeitpunkt) in der Darstellung SSC gegen FSC der Analyse mittels
Cytofluorometer. Die Identitdt der verschiedenen Zelltypen wurde durch
Immunfluoreszenz gegen Oberflachenproteine, die spezifisch (bzw. charakteristisch) auf
den jeweiligen Zelltypen exprimiert werden, bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die starker
granuladre Population®® den Dendritischen Zellen (CD86+ und CD83+) entspricht, die
darunter lokalisierte, andere Population vorwiegend aus in der Praparation verbliebenen T
(CD3+)- und B (CD19+)-Lymphozyten besteht. Das Verhaltnis zwischen den beiden
Populationen betragt im Mittel 4:1, d.h. es verbleiben ca. 20 % Lymphozyten in der
Praparation. Gleichzeitig lasst sich an der deutlichen Verschiebung zwischen Isotyp und
spezifischer CD83- bzw. charakteristischer CD86-Farbung (FL1) in den Histogrammen

% jene, die weiter in Richtung des Parameters SSC verschoben ist
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der Abbildung 4B zeigen, dass die generierten Dendritischen Zellen am Kulturtag 9 die
entsprechenden Oberflachenproteine stark exprimieren. Die Expression dieser Proteine
kann mit dem Reifegrad der hDC (Zhou et al.; 1995) korreliert werden. Eine starke

Expression lasst auf eine annahernd vollstandige Ausreifung der hDC schliel3en.
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Abbildung 4 - Populationen in der hDC-Praparation am Tag 9 und Reifegrad der hDC

A: Praparation am Kulturtag 9 (hDC und T- bzw. B-Lymphozyten) in der Darstellung SSC gegen FSC
nach Analyse mit dem Cytofluorometer. B oben: Histogramm-Darstellung der Expression der
Oberflachenmarker CD86 und CD83 gegen Isotyp IgG1 (korreliert mit Reifegrad der DC), B unten:
Anteil der in der Praparation verbliebenen T- und B-Lymphozyten (nachgewiesen durch
Cytofluorometrie gegen die Oberflachenproteine CD3 bzw. CD19)
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Abbildung 5 - Autofluoreszenz der hDC

links: hDC-Praparation Kulturtag 9, in der Darstellung SSC gegen FSC, halblogarithmisch — rechts:
Verschiebung der hDC Population in Richtung FL-1 (Fluoreszenz 1) bzw. FL-2 (Fluoreszenz 2)
aufgrund ihrer Autofluoreszenz, logarithmische Darstellung
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3.1.3 Serum als kritische Komponente der hDC Generierung

Die Generierung der hDC erfolgte Uber einen Zeitraum von neun Tagen. Zur Kultur der
isolierten Monozyten musste Serum (u. a. als Quelle von Wachstumsfaktoren) zugesetzt
werden. Die geplanten Promotoranalysen sind vom Reifestatus der DC stark abhangig.
Das zugesetzte Serum sollte die Ausreifung der hDC moglichst gut unterstiutzen. Fir die
Kultur kommen humanes Serum und fétales Kalberserum (FCS) in Frage. Um potentielle
Unterschiede zwischen den beiden Seren nachzuweisen, wurde die Expressionstarke von
zwei transfizierten Fascinpromotor-Konstrukten bestimmt. Die Quantifizierung der
Expression erfolgte Uber die Aktivitat der nachgeschalteten Luziferase. Der theoretische
Ansatz ware die Uberprifung des Reifegrades der hDC mittels des Oberflachenmarkers
CD83. Zur Quantifizierung von Expressionsunterschieden, bedingt durch den Einfluss des
Serums, war der Reportergentest aber die geeignetere Methode. Der Unterschied in der
Expression verschiedener Fascin-Konstrukte fiel bei den Zellen, die mit 2% Serum
kultiviert wurden, deutlicher aus, verglichen mit den DC, die unter Verwendung von 10 %
FCS generiert worden waren. Das humane Serum, gewonnen aus einer Vollblutkonserve,
schien in seiner Zusammensetzung besser flr die Generierung der hDC geeignet zu sein.
Aus Grunden der Standardisierbarkeit wurde auf die Verwendung von autologem Serum
aus demselben BuffyCoat eines Spenders verzichtet, da hierbei auch individuelle

Qualitatsunterschiede zu erwarten waren.
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hDC mit 10 %FCS kultviert: hDC mit Serum kultiviert:
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Abbildung 6 - hDC-Kultur mit FCS bzw. Blutserum, Expression der Fascinpromotor-Konstrukte

Die Abb. zeigt die Unterschiede in der Luziferaseexpression zwischen dem Fascin2.7Bal-Konstrukt™

als Basis und BalD2D4, das zusatzlich eine Promotorduplikation tragt. Das Experiment wurde jeweils
in Triplikatwerten ausgefiihrt. Die Unterschiede zwischen den Konstrukten fallen bei der Kultivierung
mit Blutserum deutlicher aus.

3.1.4 Dokumentation Differenzierung / Ausreifung der hDC:

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen die morphologischen Veranderungen der
Generierung von DC ausgehend von CD14+-Monozyten aus Buffy Coats mit 2%
humanem Serum uUber den Verlauf von 9 Tagen. Beginnend mit Tag 2 sieht man
zunachst, dass die adharierten Monozyten unter Stimulation der Reifungscytokine IL-4
bzw. GM-CSF sich vom Plastikmaterial der Zellkulturplatte I6sen wund ihre
makrophagenartige Struktur wieder verlieren. Die Zellen zeigen zunachst wieder die
abgerundete Form von Suspensionszellen. Im weiteren Verlauf Uber die Tage 3 bis 5
nehmen die Zellen an Gréle zu und zeigen die Ausbildung erster dendritischer Fortsatze
(Tag 6). Mit der Zugabe des Ausreifungsmixes am Tag 7 kann man eine deutliche
morphologische Veranderung der Zellen feststellen: es kommt zur Ausbildung vieler
neuer Dendriten und die Zellen zeigen von Tag 7 bis 9 immer ausgepragter den Phanotyp
ausgereifter Dendritischer Zellen, der schlieldlich am Tag 9 fur die meisten der kultivierten

Zellen gegeben ist.

* Fascin2.7Bal ist ein 5'deletiertes Fascin-Promotorkonstrukt, das als Basis bei der Untersuchung

verschiedener Promotorduplikationen z.B. Bal D2D4) eingesetzt wurde, detailliertere Informationen finden
sich unter 3.5.1 bzw. 3.5.2
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Abbildung 7 - Dokumentation Differenzierung / Ausreifung der kultivierten hDC

Lichtmikroskopische Aufnahmen (200fache VergrofRerung) im Verlauf der Kultivierung und
Differenzierung humaner Dendritischer Zellen aus CD14+-Blutmonozyten, beginnend mit Tag 2 (vgl.
Abb. 6A) dokumentiert bis zum Tag 9 (vgl. Abb. 6H) unter Zugabe von 2 % Blutserum. Es Iasst sich
eine GrélRenzunahme der heranreifenden Zellen und auch die Ausbildung vieler neuer Dendriten, vor

allem nach Induktion der Ausreifung am Tag 7, feststellen.
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3.2 Experimente im Rahmen der Etablierung des Reportergentests

3.2.1 Kotransfektion zweier Plasmide zur Nivellierung von

Expressionsunterschieden

Da bei einer Transfektion nicht alle Zellen in gleichem MalRe in der Lage sind, das
transfiziete Gen zu exprimieren, kommt es zwangslaufig zu groReren
Expressionsunterschieden. Eine = Methode, die zur  Standardisierung der
Expressionseffizienz bei den nachfolgenden Experimenten angewandt wurde, ist die
Kotransfektion eines zweiten Plasmids. Die Methode basiert auf dem Prinzip, dass, wenn
ein Plasmid in die Zelle gelangt, i. d. R auch beide Plasmide aufgenommen werden.
Durch Bildung eines Quotienten aus den Expressionseffizienzen der beiden
plasmidkodierten Gene konnen transfektionsbedingte Unterschiede normalisiert werden.
Unabhangig davon muss durch eine ausreichende Anzahl von Mehrfachwerten tUberpruft
(gewahrleistet) werden, dass der resultierende Mittelwert sich in mdglichst engen

Fehlergrenzen bewegt und somit glaubwurdige Ergebnisse erhalten werden.

In der nachfolgenden Abbildung ist auf der linken Seite die Luziferaseaktivitat von drei
gleichen Ansatzen einer Probe dargestellt, die deutlich unterschiedlich zueinander sind.
Die Graphik auf der rechten Seite zeigt die Nivellierung transfektionsbedingter
Expressionsunterschiede durch Kotransfektion einer zweiten Luziferase und Bildung des

Quotienten aus beiden Aktivitaten.
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Abbildung 8 - Normalisierung transfektionsbedingter Expressionsunterschiede

durch Kotransfektion einer zweiten Luziferase. Exemplarisch flr die 3 Einzelwerte eines
Expressionskonstrukts sind die Photinus-Luziferaseaktivitat (links) und die Quotienten nach Division
durch die kotransfizierte Renilla-Luziferase (rechts) gezeigt. Durch Kotransfektion einer zweiten
Luziferase kdnnen transfektionsbedingte Expressionsunterschiede nivelliert werden.
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3.2.2 Nachweis der Kotransfektion zweier Plasmide

Zur Normalisierung unterschiedlicher Expressionseffizienzen der Photinus-Luziferase
wurde ein zweites Plasmid, das eine weitere Luziferase (Renilla-Luziferase) codiert,
kotransfiziert. Zum Nachweis, dass beide Plasmide gleichermalien in die Zelle gelangen
und exprimiert werden koénnen, wurden XS106 Zellen mit dem rotfluoreszierenden
Plasmid DSRed2 und dem griinfluoreszierenden EGFP>°, beide unter der Kontrolle des
CMV-Promotors, kotransfiziert. Die nachfolgende Abbildung gibt dieser Ergebnisse wieder

und bestatigt, dass beide Plasmide durch die gleiche Zelle exprimiert werden.

Abbildung 9 - Nachweis Expression zweier Reportergene durch die gleiche Zelle

Die Abbildung zeigt, dass bei einer Kotransfektion zweier Plasmide beide von der gleichen Zelle
aufgenommen und exprimiert werden. Dies bildet die Grundlage fiir die unter 3.2.1 beschriebenen
Normalisierung. Die Fluoreszenzbilder wurden bei 200facher VergréRerung aufgenommen.

3.2.3 Einfluss der in der Praparation verbliebenen Lymphozyten auf den

Reportergentest

Die eingesetzte Methode zur Charakterisierung der Expressionsunterschiede der
verschiedenen Fascin-Konstrukte ist der Dual-Luziferasetest (vgl. 2.2.2.8.1). Bei diesem
Verfahren handelt es sich um eine integrative Methode, d.h., die exprimierte Luziferase
des gesamten Ansatzes wird gemessen. Da aufgrund der Praparation ein Anteil von
Fremdzellen in den Ansatzen verbleibt, musste sichergestellt werden, dass diese Zellen
keinen Beitrag zur Photinus-Luziferaseexpression leisten: Bei zwei gleichen

Transfektionsansatzen (Triplikate) wurden zu einer Probe zusatzlich 30% abgespulte

*® enhanced green fluorescent protein — verstarktes grunfluoreszierendes Protein
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PBMCs zugesetzt und mitkultiviert. Nach Transfektion mit der Amaxa-Methode wurde die
Luziferaseexpression  gemessen. Als  Coreporter zur  Normalisierung  der
Transfektionsansatze wurde die Renilla-Luziferase unter dem CMV-Promotor
mittransfiziert. Es zeigte sich, dass der Vergleichsansatz, der mehrheitlich hDC enthielt,
eine hohere Luziferaseexpression lieferte, verglichen mit der Probe, die die zusatzlichen
PBMCs enthielt. Es ist davon auszugehen, dass bei der Transfektion in der
Vergleichsprobe, mehr hDC erreicht wurden und aufgrund der Spezifitdt des Fascin-
Promotors auf DC eine hohere Fascin-Promotor getriebene Luziferaseexpression
resultierte. Bei der anderen Probe wurde durch die Transfektion auch ein Teil der PBMC
erreicht, die theoretisch nur das CMV-Konstrukt exprimieren konnten, was insgesamt in
einer niedrigeren Photinus-Luziferaseexpression deutlich wurde. Die Daten lie3en also
den Schluss zu, dass die in der Praparation verbliebenden B- und T-Lymphozyten keinen
Einfluss auf die Fascin-Promotor getriebene Proteinexpression hatten. Abbildung 10 zeigt
das Ergebnis des Luziferasetests. Dargestellt sind die Mittelwerte der resultierenden
Quotienten aus Photinus- und Renilla-Luziferaseaktivitdt und die entsprechenden

Standardabweichungen. Das Experiment wurde in Triplikatansatzen durchgefuhrt.
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Abbildung 10 - Vergleich relat. Luziferaseaktivitat nach Zumischung von 30 % PMBC

Die in der Praparation verbliebenden T- bzw. B-Lymphozyten liefern keinen Beitrag zur Fascin-
Promotor vermittelten Proteinexpression. Dargestellt sind die Mittelwerte der Quotienten aus
Photinus- und Renilla-Luziferaseaktivitat, nebst den Standardabweichungen.

Seite 74 von 201



3 - Ergebnisse

3.3 Spezifitat des Fascin-Promotors auf Dendritische Zellen

Die eingesetzte Methode zur Praparation der hDC kann die vollstandige Entfernung der
B- und T-Lymphozyten nicht leisten. Ein Anteil dieser Zellen bleibt in der Praparation
zurtck. Der Fascin-Promotor ist in Zellen des hamatopoetischen Systems exklusiv in
Dendritischen Zellen aktiv. Das Reportergen EGFP unter dem Fascin- bzw. CMV-
Promotor ermdoglicht den Nachweis der spezifischen / unspezifischen Expression auf
Einzelzellebene. Die nachfolgenden Graphiken zeigen, dass unter dem CMV-Promotor
auch verbliebene Lymphozyten EGFP exprimierten. Unter Verwendung des Fascin2.7-

Promotor blieb die Expression des Reportergens auf hDC beschrankt.

A 4 PCI-EGFP (CMV) B pFascin2.7EGFP

o "
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Abbildung 11 - EGFP-Expression A) unter CMV- bzw. B) unter dem Fascin-Promotor

Logarithmische Darstellung Fluoreszenz 1 gegen 2 der Analyse mittels Cytofluorometer: Die
Expression des Reportergens blieb unter dem Fascin-Promotor auf DC beschrankt.

3.4 Aktivitat des Fascin-Promotors korreliert mit Reifegrad der hDC

Fascin wird in den Langerhansschen Zellen mit zunehmendem Reifegrad verstarkt
genutzt (Ross et al.; 1998). Dies gilt auch fur hDC, die aus CD14+-Monozyten aus
menschlichem Blut generiert werden (Ross et al.; 2000). Der humane Fascin-Promotor
wird ebenfalls von reifen CD83+ humanen DC starker genutzt als von CD83- DC
derselben Kultur (Bros et al.; 2003).

Der optimale Zeitpunkt fur die Transfektion ist wahrscheinlich nicht identisch mit dem
Zeitpunkt der maximalen Fascinexpression. Zur Untersuchung dieses Sachverhalts wurde

die Expression des Reportergens Photinus-Luziferase unter dem Fascin-Promotor2.7 an
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vier aufeinander folgenden Tagen bestimmt. Die Normalisierung unterschiedlicher
Transfektionseffizienzen wurde durch Kotransfektion eines zweiten Reportergens, der
Renilla-Luziferase unter dem CMV-Promotor erreicht. Die Expressionsstarke wurde 24 h
spater Uber den Dual-Luziferasetest von Promega bestimmt (vgl. 2.2.2.8.1). Beginnend
mit dem Tag 8 (Transfektionszeitpunkt) konnte bereits eine deutliche Expression des
Reportergens festgestellt werden, die am Tag 9 und 10 etwa auf gleichem Niveau lag. Am
Tag 11 schlie3lich konnte noch einmal ein Anstieg der Expressionseffizienz beobachtet
werden. Die Schwankungen in der Expressionsstarke uber den Zeitraum Tag 8 - 10 fielen
verhaltnismaRig gering aus, so dass zur Erzielung eines glaubwirdigen Ergebnisses der
Transfektionszeitpunkt bereits auf Tag 9 festgelegt werden konnte. Der Vorteil, der daraus
resultierte, war, dass das Ergebnis des Experiments verhaltnismallig schnell vorlag. Ein
Abwarten bis zum Kulturtag 11 wurde aufgrund der relativen HOhe des
Expressionsniveaus als nicht zwingend notwendig erachtet. Somit konnte die Dauer eines
Experiments auf ca. 11 Tage begrenzt werden. Die nachfolgende Abbildung 12 zeigt das

Ergebnis der beiden jeweils in Dreifach-Triplikatansatzen durchgeflhrten Experimente.
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Abbildung 12 - Luziferaseexpression in hDC zu unterschiedlichen Transfektionszeitpunkten

Dargestellt sind die Mittelwerte der resultierenden Quotienten aus Photinus- und Renilla-Luziferase-
Aktivitdt und die entsprechenden Standardabweichungen. Die beiden Experimente wurden jeweils in
Triplikatwerten durchgefiihrt. Die Expression des Fascin2.7 Konstrukts ist Uber den Tag 8 — 10
(Transfektionszeitpunkt) auf relativ konstantem, hohem Niveau.
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Parallel zur Bestimmung der Expressionsstarke des Reportergens unter dem Fascin-
Promotor im Dual-Luziferasetest wurde fur jedes der beiden Experimente dieser
Versuchsreihe die Ausreifung der Dendritischen Zellen durch Immunfluoreszenz auf die
Oberflachenproteine CD83 und CD86 (gegen den entsprechenden lIsotyp IgG1) und
anschlieRende Analyse mit dem Cytofluorometer dokumentiert. Die nachfolgende

Abbildung zeigt exemplarisch die Ergebnisse eines Experiments:
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Abbildung 13 - Dokumentation Reifestatus der hDC, an Tag 8-11

Histogrammdarstellung der Expression der Oberflachenproteine CD83 und CD86 zur Dokumentation
des Reifegrads an den einzelnen Kulturtagen mittels FITC-markierter Antikdrper gegen den

entsprechenden Isotyp IgG1 (Analyse im Cytofluorometer). Exemplarisch ist das Ergebnis eines der
beiden Experimente gezeigt.

Die hDC wiesen gleichmalig Uber die gesamte Population verteilt schon am Tag 8 eine
starke Expression des Oberflachenproteins CD86 auf. Im untersuchten Zeitraum konnte
die Hohe dieser Expression als konstant beobachtet werden. Dies zeigte sich im
Histogramm als glockenférmige Kurve, die annahernd einer Gauly’'schen Normalverteilung
entsprach. Bei der Expression des Oberflachenproteins CD83 konnten am Tag 8
zunachst noch zwei beinahe gleichgrof3e Populationen nachgewiesen werden, wobei nur
eine der beiden CD83 positiv war. Dies lie3 auf hDC mit unterschiedlichem Reifegrad
schlieBen. Im Verlauf des beobachteten Zeitraums wurden immer mehr Zellen CD83
positiv. Die Kurve im Histogramm naherte sich wie beim CD86 einer Normalverteilung an,

Seite 77 von 201




3 - Ergebnisse

die sie am Tag 10 auch erreichte. Die Kultur bestand jetzt aus annahernd einheitlich

ausgereiften hDC.

Da aufgrund der spenderindividuellen BuffyCoats als Ausgangsmaterial fur die
Generierung von hDC eventuell auch Schwankungen in deren Reifestatus auftreten
konnten, wurde in regelmaRigen Abstanden die Expression der Oberflachenmarker CD83
und CD86 bestimmt. So konnte gewahrleistet werden, dass die hDC am Tag 9
(Transfektionszeitpunkt) einen Reifestatus erreicht hatten, der die Nutzung vor allem der
distal lokalisierten, reifeabhangigen, Fascin-Promotor-Elemente als wahrscheinlich

erwarten lies.

3.5 Verstarkung der Promotoraktivitat durch Duplikation

Fascinpromotoreigener Elemente

3.5.1 Herstellung eines 5’-deletierten Fascin-Promotors als Basis fiur weitere

Klonierungen

Zunachst wurde ein verkurztes Fascin-Konstrukt, das alle wichtigen konservierten
Bereiche enthalt und am 5 Ende Uber eine singulare Bal [|-Schnittstelle verfugt,

hergestellt. Es diente als Basis fur die nachfolgend aufgeflhrten Klonierungen.
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Abbildung 14 - Fascin2.7Bal - Fascin 2.7 — GroRe und Lokalisation der Homologieregionen

Ubersicht Deletion des Fascin-Promotors2.7 zur Herstellung des Konstrukts Fascin2.7Bal, das am 5'-
Ende Uber eine singuldre Bal-I-Schnittstelle verfugt. Das Konstrukt diente als Basis fir die
nachfolgend beschriebenen Klonierungen

Ausgangsprodukt war das Fascin2.7-Konstrukt, das in den pGlI3Basic Vektor von
Promega kloniert worden war. Das Plasmid wurde mit dem Restriktionsenzym Bal |
geschnitten, so dass die resultierenden 5’-lokalisierten Elemente zwischen den Bal-I-

Schnittstellen ausgeschnitten wurden (vgl. Abbildung 14). Nach Gelelektrophorese und
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Excision der linearisierten, verkurzten DNA aus dem Gel wurde das Plasmid religiert und
zum Nachweis der erfolgreichen Klonierung der Bereich um die neu entstandene Bal-I-

Schnittstelle sequenziert. Das Promotorkonstrukt hat eine GrofRe von 1543 BP.

Das erhaltene Fascin2.7Bal-Konstrukt wurde gegen das Fascin2.7-Konstrukt im Dual-
Luziferasetest getestet. Als Coreporter zur Normalisierung der Transfektionseffizienzen
diente die Renilla-Luziferase unter dem CMV-Promotor. Das Experiment wurde zweimal
in Duplikatansatzen durchgefuhrt und lieferte fur das Fascin2.7Bal-Konstrukt eine leichte

Verstarkung der Expression hinsichtlich des Fascin2.7-Konstrukts.
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Abbildung 15 - Vergleich Luziferaseaktivitat der Konstrukte pFascin2.7 - pFascin2.7Bal

Das Fascin2.7Bal-Konstrukt zeigt gegeniber dem Fascin2.7-Konstrukt eine geringfiigig gesteigerte
Expression der nachgeschalteten Luziferase. Dargestellt sind die Mittelwerte der Quotienten aus
Photinus- und Renilla-Luziferaseaktivitat und die entsprechenden Standardabweichungen.

3.5.2 Erzeugung von Teilfragmenten der Homologieregion A, B

Der humane Fascin-Promotor verfugt Uber drei Homologiebereiche A, B und C (vgl.
Abbildung 14), die auf Basis eines Homologievergleichs zwischen den
Promotorsequenzen von Maus und Mensch identifiziert wurden (Bros et al.; 2003). Bros
und Mitarbeiter konnten zeigen, dass der Bereich C alle wichtigen Elemente eines
Minimalpromotors, die fur die Expression des nachfolgenden Gens notwendig sind,
enthalt. Die Spezifitat des Fascin-Promotors auf Dendritische Zellen und die Verstarkung
der Expression werden durch Elemente in der konservierten Region A, B bewirkt. Eine
Duplikation der Homologieregion AB oder zumindest Teilelemente dieser Region sollten

demnach zu einer Verstarkung der Expression fuhren. Welche DNA-Abschnitte innerhalb
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dieser Region tatsachlich fur die Expressionssteigerung verantwortlich sind, war zu
Beginn der Arbeiten nicht bekannt. Um diesen Sachverhalt naher zu untersuchen, wurden
verschiedene Primer entworfen, mit denen unterschiedlich gro3e Produkte der
Homologieregion AB amplifiziert werden konnten. Die Oligonukleotide (vgl. 2.1.1.7)
wurden mit den Buchstaben D und den Zahlen 1 bis 5 bezeichnet. Die nachfolgende
Graphik gibt einen Uberblick (iber GroRe und Lokalisation der erhaltenen Elemente. Diese

sind mit einer Kombination der jeweiligen Oligonukleotid-Bezeichnungen benannt.

0 500 1000 1500 2000 2500 BP

MaRstab — Promotor gesamt

Homologieregion A,B (o]

i: pFascin2.7

3‘

5(

D1-D4 5¢ 3¢
D2-D4 5 3¢

D2-D5 5¢ 3¢

D3-D5 5 I ] o
0 100 200 300 400 500 BP
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Abbildung 16- GroRe und Lokalisation der "D"-Konstrukte

festgelegt durch die verschiedenen, entworfenen Primer. Die Bezeichnung des jeweiligen Konstrukts
setzt sich zusammen aus dem fiur seine Erzeugung verwendeten Primerpaar. Mit aufsteigender Zahl
werden Konstrukte erhalten, die immer geringere Anteile der konservierten Homologieregion A, B
enthalten, gleichzeitig kommen Bereiche hinzu, die nichtkonserviert sind, um festzustellen, ob auch
diese Bereiche einen Beitrag zur Expressionssteigerung liefern.
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3.5.2.1 Einfluss auf die Expressionsstarke eines nachgeschalteten Reportergens
durch Duplikation von Teilfragmenten bzw. der ganzen Homologieregion AB

- Klonierung in die Bal-I-Schnittstelle von pFascin2.7Bal

Die mittels Polymerase-Ketten-Reaktion generierten Teilfragmente der Homologieregion
A, B wurden nach Aufreinigung mit dem Promega SV Gel and PCR Cleanup System einer
Klenow-Reaktion (2.2.1.10) unterzogen. Nach erneuter Aufreinigung wurden die

erhaltenen Fragmente in die Bal-I-Schnittstelle des Fascin2.7Bal-Konstrukts kloniert®.

0 300 600 9(|)0 1290 150|0 BP
T T T
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Abbildung 17 - Klonierung der "D"-Konstrukte in die Bal I-Schnittstelle von Fascin2.7Bal

Nachgeschaltet ist das Reportergen Photinus-Luziferase. Durch Bestimmung der Aktivitat dieser
Luziferase kann auf die Aktivitat der Promotorelemente und den Beitrag der jeweiligen ,D“-Konstrukte
geschlossen werden.

Zum Nachweis der erfolgreichen Klonierung wurde mit den Oligonukleotiden
phFas2.7Bal-I-fwd bzw.- rev. mittels PCR ein Fragment erzeugt, das die Bal-I-Schnittstelle
und das potentiell klonierte D-Konstrukt im Zentrum hatte. Ein Aliquot der PCR-Reaktion
wurde mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese gegen einen geeigneten DNA-Marker
analysiert und die Fragmentgrof3e bestimmt. Entsprach das ermittelte Molekulargewicht
der berechneten Grolde, erfolgte eine zweite PCR mit einer Kombination aus geeignetem
Oligonukleotid (D1 — D5) und dem komplementaren, passenden phFas2.7-Bal-I-Primer.
Erwies sich in der anschlieBenden Gelelektrophorese, dass das erhaltene Fragment
ebenfalls die errechnete GroRe hatte, konnte davon ausgegangen werden, dass das

Fragment auch in korrekter Orientierung kloniert worden war. Der so charakterisierte Klon

% Das Restriktionsenzym Bal | erzeugt glatte DNA-Enden
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wurde zur Sequenzierung gegeben und deren Ergebnis auf Ubereinstimmung der

Einzelbasen mit der urspringlichen Promotorsequenz verglichen.

Die erhaltenen Klone wurden zur Gewinnung von DNA herangezogen und diese transient
in hDC transfiziert. Die Analyse der Luziferaseexpression mittels des Dualluziferasetests
ergab die Expressionsstarke der erzeugten Konstrukte. Die DNA fir die Transfektion
wurde in aquimolaren Mengen eingesetzt, um Unterschiede, die sich aufgrund der
verschiedenen GrofRe der Konstrukte ergeben, auszuschlie3en.

In der folgenden Abbildung ist das Ergebnis von einem der vier gleichwertigen
Experimente gezeigt. Das BalD1D4- bzw. das BalD2D4-Konstrukt liefert ca. eine 1,7
fache Verstarkung der Expression, die signifkant unterschiedlich zum Referenzkonstrukt
Fascin2.7Bal ist. Der Unterschied zwischen den beiden Konstrukten war nicht signifikant.
Bei dem Konstrukt BalD2D5 kommt ein DNA-Abschnitt hinzu (Abbildung 16) der bereits
aulBerhalb der konservierten Region B liegt. Es lasst sich zwar noch ein Anstieg der
Expression dokumentieren, der aber deutlich geringer ausfallt, verglichen mit den
Konstrukten BalD1D4 bzw. BalD2D4. Beim Konstrukt BalD3D5 fehlt zusatzlich ein Teil der
Homologieregion B, der nichtkonservierte DNA-Abschnitt, wie bei BalD2D5 beschrieben,
ist in diesem Konstrukt aber ebenfalls erhalten. Die resultierende Expression fallt geringer
aus, als bei dem Referenzkonstrukt Fascin2.7Bal. Im weiteren Verlauf der Experimente
wurde auf die Transfektion des BalD2D5-Konstrukts verzichtet, da einerseits die
Steigerung der Expression nicht deutlich genug war und der Einfluss des nicht-

konservierten DNA-Abschnitts durch das BalD3D5-Konstrukt untersucht werden konnte.
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Abbildung 18 - relat. Luziferaseaktivitit der Bal-Konstrukte gegen pFascin2.7Bal als Referenz

Sowohl die Duplikation des D1D4 als auch des D2D4-Konstrukts liefern annahernd eine Verdopplung
der Expression des nachgeschalteten Reportergens. Das D3D5-Konstrukt zeigt keine zusatzliche
Verstarkung der Expression. In diesem Abschnitt scheinen demnach keine weiteren
aktivitatssteigernden Elemente lokalisiert zu sein. Dargestellt sind die Mittelwerte der Quotienten aus
Photinus- und Renilla-Luziferaseaktivitdt nebst den entsprechenden Standardabweichungen.
Abbildung 18 zeigt reprasentativ eines von vier gleichwertigen Experimenten jeweils in
Triplikatansatzen.

Fazit: Durch Duplikation der Homologieregionen A und B bzw. nur der Homologieregion B
lasst sich eine Expressionsteigerung des nachgeschalteten Reportergens erreichen, die

signifikant unterschiedlich zum Referenzkonstrukt Fascin2.7Bal ist.
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3.5.3 Einfluss der Homologieregion A bzw. des DNA-Abschnitts D7 — D6
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Abbildung 19 - GroRe und Lokalisation der Fragmente D1D6, D1D7, D2D6, D2D7

festgelegt durch die verschiedenen, entworfenen Primer. Die Bezeichnung des jeweiligen Konstrukts
setzt sich zusammen aus dem fir seine Erzeugung verwendeten Primerpaar. Ebenfalls in der
Abbildung dargestellt sind konservierte Motive, die potentielle Transkriptionsfaktorbindungsstellen
enthalten, deren Existenz aus der Analyse mit einem entsprechenden Computerprogramm begriindet
wurden. Mit dieser Serie Konstrukte sollte untersucht werden, ob die expressionssteigernde Wirkung
auf den Bereich D1D7 bzw. D2D7 eingegrenzt werden kann oder ob der Bereich D6D7 ebenfalls
einen Anteil daran besitzt.

Basierend auf den Ergebnissen, die sich aus der Duplikation der Teilfragmente D1-D5
ergaben, wurden weitere Konstrukte geplant, um einerseits den Einfluss der
Homologieregion A bzw. des Abschnitts D7 — D6 (2. Teil der Homologieregion B, der
direkt nach D7 beginnt und basengenau bis zum Ende dieser konservierten Region reicht)

auf die Verstarkung der Expression zu untersuchen.

Es wurden vier neue Konstrukte entworfen, die paarweise konzipiert waren. Eine
Ubersicht gibt Abbildung 19: D1D6 beinhaltet den Sequenzbereich D1D2, der der
Homologieregion A entspricht, wahrend D2D6 um genau diese Region verkurzt ist. Beide
Konstrukte aber besitzen den Sequenzabschnitt D7-D6. D1D7 bzw. D2D7 unterscheiden
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sich ebenfalls im Vorhandensein der Homologieregion A. Beide Konstrukte sind um den
Bereich D7-D6 verkurzt.

Die Herstellung und Charakterisierung der Fragmente sowie das Klonieren in die Bal-I-
Schnittstelle von Fascin2.7Bal erfolgten analog, wie unter Punkt 3.5.2.1 beschrieben. Das
Experiment wurde zweimal in Triplikatwerten durchgefihrt. Das Ergebnis dieser
Versuchsreihe zeigt, dass die Konstrukte BalD2D6 und BalD2D7 eine annahernd gleich
hohe Verstarkung der Expression lieferten. Die Region D7-D6 scheint keinen weiteren
Beitrag zur Steigerung der Expression zu leisten. Der Vergleich der Konstrukte, die sich
im Vorhandensein der Homologieregion A unterschieden, zeigte, dass die Expression

dann erniedrigt war, wenn dieser Sequenzabschnitt zusatzlich vorhanden war.
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Abbildung 20 - relat. Luziferaseaktivitiat der Bal-Konstrukte gegen pFascin2.7Bal als Referenz

Sowohl die Duplikation des D2D7 als auch des D2D6-Konstrukts liefern annahernd eine Verdopplung
der Expression des nachgeschalteten Reportergens. Die expressionssteigernden Elemente scheinen
im Bereich D2D7 lokalisiert. Uneinheitlich ist der Beitrag der Homologieregion A zur
Expressionsteigerung: In der vorliegenden Untersuchungsreihe leistet dieser Bereich keinen eigenen
Beitrag zur Expressionssteigerung, sondern wirkt eher inhibitorisch. Dargestellt sind die Mittelwerte
der Quotienten aus Photinus- und Renilla-Luziferaseaktivitdt nebst den entsprechenden
Standardabweichungen. Abbildung 20 zeigt reprasentativ eines von zwei gleichwertigen
Experimenten jeweils in Triplikatansatzen.

Zusammenfassend konnten zwei Schlussfolgerungen gezogen werden:

1) Die fir die Steigerung der Expression wichtigen Elemente befinden sich im
Sequenzabschnitt D2-D3 (ein ca. 90 BP langer DNA-Abschnitt).

2) Die Homologieregion A leistet keinen eigenen Beitrag zur Expressions-

verstarkung.
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3.5.4 Einfluss auf die Expressionsstarke, wenn mehrere D2D7-Einheiten

hintereinander gesetzt werden
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Abbildung 21 - Ubersicht: Multiplikation mehrerer D2D7-Elemente und Klonierung in Fascin2.7Bal

Die erzeugten Konstrukte erhalten eine unterschiedliche Anzahl D2D7-Konstrukte in der Bal-I-
Schnittstelle. Die Konstrukte wurden als Reaktion auf die vorangegangenen Experimente entwickelt:
demnach sollte jede =zusatzliche D2D7-Einheit eine weitere Steigerung der Expression des
nachgeschalteten Reportergens bewirken. Bedingt durch die Vorgehensweise resultierten Konstrukte,
die in umgekehrter Orientierung einkloniert waren.

Unter Berucksichtigung der beiden vorangegangenen Versuchsreihen sollten mehrere
Einheiten des DNA-Abschnitts D2D7 hintereinander addiert ebenfalls zu einer
Expressionssteigerung fuhren, die vom Betrag her grélier ausfallen sollte, als die bisher
festgestellten Steigerungen. Mittels Polymerasekettenreaktion wurden zunachst die
D2D7-Elemente hergestellt. Nach Klenow-Reaktion wurden die Fragmente einer T4-
Polynukleotidkinasereaktion unterzogen zur Addition einer 5’-lokalisierten Phosphat-
Gruppe. Zunachst wurden nur die Fragmente allein eineinhalb Stunden mit T4-Ligase
inkubiert, anschlieBend wurde der mit dem Restriktionsenzym Bal-I geschnittene Vektor
zugegeben und der Ansatz Uber Nacht ligiert. Die weitere Aufarbeitung und
Charakterisierung der resultierenden Klone erfolgte wie unter 3.5.2.1 beschrieben. Es
wurde ein Konstrukt mit einer, zwei und drei zusatzlichen D2D7-Einheiten erhalten, die
alle die D2D7-Einheiten in umgekehrter Orientierung inseriert hatten! Die Ergebnisse

zeigen, dass mit jeder weiteren hinzukommenden D2D7-Einheit die Expression zwar
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proportional verstarkt wird, die Differenzen in der Expressionsstarke aber hinter den
Erwartungen zuruckbleiben. Der Unterschied zwischen dem Referenzkonstrukt
Fascin2.7Bal und dem Bal3xD2D7-Konstrukt (besitzt insgesamt 4x den D2D7-Bereich) ist
in etwa gleich grof3, wie beim Konstrukt BalD2D4.
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Abbildung 22 - relat. Luziferaseexpression der Konstrukte mit mehreren D2D7-Einheiten

Mit jeder weiteren hinzukommenden D2D7-Einheit steigert sich die Expression des nachgeschalteten
Reportergens um anndherend denselben Betrag. Die absolute Steigerung fallt aber wesentlich
geringer aus, als erwartet. Insgesamt wird mit dem Bal3xD2D7-Konstrukt nur eine
Expressionssteigerung erreicht, die in der Dimension des BalD2D4-Konstruktes liegt. Dargestellt sind
die Mittelwerte der Quotienten aus Photinus- und Renilla-Luziferaseaktivitat und die entsprechenden
Standardabweichungen. Abbildung 22 zeigt reprasentativ eines von drei gleichwertigen
Experimenten, jeweils in Triplikatansatzen.

3.5.5 Test der Fascin-Promotorderivate in der Keratinozyten-Zell-Linie HaCaT.

Dokumentation der Spezifitat auf DC

Die hergestellten Fascin-Konstrukte sollen in einer spateren Verwendung zur DNA-
Vakzinierung eingesetzt werden. Bedingt durch den Applikationsweg trifft die DNA-
Vakzine neben DCs vornehmlich auf Keratinozyten der Haut, die das nachgeschaltete
Gen nicht exprimieren sollen. Zur Dokumentation der Spezifitdt auf hDC wurde die DNA in
die HaCaT-Keratinozyten-Zelllinie transient transfiziert und auch hier die
Expressionsstarke im Dual-Luziferase-Assay bestimmt. Die erhaltenen Ergebnisse der
Versuchsreihe sind in den nachfolgenden Graphiken dargestellt. Zunachst wurde zur
Transfektion der HaCaT-Zellen die Calcium-Phosphat-Methode gewahlt. Im Verlauf der
Versuchsreihe wurde aber festgestellt, dass die Expressionseffizienz bei dieser Methode
groleren Schwankungen unterliegt, als erwartet. Aus diesem Grund wurde diese

Transfektionsmethode zugunsten einer Lipofektion mit dem GenePorter-Reagenz ersetzt.
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Eine Verifizierung mit der neuen Methode erbrachte vergleichbare Ergebnisse, wie mit der
vormals gewahlten Technik. Keines der untersuchten Konstrukte wies eine starkere
Luziferaseexpression in HaCaT-Zellen auf, als das Referenzkonstrukt. Auf die Testung
der Konstrukte BalD2D5 bzw. BalD3D5 wurde verzichtet, da diese keine nennenswerte
Expressionssteigerung in hDC bewirkten. In den Experimenten wurde zum Vergleich auch
das Fascin0.21-Konstrukt’ transfiziert. Die untersuchten Konstrukte lagen alle unterhalb
der Luziferaseexpression von Fascin0.21.

*" enthalt nur den Minimalpromotor, der auch in HaCaT-Zellen aktiv ist
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Abbildung 23 - relat. Luziferaseaktivitiat der Bal-Konstrukte in HaCaT-Zellen

Diagramm A zeigt die relat. Luziferaseaktivitdt nach Transfektion der Zellen mit der Calcium-
Phosphat-Methode — bei Diagramm B und C wurden die Zellen mittels Lipofektion transfiziert. Alle
untersuchten Bal-Konstrukte zeigen in HaCaT-Zellen keine starkere Expression als das
Referenzkonstrukt Fascin2.7Bal bzw. das Konstrukt Fascin0.21, das dem Basalpromotor entspricht
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3.6 Aktivitat des humanen Fascin-Promotors in der murinen Zelllinie
XS106

Wie unter 3.5.1 erwahnt, verfugt der humane Fascin-Promotor Uber Homologieregionen,
die sequenzgleich mit dem murinen Fascin-Promotor sind (Bros et al.; 2003). Die
Spezifitat auf Dendritische Zellen wird durch die Homologieregion AB vermittelt.
Basierend auf diesen Erkenntnissen, sollte der humane Fascin-Promotor auch in Maus-
Zellen eine Aktivitat besitzen. Diese durfte aufgrund des Wechsels in eine andere Spezies
mdglicherweise aber geringer ausfallen. Fur das Experiment wurde die murine Zell-Linie
XS106 gewahlt, die ein Modell fiur reife dendritische Zellen darstellt (Xu et al.; 1995). Der
Reifestatus der DC ist von besonderer Bedeutung, da die Elemente der Homologieregion
AB vor allem in reifen DCs genutzt werden. Die Zelllinie XS106 bietet daruber hinaus eine
Reihe weiterer Vorteile: Es handelt sich um Zellen, die eine hohe Verdopplungsrate
besitzen, so dass recht schnell die erforderliche Zellzahl fir Experimente erhalten werden
kann, auferdem sind sie durch verschiedene Methoden gut zu transfizieren. Zur
Untersuchung dieses Sachverhalts wurden die Konstrukte Fascin2.7Bal und BalD2D4
verwendet. Es zeigte sich, dass beide Konstrukte in den Maus-Zellen aktiv waren.
Daruber hinaus konnte zwischen den beiden Konstrukten ein ahnlich grof3er Unterschied
in der Luziferaseexpression festgestellt werden, wie in humanen DC. Die XS106-Zellen

scheinen sich als Modell fir die Untersuchung der Promotorduplikationen zu eignen.
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Abbildung 24 - Aktivitat des humanen Fascin-Promotors in der murinen Zelllinie XS106

Dargestellt sind die Mittelwerte der Quotienten aus Photinus- und Renilla-Luziferaseaktivitat und die
entsprechenden Standardabweichungen. Neben der Aktivitat des Basis-Fascin-Konstrukts Iasst sich
auch die Expressionssteigerung nach Duplikation von Promotorbereichen in der murinen Zell-linie
abbilden.
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3.7 Verstarkung der Expressionseffizienz transfizierter Reporter-
genkonstrukte in DC durch Verbesserung des Kerntransports

Dendritische Zellen sind schwierig mit Plasmid-DNA zu transfizieren (Strobel et al.; 2000),
die Transfektion mit mMRNA (Ponsaerts et al.; 2002; Boczkowski et al., 1996) hingegen ist
relativ gut moglich. Die mRNA kann sofort, nachdem sie ins Zytoplasma gelangt ist, in
Protein translatiert werden. Fur die Expression eines plasmidcodierten Gens ist das
Einwandern der DNA in den Zellkern erforderlich, damit mRNA gebildet werden kann. Bei
Dendritischen Zellen handelt es sich um differenzierte Zellen, die nicht mehr der
Zellteilung unterliegen. Ein Einschleusen der DNA wahrend der Umorganisation des
Zellkerns bei der Mitose ist somit nicht gegeben. Kleinere Molekule gelangen passiv durch
Diffusion in den Kern. Plasmid-DNA kann lediglich durch aktive Prozesse in den Zellkern
aufgenommen werden. Somit ist die Expression des plasmidcodierten Gens stark durch
den Kerntransport limitiert. Mesika und Mitarbeiter konnten 2001 zeigen, dass durch
EinfUgen einer repetitiven NFKB-Bindungssequenz in das Plasmid aullerhalb des
Promotorbereichs die Expression des Reportergens Luziferase in Zelllinien deutlich
gesteigert werden kann. Im unstimulierten Zustand liegen die NFKB-Moleklle gekoppelt
an IkB vor. Durch zellularen Stress oder Stimuli wie Lipopolysaccharid,
Tumornekrosefaktor a (TNF-a) oder Interleukin 1- B (IL-1B8) kann die Aktivierung des
NFKB-Signalweges erfolgen. IKB wird phosphoryliert und die NFKB-Molekule
translozieren in den Kern. Die aktivierten NFKB-Molekule assoziieren bereits im
Zytoplasma Uber ihre Bindungssequenz mit der Plasmid-DNA. Um lhre Wirkung als
Transkriptionsfaktoren zu entfalten, mussen die NFKB-Molekule aus dem Zytoplasma
uber Tragerproteine in den Zellkern eingeschleust werden. Auf diese Weise kann deutlich
mehr Plasmid-DNA in den Kern gelangen und transkribiert werden. Der NFKB-Weg spielt
in Dendritischen Zellen ebenfalls eine zentrale Rolle (Ardeshna et al.; 2000): Nach
Aufnahme eines Antigens durch DC, erfahren diese eine Ausreifung, wobei es zur
Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a oder IL-18 kommt. Die Ausreifung
wird u. a. durch den NFKB-Weg vermittelt und kann durch die genannten Stimuli induziert
werden. Die angesprochene Methode sollte somit eine ideale Moglichkeit zur
Verbesserung der Expressionseffizienz von Reportergenkonstrukten nach ihrer

Transfektion in DC darstellen.
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3.7.1 Einfluss einer plasmidlokalisierten NFKB-Bindungssequenz auf die

Expression der Reportergene EGFP / Luziferase in hDC

3.7.1.1 Herstellung der Konstrukte pFascin2.7NFKB-Luc bzw.
pFascin2.7EGFP

5xNFKB-site

BamH | pFas 2.7 NFKB-V

in pGI3 Basic
(Promega)

SV40 late

poly(A)
signal

Fascin-
Promoter 2.7

Xba |

Nco |

Abbildung 25 - Vektorkarte von pFascin2.7NFKB: Lokalisation der NFKB-Bindungsstelle

aullerhalb des Promotorbereichs an inerter Stelle im Plasmid. Bindendes NFKB kann aufgrund der
Position der Bindungsstelle nur eine Transportfunktion vermitteln, nicht aber eine direkte Verstarkung
der Promotoraktivitdt, die Ublicherweise durch Bindung von Transkriptionsfaktoren in
Promotorbereichen vermittelt wird.

Der Vektor pNFKB—Luc® von Stratagene wurde mit dem Restriktionsenzym Sac I
geschnitten, durch eine anschlieRende Klenow-Reaktion wurden die uberhangenden
Enden durch Auffullen mit komplementaren Basen geglattet. Parallel dazu wurde der

% und beide linearisierten Vektoren

Klonierungsvektor pZEr02.1® mit EcoRV verdau
ligiert. Das entstandene Fusionsplasmid wurde mit dem Restriktionsenzym BamH |
geschnitten. Dadurch wurde der groRte Teil des Vektors NFKB-Luc® wieder aus dem
Plasmid ausgeschnitten. Im Klonierungsbereich des pZEr02.1® verblieb nur die 5fach
repetitive NFKB-Bindungssequenz. Das Plasmid wurde erneut ligiert. So wurde der Klon
pZErO5xNFKB erhalten. Fur die weiteren Klonierungsarbeiten wurden die Vektoren
pZErO5xNFKB und pFascin2.7 BamH | verdaut und fusioniert. Durch Restriktion des

Fusionskonstrukts mit Nsi | konnte der Vektor pZEr02.1° zum gréRten Teil wieder entfernt

°® EcoRV erzeugt ebenfalls glatte Enden
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werden. In die BamH [-Schnittstelle von pFascin2.7 wurden nur die 5xNFKB-
Bindungsequenz und ein Anteil des Klonierungsbereichs von pZEr02.1° ubertragen. Der
linearisierte Vektor wurde mit dem Restriktionsenzym Kpn | nachverdaut und die Enden
mit  Klenow-Enzym aufgefullt. Dadurch konnte der verbliebene Anteil des
Klonierungsbereichs von pZEr02.1® weitgehend entfernt werden. Durch die Generierung
von glatten Enden und anschlieRende Ligation konnte eine neue BamH I-Schnittstelle
geschaffen werden, so dass sich die NFKB-Bindungssequenz innerhalb von zwei BamH |-
Schnittstellen befand. So wurde das Plasmid pFascin2.7NFKB erhalten, das fur die
nachfolgenden Untersuchungen verwendet wurde. Die 5fache NFKB-Bindungssequenz
befindet sich an einer Stelle im Vektor (vgl. Abbildung 25), an der sie keine
expressionsverstarkende Wirkung durch Bindung des entsprechenden
Transkriptionsfaktors vermitteln kann. Dieser soll lediglich eine Transportfunktion

ausuben!

Zur Untersuchung der Expressionseffizienz auf Einzelzellebene wurde anstatt der
Luziferase als Reportergen EGFP*® verwandt. Zur Herstellung des entsprechenden
Konstrukts wurde mittels PCR und pFascin2.7NFKB als Matrize ein Bereich, der die zwei
BamH |-Schnittstellen Gberspannt (enthalt die NFKB-Bindungssequenz), amplifiziert. Nach
Aufreinigung des resultierenden PCR-Produkts wurde mit dem Restriktionsenzym BamH |
nachverdaut. Parallel dazu wurde das Konstrukt Fascin2.7EGFP®°, das nach dem
Reportergen EGFP eine singulare BamH [-Schnittstelle besitzt, ebenfalls mit diesem
Enzym geschnitten. Das PCR-Produkt, das durch den Restriktionsverdau Uber kompatible
Enden verflgte, wurde in die BamH [-Schnittstelle von pFascin2.7EGFP einkloniert. Da es
sich bei der 5fachen NFKB-Bindungsstelle um ein Palindrom handelte, musste auf die

Orientierung nicht geachtet werden.

% enhanced green fluorescent protein - verstarkt griinfluoreszierendes Protein

% hergestellt durch Bros et. al, 2003
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Abbildung 26 - Fascin2.7 EGFP+/-NFKB - Ubersicht Konstrukte

Schematische Darstellung der Konstrukte zur Verdeutlichung, dass die NFKB-Bindungsstelle
ebenfalls aufllerhalb des Promotorbereiches an inerter Stelle im Plasmid lokalisiert ist (nicht
malstabsgetreu). Die EGFP-Konstrukte sind analog den Luziferase-Kontrukten angelegt, lediglich
das Reportergen ist unterschiedlich.

3.7.1.2 Transfektion der Konstrukte Fascin2.7NFKB in hDC

Zur Untersuchung des Einflusses einer plasmidlokalisierten NFKB-Bindungsstelle auf die
Expression eines Reportergens in hDC auf Einzelzellebene wurden zunachst die unter
3.7.1.1 beschriebenen EGFP-Konstrukte in hDC transfiziert. Als Transfektionsverfahren
diente die Methode der Firma Amaxa GmbH (Lenz et al., 2003). Wie unter 2.2.2.6.1.1
beschrieben, handelt es sich bei dieser Methode um eine Elektroporation, die im
verwendeten Puffer zusatzlich eine Komponente enthalt, die eine Nukleofektion vermittelt.
Es stellt die derzeit beste Methode dar, Dendritische Zellen transient zu transfizieren, so
dass eine hohe Expressionseffizienz resultiert. Die Hypothese war, dass, durch Einfligen
der NFKB-Bindungsstelle in das Plasmid, mehr Zellen in der Lage sind, EGFP zu
exprimieren und dass der Anteil starker positiver Zellen zunehmen sollte. Die Auswertung
des Experiments erfolgte mit dem Durchflusscytometer durch Bestimmung der

Fluoreszenzintensitat des EGFP.

Obwohl die Konstrukte mindestens in Triplikatansatzen getestet wurden, war die Varianz
des Mittelwerts teilweise recht grofd, so dass die Unterschiede zwischen den Konstrukten
weniger deutlich ausfielen. Eine statistische Auswertung mit dem Student t-Test unter
Annahme eines Konfidenzintervalls von 0,05 war weder fur die Betrachtung der mittleren
Fluoreszenzintensitat stark EGFP-positiver Zellen noch basierend auf den Unterschieden
in der Anzahl dieser Zellen fur keines der Experimente signifikant. Tendenziell bestatigte
sich aber die Hypothese bezuglich einer Zunahme EGFP-positiver Zellen und einer
Verstarkung der Fluoreszenzintensitat. Abbildung 27 zeigt exemplarisch jeweils 1
Schaubild / Konstrukt aus einem von vier durchgefliihrten Experimenten in der

logarithmischen Darstellung Fluoreszenz 1 gegen Fluoreszenz 2.
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Abbildung 27 — Expression Fascin2.7EGFP+/-NFKB in hDC (Amaxa)

Analyse der EGFP-pos. Zellen mittels Cytofluorometer nach Transfektion der Konstrukte in hDC mit
der Amaxa-Methode. hDC im unteren rechten Quadranten (LR) wurden als EGFP-pos. betrachtet.
Abb. 24 zeigt exemplarisch das Ergebnis eines von vier Experimenten. Bei den Fascin-Konstrukten
wurden Triplikatansatze gemacht, gezeigt ist jeweils ein Schaubild (vgl. @ Expressionseffizienz),
logarithmische Darstellung, Fluoreszenz 1 gegen 2.

Um nachzuweisen, dass die Zunahme der EGFP-pos. Zellen nicht allein auf
Schwankungen in der Expressionseffizienz beruhte, wurden parallel die Fascin2.7-
Luziferase-Konstrukte in hDC getestet. Die Quantifizierung der Luziferaseexpression (vgl.
2.2.2.8.1) erfolgt integrativ Uber eine gesamte Probe. Dieses Verfahren bot zusatzlich den
Vorteil, dass durch die Kotransfektion zweier Luziferasen unterschiedliche
Expressionseffizienzen innerhalb der Mehrfachwerte bericksichtigt bzw. nivelliert werden
konnten. Der resultierende Unterschied konnte somit dem Einfluss der 5fachen NFKB-
Bindungsstelle zugeordnet werden. Das Experiment wurde dreimal in Triplikatwerten
durchgefuhrt und lieferte  durchschnittich eine  3,5fache Verstarkung der
Luziferaseexpression. Abbildung 28 zeigt exemplarisch das Ergebnis eines der drei

durchgefiihrten Experimente.
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Abbildung 28 - Expression der Luziferase-Konstrukte Fascin2.7+/-NFKB in hDC

mit der Amaxa-Methode. Gezeigt ist ein Ergebnis von drei gleichwertigen Experimenten (durchgefuhrt
in Triplikatansatzen). Durch Einflhrung der 5fachen NFKB-Bindungsstelle in das Plasmid konnte
durchschnittlich eine Verstarkung der Luziferaseexpression um den Faktor 3,5 erreicht werden.

3.7.1.3 Etablierung einer Methode zur Transfektion der hDC durch Elektroporation

Die Transfektionsmethode der Firma Amaxa nutzt zur Erreichung hoher
Expressionseffizienzen bereits eine Komponente im Transfektionspuffer, die einen
Kerntransport vermittelt. Dieser Sachverhalt koénnte den Effekt, der aus der
plasmidlokalisierten NFKB-Bindungssequenz resultiert, modulieren. Um den potentiellen
Einfluss dieser Nukleofektion abzuschatzen, musste zunachst ein Verfahren etabliert
werden, mit dem Dendritische Zellen ohne Zuhilfenahme einer solchen Komponente
transfiziert werden konnen. Dabei stellt die Elektroporation die aussichtsreichste
Moglichkeit dar, um wenigstens eine geringe Expressionseffizienz zu erreichen (Lundqvist
et al.; 2002). Unter Berucksichtigung der bereits publizierten Literatur (Van Tendeloo et
al.; 2001; Mu et al.; 2003) wurden unterschiedliche Protokolle (Strobel et al.; 2000; Van
Meirvenn et al., 2002) getestet und aufgrund des erfolgsversprechendsten Ansatzes die
Etablierung eines Elektroporationsverfahrens mittels Squarepuls angestrebt (Saeboe-
Larssen et al.; 2002). Basierend auf den in der Publikation dargestellten Erkenntnissen
wurde eine Methode unter Berlcksichtigung der in unserem Labor gegebenen Parameter
etabliert. Anderungen bestanden im Wesentlichen in der Verwendung eines anderen
Puffers mit geringerer lonenstarke und einer verkurzten Pulszeit bei geringfugig erhohter
Spannung (vgl. 2.2.2.6.1.2). Abbildung 44 im Anhang dieser Arbeit gibt einen Uberblick
uber die getesteten Parameter. Mit diesem Protokoll konnte eine Expressionseffizienz in

hDC erreicht werden, die unter dem CMV-Promotor bei durchschnittlich 7,5% lag. Im
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besten Fall wurden 16% erreicht, dabei scheint die jeweilige Beschaffenheit der hDC-
Praparation einen entscheidenden Einfluss auf die HOhe der Expressionseffizienz

auszuuben.

Eine Weiterentwicklung dieser Methode mit einem Elektroporationspuffer der Firma
GeneTrend fuhrte zwar zu einer moderaten Steigerung der Expression im Vergleich zum
etablierten Verfahren, jedoch blieb diese weit hinter den Erwartungen zurtck. Weitere
Optimierungen mit diesem Puffer wurden aus Kostengrinden nicht unternommen. Im
Zusammenhang mit der Etablierung der Transfektionsmethode wurde u. a. auch versucht,
durch Hinzuflgen von Cytosol- bzw. Kernextrakten in unterschiedlichen Mengen zum
Elektroporationspuffer, eine Steigerung der Expressioneffizienz zu erreichen. Die Cytosol-
bzw. Kernextrakte wurden durch Aufarbeiten frisch isolierter PBMC hergestellt. Eine
Verbesserung der Expressionseffizienz konnte auf diese Weise leider nicht festgestellt
werden (Daten nicht gezeigt). Die nachfolgende Abbildung zeigt exemplarisch die

Optimierungsversuche mit dem GeneTrend-Reagenz.
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Abbildung 29 - Optimierungsversuch Elektroporation durch Verwendung des GeneTrend Puffers

Expressionseffizienz  eines CMV-EGFP-Konstrukts A) unter den etablierten Bedingungen der
Squarepuls-Methode — B) unter Verwendung der gleichen Gerateparameter, aber mit dem
GeneTrend-Puffer — C) unter Verwendung des GeneTrend-Puffers und im Vergleich zu den
Standardbedingungen erhohter Voltzahl. Gezeigt ist jeweils ein Schaubild des in Triplikaten
durchgefiihrten Experiments
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3.7.1.4 Einfluss der plasmidlokalisierten @ NFKB-Bindungsstelle auf die

Expressionseffizienz nach Transfektion der hDC durch Elektroporation

Wie unter 3.7.1.2 angemerkt, nutzt die Transfektionsmethode der Firma Amaxa GmbH im
Elektroporationspuffer eine unbekannte Komponente, die einen Kerntransport ausubt.
Eine Interaktion bzw. ein Uberlagerungseffekt mit der Wirkung der 5fachen NFKB-
Bindungsstelle musste in Erwagung gezogen werden. Um diesen Sachverhalt zu
untersuchen, wurde das unter 3.7.1.3 beschriebene Verfahren zur Transfektion der hDC
mittels Squarepuls-Elektroporation genutzt. Zunachst wurden wieder die Konstrukte mit
dem Reportergen EGFP eingesetzt, um das Ausmall einer potentiellen
Expressionssteigerung durch die 5fache NFKB-Bindungsstelle auf Einzelzellebene zu
testen. Das Experiment wurde zweimal in Triplikatansatzen durchgefthrt und lieferte ein
vergleichbares Ergebnis, wie es unter Verwendung der Amaxa-Methode erhalten worden
war. Die Expressionseffizienz der Konstrukte unter dem Fascin-Promotor war aber
wesentlich geringer (Daten nicht gezeigt). Die Durchfihrung des Student t-Test konnte fur
eines der beiden Experimente (Konfidenzintervall 0,05) einen signifikanten Unterschied
zwischen den beiden Konstrukten belegen, die Analyse des anderen Experiments ergab

keine Signifikanz.

|
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Abbildung 30 - Expression Fascin2.7LUC +/- NFKB-Bindungsstelle (Squarepulsmethode)

Gezeigt ist ein Ergebnis von drei gleichwertigen Experimenten (durchgefuhrt in Triplikatansatzen).
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der Quotienten aus Photinus- und Renilla-Luziferaseaktivitat
und die zugehorigen Standardabweichungen: Auch mit der Squarepulsmethode konnte eine
Expressionsteigerung des Fascin2.7NFKB-Konstrukts erhalten werden, vergleichbar mit der
Transfektion durch die Amaxa-Methode, so dass die Expressionssteigerung auf die Einfihrung der
zusatzlichen Kernlokalisierungssequenz (NFKB-Bindungsstelle) zurtickgefihrt werden kann.
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Im nachsten Schritt wurden die Luziferasekonstrukte unter Verwendung der Squarepuls-
Methode in hDC getestet. Das Experiment wurde dreimal in Triplikatansatzen
durchgefuhrt und lieferte durchschnittlich eine Vervierfachung der Luziferaseexpression.
Damit zeigte sich sowohl in Qualitat als auch Quantitat ein vergleichbares Ergebnis mit
den Experimenten, die mit der Amaxa-Methode durchgeflihrt worden waren. In der
vorangestellten Abbildung 30 ist exemplarisch das Ergebnis eines der drei Experimente
dargestellt.

3.7.1.5 Transfektion der Konstrukte Fascin2.7 +/- NFKB in XS106

Unter 3.6 wurde bereits gezeigt, dass der humane Fascin-Promotor auch in Mauszellen
aktiv ist, so dass bei einer Transfektion dieser Konstrukte in die XS106 Zell-Linie eine
hinreichend starke Expression resultieren sollte. Mit den nachfolgenden Experimenten
konnte gezeigt werden, dass durch Einflhren einer NFKB-Bindungsstelle neben den
beschriebenen Zell-Linien (vgl. Mesika et al.; 2001) auch in Dendritischen Zellen einer
Mauslinie eine Verstarkung der Expression zu erhalten war. Sowohl mit dem Reportergen
Luziferase als auch mit EGFP konnte eine Verstarkung durch die NFKB-Bindungsstelle
erreicht werden, die in beiden Fallen hochsignifikant war. Es wurden mit beiden
Reportergenen jeweils zwei Experimente in Quadruplikaten durchgefuhrt. Die
Luziferaseexpression verstarkte sich durchschnittlich um den Faktor 25, bei der EGFP-
Expression konnte ca. eine Verzehnfachung detektiert werden. Abbildung 31 zeigt

exemplarisch fir ein Experiment die Verstarkung der Expression beider Reportergene.
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Abbildung 31 - Expression Fascin2.7 +/-NFKB in XS106

A — Analyse der EGFP-pos. Zellen mittels Cytofluorometer nach Transfektion der Konstrukte in
XS106 mit der DEAE-Dextran-Methode. Die Experimente wurden jeweils in Quadruplikatansatzen
durchgefihrt. Abb. 32a zeigt exemplarisch das Ergebnis eines dieser Experimente, logarithmische
Darstellung, Fluoreszenz 1 gegen 2. B — Expressionssteigerung des Fascin-Luziferase-Konstrukts in
XS106 nach Einfihren der NFKB-Bindungsstelle. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der
Quotienten aus Photinus- und Renilla-Luziferaseaktivitat und die zugehdrigen
Standardabweichungen: Sowohl auf Einzelzellebene (EGFP-pos. Zellen) als auch mit den
Luziferasekonstrukten konnte eine hochsignifikante Steigerung nachgewiesen werden.

3.7.1.6 Nachweis der Spezifitat auf DC — Transfektion in HaCaT

Sowohl fur das Reportergen EGFP und noch deutlicher fur die Luziferasekonstrukte
konnte in hDC durch Einfuhren einer NFKB-Bindungsstelle in das Plasmid eine
Verstarkung der Expression erreicht werden. Im weiteren Verlauf musste nun getestet
werden, ob durch dieses Vorgehen die Spezifitat des Fascin-Promotors auf hDC noch
erhalten geblieben war. Zur Untersuchung dieses Sachverhalts wurden sowohl die
Luziferase- als auch die EGFP-Konstrukte in die Keratinozyten-Zelllinie HaCaT
transfiziert. Mit beiden Reportergenen konnte in den HaCaT-Zellen ebenfalls eine
deutliche Verstarkung der Expression festgestellt werden!!! Die Experimente wurden

jeweils in Triplikatansatzen und fir das Reportergen Luziferase finfmal durchgefihrt, fur
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das EGFP-Konstrukt zweimal getestet. In allen Experimenten bestatigte sich das

Ergebnis, dass durch die NFKB-Bindungsstelle im Plasmid die Spezifitdt des Fascin-

Promotors auf Dendritische Zellen verloren gegangen war. Die nachfolgende Abbildung

zeigt exemplarisch das Ergebnis eines Experiments sowohl flir das Reportergen

Luziferase als auch fiir das EGFP.
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Abbildung 32 - Expression Fascin2.7 +/-NFKB in HaCaT

A — Analyse der EGFP-pos. Zellen mittels Cytofluorometer nach Transfektion der Konstrukte in
HaCaT durch Lipofektion (Gene-Porter-Reagenz). Die Experimente wurden jeweils in
Triplikatansatzen durchgefiihrt. Abb. 33a zeigt exemplarisch das Ergebnis eines dieser Experimente,
logarithmische Darstellung, Fluoreszenz 1 gegen 2. B — Expressionssteigerung des Fascin-
Luziferase-Konstrukts in HaCaT nach Einfihren der NFKB-Bindungsstelle. Dargestellt sind jeweils die
Mittelwerte der Quotienten aus Photinus- und Renilla-Luziferaseaktivitdt und die zugehdrigen
Standardabweichungen: Nach Transfektion der Konstrukte in HaCaT-Zellen Iasst sich sowohl eine
hohere Anzahl EGFP-positiver Zellen als auch eine Steigerung der Luziferaseexpression
nachweisen. Durch Einfihren der NFKB-Bindungsstelle scheint ein Verlust der Spezifitat des Fascin-
Promotors auf Dendritische Zellen zu resultieren.

Seite 101 von 201



3 - Ergebnisse

3.7.1.7 Untersuchungen der Fascinpromotor-eigenen NFKB-site

Grundsatzlich war durch EinfUhren einer NFKB-Bindungsstelle in das Plasmid eine
Verstarkung der Expression eines Reportergens unter dem Fascin-Promotor in hDC
maoglich. Unglucklicherweise konnte unter diesen Bedingungen auch die Expression in
nicht-dendritischen Zellen z.B. HaCaT verstarkt werden, was darauf schlieRen lasst, dass
die Spezifitat des Fascin-Promotors auf Dendritische Zellen verloren ging. Wie unter 3.5.2
bereits beschrieben, verfigt der humane Fascin-Promotor Uber drei mit dem murinen
Fascin-Promotor strukturell konservierte Bereiche, die Homologieregionen A, B und C.
Die Homologieregion A besitzt eine NFKB-Bindungsstelle, die sich nur in 2 Basen von der
konsensus-NFKB-Bindungsstelle unterscheidet. In der Literatur sind mehrere geringflgig
strukturell unterschiedliche Bindungstellen bekannt (vgl. Huang et al., 2006). Molekule der
NFKB-Familie sollten also in diesem Bereich binden konnen. Welche Mitglieder aus der
Familie der NFKB-Transkriptionsfaktoren tatsachlich mit dieser Bindungsstelle assoziieren
war nicht bekannt. Es gibt derzeit 5 bekannte Mitglieder dieser
Transkriptionsfaktorenfamilie: RelA (p65), RelB, c-Rel, NFKB-1 (p50) und NFKB-2 (p52).
Diese konnen in unterschiedlicher Zusammensetzung als Homo- oder Heterodimere mit
der NFKB-Bindungsstelle assoziieren. Eventuell ist die Zusammensetzung dieser
Heterodimere fur DC spezifisch bzw. vielleicht gibt es tatsachlich noch weitere bislang
unbekannte Mitglieder dieser Familie, die an diese Bindungsstelle anbinden. Unter
Ausnutzung der Translokation dieser Molekdule in den Zellkern kénnte auf diese Weise ein
spezifischer Kerntransport stattfinden. Im nachsten Schritt wurde gepruft, ob eine 5fach
repetitive fascinpromotoreigene NFKB-Bindungsstelle an gleicher Stelle in das Plasmid
eingefugt, wie die zuvor untersuchte konsensus NFKB-Bindungsstelle, ebenfalls zu einem
verstarkten Kerntransport des Plasmids fuhrt, unter Erhalt der Spezifitdt auf Dendritische

Zellen.

3.7.1.7.1 Herstellung des Konstrukts

Far die Herstellung des Konstrukts wurde ein Oligonukleotid entworfen, das funfmal die
Fascinpromotor eigene NFKB-Bindungsstelle direkt nacheinander geschaltet trug (vgl.
2.1.1.7). Das Oligonukleotid diente als Matrize, um mit einem Primerpaar im ersten Zyklus
der PCR zunachst doppelstangige DNA zu erzeugen und dann das entstandene Produkt
zu amplifizieren. Die zur Amplifikation verwendeten Oligonukleotide besal3en fur weitere
Klonierungsarbeiten jeweils 5’-lokalisiert eine BamH I- bzw. eine Bgl II-Schnittstelle. Das

erhaltene PCR-Produkt wurde zunachst komplett und mit glatten Enden in die EcoRV-
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Schnittstelle von pZEr02.1® kloniert. So wurde das Konstrukt pZErONFKB-fas erhalten.
Mit den Oligonukleotiden M13pZErO rev. und fwd. (vgl. 2.1.1.7) wurde die
Klonierungsstelle von pZEr02.1® einschlieBlich des einklonierten NFKB-fas-Fragments
amplifiziert. Das erhaltene PCR-Produkt wurde mit den Enzymen BamH | und Bgl 1161
geschnitten und in den Vektor pFascin2.7LUC®? der ebenfalls mit BamH | verdaut worden
war, einkloniert. Es resultierte das Konstrukt pFascin2.7NFKB-fas. Dem Reportergen
Luziferase wurde aufgrund der deutlicheren und besser standardisierbaren Ergebnisse
(vgl. 3.7.1.2) der Vorzug gegeben. Fir die nachsten Experimente wurde deshalb nur das

Konstrukt pFascin2.7NFKB-fas verwendet.

3.7.1.7.2 Transfektion von pFascin2.7NFKB-fas in DC

Das unter 3.7.1.7.1 hergestellte Konstrukt mit dem Reportergen Luziferase wurde in hDC
zunachst mit der Amaxa-Methode getestet. Eine Verstarkung der Expression, wie es unter
Verwendung der NFKB-konsensus Bindungsstelle erreicht worden war, konnte nicht
festgestellt werden. Das Experiment wurde zweimal in Triplikatansatzen durchgefuhrt und
lieferte in beiden Fallen das gleiche Ergebnis. In der folgenden Abbildung 34A ist das

Ergebnis eines der beiden Experimente dargestellt.

" das Restriktionsenzym Bgl Il besitzt kompatible Enden zu einem BamH | geschnittenen Plasmid

52 LUC = Luziferase
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Abbildung 33 - Expression Fascin2.7NFKB-fas gegen Fascin2.7

A: Transfektion in hDC mit der Amaxa-Methode — B: Transfektion in hDC mit der Squarepuls-
Methode

Ein Expressionsunterschied zwischen beiden Konstrukten, basierend auf der Einfihrung der
fascinpromotor-eigenen NFKB-Bindungsstelle in das Plasmid konnte mit beiden Verfahren nicht
festgestellt werden

Zum weiteren Nachweis, dass die eingefigte Fascinpromotor-eigene NFKB-
Bindungsstelle keinen Beitrag zur Expressionsverstarkung des Luziferasegens beitrug,
wurden in zwei weiteren Experimenten (ebenfalls Triplikatansatze) die Konstrukte in hDC
mit der Squarepuls-Methode getestet. Es zeigte sich dasselbe Ergebnis, wie es bereits
nach Transfektion mit der Amaxa-Methode erhalten worden war (vgl. Abb. 34B). Auch
nach Transfektion des Konstrukts in die murine DC-Zelllinie XS106 konnte kein
Unterschied zwischen pFascin2.7 und pFascin2.7NFKB-fas festgestellt werden (Daten
nicht gezeigt). Auf die Untersuchung in der Keratinozytenlinie HaCaT wurde verzichtet, da

bereits in den DC keine Steigerung der Expression nachgewiesen werden konnte.
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3.8 Arbeiten zur Induktion von Immuntoleranz

DC sind die bislang einzigen bekannten Zellen des Immunsystems, die in der Lage sind,
naive T-Lymphozyten zu stimulieren und so eine Immunantwort zu induzieren.
Gleichzeitig kdnnen sie durch Prasentation des Antigens via MHC Klasse Il auch bereits
antigenkompetente T-Lymphozyten bei erneutem Kontakt mit dem Antigen aktivieren und
diese zur Proliferation anregen. Final resultiert eine TH-Zell-Antwort, die das
Immunsystem entscheidend moduliert. Die Wechselwirkung zwischen DC und T-
Lymphozyt entsteht zunachst durch Kontakt mit dem via MHC Il prasentierten Antigen und
dem entsprechenden T-Zellrezeptor. Es kommt zur Ausbildung der Immunologischen
Synapse, bei der zur Verstarkung der Wechselwirkung neben CD3 und CD4 Molekiilen®®
auch kostimulatorische Molekule und Adhasionsmolekule von Bedeutung sind. Die beiden
letztgenannten Funktionsgruppen sind auf beiden Zellpopulationen - zelltypspezifisch -
vorhanden. Jedes kostimulatorische Molekul besitzt einen entsprechenden
Interaktionspartner auf der anderen Zelle. Wichtig flr eine ausreichend starke T-Zell-
Immunantwort ist eine ausreichend lange und starke Wechselwirkung zwischen DC und
T-Lymphozyten. Sind einige der kostimulatorischen Molekule nur schwach auf der
Zelloberflache exprimiert, kommt es entweder gar nicht oder nicht ausreichend stark zur
Wechselwirkung mit seinem spezifischen Rezeptor bzw. Liganden auf der T-Zelle. Die
Tatsache allein, dass die Expression zumindest eines kostimulatorischen Molekuls auf
den DC verandert bzw. schwacher ist, gibt aber noch keine Auskunft, ob tatsachlich auch
eine verminderte Dichte des Oberflachenmoleklls im Bereich der Immunologischen
Synapse vorliegt. Einzig der Nachweis, dass keine Aktivierung von T-Zellen erfolgt, z. B.
durch einen T-Zell-Stimulationstest oder T-Zell-Proliferationstest, bzw. dass der Kontakt
mit den T-Zellen deren Expressionsmuster nicht in bekannter Weise moduliert, kann die
Wirkung einer veranderten Oberflachenexpression von Kostimulatorischen Molekulen auf
DC beweisen. Durch Einflussnahme auf die Expression der Oberflachenrezeptoren der
Dendritischen Zellen kénnte demnach die Qualitat des Kontakts bzw. dessen Dauer mit
der T-Zelle verandert werden. Zielsetzung ist hierbei nicht die vollige Unterdrickung einer
Immunantwort bzw. der Ausbildung einer Immunologischen Synapse, sondern deren
Modulation in eine tolerogene. Die resultierenden partiell oder verandert aktiven T-Zellen

sollten auf das in diesem Kontext prasentierte Antigen zwar noch reagieren, aber keine

8 flankieren den MHC Il — T-Zellrezeptorkomplex
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typische Effektorfunktion mehr ausiiben kénnen. Sie sollten vielmehr den Status von sog.
regulatorischen T-Zellen (T(eg) annehmen. Auf diese Weise sollte es moglich sein,

Toleranz gegen ein spezifisches Antigen zu erzeugen.

3.8.1 Wirkung auf DC mittels pharmakologischer Inhibitoren

Wie unter 3.8 bereits angedeutet, stellt die Einflussnahme auf die Expression der
Oberflachenmolekule auf Dendritischen Zellen, besonders der Adhasions- und
Kostimulatorischen Molekile, einen viel versprechenden Angriffspunkt dar, den Kontakt
mit bzw. die Aktivierung der T-Zelle nach Antigenprasentation zu beeinflussen und auf
diese Weise die Ausbildung einer Immunantwort zu modulieren. Viele dieser
Oberflachenproteine werden im Verlauf der Differenzierung bzw. Ausreifung der DC
entweder ganz neu oder in verstarktem Ausmaly exprimiert. An den Differenzierungs-
bzw. Ausreifungsprozessen von DC sind viele bekannte Signaltransduktionswege, wie
z.B. der NFkB-Weg oder die MAP-Kinase® Signalwege beteiligt. Die regulatorischen
Mechanismen der Expression von kostimulatorischen Molekulen sind haufig noch
ungeklart bzw. nur teilweise bekannt. Unreife weisen im Gegensatz zu reifen DC eine
geringe Expression von kostimulatorischen Molekilen auf. Diese Beobachtung lasst
darauf schlieRen, dass die an der Ausreifung von DC beteiligten Signalwege auch einen
Einfluss auf die Expression der Oberflachenproteine besitzen. Durch einen Eingriff in die
Signaltransduktionskaskade der DC, die ganze Gruppen von Genen und Proteinen
beeinflusst, kann mit groRer Wahrscheinlichkeit auch die Expression der
kostimulatorischen Molekule verandert werden. Zur Untersuchung der einzelnen
Signaltransduktionswege existiert mittlerweile eine grolde Anzahl vornehmlich chemischer
Substanzen, mit denen gezielt bestimmte Molekile in den Signalwegen inhibiert werden
konnen. Unter Verwendung dieser pharmakologischen Inhibitoren kann in vitro eine
Modulation der Signalwege in DC hervorgerufen werden, die final in der veranderten
Expression zahlreicher Proteine u. a. auch der kostimulatorischen Moleklle resultiert.
Nach einer intensiven Literaturrecherche, welche dieser Inhibitoren sich als besonders
geeignet erweisen kdnnten, wurden zunachst zwolf Substanzen ausgewahlt, die ganz zu
Beginn (z.B. der PI3-Kinase-Hemmer LY294002) als auch ziemlich gegen Ende (z. B. der
p38-MAP-Kinase-Hemmer SB203580) der Signalkaskade eingreifen. Die nachfolgende

Abbildung gibt einen Uberblick tiber die verwendeten Substanzen.

® MAP Kinase — mitogen activated protein Kinase — Mitogen aktivierte Proteinkinase
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Tabelle 6 - eingesetzte pharmakologische Inhibitoren

Nr. | Name des Inhibitors: Beschreibung:

1 u0126 Spez. Inhibitor von MEK1 / MEK 2

2 PD98059 Spez. MAPKK Inhibitor

3 SB203580 inhibiert die MAPKAP Kinase 2 und dig
Aktivierung der RAF-1 Kinase

4 SP600125 selektiver Inhibitor der c¢c-JUN-N-terminalen
Kinase (JNK)

5 LY294002 Phosphoinositol-3-Kinase-Inhibitor

6 Manumycin A Ras Inhibitor

7 GW5074 cRAF1 Kinase Inhibitor

8 KN-93 selektiver Ca2+ / Calmodulin abhangige
Proteinkinase-II-Inhibitor

9 NPC 15437 selektiver Proteinkinase C Inhibitor

10 | Ro31-8220 Methylsulfonat Inhibitor von GRK-5 (G-protein coupled receptor
kinase), Proteinkinase C, MAPKAP Kinase 113

11 | BAY 11-7082 Inhibitor Cytokin induzierter IkBa
Phosphorilierung

12 | Pyrrolidindithiocarbaminsaure | Inhibitor der NFkB Aktivierung

(PDTC)

3.8.1.1 Auswahl des Zellsystems

Fir die Untersuchung der Auswirkung der pharmakologischen Inhibitoren wurde zunachst
ein in vitro-Zellsystem bendtigt. Der Vorteil eines solchen Systems besteht neben der
Vermeidung von Tierversuchen auch darin, dass das Zellmaterial in groRem Umfang zur
Verflgung steht und alle Zellen einen einheitlichen Reifestatus besitzen. Die Verwendung
einer solchen Zell-linie liefert die reproduzierbarsten Rahmenbedingungen fur eine
Inhibition. Aus den Ergebnissen kénnen auch Hinweise hinsichtlich der Stabiltat der
Kostimulatorischen Molekule erhalten werden. Zunachst wurde die murine XS106 Zell-
linie eingesetzt, die dem Phanotyp reifer dendritischen Zellen entspricht. Der Fokus der

untersuchten Oberflachenmarker fiel auf die zentralen kostimulatorischen Moleklle CD40,

CD80 und CD86 sowie auf die Expression von MHC Klasse II-Molekulen.
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3.8.1.1.1 XS106 - Expression Oberflachenmarker

Die XS106-Zelllinie®® weist die konstitutive Expression wichtiger kostimulatorischer
Molekule (CD80 — CD86) und von MHC Klasse II-Molektlen auf. Eine Expression des
kostimulatorischen Molekuls CD40, das ebenfalls von zentraler Bedeutung ist, konnte

jedoch nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 34 - XS106: Expression von Oberflachenproteinen

nachgewiesen durch Inkubation mit dem jeweiligen Cy2 markierten Antikérper gegen das
entsprechende Oberflachenprotein (ausgefiilite Kurve) im Vergleich zum Isotyp (schwarze Linie).
Dargestellt sind die Ergebnisse der Analyse mittels Cytofluorometer (Fluoreszenz 1 gegen die
Zellzahl, logarithmische Darstellung)

3.8.1.1.1.1 XS106: Einschatzung der Toxizitat mittels MTT-Test

Far die XS106 Zell-linie existierten zu den verwendeten pharmakologischen Inhibitoren
keine Informationen in welcher Konzentration diese eingesetzt werden konnten. Zur
Abgrenzung von Toxizitatseffekten musste das eventuell vorhandene Toxizitatspotential
nach Inkubation der Zellen mit dem jeweiligen Inhibitor experimentell ermittelt werden. Fur
diesen Zweck wurde der MTT-Test eingesetzt. Der MTT-Test wurde fur alle Inhibitoren
insgesamt 3 Mal mit unterschiedlicher Inkubationsdauer (8h — 24h und 3 Tagen)
durchgefuhrt. Zuvor war anhand der in der Literatur verfugbaren Informationen ein
Konzentrationsbereich eingegrenzt worden, der als wenig toxisch erschien. Der
Konzentrationsbereich wurde, wie in der Abbildung 36 ersichtlich, durch verschiedene
Einzelkonzentrationen abgesteckt. Jede Konzentration wurde in Funffachwerten getestet.
Unter 2.2.2.9 im Material- und Methodenteil dieser Arbeit findet sich neben einer
allgemeinen Beschreibung der Methode auch die definitiven Versuchsbedingungen flr die

Untersuchung an der XS106-Zell-linie. Die nachfolgenden Abbildungen zeigen

% reprasentiert reife murine DC-Zellen, generiert aus Balb/c Mausen
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exemplarisch das Toxizitatsprofil von SB203580 bzw. Bay11-7082 nach 3 tagiger bzw.

24-stundiger Inkubation.

A MTT-Test XS106: SB203580 MTT-Test XS106: Bay11-7082
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Abbildung 35 - XS106: Ermittlung des toxischen Potentials der pharm. Inhibitoren

Inkubation der XS106-Zellen mit dem MAP-Kinase p38-Inhibitor SB203580 bzw. dem NFkB-Inhibitor
Bay11-7082 A (obere Reihe): Uber 3 Tage und B (untere Reihe): Uber 24 h; Dokumentation der
Zellviabilitat mittels MTT-Test und Bestimmung der Absorption (ODGG) des umgesetzten Farbstoffes
bei 570 nm im Vergleich zu Zellen, die nicht mit Inhibitor inkubiert wurden (vgl. Pfeil). Die Toxizitat der
Inhibitoren scheint sich nach 24 h starker auszuwirken

Generell konnte fur alle Inhibitoren beobachtet werden, dass die Toxizitat bei einer
Inkubation Uber 24 h starker ausfiel im Gegensatz zu einer Inkubation Uber 3 Tage. Bei
der 3-tdgigen Inkubationszeit konnte mit Ausnahme der Zellen, die mit Manumycin A
versetzt wurden, einem Inhibitor des Molekills Ras, das in der Signalkaskade relativ am
Anfang steht, durchschnittlich eine Uberlebensrate von ca. 80% der Zellen registriert
werden. Manumycin A wurde aufgrund der geringen toxischen Breite daraufhin fur keine
weiteren Experimente eingesetzt (Daten nicht gezeigt). Nach 24 h konnte bei allen

untersuchten Inhibitoren eine starkere Toxizitat festgestellt werden: flr den Inhibitor

% OD = optische Dichte, wird synonym zu dem Begriff Absorption verwendet
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Bay11-7082 z. B. reduzierte sich die Uberlebensrate der inkubierten Zellen auf knapp 50

Prozent in der hochsten untersuchten Konzentration.

3.8.1.1.1.2 XS106: Einfluss der Inhibitoren auf die Expression von

Oberflachenmarkern

Unter Berucksichtigung der Ergebnisse, die uber den MTT-Test erhalten wurden (vgl.
3.8.1.1.1.2), wurde der Einfluss der Inhibitoren auf die Expression der
Oberflachenproteine CD80, CD86 und MHC Il getestet. Zur Inkubation wurde ein Intervall
von 24h bestimmt. Die eingesetzten Konzentrationen lieferten im MTT-Test mindestens
eine Uberlebensrate der behandelten Zellen von 75 Prozent, dennoch wurde
angenommen, dass die Auswirkung auf die Expression der Oberflachenproteine am
groldten ausfallen koénnte, da die Toxizitatswerte nach dieser Inkubationszeit im
Gegensatz zu den anderen getesteten Zeitrdumen auch am gréRten waren. 1 x 10° Zellen
wurden pro Napf einer 12-Napf-Platte in 1 ml Komplettmedium ausgesat und mit der
entsprechenden Konzentration des Inhibitors versetzt. 24 h spater wurden die Zellen
abzentrifugiert, gewaschen und der Nachweis des jeweiligen Oberflachenproteins mittels
Immunfluoreszenz, wie unter 2.2.2.7 beschrieben, durchgefihrt. Jede untersuchte
Konzentration wurde mit Dreifachwerten getestet. Die Zellen der Einzelwerte wurden vor
dem Antikdrpernachweis gemischt, einerseits aufgrund der hohen Kosten, die der Einsatz
der Antikdrper verursachte, und andererseits, um die Anzahl der Proben in einem
durchflihrbaren Umfang zu halten, damit moéglichst viele Konzentrationen bzw. Inhibitoren
parallel untersucht werden konnten. Die nachfolgende Abbildung zeigt exemplarisch fur
verschiedene Inhibitoren in unterschiedlichen Konzentrationen deren Einfluss auf die
Oberflachenmarker CD80, CD86 und MHC II.
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Abbildung 36 - XS106: Einfluss der Inhibitoren auf die Expression von CD80, CD86 und MHC II

nachgewiesen durch Inkubation mit dem jeweiligen Cy2 markierten Antikérper gegen das
entsprechende Oberflachenprotein. Die ausgefiillite Kurve reprasentiert die Expression des Proteins
nach Inhibitoreinwirkung im Vergleich zur Kontrollpopulation (schwarze Linie). Dargestellt sind die
Ergebnisse der Analyse mittels Cytofluorometer (Fluoreszenz 1 gegen die Zellzahl, logarithmische
Darstellung). Keiner der getesteten Inhibitoren zeigte eine deutliche Wirkung auf die Expression der
genannten Oberflachenproteine nach 24-stiindiger Inkubation.

Die erhaltenen Ergebnisse zeigten (vgl. Abbildung 36), dass bei keiner Konzentration der
getesteten Inhibitoren in der XS106 Zell-linie eine Veranderung der Expression der
untersuchten Oberflachenproteine festzustellen war. Die weitere Verwendung dieser
Zelllinie erschien fur das geplante Projekt wenig aussichtsreich, so dass die Suche nach

einer geeigneteren Zell-linie unternommen werden musste.

3.8.1.1.2 SP37A3: Expression der Oberflachenmarker

Die murine SP37A3-Zelllinie (Sutter et al., unveroéffentlicht, vgl. Winzler et al., 1997) kann
durch Zugabe proinflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL-1B) zur Ausreifung gebracht
werden und weist dann ebenfalls die Expression der wichtigsten Oberflachenmarker auf.
Die Expression dieser Oberflachenproteine wird durch die Ausreifung teilweise erst

induziert bzw. verstarkt (vgl. Abbildung 37). Dies bietet den Vorteil, dass der Anteil des
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neu exprimierten Proteins definitiv inhibiert werden kann. Mit Einsetzen der Ausreifung
bzw. Differenzierung wird die Zellteilung eingestellt, die Anzahl der SP37A3™-Zellen andert
sich auch wahrend der Koinkubation mit den pharmakologischen Inhibitoren nicht mehr.
Der Gesamtanteil an exprimiertem Protein kann besser quantifiziert werden. Die Kultur
dieser Zell-Linie ist sehr kostenintensiv, dadurch muss eine gewisse Limitation in der
Bereitstellung von Zellmaterial berucksichtigt werden. Die nachfolgende Abbildung gibt
einen Uberblick Uber das Expressionsprofil der wichtigsten costimulatorischen Molekiile
und MHC Klasse II-Molekule in reifen und unreifen SP37A3™ Zellen: die Expression von
CD40 scheint erst durch Stimulation mit den proinflammatorischen Cytokinen wahrend der
Ausreifung der Dendritischen Zellen induziert zu werden. Die Expression von MHC Klasse
[I-Molekulen bewegt sich sowohl in reifen, als auch unreifen DC auf konstant hohem
Niveau, eine Zunahme in Verbindung mit der Ausreifung konnte nicht festgestellt werden.
Bei den Ubrigen Moleklilen kann eine Verstarkung der Expression im reifen Status

nachgewiesen werden.

A s g 5 8
. g CDg0 g cD86 3
=| 2 2 2 2
K| ¢ 2 g =
r?j (=] = =] =
L3} o™ o™ (¥}
o =y . (S TY : =]
107 ind ot 100 0! 102 e 10!
Fluoreszenz - 1
B s 8 8 8
2 8 = g
=| 8 2 @ 8
S| = g g 2
NE & ] &

0%

Fluoreszenz- 1 '

Abbildung 37 - SP37A3: Expression der Oberflachenproteine

nachgewiesen durch Inkubation mit dem jeweiligen Cy2 markierten Antikérper gegen das
entsprechende Oberflachenprotein (ausgefiilite Kurve) im Vergleich zum Isotyp (schwarze Linie).
Dargestellt sind die Ergebnisse der Analyse mittels Cytofluorometer (Fluoreszenz 1 gegen die
Zellzahl, logarithmische Darstellung). Die obere Reihe unter A gibt die Ergebnisse in unreifen DC
wieder, unter B ist die Expression der Oberflachenmolekiile in reifen DC dargestellt: mit zunehmender
Ausreifung kommt es bei allen untersuchten Proteinen zu einer (wenn auch teilweise nur geringen)
Steigerung der Expression dieser Proteine.
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3.8.1.1.2.1 SP37A3: Dokumentation der Toxizitat

Die SP37A3-Zell-Linie reagiert wesentlich sensibler auf Stimulantien, verglichen mit den
XS106 Zellen. Die ermittelten nichttoxischen Konzentrationen der Inhibitoren fur die
XS106 Zellen konnten daher nur als Richtwert betrachtet werden. Es musste erneut eine
Bewertung der Toxizitat in der von nun an verwendeten SP37A3-Zell-Linie vorgenommen
werden. Zur Abschatzung der Toxizitat wurden, wie schon bei der XS106-Zell-linie
erwahnt, MTT-Tests eingesetzt. Darlber hinaus wurde zusatzlich durch Auszahlen der
Zellen mit einer Neubauer-Zahlkammer unter Verwendung von Trypanblau-l6sung (vgl.

2.1.2.2) das Ausmal} der Toxizitat auf Einzelzellebene bestimmit.

3.8.1.1.21.1 MTT-Test

Die Bewertung der Toxizitat eingesetzter Inhibitoren-Konzentrationen erfolgte, wie bereits
bei den XS106-Zellen beschrieben, durch MTT-Tests. Unter Berucksichtigung der
Ergebnisse, die aus den Experimenten mit den XS106-Zellen erhalten worden waren (vgl.
3.8.1.1.1.1), wurden die Inhibitor-Konzentrationen fir die SP37A3-Zellen gewahlt. In der
uberwiegenden Anzahl der Experimente wurde eine Koinkubation der Zellen mit der
jeweiligen Inhibitorkonzentration und der zur Ausreifung eingesetzten Menge
proinflammatorischer Cytokine Uber ein Intervall von drei Kulturtagen durchgefihrt. Zwei
Substanzen, das Bay11-7082 und das Ro031-8220, wurden, aufgrund ihrer stark
inhibitorischen Wirkung, zunachst nur fur max. 90 min auf die Zellen gegeben, im
Anschluss an die Inkubation mit der entsprechenden Cytokinmenge zur Reifeinduktion
versetzt und dann Uber drei Tage weiterkultiviert. Unter 2.2.2.9 erfolgte fur die SP37A3-
Zellen bereits eine detaillierte Beschreibung der Versuchsdurchfihrung. Die Experimente
wurden jeweils dreimal mit Vierfachwerten durchgefuhrt. Die nachfolgenden Graphiken
der Abbildung 38 zeigen exemplarisch fur verschiedene Inhibitoren bzw. Konzentrationen
das Ergebnis der MTT-Tests: in der Uberwiegenden Zahl der Experimente konnte bei den
Ansatzen mit Inhibitor eine Absorption gemessen werden, die ca. 80 % der Absorption
von unbehandelten Zellen entsprach. Die Beurteilung unter dem Mikroskop vor der
Aufarbeitung der Zellen zeigte, dass die Mehrzahl der Zellen den zugegebenen Farbstoff
umsetzen konnte. Da es sich bei dem Verfahren um eine integrative Methode Uber den
ganzen Ansatz handelte, wurde zur genaueren Bestimmung der Anzahl potentiell
geschadigter Zellen, wie nachfolgend unter 3.8.1.1.2.1.2 beschrieben, auch Zahltests

(Hamacytometrie-Kammer) durchgefuhrt.
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Abbildung 38 - SP37A3 - Nachweis der Toxizitat durch MTT-Tests

Inkubation der SP37A3-Zellen mit dem MAP-Kinase p38-Inhibitor SB203580 (A) bzw. dem NFkB-
Inhibitor Bay11-7082 (B + C). Dokumentation der Zellviabilitat mittels MTT-Test und Bestimmung der
Absorption des umgesetzten Farbstoffes bei 570 nm im Vergleich zu Zellen, die nicht mit Inhibitor
inkubiert wurden (vgl. Pfeil). Bei A + C erfolgte eine Koinkubation von Inhibitor mit den Reifecytokinen
Uber 3 Tage, bei B wurde fiir die angegebene Zeit mit Inhibitor inkubiert, im Anschluss wurden die
Reifungscytokine zugeben und weitere 3 Tage kultiviert. Die erhaltenen Ergebnisse lieferten bei allen
untersuchten Inhibitor-Konzentrationen eine Absorption, die ca. 80% der Absorption unbehandelter
Zellen entsprach.
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3.8.1.1.2.1.2 Bilanzierung der Zellzahl unter Verwendung von Trypanblau

Das Experiment wurde fur jede Inhibitorkonzentration in Dreifachwerten durchgefuhrt. Fur
jeden Ansatz einer Mehrfachbestimmung wurden 4 x 10° Zellen in 1 ml Komplettmedium
(inclus. der Reifungsstimuli TNF-a und IL-18) ausgesat und mit der jeweiligen
Inhibitormenge, geldst in DMSO, versetzt, so dass final eine DMSO-Konzentration von
0,25%°" erhalten wurde. Nach 3tagiger Kultur erfolgte die Analyse der Zellen, dhnlich wie
bei der Bestimmung der Zellzahl beschrieben (vgl. 2.2.2.2). Dabei wurden alle Zellen, die
den Farbstoff aufgenommen hatten, als positiv und damit als durch den Inhibitor
geschadigt bewertet. Jeder Ansatz wurde dreimal ausgezahlt und der Mittelwert bestimmt.
Aus den erhaltenen Werten der drei Parallelansatze wurden der Mittelwert und die
Standardabweichung berechnet. Gleichzeitig wurde eine Bilanzierung der Zellzahl
vorgenommen. Die Zellzahl, die nach 3 Tagen Kultur unter denselben Bedingungen in der
Referenzprobe ohne Inhibitor ermittelt wurde, wurde als 100 Prozent angenommen.
Relativ zu dieser Basis wurde der Anteil geschadigter oder trypanblau-positiver Zellen
berechnet. Die erhaltenen Zellzahlen der mit Inhibitor behandelten Proben (sowohl
trypanblau-positive als auch —negative Population) wurden zur Kontrolle ins gleiche

prozentuale Verhaltnis gesetzt.

Die folgende Abbildung 39 zeigt exemplarisch die Ergebnisse eines Experiments nach
3tagiger Inkubation der Zellen mit dem p38 MAP-Kinase-Inhibitor SB203580: In den
Konzentrationen bis 2,5 yM konnte annahernd die gleiche Zellzahl bestimmt werden, wie
in der Referenzprobe. Ca. 20% dieser Zellen war trypanblau-positiv. Ein Vergleich dieser
Ansatze mit den Ergebnissen des MTT-Tests zeigte eine gute Korrelation zwischen
erhaltener Absorption und der Anzahl geschadigter Zellen. In beiden Fallen wurde ein
Anteil von ca. 20% geschadigter Zellen ermittelt (vgl. Abbildung 38A). Nach Inkubation mit
der Konzentration 5 yM konnte nur noch ca. 80 % der ermittelten Zellzahl der
Referenzprobe nachgewiesen werden, wovon wieder etwa 20 % trypanblau-positiv waren.
Diese Konzentration wurde als zu toxisch erachtet, weitere Experimente wurden im

Konzentrationsbereich bis 2 uM ausgeflhrt.

" Diese Konzentration wurde auch in der Referenzprobe vorgegeben. Die DMSO-Konzentration war in

Vorversuchen als nichttoxisch flir die Zellen ermittelt worden
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Abbildung 39 - SP37A3: Bilanzierung der Zellzahl

nach 3tagiger Inkubation mit den angegebenen Inhibitor-Konzentrationen bzw. Kultur unter gleichen
Bedingungen (Kontrolle) ohne Inhibitor. Der Inhibitor SB203580 hemmt spezifisch die MAP-Kinase
p38. Die Zellzahl in der Kontrolle wurde als 100 Prozent angenommen. Prozentual zu diesem Wert
wurden die trypanblau-positiven (= geschadigte Zellen) und die ermittelten Zellzahlen der Proben aus
den Inhibitoransatzen berechnet. In den Konzentationen bis 2,5 uM konnten 80 % ungeschadigte
Zellen nachgewiesen werden, bei der Konzentration 5uM fiel die Toxizitat hdher aus. Das Experiment
wurde in Dreifachwerten durchgefihrt.

3.8.1.1.2.2 SP37A3: Einfluss auf die Expression von CD40 — CD80 — CD86

Zunachst wurde der Einfluss der Inhibitoren auf die Expression der kostimulatorischen
Molekule CD40, CD80 und CD86 in den SP37A3-Zellen untersucht. Diese Molekule sind
von genereller Wichtigkeit bei der Vermittlung eines starken Aktivierungssignals an die T-
Zellen. Wenigstens eines dieser Molekule sollte durch die Inkubation mit dem Inhibitor in
seiner Expression verandert sein, damit bei Kontakt mit der T-Zelle und Ausbildung einer
Immunologischen Synapse (vgl. mixed leukocyte reaction) eine Modulation derselben als
wahrscheinlich erachtet wird. Basierend auf diesem Kriterium wurde nach Durchfihrung
der ersten Tests auch eine Bewertung hinsichtlich der potentiellen Eignung des Inhibitors
durchgefuhrt. Jede untersuchte Inhibitorkonzentration wurde mindestens in zwei
unabhangigen Experimenten mit Vierfachwerten getestet. Das experimentelle Design
erfolgte analog, wie unter 3.8.1.1.2.1.2 bei der Beurteilung der Toxizitdt durch
Bilanzierung der Zellzahl bereits beschrieben. Nach der 3tagigen Inkubations- bzw.
Kulturperiode wurden die Zellen geerntet, gewaschen und die vier Ansatze einer

Inhibitorenkonzentration fur die Antikorperfarbung gemischt. Die Antikdrperfarbung und
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Analyse mit dem Durchflusscytometer wurde, wie unter 2.2.2.7 im Material- und
Methodenteil beschrieben, durchgefuhrt. Nachfolgend sind die Ergebnisse von

verschiedenen, getesteten Konzentrationen unterschiedlicher Inhibitoren aufgefuhrt.

3.8.1.1.2.2.1 SP37A3: Wirkung von GW5074 und NPC15437; U0126 und LY294002

Wie bereits unter 3.8.1.1.2.2 beschrieben, wurde als Kriterium flr eine potentielle
Modulation der Interaktion zwischen T-Zelle und Dendritischer Zelle vorausgesetzt, dass
wenigstens eines der zentralen Kostimulatorischen Molektle durch die Inhibitorwirkung in
seiner Expression verandert wurde. Fur die nachfolgend genannten Substanzen GW5074
bzw. NPC15437 konnte unter Verwendung einer Konzentration von 5uM und 3tagiger
Koinkubation keine Veranderung bei der Expression dieser Molekule festgestellt werden.
Speziell fur den Inhibitor NPC15437 bewegte sich diese Konzentration bereits an der
Schwelle zur Toxizitdt. Mit diesen Substanzen scheint sehr wahrscheinlich keine

Einflussnahme auf die Expression der untersuchten Oberflachenproteine zu erzielen zu

sein.
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Abbildung 40 - SP37A3: Wirkung von GW5074 und NPC15437, U0126 und LY294002

auf die Expression der Oberflachenmarker CD80 und CD86, nachgewiesen durch Inkubation mit dem
jeweiligen Cy2 markierten Antikdrper gegen das entsprechende Oberflachenprotein. Die ausgefiillte
Kurve reprasentiert die Expression des Proteins nach Inhibitoreinwirkung im Vergleich zur
Kontrollpopulation (schwarze Linie). Dargestellt sind die Ergebnisse der Analyse mittels
Cytofluorometer (Fluoreszenz 1 gegen die Zellzahl, halblogarithmische Darstellung). Mit keinem der
getesteten Inhibitoren konnte in der gewahlten Konzentration eine Wirkung auf die Expression der
genannten Oberflachenproteine nach 3tagiger Inkubation festgestellt werden.
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3.8.1.1.2.2.2 SP37A3: Wirkung von Bay11-7082 5uM und PDTC 60uM
Bay11-7082, ein spezifischer Inhibitor der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFKB

(durch Unterbindung der Phosphorylierung von |kBa), hemmt bei Stimulation von
SP37A3- Zellen uber 10 — 30 — 60 — 90 min in der Konzentration von 5uM und
anschlielfender Inkubation mit den Reifungszytokinen TNF-a, IL-18 Uber 3 Tage die
Expression der costimulatorischen Molekile CD80 und CD86. Bay11-7082 unterbindet
irreversibel die Phosphorylierung von |IkBa. Unter Bericksichtigung dieser Eigenschaft
wurde die Inkubation nur Uber ein Intervall von max. 90 min ausgeflihrt. Die Besetzung
seiner Zielstrukturen scheint sehr schnell zu erfolgen. Hohere Konzentrationen oder
langere Inkubationszeiten fuhrten nur zu einer geringen Verbesserung der
Inhibitorwirkung, waren aber mit einer signifikant gesteigerten Toxizitat verbunden. Eine
Inkubation mit 10 uM z. B. unter sonst identischen Bedingungen steigerte die Anzahl toter

Zellen auf Uber 80 % (Daten nicht gezeigt).

Parallel zu den Versuchen mit dem Inhibitor Bay11-7082 wurden auch Experimente mit
Pyrrolidin-Dithiocarbamat (PDTC) durchgefuhrt. Dieser Inhibitor blockiert die Aktivierung
der NFkB-Molekiile, indem er die Induktion reaktiver Sauerstoffradikale unterbindet,
denen bei diesem Prozess eine wichtige Rolle zugeschrieben wird (Schreck et al., 1991).
Auch mit dieser Substanz konnte eine Inhibition der Oberflachenmolekile CD80 und
CD86 (vgl. Abb) erhalten werden. Die unabhangig nachgewiesene Reduktion durch beide
Stoffe unterstreicht somit die Bedeutung der NFkB-Molekile bei der Expression dieser

Oberflachenmarker.
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Abbildung 41 - SP37A3: inhibitorische Wirkung von Bay11-7082 und PDTC

auf die Expression der Oberflachenmarker CD80 und CD86, nachgewiesen durch Inkubation mit dem
jeweiligen Cy2 markierten Antikdrper gegen das entsprechende Oberflachenprotein. Die ausgefilite
Kurve reprasentiert die Expression des Proteins nach Inhibitoreinwirkung im Vergleich zur
Kontrollpopulation (schwarze Linie); die Kurve mit der diinnen Linie am linken Rand der Graphik ist
der entsprechende Isotyp. Dargestellt sind die Ergebnisse der Analyse mittels Cytofluorometer
(Fluoreszenz 1 gegen die Zellzahl, halblogarithmische Darstellung).
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3.8.1.1.2.2.3 SP37A3: Wirkung von SB203580
Der spezifische Inhibitor der p38 MAP-Kinase, SB203580, hemmt in einer Konzentration

von 1uM und 3tagiger Koinkubation mit der entsprechenden Menge Reifungscytokine die
Expression der Oberflachenmolekile CD80 und CD86. Unter dieser Konzentration konnte
keine Inhibition des Oberflachenmolekils CD40 nachgewiesen werden; Tests, die mit
einer hdoheren Konzentration (1,25uM und 1,5uM) durchgeflhrt wurden, verweisen auf
eine Tendenz, dass bereits mit einer geringen Zunahme der Konzentration auch eine
Inhibition von CD40 zu erreichen ist (Daten nicht gezeigt). Das Experiment wurde in der

angegebenen Konzentration (1uM) zweimal mit Vierfachwerten durchgefuhrt.

CcD80

Zellzahl

0 20 40 B0 BO 100 120
i

0D 20 40 &0 80 100 120

Lyaeal

Fluoreszenz - 1

Abbildung 42 - SP37A3: inhibitorische Wirkung von SB203580

In der Konzentration von 1uM und 3tagiger Koinkubation auf die Expression der Oberflachenmarker
CD80 und CD86, nachgewiesen durch Inkubation mit dem jeweiligen Cy2 markierten Antikérper
gegen das entsprechende Oberflachenprotein. Die ausgefiilite Kurve reprasentiert die Expression des
Proteins nach Inhibitoreinwirkung im Vergleich zur Kontrollpopulation (schwarze Linie); die Kurve mit
der dinnen Linie am linken Rand der Graphik ist der entsprechende Isotyp. Dargestellt sind die
Ergebnisse der Analyse mittels Cytofluorometer (Fluoreszenz 1 gegen die Zellzahl,
halblogarithmische Darstellung). Die Expression des Oberflachenmolekiils CD40 hingegen konnte mit
dieser Konzentration von SB203580 nicht verandert werden.

3.8.1.1.2.3 SP37A3: Einfluss auf die Expression weiterer Oberflaichenmarker
Die unter 3.8.1.1.2.2.3 beschriebene Konzentration von 1uM des Inhibitors SB203580

lieferte eine solide, verminderte Expression der Oberflachenmolekile CD80 und CD86.
Unter Verwendung dieser Konzentration, sollte der Einfluss von SB203580 auf die
Expression weiterer Kostimulatorischer Molekule bzw. Adhasionsmolekule untersucht

werden, um eine detailliertere Einsicht Uber die Verhaltnisse bei der Wechselwirkung
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zwischen Dendritischer Zelle und T-Lymphozyt zu erhalten. Eingesetzt wurden PE®-
markierte Antikorper gegen die Oberflachenproteine CD273, CD274, CD275 und CD54.

Fur die Moleklile CD273 und CD274 konnte mit dieser Konzentration ebenfalls eine

verminderte Expression im Vergleich zu unbehandelten Zellen festgestellt werden. Fur

CD275 war keine Veranderung der Expression nachzuweisen und bei CD54 schien die

Behandlung mit dem Inhibitor eher zu einer Steigerung der Expression zu fuhren. Das

Experiment wurde zweimal mit Vierfachwerten durchgefuhrt und lieferte vergleichbare

Ergebnisse.
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Abbildung 43 - Einfluss von SB203580 auf die Expression von CD273 - CD274 - CD275 und CD54

In der Konzentration von 1uM und 3tagiger Koinkubation mit den entsprechenden Reifungscytokinen,
nachgewiesen durch Inkubation mit dem jeweiligen PE-markierten Antikdrper gegen das
entsprechende Oberflachenprotein. Die ausgefiillte Kurve reprasentiert die Expression des Proteins
nach Inhibitoreinwirkung im Vergleich zur Kontrollpopulation (schwarze Linie). Dargestellt sind die
Ergebnisse der Analyse mittels Cytofluorometer (Fluoreszenz 2 gegen die Zellzahl,
halblogarithmische Darstellung). Die Expression der Oberflachenmolekiile CD273 und CD274 war
nach der Behandlung mit dem Inhibitor erniedrigt, bei CD275 zeigte sich kein Unterschied. Die
Expression des Adhasionsmolekils CD54 schien dagegen leicht zuzunehmen.

% pE — Phycoerythrin, ein Fluoreszenzfarbstoff der bei einer Wellenlange von 578nm (Maximum) nach

Anregung Licht emittiert
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4 Diskussion

4.1 CD14" Monozyten aus Blutspenden sind als Basis zur Generierung

von hDC geeignet

4.1.1 Bewertung des verfugbaren Zellsystems

Fir die Untersuchung der Promotorkonstrukte wurden reife Dendritische Zellen
menschlichen Ursprungs bendtigt. Wie bereits unter 2.2.2.4 angemerkt, gibt es noch keine
geeignete bzw. kauflich verfugbare humane DC-Zell-Linie, die fur die Experimente
herangezogen werden konnte. Bei einer Zell-linie muss bedacht werden, dass diese
entweder aus Tumorzellen gewonnen wurde, oder dass die Zellen durch bestimmte
Prozesse verandert wurden, so dass ihre Teilungsfahigkeit erhalten bleibt. So entsteht
zwar ein solides gut einsetzbares Zellsystem, dass aber auch in gewisser Weise artifiziell
ist und nur bedingt die naturlichen Verhaltnisse widerspiegelt. Der Vorteil bei der
Verwendung einer Zell-linie ist, dass das bendtigte Zellmaterial beinahe keiner Limitation
unterliegt, und dass sich die Zellen alle in einem etwa gleichen Reifestatus befinden. Fr
die vorliegende Fragestellung ware die Verwendung einer Zell-linie aufgrund des
einheitlichen Reifestatus zunachst gut geeignet gewesen. Die erwarteten
Expressionsunterschiede zwischen den getesteten Konstrukten konnten, ohne
Berucksichtigung  potentiell  reifebedingter  Schwankungen, direkt mit den
Promotorveranderungen korreliert werden konnen. In Ermangelung einer solchen
humanen dendritischen Zell-linie, mussten Primarzellen zur Gewinnung der hDC

verwendet werden.

Basis firr die Kultur stellten CD14"-Blutmonozyten dar, die ihrerseits aus Blutspenden
gesunder Spender isoliert werden mussten. Mit der Verwendung dieser Zellen als
Ausgangsmaterial musste besonders bedacht werden, dass, obwohl es sich um gesunde
Blutspender handelte, aufgrund der Individualitdt des jeweiligen Spenders, teilweise
erhebliche Unterschiede hinsichtlich Anzahl und Zusammensetzung der verschiedenen
Blutzellen, deren Verhalten auf unterschiedliche Stimuli bzw. in der Zusammensetzung
des Serums zu erwarten waren. Durch den Prozess der Kultivierung bzw. Differenzierung
der Monozyten zu Dendritischen Zellen musste gewahrleistet werden, dass am
Transfektionszeitpunkt auch reife DC vorlagen, die humanen DC moglichst genau

entsprachen. Eine robuste Standardisierung der Methode war deshalb geboten.
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Ein weiterer Aspekt, der flr die Verwendung von Monozyten und damit Zellen myeloiden
Ursprungs sprach, ist in dem potentiellen Einsatz des Fascinpromotorderivats als DNA-
Vakzine und deren Applikationsort, der Oberhaut, zu sehen: Langerhans’sche Zellen, die
bei der Vakzinierung bevorzugt erreicht werden sollen, sind die in der Haut residierenden
Dendritischen Zellen. Diese haben sich aus ins Gewebe eingewanderten Monozyten und
anschlielender Differenzierung zu unreifen DC entwickelt. Langerhans’sche Zellen und
die zur Untersuchung eingesetzten in vitro generierten DC entstammen also demselben
Typus Vorlauferzellen. Die erhaltene Expressionstarke der Fascinpromotorkonstrukte in
den generierten hDC ist demnach gut mit jener, die in Langerhans’schen Zellen zu

erwarten ist, zu vergleichen.

4.1.2 Die Qualitat des Serums bedingt den Reifegrad der hDC

In einer Vielzahl von Experimenten wurden Promotorkonstrukte eingesetzt, die
Duplikationen bzw. Multiplikationen von zumindest Teilelementen eines reifeinduzierten
,Enhancer’-Bereiches enthielten. Allein in reifen Dendritischen Zellen sollten die sich
potentiell ergebenden Expressionsunterschiede zwischen den einzelnen Konstrukten am
besten zeigen lassen. Die Kulturbedingungen mussten also dergestalt angelegt sein, dass
eine groltmogliche Standardisierung die individuellen Unterschiede der Spender
weitestgehend nivellierte und mehrheitlich reife Dendritische Zellen erhalten werden
konnten. Andereseits durften die Kulturbedingungen nicht zu artifiziell gestaltet werden,
um eine starke Annaherung zur Realitat zu gewahrleisten und den Modellcharakter nicht
uberzubewerten. Sehr schnell wurde in diesem Zusammenhang das Serum als kritische
Komponente der Kultivierung identifiziert: am weitverbreitetsten ist der Einsatz von FCS
als Serumquelle in der Zellkultur. Tatsachlich wird dieses auch von einigen
Arbeitsgruppen zur Kultur dendritischer Zellen (Sallusto et al.; 1994, Romani et al.; 1994)
genutzt. Eigene Untersuchungen unter Verwendung von FCS zeigten zwar, dass mit
diesem Serum eine Differenzierung bzw. Ausreifung von DC erhalten werden kann,
jedoch waren die kultivierten Zellen in eigenen Experimenten etwas kleiner im Vergleich
zur Kultur mit humanem Serum und die Anzahl der Zellen, die stark die
Oberflachenproteine CD83 bzw. CD86 exprimieren, war ebenfalls geringer. Durch die
Verwendung von Serum einer anderen Spezies erfahrt das System neben der in vitro
Generierung der Zellen eine zusatzliche artifizielle Komponente: das bovine Serum
enthalt eventuell andere Wachstumsfaktoren oder varriert zumindest in deren

Konzentrationen. Aulerdem sind es Proteine einer anderen Art, die von den Zellen als
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fremd’ erkannt werden kénnen und eventuell dadurch zu Veranderungen der sezernierten
Cytokine bzw. Aktivitat bestimmter Signaltransduktionswege fluhren konnen. Es resultiert
eine Abweichung von den angestammten Bedingungen, deren Ausmald schlecht

abgeschatzt werden und im Extremfall zu Artefakten fUhren kann.

Autologes Serum, wie es im Protokoll von Jonuleit und Mitarbeitern (1997) verwendet
wird, passt am besten zu den individuellen Spenderzellen und sollte in Verbindung mit
diesen Zellen gute Ergebnisse hinsichtlich der Ausreifung bzw. Differenzierung der DC
ergeben. In den eingesetzten Buffy Coats (vgl. 3.1.1) war bereits die Hauptmenge an
flussigen Bestandteilen abgereichert worden. Je nachdem, wie quantitativ diese
Aufkonzentration der zellularen Bestandteile vorgenommen wurde, erhielt man bei der
Expansion der Blutspende mit Zellkultur-PBS und der Gewinnung von autologem Serum
aus dem Uberstand der Zentrifugation teilweise recht deutliche
Konzentrationsunterschiede. Die Zugabe von 1x PBS wurde notwendig, um die
Auftrennung mit Hilfe eines Ficoll-Gradienten (Boyum A.; 1968) durchfihren zu kdénnen.
Je nachdem, wie grof® die Schwankungen in der Konzentration des Serums ausfielen,
waren auch Unterschiede im Ausreifungsgrad der Dendritischen Zellen festzustellen. Die
Konsequenz, die sich aufgrund dieser Beobachtung aufdrangte, war die Mischung
verschiedener Serumproben und deren Einsatz fur die Kultivierung. Mit den zusammen
gefuhrten Serumproben musste dann zur Findung der optimalen einzusetzenden Menge
eine Titration Uber mehrere Tage bzw. mehrere Spender unternommen werden. Als
grolien Nachteil hierbei ist zu sehen, dass die genaue Zusammensetzung der Mischung
nach vollstandigem Aufbrauchen und deren erneuter Produktion nie wieder komplett

identisch hergestellt werden kann!

Die beste Losung wurde in der Verwendung von Serum, gewonnen aus der originalen
Vollblutkonserve eines Spenders, gefunden. Die Expansion mit 1xPBS entfiel und das
erhaltene Serum wurde nach Hitzeinaktivierung bei 56°C aliquotiert und eingefroren. Die
Titration mit diesem Serum ergab eine optimale Serumkonzentration nach Zugabe von
2% zu der Kultur. Das Serum wurde in allen Experimenten in gleicher Hohe eingesetzt
und lieferte zum Transfektionszeitpunkt am Kulturtag 9 mehrheitlich reife Dendritische
Zellen. Die hauptvariable Komponente in der Praparation waren somit nur noch die

jeweiligen Monozyten der verschiedenen Spender.

Far kunftige Versuchsreihen sollte zur Serumgewinnung eine Eigenblutspende erwogen

werden. Neben der Verminderung eines potentiellen Infektionsrisikos bewegen sich bei
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einer Neuproduktion die Schwankungen in engeren Grenzen im Vergleich zur Mischung
verschiedener expandierter Seren mehrerer Spender. Auch der Umfang bendtigter
Zytokinmengen fur die Kultur sollte fur die geplanten Versuchsreihen grof3zugig
abgeschatzt werden, so dass auch in dieser Hinsicht eine weitestgehende

Standardisierung vorgenommen werden kann.

4.1.3 Positivselektion mit einem CD83-Antikorper

Romani und Mitarbeiter hatten bereits in lhrer zweiten Veroéffentlichung 1996 hinsichtlich
der Generierung von humanen DC beobachtet, dass nicht alle DC uUber den Verlauf der
Kulturzeit tatsachlich den vollen Reifestatus erreichen: Deshalb fuhrten sie, basierend auf
den Erkenntnissen von Zhou und Mitarbeitern (1992, 1995), dass reife Dendritische Zellen
quantitativ CD83 exprimieren, eine Positivselektion Uber einen CD83-Antikérper durch.
Diese Positivselektion wurde im vorliegenden Fall nicht unternommen, da sie aufgrund
der methodeneigenen Gegebenheiten nicht annahernd vollstandig erfolgen kann und aus
diesem Grund eine zusatzliche Limitation in der Bereitstellung von DC zur Transfektion
resultiert. Bros und Mitarbeiter konnten 2003 zwar zeigen, dass in ausschlieRlich CD83+-
Zellen eine starkere Expression der transfizierten Fascinpromotorkonstrukte zu erhalten
ist, geringere Expressionswerte fuhrten sie auf einen Verdinnungseffekt zurtick, wenn in
der Kultur gleichzeitig noch unreife DC vorhanden waren. Darlber hinaus muss bei einer
Selektion von Zellen unter Verwendung eines Antikdrpers mit deren zusatzlicher
Aktivierung gerechnet werden. Ob und auf welche Weise diese Aktivierung manifest wird,
ist fur CD83 zwar noch nicht dokumentiert, dass es sich generell jedoch um kein seltenes
Ereignis handelt, zeigt die Aktivierung von DC (Caux et al. 1994, Kikuchi et al. 2003) bzw.
B-Zellen durch Stimulation mit einem anti-CD40 Immunglobulin (Hasbold et al., 1994,
Parry et al., 1994). Dies konnte die generierten DC in lhrer Reaktion auf das transfizierte
Plasmid modulieren und zu veranderten Ergebnissen fuhren. Unabhangig davon muss
bedacht werden, dass jeder zusatzlich durchzufuhrende Prozess einen Stressfaktor fur
die Zellen darstellt, dessen potentiellen Beitrag bei der Interpretation der Ergebnisse
ebenfalls berlcksichtigt werden muss. In der vorliegenden Arbeit wurde durch
regelmaRige Uberpriifung eines Aliquots der kultivierten Zellen mit einem CD83-
Antikdrper gewahrleistet, dass eine ausreichende Anzahl CD83*- und somit reifer DC

vorhanden war.
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4.1.4 Depletion kontaminierender Lymphozyten

Romani und Mitarbeiter entfernten die bei der Isolierung der PBMC durch einen Ficoll-
Gradienten ebenfalls vorhandenen Lymphozyten neben Abspilen nach Adarenz der
Monozyten an das Plastikmaterial noch zusatzlich durch Depletion unter Verwendung von
Antikorpern gegen CD19 bzw. CD3. Aus den Untersuchungen, hinsichtlich der
Charakterisierung des Modellsystems (vgl. 3.1) wird deutlich, dass durch einen
Adharierungsschritt und anschlieBendem Abspulen nichtadharenter Zellen der grofdte
Anteil der Lymphozyten entfernt werden kann, und dass die verbliebenen B- und T-
Lymphozyten keinen Beitrag zur Expression des Reportergens unter dem Fascinpomotor
liefern (vgl. 3.2.3). Eine zusatzliche Depletion der Lymphozyten ist somit nicht zwingend
erforderlich und deren Verzicht wirkt sich auch nicht negativ auf die erhaltenen
Ergebnisse aus. Ein adoptiver Transfer der generierten DC zurlck in den menschlichen
Organismus, der eine moglichst reine DC-Population erfordern wirde, war ebenfalls nicht
vorgesehen. Ein positiver Nebeneffekt, der sich aus dieser Tatsache ergab, war neben
einer Zeitersparnis bei der Praparation auch die Reduktion der Praparationskosten, da die

Materialien zur Depletion sehr teuer sind.

4.2 Mogliche Strategien zur Verstarkung der Promotoraktivitat

Wie schon bereits in der Einleitung (vgl. 1.2) erwahnt wurde, ist das Verfahren der DNA-
Vakzinierung eine interessante und vielversprechende Maoglichkeit, eine Immunantwort
auszulésen. Das Schlusselereignis der DNA-Vakzinierung stellt dabei die Transfektion
von Dendritischen Zellen dar (Casares et al 1997, Akbari et al. 1999, You et al. 2001).
Durch Verwendung eines Promotors, der spezifisch in Dendritischen Zellen aktiv ist, kann
die Expression des nachgeschalteten Transgens auf diese Zellen begrenzt und somit eine
zellular vermittelte Immunantwort beglnstigt werden. Da die Langerhansschen Zellen®
nur mit geringer Haufigkeit im Gewebe verteilt sind, und von diesen Zellen nur ein sehr
geringer Prozentsatz durch die DNA-Vakzinierung erreicht wird, ist eine moglichst starke
Expression des Transgens wunschenswert. Beim Fascinpromotor handelt es sich bereits
um einen sehr starken Promotor, dessen Aktivitdt weitgehend auf Dendritische Zellen
beschrankt ist. Seine besondere Eignung zum Einsatz bei der DNA-Vakzinierung wurde

ebenfalls in der Einleitung (vgl. 1.3) ausfuhrlich dargestellt.

% Dendritische Zellen der Haut
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Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden Maoglichkeiten untersucht, das
Expressionssystem auf Basis des Fascin-Promotors Uber verschiedene Strategien zu
modifizieren, so dass durch die gemachten Veranderungen eine weitere
Expressionsverstarkung des nachgeschalteten Transgens resultiert. Gleichzeitig sollten
die vorgenommenen Modifikationen aber noch gewahrleisten, dass der Promotor
weiterhin spezifisch in Dendritischen Zellen wirksam ist. Grundsatzlich kann man bei

dieser Problemstellung zwischen zwei Hauptansatzpunkten unterscheiden:

1. direkte Einflussnahme auf den Promotor durch Hinzufugen bzw. Entfernen von

Promotorelementen, die dessen Aktivitat beeinflussen

2. generelle Strategien zur Verbesserung der Expressionseffizienz, da Dendritische
Zellen als differenzierte, nicht mehr zur Teilung befahigte Zellen nur schwer einer

transienten Transfektion mit nichtviralen Vektoren zuganglich sind

4.2.1 potentielle Eignung viraler Enhancer-Elemente zur Verstiarkung der

Promotoraktivitat

Eine weit verbreitete Moglichkeit, eine Verstarkung der Aktivitdt von Promotoren zu
erreichen, stellt die Einfiuhrung weiterer regulatorischer Elemente dar. Die in diesem
Zusammenhang haufig genutzten Elemente entstammen vorwiegend viralen Promotoren
(Yew et al, 1997), jedoch finden auch regulatorische Sequenzen zellularer Gene
Verwendung (Vile et al., 1994; Kanai et al.; 1997). Eine Moglichkeit besteht z.B. durch
Einfigen des SV40-Enhancers in das Expressionsplasmid. Der SV40-Enhancer besteht
aus zwei Kopien einer 72 BP-Sequenz und ist ein regulatorisches Element aus dem
Promotorbereich des Simian Virus, das zahlreiche Bindungsstellen bekannter
Transkriptionsfaktoren wie AP-1, AP-2, AP-3 (Lee et al., 1987, Mitchell et al. 1987), Oct-1
(Davidson et al. 1986) oder NFKB (Kanno et al. 1989) aufweist. Li und Mitarbeiter konnten
2001 zeigen, dass das Einklonieren eines SV40 Enhancers die Expression eines transient
transfizierten CMV-Promotor-Reporterkonstrukts in murinen  Skelettmuskelzellen
zwanzigfach im  Vergleich zu einem  Expressionskonstrukt ohne dieses
Verstarkungselement erhoht. Die in diesem Kontext angeflhrten Publikationen
beschreiben auch, dass die Nutzung verschiedener Bindungsstellen des SV40-Enhancers
zelltypspezifisch unterschiedlich ist. Allerdings muss man bei der Prufung auf eine
potentielle Eignung der Strategie fur den vorliegenden Fall bedenken, dass die
regulatorischen Sequenzen aus einem Virus stammen. Virale Verstarkerelemente sollten,

bedenkt man den Vorteil, der fur die Viren erreicht werden soll, moglichst in vielen Zellen
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genutzt werden kdénnen, so dass bei der Einfiuhrung dieses Enhancers in den
Fascinpromotor sehr wahrscheinlich mit einem Verlust der Spezifitat auf Dendritische
Zellen zu rechnen ist. So konnten z.B. Latham und Mitarbeiter 2000 feststellen, dass das
Einfiihren eines CMV-Enhancers die Aktivitidt sowohl des PSA-"° als auch des Kallikrein-
2-Promotors um ein Vielfaches (100 — 1000fach) verstarkte, jedoch ging mit dieser
Verstarkung auch der Verlust der spezifischen Expression in den untersuchten
Prostatazellen einher. Basierend auf diesen Erkenntnissen muss mit dem SV40 Enhancer
ein ahnliches Ergebnis erwartet werden, so dass eine Verstarkung durch Einklonieren

viraler regulatorischer Elemente wieder verworfen wurde.

4.2.2 Nutzung eines Fascin-Promotoreigenen Enhancerelements

Vielversprechender erscheint in diesem Zusammenhang die Erkenntnis, dass in den
regulatorischen Elementen desselben Gens sowohl Enhancer- als auch Silencer-Bereiche
zu finden sind, die zelltypspezifisch je nach dem vorliegenden, exprimierten Set an
Transkriptionsfaktoren aktiviert werden konnen (Jeang und Khoury, 1988). Kennt man
diese Elemente, sollte durch Ausschneiden bzw. Verdopplung der jeweiligen Sequenzen
eine Verstarkung der Promotoraktivitat zu erhalten sein (Schuur et al. 1996, Latham et al.
2000) Der Vorteil dieser Herangehensweise ist offensichtlich: Regulatorische Elemente
eines Gens, dessen Expression sich bereits als spezifisch fur einen bestimmten Zelltyp
erwiesen hat, tragen sehr wahrscheinlich viel weniger das Potential bei einer Duplikation
verschiedener Teilbereiche, dass die resultierende, veranderte Expressionstarke
gleichzeitig auch nicht mehr spezifisch fur den vorliegenden Zelltyp ist. Fir den Fascin-
Promotor war durch die Charakterisierung mittels Deletionskonstrukten bereits ein DNA-
Bereich identifiziert worden, der ein Enhancerelement enthalt. Dieses wird reifeinduziert
von Dendritischen Zellen genutzt und ist mafdgeblich an der Starke des Promotors beteilt.
(Bros et al. 2003). Tatsachlich zeigte die Duplikation dieses Elements (vgl. 3.5.2.1), dass
mit dieser Strategie eine Verstarkung der Expression eines nachgeschalteten
Reportergens erhalten werden konnte, und auch der Test in HaCaT-Zellen bestatigte,

dass die Expression weiterhin auf Dendritische Zellen beschrankt blieb.

O pSA - prostate-specific antigen — prostataspezifisches Antigen
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4.2.2.1 Einfluss der Position des neu eingefiigten Enhancer-Elements

Eine weitere Einflussmaoglichkeit auf die Expressionsstarke bzw. die Spezifitat eines
Promotors, die bedacht werden muss, besteht in der Position des Einklonierens (Atchison,
1988). Je nachdem, wo genau die zusatzlichen Elemente eingefugt werden, konnten
einerseits Enhancer bzw. Silencer-Elemente, die aufgrund der eventuell noch
unvollstandigen Charakterisierung als solche noch nicht detektiert sind, getrennt werden
und auf diese Weise die Expressionsstarke nachteilig modulieren bzw. Unspezifitat
provozieren. Andererseits konnte die Distanz zum Basalpromotor Unterschiede in den
eben genannten Parametern bewirken. Der Uberwiegende Anteil der Klonierungsarbeiten
in der vorliegenden Arbeit wurde in der Bal-I-Schnittstelle des Fascin2.7Bal-Konstrukts
gemacht, die durch Exzision eines DNA-Abschnitts klnstlich erzeugt wurde. Die DNA-
Enden wurden dadurch erst zusammengeflgt, so dass mit einer Zerstérung unerkannter
regulatorischer Elemente nicht zu rechnen ist. Da es vielfach recht schwierig ist, eine
singulare Schnittstelle in einem Promotorbereich zu finden, die zur Klonierung genutzt
werden kann, ist man mit der Position, an der Veranderungen vorgenommen werden
konnen, stark eingeschrankt. Parallel zu den Untersuchungen am Fascin2.7Bal-Konstrukt
waren verschiedene Duplikationen auch in die singulare Pvu II-Schnittstelle von Fascin2.7
kloniert worden, um einen moglichen positionsabhangigen Einfluss zu untersuchen. Das
Fascin2.7Konstrukt ist ca. 1,2kbp groRer als das Fascin2.7Bal-Konstrukt (vgl. 3.5.1), die
Pvu lI-Schnittstelle ist ca. 1kbp weiter distal zur genutzten Bal-I-Schnittstelle lokalisiert.
Die Klonierungen lieferten qualitativ die gleichen Ergebnisse, wie sie beim Einfigen der
Fragmente in der Bal-lI-Schnittstelle erhalten wurden, jedoch fielen die
Expressionsunterschiede zwischen den Konstrukten einer Schnittstelle geringer aus. Der
Test in HaCaT-Zellen zeigte keine Zunahme der Expressionsstarke in diesen Zellen, was
auf den Erhalt der Spezifitat schlieRen lasst. (Daten nicht gezeigt). In diesem Fall bleibt
festzuhalten, dass, obwohl eine andere Schnittstelle zur Klonierung genutzt wurde, der
Einfluss der Klonierungsposition keine Veranderung bewirkte. Das erhaltene Ergebnis
beweist einmal mehr, dass es sich bei der fascinpromotoreigenen Sequenz um ein
klassisches Enhancerelement handelt, das nach den Definitionen von Atchison, 1988
positionsunabhangig und, da aus dem gleichen Gen, auch spezifisch (Jeang und Khoury,
1988) wirksam sein sollte. Die Beobachtung, warum die Expressionsunterschiede
innerhalb einer Gruppe hergestellter Expressionsplasmide einer Schnittstelle weniger
deutlich ausfielen, ist dabei weniger mit der Klonierungsposition in Verbindung zu bringen.

Eine mdgliche Erklarung wird durch den nachfolgend geschilderten Sachverhalt versucht.
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4.2.2.2 Potentieller Einfluss der GroRe des Expressionsplasmids

In der vorliegenden Arbeit vorgestellte Klonierungen wurden ausschlielllich unter
Verwendung des Fascin2.7Bal-Konstrukts (vgl. 3.5.1) hergestellt, die gleichzeitig auch
das Ergebnis einer weiteren Uberlegung darstellten: Je groBer der Promotorbereich durch
weitere Einklonierungen wird, desto mehr nimmt die gesamte VektorgrofRe und
resultierend daraus auch das Molekulargewicht zu. Nichtvirale Vektoren sind zwar bei der
Grolde einklonierbarer DNA im Gegensatz zu viralen Vektoren, bei denen die Obergrenze
bei etwa 8 — 10 kpb (Mizuguchi und Hayakawa, 2002) zusatzlich einklonierter DNA
besteht, nicht so stark limitiert, jedoch besitzen sie den Nachteil einer aufierst maligen
nuklearen Translokation. Unter 4.2.6ff wird diesem Sachverhalt noch intensiver
Bedeutung beigemessen. Bei Plasmiden handelt es sich um Makromolekile, die im
Gegensatz zu Oligonucleotiden oder kleinen PCR-Produkten, nicht mehr durch Diffusion
das Zellkompartiment wechseln kdnnen. Sie mussen z.B. bei der Transfektion fir eine
erfolgreiche Expression aktiv Uber die Kernporen (Stoffler et al., 1999, Kiseleva et al.
2000) in den Zellkern geschafft werden. Aufgrund komplexer raumlicher Strukturen und
Anordnungen stark aufgefalteter (,supercoiled“) DNA (Boles et al. 1990, Rybenkov, 1997,
Marko und Siggia, 1994) kann die Abhangigkeit von Molekulargewicht und raumlicher
Anordnung auf den Durchmesser des Molekuls nur schwer abgeschatzt werden. Dennoch
mdchte man, auch im Hinblick auf die erhaltenen Ergebnisse, postulieren, dass Plasmide
mit geringerem Molekulargewicht effektiver in den Zellkern geschafft werden. Besondere
Bedeutung erfahrt dieser Sachverhalt, wenn man zugrunde legt, dass Zellen, die sich
nicht mehr teilen, Plasmid-DNA wahrscheinlich ausschlielich Gber die angesprochenen
nuklearen Importmechanismen in den Zellkern transportieren konnen. Das Fascin2.7LUC-
Plasmid weist bereits eine Groe von 7,5 kbp auf. Durch Generierung eines 5’ verkurzten
Konstrukts, dem Fascin2.7Bal, und dessen Verwendung als Basiskonstrukt, war es
maglich, alle weiteren hergestellten Expressionsplasmide auf max. 6,7 kbp zu begrenzen.
Geht man davon aus, dass aufgrund der geringeren Grof3e der Konstrukte, bei denen
Fascin2.7Bal als Basiskonstrukt diente, mehr Kopien des Plasmids in den Zellkern
gelangen und transkribiert werden konnen, sollte die resultierende Proteinmenge groRRer
ausfallen. Die Groliendifferenz zwischen den Bal- und Pvu-Konstrukten konnte somit eine
Erklarung fur die geringer ausfallenden Expressionunterschiede innerhalb einer Serie von

Expressionsplasmiden in der gleichen Schnittstelle sein.
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4.2.3 Expressionsverstarkung durch Klonierung mehrerer Enhancer-Elemente

direkt hintereinander

Im Verlauf der weiteren Arbeiten mit dem Enhancerelement des Fascinpromotors konnte
die GroRe des fur die Expressionssteigerung verantwortlichen Sequenzbereichs auf ca.
90 bp eingegrenzt werden. Xie und Mitarbeiter konnten 2001 zeigen, dass die
Multiplikation von Enhancer-Elementen und deren Einklonierung distal zum
Basalpromotor eine starke und zugleich spezifisch auf Prostatazellen begrenzte
Expression lieferte. Eine Multiplikation des 90 bp groRen Fragments des Fascinpromotors
und Klonierung in die Bal-I-Schnittstelle von Fascin2.7Bal konnte demnach ebenfalls eine
deutliche Verstarkung der Expression eines nachgeschalteten Reportergens in hDC
bewirken. Gleichzeitig steigt die VektorgroRe aufgrund des relativ kleinen Fragments, von
dem mehrere Kopien hintereinander gesetzt werden sollten, nur moderat an. Die
erhaltenen Ergebnisse (vgl. 3.5.4) bestatigten, dass prinzipiell Uber diese Strategie eine
weitere Verstarkung des Fascin-Promotors erhalten werden kann, und dass mit jeder neu
hinzukommenden 90bp-Einheit die Expression annahernd proportional um denselben
Betrag ansteigt. Die erhoffte deutliche Verstarkung, die z.B. Xie und Mitarbeiter bei den
Prostatazellen festgestellt hatten, konnte nicht erreicht werden. Allerdings muss in diesem
Zusammenhang angemerkt werden, dass die Arbeitsgruppe ausschlieBlich mit Zell-linien
arbeitete, in denen die Verhaltnisse anders im Vergleich zu ausdifferenzierten Zellen
ausfallen kdénnen. Aber auch die basierend auf der Duplikation des 90 bp-Elements
(entspricht dem D2D7-Konstrukt) geschatzte mogliche Steigerung der Expression, konnte
fur die Mehrfachkonstrukte nicht detektiert werden, sondern blieb bei dem Bal3xD2D7-
Konstrukt (enthalt insgesamt 4x das D2D7-Element) im Bereich der Duplikation von
BalD2D4 (vgl. 3.5.2.1). Die erhaltenen Ergebnisse waren im Hinblick auf eine, durch diese
Strategie nur malig zu steigernde Expression etwas unbefriedigend, so dass die Suche

nach einer moglichen Erklarung fur diesen Sachverhalt angestrengt wurde.

4.2.3.1 Potentieller Einfluss der Orientierung des einklonierten Enhancer-Elements

FUr einen moglichen Erklarungsversuch, warum die detektierte Expression so niedrig
ausfiel, muss bertcksichtigt werden, dass in allen erzeugten Mehrfachkonstrukten die
90bp Sequenz stets in umgekehrter Orientierung einkloniert worden war. Im Verlauf friiher
zuruckliegender Klonierungsarbeiten wurden bereits schon Duplikationskonstrukte
erhalten, die ebenfalls eine gegenlaufige Orientierung aufwiesen. Die Transfektion in hDC

und anschlieRende Bestimmung der Luziferaseexpression lieferte, wenn Uberhaupt, dann
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nur eine geringfligig reduzierte Expression eines solchen Konstrukts im Vergleich zur
korrekten Orientierung (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis steht in Analogie zu den
von Atchison 1988 resumierten Eigenschaften von Enhancerelementen, die auch in
umgekehrter Orientierung annahernd gleich wirksam sind. In der Literatur finden sich
kaum Hinweise, dass die Vermittlung der Verstarkungsfunktion durch Enhancer allein von
der Orientierung der Sequenz abhangig ist. Lediglich fir den SV40 Enhancer konnte
Moreau, 1981 in einigen Fallen eine Abhangigkeit von der Distanz zwischen Enhancer
und Promotor feststellen. Fiir Silencer’'-Elemente wurde eine solche Abhangigkeit
ebenfalls beobachtet. Jedoch ist hiebei nicht gesichert, ob tatsachlich die Inversion der
Sequenz die alleinige Ursache fur diese Beobachtung darstellt. Als wahrscheinlicher wird
eine raumliche Wechselwirkung mit angrenzenden regulatorischen Elementen oder
Faktoren in der neuen Orientierung vermutet (Ogbourne et al., 1998). Fur die
uberwiegende Anzahl der Falle kann demnach der zuvor beschriebene Sachverhalt, einer
Unabhangigkeit von der Orientierung, angenommen werden. So konnten z.B. Germain
und Mitarbeiter 1998 bei der Charakterisierung eines neuen Enhancerelements im
Promotor des Reningens feststellen, dass dieses, unabhangig von der Orientierung,
gleich wirksam war. Die fur das groRere Fragment D2D4 des Fascinpromotor-Enhancers
gefundene Unabhangigkeit von der Orientierung wurde auch fir die verkirzte Variante
D2D7 angenommen. Der Fokus der Untersuchungen dieser Arbeit zielte auf die
Entwicklung eines Fascinpromotorderivates mit hoher Aktivitat, nicht auf der vollstandigen
Charakterisierung jedes einzelnen klonierten Teilfragments. Da der Einfluss eines
umgekehrt orientierten D2D7-Fragments nicht getestet wurde, kann ein potentieller
Einfluss nicht definitiv ausgeschlossen werden. Dennoch wird, auch unter
Berucksichtigung der zitierten Literatur, die Bedeutung der gegenlaufigen Orientierung als
alleinige Erklarung fur die unerwartet geringe Steigerung in der Expression des

nachgeschalteten Transgens als eher unwahrscheinlich angesehen.

4.2.3.2 Limitation in der Menge vorhandener Transkriptionsfaktoren

Xie und Mitarbeiter (2000) hatten bei der Testung ihrer Konstrukte zusatzlich festgestellt,
dass das Konstrukt, das vier Enhancerelemente enthielt, eine geringere

Expressionssteigerung lieferte, im Vergleich zum Konstrukt mit drei Enhancersequenzen.

71 regulatorisches Element, das ahnlich wie Enhancer, Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren tragt, aber

repressiv auf die Genexpression wirkt
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Sie erklarten den Sachverhalt mit einer Limitation in der Menge vorhandener
Transkriptionsfaktoren. Da im vorliegenden Fall mit jedem hinzukommenden Element
noch eine, wenn auch nur geringe, Verstarkung der Expression festgestellt werden
konnte, scheint auch dieser Sachverhalt keine Erklarung fur die unerwartet niedrige
Expressionsstarke unter den Mehrfachkonstrukten darzustellen. Prinzipiell misste aber
beim Hinzuflgen von weiteren 90 bp-Sequenzen mit dieser Limitation ebenfalls gerechnet

werden.

4.2.3.3 Einfluss der raumlichen Anordnung bindender Transkriptionsfaktoren

Einen sehr viel groReren Einfluss scheint in diesem Zusammenhang die raumliche
Ausrichtung der anbindenden Proteine zu spielen, wie teilweise bereits unter 4.2.3.1
angedeutet. Die charakterisierten D2D7-Fragmente wurden direkt ohne Einfuhren
zusatzlicher Basen zur Vergrolierung des Abstands zwischen den einzelnen Elementen
hintereinander gefugt. Nach Atchison, 1988, sollten Enhancerelemente zwar
positionsunabhangig wirksam sein, bei der direkten Aufeinanderfolge dieser Elemente
muss wahrscheinlich aber vor allem an den angrenzenden Bereichen zwischen den
einzelnen Elementen eine sterische Hinderung der anbindenden Proteine angenommen
werden, so dass diese eine nicht fur die Verstarkungswirkung optimale Konformation
einnehmen bzw. in Wechselwirkung treten kdnnen. Besonders intensiv untersucht sind
die Wechselwirkungen bzw. raumlichen Strukturen beim Initialisierungskomplex des
TATA-Box-bindenden Proteins mit den Transkriptionsfaktoren lla und llb (Ptashne und
Gann, 1997, Sauer und Tjian, 1997, Berk, 1999). Die Interaktion mit weiteren fur den
Transkriptionsstart wichtigen Faktoren setzt zusatzlich eine spezielle Windung der DNA
im Basalpromotorbereich (Kim, J.L. et al., 1993, Kim, Y. et al. 1993, Coulombe, 1999) und
Ausbildung einer raumlichen Struktur voraus, wie es z.B. unter Verwendung des GAL4-
VP16-Fusionsproteins als Aktivierungsfaktor beschrieben ist (Dion und Coulombe, 2003).
Die Autoren hatten bei lhren Untersuchungen festgestellt, dass je nach Lage der Gal4-
Bindungsstelle relativ. zum TATA-Element Gal4-VP16 eine unterschiedlich starke
Aktivierung der Transkription vermittelte. Durch die helikale Struktur der DNA stehen die
Bindungstellen bzw. die anbindenden Faktoren in unterschiedlicher raumlicher
Ausrichtung zueinander. Die Aktivierung war dann maximal, wenn beide Elemente auf der
gleichen Seite der DNA-Helix lokalisiert waren. Pro 2 bp wird die DNA um ca. 72 °C
gedreht, so dass nach 10 bp eine komplette Drehung des DNA-Strangs um 360 °C erfolgt
ist. Wenn beim Einfugen zusatzlicher DNA-Abschnitte durch Klonierung das Prinzip des
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,helical-phasing” im Bezug auf die Bindungsstellen verletzt wird’? resultiert aufgrund
suboptimaler Lage der Transkriptionsfaktoren zueinander, wie in dem angefuhrten
Beispiel, eine verminderte Aktivierung der Transkription. Diese Situation kann auf den
vorliegenden Fall, dem Einklonieren der drei D2D7-Fragmente direkt hintereinander,
ubertragen werden. Sehr wahrscheinlich wurde hierbei die optimale Anordnung der
Transkriptionsfaktoren  zueinander unterbrochen, das zu einer verminderten
Verstarkungswirkung der Enhancerelemente fuhrte. Dieser Umstand erscheint die
wahrscheinlichste Erklarung fur die geringer als erwartete, aber nicht vollstandig nivellierte

Promotoraktivitat darzustellen.

Ungleich komplizierter wird die Betrachtung des Sachverhalts unter Einbeziehung der mit
der DNA assoziierten Nukleosome, vor allem wenn diese im Promotor- bzw.
Enhancerbereich lokalisiert sind (Oftmals befinden sich diese Bereiche aber auch in sog.
DNase-I-hypersensiblen Regionen, d. h. dass an dieser Stelle die Chromatinstruktur
aufgelockert ist). Nukleosome kdénnen dann aufgrund ihrer Assoziation mit der DNA-
Doppelhelix die Initiierung des Transkriptionsstarts mitregulieren. loshikhes konnte z.B.
1999 mit seiner Analyse zeigen, dass vor allem im Basalpromotorbereich die Verteilung
von Transkriptionsfaktorbindungsstellen mit der nukleosomalen Periode von 10,1 — 10,5
bp korreliert. Nachdem Plasmid-DNA in den Zellkern aufgenommen wurde, wird diese von
frei im Kern befindlichen Nukleosomen belegt und bildet ebenfalls chromatin-ahnliche
Strukturen aus (Jeong und Stein, 1994a & b, Cereghini und Yaniv, 1984), so dass auch
hier mit einem Einfluss dieser Proteine auf die Transkription zu rechnen ist. Jeong und
Stein hatten anhand von DNA-Fragmentierungsexperimenten (,DNA-laddering®)
festgestellt, dass hierbei vielfach atypische Nukleosomenbanden auftraten, das auf ein
anders geartetes Chromatinmuster schlieBen lalkt. Mit diesem Umstand muss zwar
generell bei transfizierter DNA gerechnet werden, kann aber natdrlich bei
unterschiedlichen Plasmiden auch eine unterschiedlich starke Auswirkung auf die

resultierende Expressionsstarke bei der transienten Transfektion haben.

4.2.4 Resiimée der diskutierten Parameter

Die vorliegenden Arbeiten zeigen, dass durch Duplikation bzw. Multiplikation des distalen
Enhancer-Elements eine spezifische Verstarkung des Fascin-Promotors erreicht werden

kann. Prinzipiell erflllt dieser Enhancer alle Eigenschaften, wie sie von Atchison, 1988

2 und die Transkriptionsfaktorbindungsstellen einen gréReren bzw. kleineren Abstand zueinander besitzen
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formuliert wurden. Nachteilig bei der Multiplikation von Enhancerelementen scheint sich
aufgrund suboptimaler raumlicher Verhaltnisse, eine geringe Distanz der einzelnen
Elemente zueinander auszuwirken (vgl. 4.2.3.3), so dass bei weiteren
Klonierungsarbeiten dieser Umstand unbedingt berlcksichtigt und vergroRert werden

Mmuss.

4.2.5 Weitere Arbeiten aufbauend auf den erhaltenen Ergebnissen

Durch die umfangreichen Klonierungsarbeiten mit dem distalen Enhancer-Element als
Basis, konnte der fiir die Verstarkung der Promotoraktivitat wichtige Sequenzabschnitt auf
90 BP eingegrenzt werden. Somit sind ideale Voraussetzungen geschaffen, um mittels
EMSA™ oder Superschift-Experimenten die anbindenden Transkriptionsfaktoren
nachzuweisen und zu charakterisieren. Dazu sollte der DNA-Abschnitt tGberlappend in
Oligomere von ca. 20 BP unterteilt werden, die dann fir die angesprochenen Tests
genutzt werden konnen. Auf diese Weise konnten gleich mehrere sehr wichtige
Erkenntnisse erhalten werden: im naheliegendsten Fall kdnnen die Faktoren, die zur
Verstarkung des Fascin-Gens in reifenden DC relevant sind, bestimmt werden.
Gleichzeitig kann mit diesen Ergebnissen auf generell bei der Ausreifung von
Dendritischen Zellen beteiligte Transkriptionsfaktoren geschlossen werden. Die
Untersuchung der hergestellten Konstrukte zeigte in HaCaT-Zellen keine Verstarkung der
Expression, so dass die erhaltenen Transkriptionsfaktoren sehr wahrscheinlich auch fur
die Spezifitat auf Dendritische Zellen verantwortlich sind. Sollte tatsachlich beim Einfligen
multipler Enhancerabschnitte in den Promotorbereich festgestellt werden, dass eine
Limitation aufgrund der Menge vorhandener Transkriptionsfaktoren eintritt, bestunde die

Madglichkeit, durch Kotransfektion Faktoren zu erganzen, da diese dann bekannt waren.

Im Verlauf der Arbeiten hatte sich gezeigt, dass die XS106-Zellen (vgl. 3.6), obwohl es
sich um eine murine Zell-linie handelt, ein gutes Modell darstellen, den Einfluss der ,D*-
Konstrukte, kloniert in die Bal-Schnittstelle von Fascin2.7Bal, zu untersuchen. Unter
Verwendung dieser murinen Zell-linie kdnnte in Form eines schnellen Durchmusterns
weiterer hergestellter Fascinpromotor-Konstrukte bereits eine Vorselektion auf
aussichtsreiche Kandidaten unter diesen Konstrukten getroffen werden. Fur eine definitive

Bewertung der Konstrukte ist allerdings die Transfektion in hDC unerlasslich.

® EMSA — electro mobility shift assay
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4.2.6 Unspezifische MaBnahmen zur Erhohung der Expressionsstarke

Neben der Strategie, eine Verstarkung der Expression durch Hinzufligen von weiteren
vornehmlich promotoreigenen regulatorischen Elementen zu erreichen, wurden auch
unspezifische, nicht direkt mit der Promotoraktivitat in Verbindung stehenden Mallnahmen
untersucht. Das grundsatzliche Problem, dass mit dieser Strategie verbessert werden
sollte, ist nicht allein auf Dendritische Zellen beschrankt: generell allen nichtviralen
Transfektionsmethoden (Crystal, 1995, Luo et al.,, 2000, Song und Zheng, 2001) ist
gemein, dass sie zwar im Gegensatz zu viralen Vektoren Uber ein ausgezeichnetes
Sicherheitsprofil  verfugen, aber gleichzeitg auch nur eine sehr geringe
Expressionseffizienz des plasmidcodierten Transgens ermdglichen. Der Hauptgrund fur
diesen Umstand besteht in der Tatsache, dass die transfizierte DNA nachdem sie in die
Zelle gelangt ist, dort entweder endosomal-lysosomal bzw. cytosolisch vorliegt. Zur
erfolgreichen Transkription muss sie erst in den Zellkern gelangen. Der Austausch von
Molekulen zwischen Zellkern und Cytoplasma wird durch spezielle Kanalproteine in der
Kernmembran vermittelt (Stoffler et al., 1999, Kiseleva et al. 2000, Gorlich et al. 1995).
Diese gestatten im wesentlichen zwei Mechanismen des Austauschs: kleinere Molekule
mit einem Radius von bis zu 9 nm kdnnen passiv durch Diffusion eingeschleust werden,
groldere werden an Transportproteine gebunden und auf diese Weise aktiv in den Kern
aufgenommen (Ohno et al. 1998, Nigg, 1997). Wie bereits unter 4.2.2.2 angemerkt, muss
Plasmid-DNA aufgrund ihrer Grof3e aktiv in den Zellkern aufgenommen werden. Dieser
Schritt stellt die entscheidende Limitation fur die Transfektion mit Plasmid-DNA dar
(Zabner et al. 1995, Labat-Moleur et al.1996). Fur Zellen oder Zell-linien, die (noch) zur
Teilung befahigt sind, wurde bei einer Transfektion in der Mitose-Phase des Zellzyklus,
wahrscheinlich aufgrund der Umorganisation der Zellkernmembran, eine Erhéhung der
Expressionseffizienz beschrieben (Brunner et al. 2000, Ludtke et al. 2002). Bei
Dendritischen Zellen handelt es sich um ausdifferenzierte Zellen, die sich nicht mehr
teilen, so dass die Aufnahme von DNA wahrscheinlich ausschliel3lich auf den o. b.
Vorgang, den aktiven Transport durch die Kernporen, beschrankt bleibt. Durch
Einflussnahme auf den Kerntransport und, resultierend daraus, einer gesteigerten
Aufnahme von Plasmid-DNA kann demnach eine Steigerung der Expression des

plasmidkodierten Transgens erreicht werden.
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4.2.6.1 Verbesserung des Kerntransports durch Einfigen der NFKB-Bindungsstelle

Wie unter 3.7 beschrieben, wurde zur Einflussnahme auf den Kerntransport und zur
Steigerung der Expressionseffizienz eine repetitive NFKB-Bindungsstelle in das Plasmid
aulRerhalb des Promotorbereichs eingefuhrt, wie es 2001 von Mesika und Mitarbeitern
beschrieben worden war. Die Ergebnisse, vor allem mit dem Reportergen Luziferase,
zeigten erfreulicherweise eine deutliche Zunahme der Expression in hDC. Allerdings
konnte auch in HaCaT Keratinozytenzellen ein Anstieg in der Luziferaseexpression
festgestellt werden. Obwohl der Fascin-Promotor spezifisch in Dendritischen Zellen
wirksam sein sollte und die Veranderung am Plasmid auflerhalb der Promotorregion
gemacht wurde, so dass das bindende NFKB-Dimer keine transkriptionsverstarkende
Wirkung vermitteln konnte, schien dadurch die Spezifitdt des Fascin-Promotor verloren

gegangen zu sein.

4.2.6.1.1 Einfluss des Basalpromotors

Bros und Mitarbeiter beschrieben 2003 bei der Charakterisierung des Fascin-Promotors,
dass dieser aus einem Basalpromotor, der alle notwendigen Elemente zur Initialisierung
der Transkription des Fascingens enthalt, besteht und einem distal lokalisierten
Enhancerelement, das reifeinduziert genutzt wird und malgeblich fir die Starke des
Promotors verantwortlich ist. Die Spezifitat des Fascinpromotors wird ebenfalls durch den
distal lokalisierten Enhancer vermittelt und kommt wahrscheinlich dadurch zustande, dass
die bindenden Transkriptionsfaktoren in der erforderlichen Zusammensetzung
ausschlielich in DC exprimiert werden (Jeang und Khoury, 1988). Der Basalpromotor
hingegen, kann auch von anderen Zellen genutzt werden. So konnte z.B. fir HaCaT-
Zellen ebenfalls eine Aktivitat des Basalpromotors nachgewiesen werden. Diese
Beobachtung ist fur transiente Transfektionsexperimente zunachst kein seltenes Ereignis.
Selbst in Zellen, die den Promotor nicht endogen nutzen, wie im Fall der HaCaT-Zellen.
Auch fur den humanen CD11c-Promotor konnte z. B. eine Reporteraktivitat in CD11c-
defizienten T-Zell-linien gezeigt werden (Noti et al. 1996). Der als Basalpromotor im
Fascinpromotor charakterisierte Bereich besitzt neben der TATA-Box zusatzlich ein
Sequenzmotiv bestehend aus einer CRE-/AP-1 Bindungsstelle sowie ein weiteres, das
aus einer AHR-ARNT Bindungsstelle bzw. einer GC-Box zusammengesetzt ist. Viele
Promotoren verfigen im Bereich ihres Transkriptionsstarts uber dieselben Elemente, da
die Initialisierung der Transkription Uber recht ahnliche Mechanismen ablauft. Demnach

verfugen diese Zellen Uber die erforderlichen Transkriptionsfaktoren, so dass bei einer
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transienten Transfektion der Basalpromotor auch genutzt werden kann. Ein parallel
durchgefuhrtes Experiment mit dem Fascin0.21-Konstrukt, das nur den Basalpromotor
enthalt, zeigte ebenfalls nach Einfuhren einer NFKB-Bindungsstelle in HaCaT-Zellen eine
deutliche Zunahme der Luziferaseexpression, die in ahnlicher Gréllenordnung, wie jene
des Fascin2.7NFKB-Konstrukts lag. (Daten nicht gezeigt). Diese Beobachtung unterstitzt
die Tatsache, dass die Zunahme der Expression in HaCaT-Zellen auf die Wirkung des
Basalpromotors zurtckzufuhren ist und dass mit dem Einfuhren der NFKB-Bindungsstelle
mit ziemlicher Sicherheit auch in DC eine Verbesserung des Kerntransports erreicht
werden konnte. Die gesteigerte Wirkung des Basalpromotors kann mit der Erhéhung der
Anzahl von Plasmiden im Zellkern erklart werden, die zur Transkription genutzt werden
konnen. Der definitive Nachweis eines gesteigerten Kerntransports kann aber nur uber die
Akkumulation der Plasmide im Zellkern z. B. durch Fluoreszenzmarkierung der Plasmide
mit der GeneGrip-Methode (Zelphati et al. 1999) und Dokumentation mit dem
Fluoreszenzmikroskop erbracht werden. Da durch Einfihren der NFKB-Bindungsstelle in
das Plasmid die basale Aktivitat des Promotors in HaCaT zunahm und somit die Spezifitat
verloren ging, wurde auf den weiteren Nachweis verzichtet. Selbst wenn die detektierte
Aktivitat des Basalpromotors in HaCaT-Zellen als ein Produkt der transienten Transfektion
gesehen werden kann, so ist jedoch mit dieser bei der Verwendung eines derart
modifizierten Plasmids bei der DNA-Vakzinierung mittels Genpistole noch starker zu
rechnen. Der Uberwiegend vorherrschende Zelltyp an der Applikationsstelle Haut sind
Keratinozyten. Selbst wenn die Expression des transfizierten Gens dadurch nur gering
ansteigen sollte, so resultiert aufgrund der groReren Anzahl transfizierter Zellen ein
Verlust der spezifischen Expression auf Dendritische Zellen. Der Einfluss des
Basalpromotors limitiert somit den Einsatz von Methoden zur Verstarkung der Expression
eines nachgeschalteten Transgens, die als Funktionsprinzip ausschlieBlich die

verbesserte Aufnahme von Plasmid in den Zellkern bewirken.

4.2.6.1.2 Beurteilung der Expression der EGFP +/- NFKB-Konstrukte

Grundsatzlich konnte durch Einfihren einer repetitiven NFKB-Bindungsstelle in das
Plasmid eine Verstarkung der Expression des codierten Transgens erreicht werden.
Speziell mit der Verwendung der EGFP-Konstrukte sollte der Einfluss der NFKB-
Bindungsstelle im Plasmid auf Einzelzellebene bestimmt werden. Fur das Konstrukt, das
die NFKB-Bindungsstelle enthielt, wurde einerseits eine generelle Zunahme EGFP-

positiver Zellen und andererseits ein hoherer Anteil an DCs, die stark das Transgen
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exprimieren, erwartet. Die Analyse der transfizierten Zellen erfolgte mit dem
Cytofluorometer. Grundsatzlich konnte die postulierte Hypothese durch die Experimente
bestatigt werden (vgl. 3.7.1.2 und 3.7.1.4), jedoch wurde in deren Verlauf festgestellt,
dass die Unterschiede zwischen den Konstrukten mit und ohne NFKB-Bindungsstelle
teilweise recht gering ausfielen. Die zur Beurteilung der Unterschiede in DC durchgeflhrte
statistische Analyse mit dem Student’s t-Test konnte in den meisten Fallen keine
Signifikanz nachweisen. Fur eine mogliche Erklarung dieses Sachverhalts missen zwei

grundsatzlich verschiedene Ursachen bzw. Einflisse betrachten werden:
- A) methodischer Art

- B) NFKB-Expressionskinetik in DC

4.2.6.1.2.1 Methodische Einflusse auf die EGFP-Expression

Die Schwankungsbreite bei dem Reportergen Luziferase fiel innerhalb der Mehrfachwerte
eines Konstrukts geringer aus, im Vergleich zu den EGFP-Konstrukten und konnte somit
den Verstarkungseffekt der NFKB-Einheit deutlicher zeigen. Ausschlaggebend fur diese
Tatsache war die Kotransfektion einer zweiten Luziferase, die zur Nivellierung
transfektionsbedingter Unterschiede in der Expression des Reportergens eingesetzt
wurde (vgl. 3.2.1 und 3.2.2). In Ermangelung eines ahnlichen Systems fur das
Reportergen EGFP war ausschlieB3lich das jeweilige Fascin-EGFP-Konstrukt transfiziert
worden. Es zeigte sich, dass dem Einfluss dieser transfektionsbedingten
Expressionsunterschiede sehr wahrscheinlich eine grol’e Bedeutung zukommt. Der
Stichprobenumfang von drei bzw. vier parallel transfizierten Ansatzen reichte meistens
nicht aus, um den Einfluss potentiell erhaltener Extremwerte soweit zu reduzieren, dass
sich der Mittelwert in engeren Grenzen bewegte. Die Entwicklung eines Systems, ahnlich
dem des Dual-Luziferasereporter-Assays ware winschenswert. Am schwierigsten durfte
hierbei die Auswahl der beiden kozutransfizierenden Gene sein. Als Kompromissldsung
konnte zur Orientierung die Renilla Luziferase mittransfiziert werden, so dass zumindest

die Expressionen qualitativ beurteilt und eventuell auch gewichtet werden kdnnten.

4.2.6.1.2.2 Vermittlung der Transportfunktion durch die NFKB-Molekiile in DC

Wie bereits unter 3.7. ansatzweise beschrieben, spielt der NFKB-Weg eine zentrale Rolle
bei der Generierung und Differenzierung der Dendritischen Zellen, aber auch bei der
terminalen Ausreifung dieser Zellen, sowie der Antigenprasentation. Deshalb wurde auch

eine mogliche Expressionssteigerung eines plasmidcodierten Transgens unter Nutzung
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dieses Signaltransduktionsweges angestrebt. Die vorliegenden Ergebnisse und vor allem
die stark schwankenden Unterschiede in der Expression der EGFP-Konstrukte mit und
ohne NFkB-Bindungsstelle lassen auf eine differentielle Einflussnahme der einzelnen
Mitglieder der NFKB-Familie und deren unterschiedlichen Aktivitat in der Steigerung der
Expressionsstarke schlieRen, obwohl die NFKB-Bindungsstelle aufierhalb des
Promotorbereichs kloniert worden war und dadurch keine Transkriptionsfaktorwirkung zu
erwarten war. Zu Beginn der Arbeiten mit dem Fascin-Promotorkonstrukt war der
Transfektionszeitpunkt aufgrund von Kinetikversuchen mit dem Fascin2.7-Konstrukt (vgl.
3.4) auf den Tag 9 festgelegt worden, da zu diesem Zeitpunkt eine robuste Expression
der nachgeschalteten Luziferase erhalten werden konnte, d.h. der Fascin-Promotor stark
genutzt wurde. Zum gleichen Transfektionszeitpunkt wurden auch die Transfektionen mit
den EGFP +/- NFKB-Konstrukten durchgefuhrt. Wie ebenfalls unter 3.7 beschrieben,
sollte unter Ausnutzung der Eigenschaft der NFKB-Molektlle, nach Aktivierung in den
Zellkern zu translozieren, ein mit einer entsprechenden NFkB-Bindungsstelle versehenes,
transfiziertes Plasmid auf diese Weise verstarkt in den Kern geschafft werden. Fur die
Bindung an die DNA ist eine Dimerisierung der NFkB-Molekule zu Homo- oder
Heterodimeren notwendig (Thanos und Maniatis, 1995, Verma et al. 1995). Desweiteren
ist es von groRem Interesse, dass die NFkB-Molekile mit starker Affinitat an die
entsprechende Bindungsstelle im Plasmid binden. Deshalb wurde zunachst in funffacher
Wiederholung die als konsensus-Bindungsstelle bekannte kB-Bindungsstelle des Igk-
Motivs verwendet. An die Konsensus-Bindungsstelle binden bevorzugt die NFKB-
Mitglieder p50 und p65, deren Beteiligung am Reifeprozess der Dendritischen Zellen
mehrfach beschrieben ist (Rescigno et al. 1998, Hofer et al. 2001, Ouaaz et al. 2002).

4.2.6.1.2.3 Einfluss des Transfektionszeitpunktes auf die Transportfunktion der
NFKB-Molekiile

Zum Zeitpunkt der Transfektion waren die Dendritischen Zellen bereits knapp 48 h mit
den proinflammatorischen Cytokinen stimuliert worden, die fir die Reifung der
Dendritischen Zellen bendtigt wurden. Wie lange kann man mit einer Translokation der
NFKB-Molekule in den Zellkern als Reaktion auf die Stimulation mit diesen Cytokinen
rechnen? Die zur Signaltransduktion benétigten NFkB-MolekUle liegen bereits als inaktive
Vorstufe im Cytoplasma vor (May und Ghosh, 1998). Nach Aktivierung des NFkB-
Signalweges erfolgt relativ schnell auch die Translokation dieser Molekile in den Zellkern.

Dabei wird das inhibitorische Protein IkBa an den Serinen S32 und S36 phosphoryliert,
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degradiert und ubiquitinyliert. Die NFkB-Molekule, deren Kernlokalisationssequenz durch
die Bindung an IkBa cachiert war, konnen nach deren Freilegung jetzt in den Kern
wandern (Karin und Ben-Neriah, 2000). Bereits nach wenigen Minuten konnen die
translozierten Molekule im Zellkern nachgewiesen werden. Hofer und Mitarbeiter konnten
2001 nach Inkubation Dendritischer Zellen mit dem Bakterium Salmonella thyphimurium
bzw. LPS zeigen, dass bereits nach einer halben Stunde eine grol’e Menge der NFKB-
Molekule im Zellkern vorlagen (nachgewiesen uber EMSA), 2h nach der Aufnahme der
Bakterien war die Menge der NFKB-Transkriptionsfaktoren im Kern maximal. Mindestens
24 h nach der Inkubation konnten, wenn auch in geringerer Menge, noch NFKB-Proteine
im Zellkern nachgewiesen werden. Gleichzeitig mit dem Anstieg neuexprimierter Molekiile
der NFkB-Transkriptionsfaktorenfamilie erfolgt auch ein Anstieg ihres endogenen
Inhibitors, dem |kBa, so dass final eine konstitutive nukleare Translokation resultiert
(Saccani et al., 2003). Die Reaktion wird durch die endogene Synthese von Cytokinen wie
z.B. TNFa oder IL-1B zunachst aufrecht erhalten, es ist aber wahrscheinlich, dass, wie im
vorliegenden Fall, nach 48h weit weniger Moleklle noch aktiv translozieren, so dass je
nach individuellen Voraussetzungen in der Zelle der erwunschte Transporteffekt durch
diese Moleklle eventuell nur noch gering ausfallt. Allerdings muss in diesem
Zusammenhang der Einfluss der Transfektion selbst auf die Zellen bertcksichtigt werden:
der Vorgang der Transfektion ist fur die Zellen mit einer Stress-Situation verbunden, die
allein schon eine erneute Aktivierung des NFkB-Signalweges induzieren konnte und auf
diese Weise einen eigenen Beitrag zur Translokation von NFKB-Molekulen, verbunden
mit einem resultierenden gesteigerten Plasmidimport, liefern kann. In welcher Hohe sich
dieser Beitrag auswirkt bzw. ob das Ausmal} der gesteigerten Expression des Plasmids
mit der NFkB-Bindungsstelle eventuell allein auf die Transfektion zurickzufuhren ist, kann
nur schwer abgeschatzt werden. Insgesamt gesehen kénnen diese beiden Punkte zwar
als Erklarung fir eine nicht maximal erreichte Expressionssteigerung dienen, da aber die
Zellen fur jedes Experiment immer nach dem gleichen Protokoll stimuliert und transfiziert
worden waren, bietet dieser Sachverhalt allein eigentlich keine befriedigende Erklarung

fur die detektierten Schwankungen innerhalb der Mehrfachwerte eines Konstrukts.

4.2.6.1.2.4 Differenzielle Regulation der NFkB-Signallibertragung in DC

Die Aktivierung und Ausreifung von Dendritischen Zellen erfolgt Gber einen Zeitraum von
einigen Tagen unter intensiver Beteiligung des NFkB-Signalweges. Gibt es in diesen

Zellen regulatorische Mechanismen, die die Qualitat der NFkB-Beteiligung modulieren?
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Hat diese Regulation eventuell auch Einfluss im vorliegenden Fall, in dem die NFkB-
Molekule gleichzeitig zum Transport von Plasmid-DNA in den Zellkern genutzt werden
sollen? Seit einigen Jahren ist die Aufklarung der NFkB-Beteiligung an der
Differenzierung, Reifung und Antigenprasentation Dendritischer Zellen sowie deren
Aktivierung von T-Lymphozyten Gegenstand des Forschungsinteresses einiger
Arbeitsgruppen: Bereits Ammon und Mitarbeiter hatten 2000 festgestellt, dass die
terminale Differenzierungsphase von DC mit einem Anstieg von NFkB-Dimeren, die aus
einer p50 bzw. RelB-Untereinheit zusammengesetzt sind, begleitet wird. Clark und
Mitarbeiter fanden 1999 eine Korrelation zwischen der Expression des Reifemarkers
CD83 bzw. der kostimulatorischen Molekile CD80, CD86 und CD40 mit der Expression
des NFkB-Molekuls RelB, die auch auf eine Beteiligung von RelB bei der terminalen
Differenzierung von DC schlieRen lasst. Pettit und Mitarbeiter hatten 1997 schon eine
Beteiligung von relB an einer effektiven Antigenprasentation postuliert. Rescigno und
Mitarbeiter (1998) sowie auch die Arbeitsgruppe Hofer (2001) konnten zeigen, dass bei
der Stimulation von Dendritischen Zellen mit LPS oder der Inkubation mit Bakterien, die
eine Ausreifung der DC bewirken, das NFkB-Molekul p65 eine zentrale Bedeutung fur den
Reifungsprozess der DC besitzt und dass in frihen Stadien der Ausreifung vor allem
NFkB-Dimere bestehend aus p50/p65, p50/p50 und p50/cRel im Zellkern zu finden sind.
Zusammengenommen lasst sich fur die Beteiligung der einzelnen Mitglieder der NFkB-
Transkriptionsfaktorenfamilie folgende Beziehung ableiten: Das frihe Reifestadium der
Dendritischen Zellen wird vornehmlich durch die NFkB-Molekile p50, p65 und cRel
dominiert. Im Verlauf der weiteren Ausreifung scheint die qualitative Zusammensetzung
der NFkB-Molekule zugunsten der Untereinheit RelB verschoben zu sein. Der Einfluss
von p65 und p50 wird dann scheinbar immer geringer. Die Expression dieser beiden
Mitglieder der NFkB-Familie geht wahrscheinlich zurick bzw. die Molekile werden nicht
mehr aktiviert. Wie bereits unter 4.2.6.1.2.2 beschrieben, wurde eine NFkB-Bindungsstelle
gewahlt, an die bevorzugt die Mitglieder p65 und p50 binden konnen. Diese Auswahl
unterstitzt die Beobachtung, dass in den frihen Ausreifungsstadien der DC diese
Mitglieder der NFkB-Familie maf3geblich beteiligt sind. Gleichzeitig wurde aber auch der
Reifestatus der Dendritischen Zellen durch Expression der Oberflachenmarker CD83 bzw.
CD86 uberprift und resultierend daraus der Transfektionszeitpunkt auf den Kulturtag 9
festgelegt. Nach Clark und Mitarbeitern (1998) musste zu diesem Zeitpunkt bereits ein
Anstieg in der Expression von relB zu verzeichnen sein und der Einfluss von p65 bzw.

p50 zurlcktreten. Zusammen mit der Beobachtung von Romani und Mitarbeitern (1996),
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dass nicht alle DC in der Kultur die volle Ausreifung erreichen, scheint der individuelle
Reifestatus der Praparation Dendritischer Zellen und damit die prozentuale
Zusammensetzung der NFkB-Mitglieder das Ausmal® der Expressionssteigerung eines
plasmidcodierten Transgens, vermittelt durch die Transportfunktion der NFkB-Mitglieder,
malfgeblich zu bestimmen. Dieser Sachverhalt bietet eine gute Erklarung fir starkere
Schwankungen innerhalb der Mehrfachwerte, als auch fur die Beobachtung, wenn die
Unterschiede zwischen den EGFP-Konstrukten +/-NFkB-Bindungsstelle nur gering

ausfielen.

4.2.6.1.2.5 Einfluss der Sequenz der NFkB-Bindungsstelle

NFkB-Dimere wurden als hochflexible Molekile beschrieben, die neben der
angestammten Bindung auch alternative Kontakte mit der Basensequenz und dem
Zucker-Phosphat-Rickgrat der DNA eingehen kénnen. Auf diese Weise kdénnen die
NFkB-Molekule mehrere unterschiedliche Bindungsstellen mit hoher Affinitat binden
(Chen et al. 1998, Chen-Park et al. 2002). Auf der anderen Seite bedeutet diese
Flexibilitat auch, dass unterschiedliche NFkB-Molekulle mit der gleichen Bindungsstelle in
ahnlicher Starke assoziieren kdnnen. In vitro Studien haben aber auch gezeigt, dass jede
NFkB-Bindungsstelle bevorzugt bestimmte NFkB-Dimere bindet und dass die Dimere
einige Bindungsstellen mit hoherer Affinitat binden als andere (Kunsch et al. 1992, Lin et
al. 1995, Udalova et al. 2002). Im vorliegenden Fall wurde zur Nutzung der
Transportfunktion der NFkB-Molekile eine Bindungsstelle verwendet, die bevorzugt die
Untereinheiten p50 und p65 bindet. Wie bereits unter 4.2.6.1.2.4 beschrieben, ist im
Verlauf der Ausreifung Dendritischer Zellen eine unterschiedliche Zusammensetzung der
NFkB-Molekile Uber diesen Zeitraum aktiv. Zum Transfektionszeitpunkt am Tag 9 war die
Mehrzahl der Zellen wahrscheinlich soweit herangereift, dass die Aktivitat der
Untereinheiten p50 und p65 weitgehend schon herunterreguliert war. Die mit
zunehmendem Reifegrad immer starker aktiven relB-Einheiten konnten die Bindungsstelle
nicht effektiv besetzen, so dass die resultierende Expressionssteigerung (aufgrund der
Kernlokation) nur maRig ausfiel. Es scheint also doch deutliche Unterschiede hinsichtlich
der Praferenz mancher NFkB-Molekule fur bestimmte Bindungssequenzen zu geben.
Tatsachlich berichteten Bonizzi und Karin 2004 Uber eine Bindungsstelle in der
Promotorregion von Genen, die eine bestimmte Art von Chemokinen codieren. Diese
bindet mit hoher Affinitat Dimere bestehend aus p52 und RelB, aber keine Dimere aus

den NFkB-Untereinheiten p50 und p65. Eine Umwandlung dieser Bindungsstelle in eine
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Konsensus-Sequenz, die bevorzugt Dimere aus p50 und p65 erkennt (vgl. 4.2.6.1.2.2)
fuhrt zur verminderten Aktivitat des Promotors. Diese unterschiedliche Nutzung von
NFkB-Bindungsstellen lasst sich mittlerweile recht gut durch die in neuester Zeit entdeckte
Erweiterung in der NFkB-SignalUbertragung erklaren: neben dem etablierten NFkB-Weg,
aktiviert Uber die IkBa-Kinase (Karin und Ben-Neriah, 2000), existiert ein alternativer
Signalweg, der durch NIK™ und IKKa"® aktiviert wird (Senftleben et al. 2001, Xiao et al.,
2001). Die Mitglieder p50, p65 und cRel der NFkB-Transkriptionsfaktorenfamilie werden
durch den klassischen Signalweg aktiviert, p52 und relB hingegen durch den alternativen
Signalweg. In Dendritischen Zellen scheint im Verlauf der Ausreifung ein Wechsel
zwischen den beiden Signalwegen stattzufinden, der die Dominanz von RelB im
terminalen Ausreifungsstadium erklaren kann. Somit scheint die Verwendung einer
konsensus NFKB-Bindungsstelle zur Verstarkung der Expression eines plasmidcodierten
Gens nur bedingt geeignet: Die Bindungsstelle wird bevorzugt im frihen
Ausreifungsstadium der DC genutzt und kann dann sehr wahrscheinlich eine deutliche
Steigerung des nuklearen Imports des Plasmids vermitteln. Im Gegensatz dazu ist die
Nutzung des Fascin-Promotors stark reifeabhangig und wird vor allem im
fortgeschrittenen Reifestadium genutzt. Die maximal zu erreichende Expression des
Transgens unter Verwendung eines derart modifizierten Plasmids ware, abhangig von der
Degradierung der Plasmid-DNA im Zellkern, dann zu erreichen, wenn die Transfektion am

Tag 7 oder 8 stattfindet, die Detektion der Fascinexpression aber erst 48 h spater erfolgt.

Parallel zu der eingesetzten konsensus NFkB-Bindungsstelle wurde auch die
Fascinpromotoreigene NFkB-Bindungsstelle in flnffacher Wiederholung an die gleiche
Stelle im Plasmid kloniert und zur Verbesserung des Kerntransports eingesetzt (vgl.
3.7.1.7). Mit der Fascin-Promotoreigenen NFkB-Bindungsstelle (NFkB-fas-Bindungsstelle)
konnte im Luziferasetest weder bei den hDC noch in den XS106-Zellen eine Verstarkung
der Luziferaseexpression nachgewiesen werden. Die Ergebnisse wurden dahingehend
interpretiert, dass mit der Einfuhrung dieser NFkB-Bindungsstelle keine Verstarkung des
nuklearen Imports von Plasmid-DNA erreicht werden konnte. Die NFkB-fas-
Bindungsstelle stammt aus der Homologieregion A des Fascinpromotors (vgl. 3.5.1),

welche Bestandteil des reifeabhangigen Enhancer-Elementes ist. Unter Bericksichtigung

" NFkB inducing Kinase — Kinase, die, die Aktivierung von NFkB einleitet via Phosphorylierung von IKKa

"® |KKa - IkappaB kinase alpha
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der Erkenntnisse aus 4.2.6.1.2.4 mufte erwartet werden, dass diese Bindungsstelle dann
bevorzugt von NFkB-Dimeren, bestehend aus den Untereinheiten p52 und RelB genutzt
werden sollte. Zum Transfektionszeitpunkt am Tag 9 und Detektion der Expression am
Tag 10 konnte keine Verstarkung der Expression nachgewiesen werden. Neben einer
volligen Inaktivitat dieser Bindungsstelle, kénnte auch folgende Erklarung angefihrt
werden: die NFkB-fas-Bindungsstelle kann nicht durch NFkB-Dimere, bestehend aus p50
und p65, genutzt werden (vgl. Bonizzi und Karin, 2004), die Expression bzw. Aktivierung
von RelB oder auch p52 ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht soweit vorangeschritten, das
genugend Molekile vorliegen, die den Transport von Plasmid-DNA nach dem

vorgestellten Mechanismus unterstutzen konnten.

Die Ergebnisse des Kinetikversuches (vgl. 3.4) zeigen, dass zum Transfektionszeitpunkt
am Tag 11 und Detektion der Expression am Tag 12 noch einmal eine Steigerung in der
Luziferaseexpression erhalten werden kann. Eventuell wird diese finale
Expressionsteigerung durch die NFkB-fas-Bindungsstelle vermittelt. Sollte sich bestatigen,
dass diese NFkB-Bindungsstelle tatsachlich vorwiegend von RelB bzw. p52-Molekulen
genutzt wird, ist deren Einsatz zur Verbesserung des Kerntransports von Plasmid-DNA
bei einer DNA-Vakzinierung wenig empfehlenswert, da in diesem Fall die DNA auf unreife
Langerhanssche Zellen trifft, die zunachst nicht Gber die entsprechenden aktiven NFkB-

Molekule verfugen, um diese Bindungsstelle effektiv zu nutzen.
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4.3 Arbeiten zur Immuntoleranz

Nachdem im ersten Teil der Arbeit Moglichkeiten und Strategien untersucht wurden, die
Aktivitat des Fascin-Promotors bzw. die Expression in Dendritischen Zellen allgemein zu
verstarken, liegt der Fokus des zweiten Teils der Arbeit darauf, Grundlagen fur einen
Anwendungsbereich zu schaffen, in dem der Fascin-Promotor als Regulatorelement fur
eine DNA-Vakzine eingesetzt werden kann. Die Einflussnahme auf Dendritische Zellen
als Zielstruktur kann dabei zwei Richtungen der Immunmodulation bewirken: 1)
Erzeugung einer neuen gegen ein spezifisches Antigen gerichteten Immunantwort, die z.
B. in der Bekampfung von Tumoren und Infektionskrankheiten eingesetzt werden kann
oder 2) Vermittlung von Toleranz gegen ein spezifisches Antigen, die bei der Therapie
von Autoimmunerkrankungen oder zur Verhinderung einer Transplantatabstol3ung
Verwendung findet. Im vorliegenden Fall wurde die Praferenz der weiteren

Untersuchungen zugunsten der Toleranzinduktion gewahlt.

Wie Dbereits unter 3.8 beschrieben, kann eine veranderte Expression von
Oberflachenstrukturen auf der Dendritischen Zelle den Kontakt mit der T-Zelle und damit
auch die Qualitat der resultierenden Immunantwort modulieren. Durch gezielte
Einflussnahme auf die Oberflachenstrukturen kann demnach auch Einfluss auf die Art der
Immunantwort ausgeubt werden. Viele dieser kostimulatorischen oder Adhasionsmolekule
an der Zelloberflache der DC werden erst im Verlauf der Ausreifung der DC exprimiert, so
dass durch gerichtete Inhibition verschiedener Zielstrukturen in den daflr zustandigen
Signalwegen die Expression samtlicher Proteine moduliert werden kann. Da zwischen
den einzelnen Signalwegen viele Quervernetzungen bestehen und die Regulation dieser
Molekule vielfach noch nicht bekannt ist, ist die Vorhersage, welche Molekule genau
verandert werden, schwierig. Mittelfristig soll mit Hilfe des Fascin-Promotors ein dominant
negatives Protein exprimiert werden, das nach seiner Expression die
Signaltransduktionskaskade an einer definierten Stelle hemmt. Zur Untersuchung welche
Molekule hierfur in Frage kommen, wurden wie unter 3.8.1 beschrieben, zunachst
pharmakologische Inhibitoren eingesetzt. Neben der Auswahl, welche Inhibitoren fur
diesen Zweck geeignet erscheinen, war auch die Etablierung eines in-vitro-Modells zur

Untersuchung der Inhibitorwirkung nétig.
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4.3.1 Eignung der XS106-Zelllinie als in-vitro-Testsystem

Die XS106-Zellinie weist die Expression der wichtigsten kostimulatorischen Molekule und
die von MHC Klasse-lI-Molekiilen auf. Die Ergebnisse der Behandlung mit den
pharmakologischen Inhibitoren (vgl. 3.8.1.1.1.2) zeigten aber, dass nach 24stundiger
Inkubation keine Veranderung hinsichtlich der Expression der untersuchten
Oberflachenproteine festgestellt werden konnte. Ein zuvor unternommener Versuch die
Expression dieser Oberflachenmolekule durch Stimulation mit proinflammatorischen
Cytokinen (TNF-a, IL-1B) zu steigern, war ebenfalls nicht erfolgreich. Dieser Versuch
wurde, im Gegensatz zum Experiment mit den pharmakologischen Inhibitoren, auch Uber
ein Intervall von drei Tagen ausgefuhrt und brachte keine nennenswerte Veranderung
hinsichtlich der Expression dieser Proteine (Daten nicht gezeigt). Die gewahlten
Inhibitoren bzw. die eingesetzten Konzentrationen sowie die Stimulantien TNF-a und IL-
18 scheinen alle keinen Einfluss auf die Proteinexpression der untersuchten Molekule
auszuuben. Dass keiner der durch die Inhibitoren gehemmten Signalwege in diesen
Zellen aktiv sein sollte oder aktiviert werden konnte, ist als eher unwahrscheinlich zu
betrachten. Viel eher ist zu vermuten, dass die untersuchten Molekile nicht (mehr) Uber
diese Signalwege reguliert werden. Damit bei den Zellen ohne vorherige Stimulierung
eine Veranderung in der exprimierten Proteinmenge festgestellt werden kann, muss zum
einen vorausgesetzt werden, dass die gewahlten Signalwege zur Inhibition tatsachlich far
die Expression dieser Oberflachenproteine verantwortlich sind und in der logischen
Konsequenz, dass diese Signalwege dann auch konstitutiv aktiv sein mussten. Der letzt
genannte Aspekt ist aber fiir vorwiegend stress-induzierte Signalwege’® eher
unwahrscheinlich. Bereits exprimiertes Protein, sofern es sich nicht wie z.B. beim |kBa,
um Komponenten der Signaltransduktion handelt, deren Degradierung und
Ubiquitinylierung fur die Signalweiterleitung notwendig ist (vgl. Karin und Ben-Neriah,
2000; May und Ghosh, 1998) bleibt wahrscheinlich bis zum Absterben der Zelle erhalten.
Es kann also nur die Expression potentiell neu synthetisierten Proteins durch Inhibition
der Signalwege verhindert werden. Einen sensitiveren Nachweis, ob die codierenden
Gene dieser Proteine einer Regulation Uber diese Signalwege zuganglich sind, kann z.B.
durch Nachweis differentiell exprimierter mMRNA versucht werden, allerdings ist im Hinblick

auf die Fokussierung von stress-induzierten Signalwegen ohne vorherige Stimulierung der

’® aus dieser Gruppe stammten die meisten der eingesetzten Inhibitoren
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Zellen auch auf dieser Ebene nicht mit einer differentiellen Regulation zu rechnen.
Aufgrund dieser Uberlegungen wurde auf weitere Experimente mit dieser Zell-linie
verzichtet. Die XS106-Zell-linie scheint fur die vorliegende Fragestellung ungeeignet. Die
Wahl einer neuen Zell-linie, die durch Stimulation mit verschiedenen
proinflammatorischen Cytokinen zur Differenzierung gebracht werden kann und dadurch
ihren Status als Zell-linie verliert, schien fur das geplante Projekt deutlich
erfolgversprechender zu sein. Dieses murine Zell-System ist viel besser an die
Gegebenheiten, der Existenz von unreifen und reifen Dendritischen Zellen, die nach
Stimulation mit proinflammatorischen Cytokinen (oder bakteriellen Zellwandkomponenten

wie LPS) ineinander Ubergehen, adaptiert.

4.3.2 Einfluss diverser Inhibitoren auf die Zell-linie SP37A3

Unter 3.8.1.1.2.2.1 wurde die Wirkung von Inhibitoren auf die SP37A3-Zellen
zusammengefasst, die keine Auswirkung auf die Expression der untersuchten Molekule
CD40, CD80 und CD86 nach 3tagiger Inkubation und unter Stimulation mit den
Reifungscytokinen TNF-a und IL-1p hatten. Die Betrachtung unter dem Mikroskop zeigte
morphologisch weitgehend keine Veranderungen hinsichtlich der Ausreifung dieser Zellen
zu reifen murinen Dendritischen Zellen. Lediglich fir den Proteinkinase C-Inhibitor NPC
15437 wurde fur die gezeigte Konzentration schon ein groferer Anteil Trypanblau-
positiver Zellen gefunden, der auf eine beginnende Toxizitat schliefen lasst. Aksoy und
Mitarbeiter hatten 2002 den Einfluss der Proteinkinase C auf die Ausreifung von humanen
Dendritischen Zellen nach Stimulation mit LPS untersucht und festgestellt, dass die
Proteinkinase C selbst phosphoryliert und somit der Signalweg aktiviert wird. Nach
Behandlung mit einem Inhibitor, der global alle Subtypen der Proteinkinase C hemmt,
konnten sie zwar eine verminderte Produktion von |L-12 aber keine Veranderung im
Anstieg der kostimulatorischen Molekule CD80 bzw. CD86 und von MHC Kilasse II-
Molekulen feststellen. Im vorliegenden Fall konnte, wie unter 3.8.1.1.2.2.1 gezeigt, nach
Stimulation mit TNFa und IL-18 und unter Verwendung des spezifischen Proteinkinase C-
Inhibitors NPC 15437 in den murinen SP37A3-Zellen ebenfalls keine Veranderung in der
Expression dieser Molekule festgestellt werden. Interessant in diesem Zusammenhang
konnte die Auswirkung auf die Sekretion verschiedener Cytokine, wie im genannten
Beispiel IL-12, sein, denn auch eine differentielle Expression der sekretierten Cytokine
vermag die Qualitat der Immunantwort zu modulieren. Der Fokus der Arbeiten wurde aber

zunachst auf Veranderungen der zentralen kostimulatorischen Molekile gesetzt und
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deren potentielle Beeinflussung als Malistab fur breiter angelegte Untersuchungen mit

den jeweiligen Inhibitor herangezogen.

FUr den Inhibitor GW5074 (Lackey et al., 1999) einem cRAF-1 Inhibitor konnte auch kein
Einfluss auf die Expression der untersuchten kostimulatorischen Molekille nachgewiesen
werden. In Bezug auf Dendritische Zellen ist fir den genannten Inhibitor bisher noch keine
Anwendung beschrieben worden. GW&5074 wirkt in der Signaltransduktionskaskade
unmittelbar nach dem Molekul Ras. Der Inhibitor gegen dieses Molekul, das Manumycin A
(Hara et al., 1993), erwies sich in den untersuchten Konzentrationen als sehr toxisch fur
die XS106-Zellen, Aus diesem Grund wurde es gar nicht in den SP37A3-Zellen
eingesetzt. Die Erfahrung hinsichtlich der bisherigen Arbeit mit der SP37A3-Zell-linie liel3
darauf schlieen, dass diese Zellen wesentlich sensibler auf Stimulantien reagieren im
Vergleich zu XS106-Zellen. Eine derart deutlich toxische Wirkung konnte fur GW5074
nicht festgestellt werden. cRaf, das inhibierte Molekul durch GW5074, steht am Beginn
einer Signalkaskade von MAP Kinasen, bestehend aus cRAF, MEK’” und ERK"®. Die im
folgenden angesprochenen Inhibitoren U0126 und PD98059, beides Hemmer des ERK-
Signalweges, lieferten ebenfalls keine Veranderungen in der Expression der
kostimulatorischen Molekile CD40, CD80 und CD86. Es scheint, dass diese Wirkung
auch fur den Inhibitor GW5074 zutrifft.

Ein ahnliches Ergebnis fur U0126 (Favata et al., 1998) bzw. PD98059 (Dudley et al, 1995)
konnten Puig-Kroger und Mitarbeiter 2001 feststellen, als sie den Einfluss des ERK-
Signalweges auf die Ausreifung humaner Dendritischer Zellen, generiert aus CD14+
Blutmonozyten, untersuchten. Sie hatten die Ausreifung der Dendritischen Zellen sowohl
mit LPS als auch TNF-a vorgenommen und konnten fur beide Falle zeigen, dass unter
Verwendung der o. g. ERK-Signalweg-Inhibitoren sogar eine Verstarkung der
funktionellen und phanotypischen Reifung der humanen Dendritischen Zellen inklusive
der Expression wichtiger kostimulatorischer Molekile resultierte. Sie schlossen daraus,
dass die Aktivierung des ERK-Signalweges einen negativen Effekt auf die Ausreifung der
Dendritischen Zellen ausubt. Etwa zeitgleich hatten Arrighi und Mitarbeiter 2001
annahernd die gleichen Ergebnisse in humanen dendritischen Zellen gefunden. Sie

berichteten jedoch nicht von einer zusatzlichen Verstarkung der Ausreifung von DC und

" MEK - mitogenactivated protein kinase kinase — mitogen aktivierte Proteinkinase

"® ERK - extracellular signal-regulated kinase — extrazellular regulierte Kinase
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Expression der kostimulatorischen Molekile nach Inhibition des ERK-Signalweges, das
auf einen positiven Einfluss dieses Signalweges schliel3en lieRe. Diese Aussage bestatigt
zugleich die Ergebnisse von Ardeshna und Mitarbeiter, die bereits 2000 ebenfalls in
humanen Dendritischen Zellen festgestellt hatten, dass eine Inhibition des MAP/ERK-
Signalweges keinen Einfluss auf die Viabilitdt und Ausreifung dieser Zellen ausubt.
Zusammengenommen bestatigen die Ergebnisse, die aus Experimenten in humanen
Dendritischen Zellen gewonnen wurden, die vorliegenden Resultate der murinen Zell-
(linie) SP37A3. Die SP37A3-Zellinie (Sutter et al.; unverdffentlicht) wurde nach dem
Protokoll von Winzler und Mitarbeitern (1997) hergestellt. Den Prototyp dieser Zell-linie
stellen die 1997 generierten sog. D1-Zellen dar. Rescigno und Mitarbeiter hatten 1998
intensive  Studien bezuglich der Abhangigkeit dieser Zellen (D1-Zellen) vom
Wachstumsfaktor GM-CSF durchgefuhrt. Bei Entzug des Wachstumsfaktors kann eine
Stimulation mit LPS unter Aktivierung des ERK-Signalweges die Uberlebensfahigkeit der
Zellen Uber 5 Tage sichern. Bei einer Inhibition dieses Signalweges mit PD98059 geht der
positive Einfluss des LPS verloren. Im Zusammenhang mit diesen Studien hatten sie auch
den Einfluss der ERK-Signalwegblockade auf die Expression von CD86 und MHC Klasse
[I-Molekulle untersucht und, wie in der vorliegenden Arbeit, keinen Unterschied hinsichtlich

der Expression dieser Molekdle feststellen kdnnen.

Von zentraler Bedeutung fur die Regulation der Differenzierung und Ausreifung
Dendritischer Zellen scheint der Phosphoinositol-3-Kinase / Akt Signalweg (PI3-K/Akt) zu
sein. So konnten Ardeshna und Mitarbeiter 2000 feststellen, dass nach Stimulation
unreifer myeloider DCs mit LPS und Blockade des PI3-K/Akt-Signalweges durch den
spezifischen PI3-Kinase Inhibitor LY294002 dieses zu einer erniedrigten Zellviabilitat und
gleichzeitig erhohter Apoptoserate fuhrte. Aufgrund der hohen Apoptoserate war es ihnen
nicht moglich, die weiteren Auswirkungen der Blockade dieses Signalweges naher zu
untersuchen. In der vorliegenden Arbeit konnte nach Inhibition der Phosphoinositol-3-
Kinase mit LY294002 in der Konzentration von 5uM und 10uM und anschlie3ender
Koinkubation Uber 3 Tage mit den Reifungscytokinen TNF-a und IL-13 weder eine
Reduktion in der Zellzahl noch eine Auswirkung der Inhibition auf die Expression der
kostimulatorischen Molekile festgestellt werden. Die Auszahlung der Zellen mittels
Neubauer-Zahlkammer unter Verwendung von Trypanblau (vgl.2.2.2.2) lieferte keine
erhohte Anzahl trypanblau-positiver, toter Zellen. Morphologische Veranderungen, die
charakteristisch flr das Auftreten von Apoptose sind, konnen ebenfalls nicht festgestellt

werden. Eine mogliche Erklarung hierflr kdnnte die Expression antiapoptotischer Proteine
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(z.B. der BCI-2-Gruppe) durch Aktivierung des NFkB-Signalweges tber TNF-a und IL-13
sein. Dass uber diesen Signalweg generell eine Beeinflussung der Expression
kostimulatorischer Molekule moglich ist, konnten 2002 Yang und Mitarbeiter zeigen: die
Stimulation von aus Monozyten abgeleiteten unreifen DCs mit Hyaluronsaure oder
Chondroitinsulfat fihrte zur Ausreifung dieser Zellen, verbunden mit einer Hochregulation
kostimulatorischer Molektle. Eine Blockade der PI3-Kinase mit Wortmannin verringerte
die Effekte der Stimulantien. Unter der Annahme, dass Wortmannin ebenso spezifisch wie
LY294002 die Phosphoinositol-3-Kinase hemmt, scheint der Einfluss des PI3/Akt-
Signalweges auf die Expression kostimulatorischer Moleklle stark von der Art des
Ausreifungsstimulus abzuhangen. Fir den vorliegenden Fall muss aber trotzdem
festgehalten werden, dass unter Verwendung von TNF-a und IL-1B zur Ausreifung der
murinen DC keine Veranderung hinsichtlich der Expression kostimulatorischer Molekule
zu erreichen war. Eine weitere Verwendung dieser Substanz wurde deshalb nicht

angestrebt.

4.3.3 Inhibition des NFkB-Signalweges durch Bay11-7082 bzw. PDTC

Mit den beiden Inhibitoren Bay11-7082 und PDTC, die, wie unter 3.8.1.1.2.2.2
beschrieben, den NFkB-Signalweg mit unterschiedlichem Wirkprinzip hemmen, konnte
eine verminderte Expression der kostimulatorischen Molekule CD80 und CD86 in den
murinen DC bei deren Ausreifung unter Verwendung von TNF-a und IL-13 nachgewiesen
werden. Wenn zunachst die Inhibition der kostimulatorischen Molekule nur in vitro in den
SP37A3-Zellen erfolgen und diese veranderten Zellen dann z.B. in Balb/c-Mause (aus
denen sie ursprunglich generiert wurden) zurtcktransferiert werden sollen, ist fur diesen
Einsatz das Bay11-7082 die geeignetere Substanz. Bay11-7082 hemmt irreversibel die
Phosphorylierung des Molekuls kBa, so dass die Aktivierung und Degradierung und
sukzessive die Freigabe der NFkB-Molekule nicht mehr erfolgen kann. Die inhibitorische
Wirkung halt, obwohl nur durchschnittlich eine halbe Stunde inkubiert wurde, mindestens
Uber drei Tage an. Mit einer zusatzlichen Aktivierung des NFKB-Signalweges durch den
Transfer der Zellen ist aufgrund der irreversiblen Blockade der Phosphorylierungsposition
am |kBa ebenfalls nicht zu rechnen. Beim PDTC ist fur hohere Konzentrationen (100 uM)
und bei einer langeren Inkubationsdauer (> 1 h) ein gegenlaufiger Effekt beobachtet
worden, namlich, dass die Inhibition des NFkB-Signalweges wieder vollstandig
aufgehoben wird und im Gegenzug dann sogar noch eine Verstarkung der NFkB-

vermittelten Signaltransduktion resultiert (vgl. Schreck et al., 1992). Dieser Effekt konnte
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auch bei der Untersuchung der Expression kostimulatorischer Molekule in den murinen
SP37A3-Zellen festgestellt werden: Einsatz von 60 yM und Stimulation Gber 30 min
lieferte eine verminderte Expression der Molekile CD86 und CD80 (vgl. 3.8.1.1.2.2.2), bei
einer Inkubation Uber eine Stunde bzw. Einsatz einer hdheren Konzentration war die
Reduktion in der Expression dieser Moleklle weiniger deutlich ausgepragt. Dieser
Sachverhalt limitiert den Einsatz des PDTC in der o. b. Anwendung, des adoptiven
Transfers veranderter SP37A3-Zellen zurlck in Balb/c Mause. Zum Nachweis der
Blockade des NFkB-Weges, verbunden mit der Auswirkung auf die Expression der

kostimulatorischen Molekdle ist er jedoch gut geeignet.

Ardeshna und Mitarbeiter hatten 2000 in humanen Dendritischen Zellen bereits eine
verminderte Expression der kostimulatorischen Molekule CD80, CD83 und CD86 bzw.
von MHC Klasse-II-Molekulen unter Stimulation der Ausreifung mit LPS und Inhibition der
Translokation der NFkB-Molekule in den Zellkern feststellen kénnen. Unter Verwendung
der o. g. Inhibitoren und Induktion der Ausreifung mit TNF-a und IL-1B wurde, wie unter
3.8.1.1.2.2.2 beschrieben, das gleiche Ergebnis fir CD80 und CD86 in den SP37A3-
Zellen erhalten. Yoshimura und Mitarbeiter (2001) konnten zeigen, dass nach
adenoviralem Transfer und Uberexpression von IkBa in humanen Dendritischen Zellen,
generiert aus CD14+-Blutmonozyten, der NFkB-Signalweg in diesen Zellen blockiert
werden konnte. Neben einer verminderten Expression der Oberflachenmolekile HLA-
Klasse 1I"°, CD40, CD80 und CD86 wiesen sie auch eine Reduktion in der Produktion und
Sekretion immunstimulatorischer Cytokine wie IL-12 oder TNF-a nach. Im gemischten
Leukozytentest zeigten die so veranderten DC eine deutliche Reduktion in der Fahigkeit
T-Zellen zu aktivieren, welches in einer geringen Proliferationsrate der T-Zellen manifest
wurde. Die erhaltenen Ergebnisse in den SP37A3-Zellen bzw. die in der Literatur
beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass die Inhibition des NFkB-Signalweges ein
vielversprechendes Ziel darstellt, die Expression kostimulatorischer Moleklle zu
reduzieren und auf diese Weise Einfluss auf die Initiierung einer Immunantwort zu
nehmen bzw. diese zu modulieren. Sowohl das Oberflachenmolkul CD80 (Zhao et al.,
1996, Hsing und Bishop, 1999) als auch CD86 (Li et al.; 1999, Baldwin, 1995) weisen in

Ihren Promotorregionen Bindungsstellen flir NFkB-Molekile auf. Speziell fur diese beiden

" HLA = human leukocyte antigen — humanes Leukozyten-Antigen
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Oberflachenproteine wird dadurch die Auswirkung einer NFkB-Blockade, verbunden mit

einer verminderten Expression, besonders deutlich.

4.3.4 Inhibition des p38-MAP-Kinase Signalweges durch SB203580
Die Inkubation mit dem p38 MAP-Kinase-Inhibitor SB203580 zeigte bereits in relativ

geringen Konzentrationen (1uyM) eine deutliche Inhibition der Expression der
kostimulatorischen Molekile CD80 und CD86 in den murinen SP37A3-Zellen (vgl.
3.8.1.1.2.2.3). Der Promotorbereich von CD86 weist mindestens eine ATF®® bzw. eine
CREB?®' Bindungsstelle auf (Ardeshna et al.; 2000), ebenso wurde fiir den Promotor des
CD80-Gens die Existenz einer CREB-Bindungsstelle (Fong et al., 1996) beschrieben.
Verschiedene Transkriptionsfaktoren wie z. B. ATF1 oder ATF2 bzw. CREB werden in
Reaktion auf bestimmte Stimuli Gber den p38-MAP-Kinase Signalweg aktiviert (Raingeaud
et al., 1996, Tan et al., 1996). Fukao und Mitarbeiter postulierten 2000, dass der p38-
MAP-Kinase-Signalweg in reifen Dendritischen Zellen wahrscheinlich konstitutiv aktiv ist.
Unter Berucksichtigung dieser Erkenntnisse kann die Auswirkung der Blockade des p38-
MAP-Kinase-Signalweges durch SB203580 auf die Expression dieser kostimulatorischen
Molekule sehr gut verstanden werden. Arrighi und Mitarbeiter konnten 2001 zeigen, dass
durch Inhibition mit SB203580 die unter Verwendung von TNF-a bzw. LPS induzierte
Hochregulation der Oberflachenmolekule CD1a, CD40, CD80, CD86, HLA-DR und CD83
in humanen Dendritischen Zellen reduziert war. Ardeshna und Mitarbeiter hatten 2000
bereits ebenfalls fir die meisten der genannten Oberflachenmolekile in humanen DC
eine verminderte Expression feststellen konnen, nicht aber fiur CD40 und HLA-DR. Die in
ihrer Expression veranderten Molekule nach Inhibition des p38-MAP-Kinase Signalweges
sind weitgehend die gleichen, wie sie bereits bei einer Inhibition des NFkB-Signalweges
gefunden wurden. Neben der Existenz von NFKB-Bindungsstellen in den
Promotorbereichen dieser Gene, wurde fur die p38-MAP-Kinase eine Wechselwirkung mit
der Signaltransduktion tuber den NFkB-Weg beschrieben (Shakhov et al., 1990; Legrand-
Poels et al., 1997; Van den Berghe et al., 1996; Carter et al., 1999). Aufgrund der
multiplen Vernetzungen und Wechselwirkungen beider Signalwege wird die in weiten
Teilen gleiche Auswirkung auf die Expression der kostimulatorischen Molekule in DC
deutlich.

80 ATF = activating transcription factor — aktivierender Transkriptionsfaktor

8 CREB = cAMP responsive element binding protein — cAMP-responsibles Element bindendes Protein
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4.3.5 Einfluss von SB203580 auf die Expression weiterer Oberflachenmarker

Die Untersuchung der verschiedenen Signalwege, um durch deren Blockade Einfluss auf
die Expression der zentralen kostimulatorischen Moleklle CD40, CD80 und CD86 in den
SP37A3-Zellen nehmen zu kénnen, lieferte nur fur den p38-MAP-Kinase- bzw. den NFkB-
Signalweg eine erfolgversprechende Basis. Im nachsten Schritt sollte nun die Auswirkung
der Blockade eines dieser Signalwege auf die Expression weiterer Oberflachenmolekdle,
die an der Ausbildung einer Immunologischen Synapse beteiligt sind, untersucht werden.
DC zahlen unter den APC, zu den Zellen, die am effektivsten antigenes Peptid
prasentieren konnen. Wie unter 1.1.1 bereits beschrieben, kdnnen als Ursache hierfur die
DC spezifischen MIIC-Bereiche gesehen werden, die eine gesteigerte Beladung von
MHC-II-Molekulen mit antigenem Peptid ermoglichen (Sallusto et al., 1995, Pierre et al.,
1997). Eine Reduktion der Expression dieser Molekile, wie sie unter der Inhibition des
NFKB-Signalweges beschrieben worden ist (vgl. Ardeshna et al., 2000), konnte
zwangslaufig dazu fuhren, dass weniger MHC-II-Molekule in den MIIC-Bereichen
vorliegen und aus diesem Grund weniger Antigen prasentiert werden kann. Die
Wechselwirkung zwischen dem via MHC Klasse |l- prasentierten antigenen Peptid und
dem peptidspezifischen T-Zellrezeptor ist per se eher schwach ausgepragt. Eine
zusatzliche Reduktion in der Dichte antigenprasentierender MHC-II-Molekule koénnte
mdglicherweise zum volligen Verlust der Wechselwirkung bzw. zur Verhinderung der
Ausbildung einer Immunologischen Synapse flhren. Bei der Modulation von
Immunantworten zur Induktion von Toleranz soll aber lediglich die Qualitat der
Wechselwirkung zwischen DC und T-Zelle verandert werden, die Ausbildung der
Immunologischen Synapse muss aber zur Erzeugung tolerogener regulatorischer T-Zellen
(Treg) erhalten bleiben. Aus diesem Grund ist der Blockade des p38-MAP-Kinase-
Signalweges, die nicht mit einer verminderten Expression von MHC-II-Molekilen
verbunden ist, der Vorzug gegeben worden. Die weiteren Untersuchungen wurden
deshalb mit dem Inhibitor SB203580 durchgefuhrt.

Bei den weiteren untersuchten Oberflachenmolekulen handelte es sich um die kurzlich als
neue Mitgieder der B-7-Gruppe identifizierten kostimulatorischen Molekile B7-DC
(CD273, PD-L2)%?, B7-H1 (CD274, PD-L1)® und B7H (CD275, LICOS, B7RP-1)* sowie

82 pp-L2 = Programmed Death-Receptor Ligand 2 — 2. Ligand des Rezeptors flir Programmierten Zelltod

8 PD-L1 = Programmed Death-Receptor Ligand 1 — 1. Ligand des Rezeptors fiir Programmierten Zelltod
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dem Adhasionsmolekiil ICAM-1% (CD54). Unter Verwendung der Konzentration 1uM fiir
SB203580 konnte fur die beiden Liganden B7-DC bzw. B7-H1 ebenfalls eine reduzierte
Expression festgestellt werden (vgl. 3.8.1.1.2.3). Die Expression von B7H (LICOS) blieb
unter der Blockade des p38 MAP-Kinase-Signalweges unverandert, wohingegen eine
leicht verstarkte Expression des Adhasionsmolekiils ICAM-1 nachgewiesen werden
konnte. Die Expression von B7-DC (Tseng et al. 2001) ist neben verschiedenen Tumoren
fast aussschlieBlich auf DC beschrankt; B7-H1 (Tamura et al., 2001) ist auf mehreren
verschiedenen Zelltypen z.B. aktivierten T-Zellen und APCs®® exprimiert (Yamazaki et al.,
2002). Fur die Liganden B7-DC und B7-H1 wurde zunachst eine kostimulatorische
Wirkung beschrieben (Shin et al., 2003; Nguyen et al., 2002; Tseng et al., 2001, Tamura
et al. 2001) die unabhangig von den bekannten Interaktionspartnern auf der T-Zelle
(CD28, CTLA-4%" 1COS®) ist. Als Zielstruktur fiir beide Liganden wurde der PD-1%°
Rezeptor auf T-Zellen erkannt. Als aber die Wechselwirkung nachgewiesen wurde, konnte
gleichermallen festgestellt werden, dass die Interaktion mit diesem Rezeptor ein
inhibitorisches Signal (Tsushima et al., 2003; Freeman et al., 2000) bewirkt, das sich z. B.
in verminderter Cytokinsekretion oder T-Zell-Proliferation auswirkt. Mittlerweile wird davon
ausgegangen, dass es neben dem PD-1 Rezeptor noch einen weiteren, bisher
unbekannten Rezeptor fir die Liganden B7-DC bzw. B7-H1 gibt (Shin et al., 2003). Der
Umfang bzw. die Verteilung der Signalweiterleitung dieser Ligand-Rezeptor-Familie der
B7-Gruppe scheint ziemlich ahnlich, wie die bereits bekannte Untergruppe B7-1 bzw. B7-
2 (APC) und CD28 bzw. CTLA-4 (T-Zelle) aufgebaut zu sein.

Durch die Blockade des p38-MAPK-Signalweges konnte also eine Reduktion der
Expression dieser beiden Liganden festgestellt werden. Wenn der PD-1 Rezeptor der
einzige Interaktionspartner auf der T-Zelle ware, dessen Signalfunktion eher mit der

Aufrechterhaltung von Toleranz verbunden wird (vgl. Carreno und Collins, 2002; Freeman

# LICOS = ligand of inducible costimulator — Ligand des induzierbaren Kostimulators

B7-RP-1 = B7 related Protein 1 - mit der B7-Gruppe kostimulatorischer Molekile verbundenes Protein 1
% |CAM-1 = intercellular adhesion molecule 1 — interzelluldres Adhasionsmolekiil 1

% APC = antigen presenting cells = antigenprasentierende Zellen. Wie z.B. DC, B-Zellen, Macrophagen
8 CTLA-4 = Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 — Cytotoxisches T-Lymphozyten Antigen 4

% 1COS = inducible costimulator — induzierbarer Kostimulator

% PD-1 = programmed Death-1 = Rezeptor 1 fiir programmierten Zelltod
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et al. 2000), ware die verminderte Expression dieser Liganden schwer zu erklaren und
wurde sich als eher kontraproduktiv fur die Vermittlung von Toleranz darstellen. Wie aber
bereits erwahnt, besitzen beide Liganden Uber einen derzeit noch unbekannten Rezeptor
auch eine costimulatorische aktivierende Wirkung auf T-Zellen, so dass unter
Berucksichtigung dieses Sachverhalts ihre verminderte Expression durchaus im Sinne
einer Toleranzinduktion interpretiert werden kann. Neben den Parallelen in der
Funktionsverteilung mit den B7-1 bzw. B7-2-Molekulen scheint deren Regulation uber den
p38-MAPK-Signalweg weitgehend identisch, sonst kdonnte durch die Blockade dieses
Signalweges keine verminderte Expression dieser Liganden festgestellt werden.
Interessant in diesem Zusammenhang ware aufgrund der engen Verzahnung mit dem
NFkB-Signalweg die Untersuchung der Wirkung auf die Expression von B7-DC bzw. B7-

H1 unter einer Blockade dieses Signalweges.

Das dritte untersuchte Oberflachenprotein der B7-Gruppe kostimulatorischer Moleklile ist
das B7-H. B7-H ist der Ligand, der mit dem Rezeptor ICOS auf der T-Zelle wechselwirkt
(Carreno und Collins, 2002). Wie bereits erwahnt, konnte durch die Blockade des p38-
MAPKinase-Signalweges keine Reduktion der Expression von B7-H erreicht werden, so
dass eine Beteiligung dieses Signalweges an dessen Expression eher unwahrscheinlich
erscheint. Denkbar ware eine konzentrationsabhangige Reduktion der Expression, die flr
den Einsatz von SB203580 zur Signalwegblockade durchaus haufiger beobachtet wurde
(vgl. Arrighi et al., 2001). B7-H zeigt eine robuste Expression in reifen SP37A3-Zellen, die
sehr wahrscheinlich erst durch die Stimulation mit TNF-a induziert wurde (Swallow et al.,
1999). Swallow und Mitarbeiter konnten zeigen, dass B7-H neben B-Zellen und DC auch
auf weiteren Geweben vor allem nach Stimulation mit TNF-a exprimiert wurde. Sie
postulierten eine Beteiligung von B7-H bei der Verstarkung einer Immunantwort vor allem
bei bereits aktivierten T-Zellen. Eine direkte Beteiligung bei der Stimulation von naiven T-
Zellen hielten sie fur eher unwahrscheinlich. Wenn B7-H ausschlieRlich eine Bedeutung
bei der Aufrechterhaltung bzw. Verstarkung einer Immunantwort durch voraktivierte T-
Zellen zukommt, aber keinen Einfluss auf die Qualitat der Immunantwort ausuben kann,
sollte dessen Expression weder nachteilig auf die Induktion von Toleranz einwirken bzw.
wirde deren Manifestation noch weiter unterstitzen. In sofern passt auch die
unveranderte Expression von B7-H nach Inhibition des p38-MAP-Kinase Signalweges
zunachst gut in das Bild einer tolerogenen immunologischen Synapse. Ozkaynak und
Mitarbeiter konnten 2001 allerdings eine Beteiligung der B7-H — ICOS-Kostimulation

sowohl bei akuten als auch chronischen AbstoRungsreaktionen von Transplantaten
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nachweisen, die unter Gabe eines Antikdrpers gegen ICOS verhindert werden konnten.
Basierend auf dieser Beobachtung kommt der Expression von B7-H eventuell doch eine
kritische Rolle zu, besonders dann, wenn sich herausstellen sollte, dass der p38MAK-
Kinase-Signalweg tatsachlich keinen Einfluss auf dessen Expression hat. B7-H wurde
urspruinglich bei der Untersuchung von Genen entdeckt, die unter Beteiligung von NFkB-
Transkriptionsfaktoren aktiviert werden (Swallow et al., 1999). Zusammen mit der vielfach
beobachteten Induktion dessen Expression durch TNF-a scheint der Einfluss, der aus
einer Blockade des NFkB-Signalweges hervorgeht, offensichtlich. Die Inhibition des
NFkB-Signalweges ware somit eine vielversprechende Option, um die Expression von B7-
H zu reduzieren, sollte sich die Induktion dieses Oberflachenproteins tatsachlich als

kritisch erweisen.

Neben den zentralen Wechselwirkungen zwischen peptidbeladenen MHC-II-Molekulen
und spezifischen TCR bzw. der Interaktion von kostimulatorischen Molekllen mit ihrem
entsprechenden Partner auf der jeweils anderen Zelle sind auch sog. Adhasionsmolekile
an der Ausbildung und Aufrechterhaltung einer immunologischen Synapse beteiligt. Fur
diese Adhasionsmolekule ist generell beschrieben, dass sie eine Wechselwirkung
zwischen APC und T-Zelle vermitteln kdnnen, auch unabhangig davon, ob die Interaktion
zwischen MHC und TCR bzw. kostimulatorischen Molekilen stattgefunden hat (Griffiths et
al., 1995, Staquet et al., 1995). Bei der Ausreifung der Dendritischen Zellen unter
Stimulation mit proinflammatorischen Cytokinen kommt es bereits zur Hochregulation von
Adhasionsmolekilen wie CD54. Im vorliegenden Fall konnte unter Inhibition von p38-
MAPK mit SB203580 eine weitere, wenn auch geringe, Steigerung der Expression von
CD54 festgestellt werden. Die gleiche Beobachtung konnte auch nach einer Blockade des
NFkB-Signalweges festgestellt werden (vgl. Yoshimura et al., 2001). Diese Ergebnisse
lassen darauf schliel3en, dass eine starke Wechselwirkung von Adhasionsmolekulen fur
eine erfolgreiche Aktivierung von T-Zellen notwendig ist und synergistisch wirkt
(Kuhlmann et al., 1991), gleichzeitig muss aber bei einer Aktivierung und Initiierung einer
Immunantwort die Interaktion zwischen beiden Zellen wieder aufgeldst werden kdnnen,
damit weitere T-Zellen aktiviert werden kénnen (Viola et al, 1996). Yoshimura und
Mitarbeiter (2001) schlossen aus der gesteigerten Expression der Oberflachenmoleklile
nach Inhibition des NFkB-Signalweges auch auf eine starkere Wechselwirkung zwischen
APC und T-Zelle und somit auf eine erschwerte Dissoziation beider Zellen. Diese
Hypothese kdnnte ebenfalls ein Indiz flr eine Toleranzinduktion darstellen. Sollte diese

Vermutung zutreffend sein, so ware auch unter der Blockade mit SB203580 mit einer
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solchen Verstarkung der Wechselwirkung zu rechnen, die in Richtung Toleranzinduktion

deuten wirde.
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5 Zusammenfassung

Modifikationen der genregulatorischen Elemente des Fascinpromotors zur Entwicklung
einer DNA-Vakzine stellen die aussichtsreichste Perspektive dar, eine starke, auf DC
begrenzte Expression des codierten Proteins zu erreichen. Eine Duplikation
unterschiedlich grof3er Bereiche der distal lokalisierten Homologiebereiche A und B liefert
vornehmlich fir jene der Homologieregion B eine robuste Verstarkung der Expression in
Dendritischen Zellen, deren Spezifitat auf diese Zellen erhalten bleibt. Keratinozyten, die
bei einem Einsatz als DNA-Vakzine unter Verwendung einer Genpistole Uberwiegend am
Applikationsort vorliegen, zeigen fur die Duplikationskonstrukte nur eine geringe, basale
Promotoraktivitat. Die Untersuchung einiger dieser Konstrukte in der murinen DC-Zell-linie
XS106 liefert eine ahnlich grolRe Verstarkung der Expression wie in humanen DC und
ermdglicht somit auch einen potentiellen Einsatz dieser DNA-Vakzine im Mausmodell.
Durch Einfihren einer repetitiven konsensus NFKB-Bindungsstelle an inerter Stelle im
Expressionsplasmid, mit dem Ziel, den Kerntransport dieses Plasmids zu forcieren, kann
zwar auch eine deutliche Verstarkung der Expression eines nachgeschalteten
Reportergens erhalten werden, gleichzeitig geht dabei aber die Spezifitat auf Dendritische
Zellen verloren. Eine Fascin-Promotor eigene, repetitive NFKB-Bindungsstelle, an
gleicher Stelle ins Plasmid kloniert, liefert keinen verstarkenden Effekt und ist somit zur

Optimierung der Expressionseffizienz ebenfalls ungeeignet.

In der vorliegenden Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass im Modellsystem der
SP37A3-Zellen, einer zur Ausreifung induzierbaren, murinen DC-Zell-linie, durch
spezifische Inhibition des NFkB-Signalweges bzw- der MAP-Kinase p38 mit
pharmakologischen Inhibitoren Dendritische Zellen resultieren, die eine verminderte
Expression der zentralen kostimulatorischen Molekulle der B7-Gruppe, CD80 und CD86,
aufweisen. Fir SB203580, dem Inhibitor der MAP-K p38, konnte zusatzlich auch eine
verminderte Expression weiterer Oberflachenrezeptoren dieser Gruppe, von CD273 bzw.
CD274, nachgewiesen werden. Die reduzierte Expression dieser kostimulatorischen
Molekule lasst eine andere Qualitat der Wechselwirkung mit T-Zellen vermuten, so dass
durch Intervention in diese Signalwege eventuell ein Typus dendritischer Zellen erzeugt
werden kann, der die Vermittlung von Toleranz gegen ein bestimmtes Antigen
bewerkstelligen kann. Die in der vorliegenden Arbeit geschaffenen Grundlagen stellen

somit eine aussichtsreiche Basis fur weitere Forschungsaktivitaten auf diesem Gebiet dar.
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7 - Abkiirzungsverzeichnis

7 Abkurzungsverzeichnis

AmpR

APC

ATF

ATP
B7.1,B7.2
B7-RP-1

BCR
BSA
BP
CIAP

CIITA
CMV
CREB

CTL
CTLA-4

DAPI
DC
DC-SIGN

ddH20
DMEM

DMSO
DNA
DsRed?
EDTA
EGFP

ELC

ampicillinresistent

antigen presenting cell — antigenprasentierende Zelle

activating transcription factor — aktivierender Transkriptionsfaktor
adenosine_triphosphate — Adenosintriphosphat

B7.1 = CD80, B7.2 = CD86, kostimulatorische Molektle

B7 related protein 1 - mit der B7-Gruppe kostimulatorischer Molektle
verbundenes Protein 1

B-cell receptor — B-Zellrezeptor
Bovines Serumalbumin, Rinderserumalbumin
base pair - Basenpaar

calf intestinal alkaline phosphatase — alkalische Phosphatase aus dem
Verdauungstrakt von Kalbern

class Il transactivator — Klasse Il Transaktivator
Cytomegalie-Virus

cAMP responsive element binding protein — cAMP-responsibles
Element bindendes Protein

cytotoxic T-lymphocyte — zytotoxischer T-Lymphozyt

cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 — zytotoxisches T-Lymphozyten
Antigen 4

4’ 6’-Diamidino-2-Phenylindoldihydrochlorid, Fluoreszenzfarbstoff
dentritic cell — Dendritische Zelle

dendritic cell-specific ICAM3 grabbing nonintegrin — [ICAM-3-
bindendes Nichtintegrin, das spezifisch auf Dendritischen Zellen
exprimiert wird

doppelt destilliertes Wasser, Reinstwasser

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, nach Dulbecco modifiziertes
Eagle-Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxy-Ribonucleic-Acid, Desoxy-Ribonukleinsaure, Erbsubstanz
Reportergen, das ein rotfluoreszierendes Protein kodiert
Ethylendiamintetracetat, Komplexbildner (6-zahniger Ligand)
enhanced green fluorescence protein, verstarkt grin fluoreszierendes
Protein

EBl1-ligand chemokine — Ebl1-Liganden-Chemokin, auch MIP-3p
bezeichnet
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EMSA electro mobility shift assay

ERK extracellular regulated kinase — extrazellular regulierte Kinase

FACS® fluorescence activated cell sorter — fluoreszenzaktivierter Zellsortierer
FCS Fetal Calf Serum, fotales Kalberserum

FITC Fluoresceine-Isothiocyanat, Fluoreszenzfarbstoff

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierungsfaktor

HEPES 4(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsaure, Puffersubstanz

HLA human leukocyte antigen — humanes Leukozyten-Antigen

ICAM-1 intercellular adhesion molecule 1 — interzellulares Adhasionsmolekul 1
ICAM-3 intracellular adhesion molecule 3 — intrazellulares Adhasionsmolekul 3
ICOS inducible costimulator — induzierbarer Kostimulator

IkBa inhibitor of (NF) kB a - NF-kB-Inhibitor a

IKKa lkappaB kinase alpha

IL-18 Interleukin 13, Zytokin

IL-4 Interleukin 4, Zytokin

IMDM Iscove’s Modified DMEM, nach Iscove modifiziertes DMEM

Kan® kanamycinresistent

konz. konzentriert

LB-Medium  Luria-Bertani-Medium, Bakterienkulturmedium

LC Langerhans Cell = Langerhans-Zelle

LFA-1 lymphocyte function-associated antigen 1 — mit der Funktion von
Lymphozyten verbundenes Antigen

LICOS ligand of inducible costimulator — Ligand des induzierbaren
Kostimulators

LPS lipopolysaccharide - Lipopolysaccharid

LTA lipoteichonic acid - Lipoteichonsaure

LUC Luciferase - Luziferase

lyo. lyophilisiert, gefriergetrocknet

MAP-K mitogen activated protein kinase — mitogen aktivierte Proteinkinase

M-CSF Makrophagen-Kolonie-Stimulierungsfaktor

MEK mitogenactivated protein kinase kinase — mitogen aktivierte Proteink.

MHC major histocompatibility complex — Haupt-Histokompatibilitatskomplex

MIIC MHC Il rich compartments — MHCII-reiche Kompartimente

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid

NFKB nuclear factor KB = Transkriptionsfaktor
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NIK
NK-Zellen
nm

J

ODeoo
PAMPs

PBMC

PBS
PCR
PD-1
PD-L1

PD-L2

PDTC
PE
P13
PGE,
PLB
PRR
PSA
g.s.
RLU
rpm
RPMI 1640

RT

SAP
SDS
SLC

SV40
TBE
TCR
TE

NFKB_inducing kinase - Kinase, die, die Aktivierung von NFkB einleitet
natural Kkiller cells — naturliche Killerzellen

Nanometer, Langenmal}

Durchmesser

Optische Dichte, gemessen bei einer Wellenlange von 600 nm

pathogen-associated-molecular pattern = molekulare Musterstruktu-
ren, die charakteristisch fir Pathogene sind

peripher blood mononuclear cells — mononukleare Zellen aus
peripherem Blut

phosphate buffered saline, Natrium-Phosphat-Puffer
polymerase chain reaction, Polymerase-Ketten-Reaktion
programmed death-receptor 1 - Rezeptor 1 flr programmierten Zelltod

programmed death-receptor ligand 1 — Ligand 1 des Rezeptors fur
programmierten Zelltod

programmed death-receptor ligand 2 — Ligand 2 des Rezeptors fur
programmierten Zelltod

Pyrrolidin-Dithiocarbaminsaure

R(+)-Phycoerythrin, Fluoreszenzfarbstoff
Phosphoinositol-3-OH

Prostaglandin E;, Arachidonsauremetabolit

passive lysis puffer — passiv wirksamer Lysepuffer
pattern recognition receptor = Mustererkennungsrezeptor
prostate-specific antigen — prostataspezifisches Antigen
guantum satis — soviel, wie notig

relative light units — relative Lichteinheiten

revoltations per minute — Umdrehungen pro Minute

Roosevelt Park Memorial Institute, Zellkulturmedium, das an diesem
Institut konzipiert wurde

Raumtemperatur
shrimps alkaline phosphatase — alkalische Phosphatase aus Shrimps
Sodiumdodecylsulfate, Natriumdodecylsulfat, Tensid

secondary lymphoid-tissue chemokine - das aus

sekundarlymphatischen Geweben stammt

Chemokin,

Simianvirus 40

Tris-Borat-EDTA-Laufpuffer

T-cell receptor — T-Zellrezeptor
TRIS-(hydroxymethyl)-aminomethan -EDTA-Puffer
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Tet? tetracyclinresistent

TNF-a Tumornekrosefaktor a, Zytokin

TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, Puffersubstanz
U/N Uber Nacht

Iy hitzeinaktiviert
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10.1 Experimente zur Etablierung einer Squarepulsmethode:
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Abbildung 44 - Optimierungsversuche Transfektion von hDC mittels Squarepuls

Die Abbildung gibt eine Ubersicht (iber die Expressionseffizienzen, die bei der Optimierung und
Etablierung einer Squarepulsmethode in hDC erhalten wurden. Gezeigt sind die Diagramme der
Analyse mittels Cytofluorometer, log. Darstellung Fluoreszenz 1 (FL1-H) gegen Fluoreszenz 2 (FL2-
H). Neben den untersuchten Parametern ist die resultierende Expressionseffizienz eines EGFP-
Konstrukts unter dem CMV-Promotor in Prozent angegeben.
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10.2 Ubersicht DNA-Sequenz des Plasmids Fascin2.7

1-57
58 — 115
116 - 173
174 — 231
232 - 288
289 — 347
348 — 405
406 — 464
465 — 522
523 — 581
582 — 640

641 - 699
700 — 758
759 - 816
817 - 877
878 — 938
939 — 997
998 - 1055
1056 — 1114
1115 - 1174

1175 - 1232
1233 - 1290

1291 — 1348

1349 — 1406
1407 — 1464

1465 — 1522

1523 — 1580

1581 — 1637

1638 — 1694

5TCACTTTCCCCTGCAGAGCCTGCTGCATGGTGTCCAGTGGCCAGCCTGGGAGGAGCTC
AGGACTGGCCTCACCTCGTGCCACGCCCTCGTACCAAGGTGGCTCAGATGGCACCTGGG
TTCCCGAAGGGCCCAGGAACACAGCGTCCATGTCCCCATCCTTCCCCGGAGGGACTTGG
GGTGGGGCCTGCAGGAAGGATCATGTGACTTGTTCAAGGGCAGCTTGTCCTGCCCCGGA
CACAGAGGTGCCCATCGTAAGCGAGATGCAGGCAAGGTGAGGACAGGGCATGGTGCCG
AGCAGGAATGATTTTCGAAAATGCTACTCTGTGGTCGGGCACGGTGGCTCACTCCTGTAA
TCCCAGTACTTTGGGAGGCCCAGGCGGGCAGATCATGAGGTCAGGAGTTCAAGACCAGC
CTGGCCAACATGGTGAAACCCCTTCTCTACTGAAAATACAAAAAACTACCCGGGCGTGGT
GGTGGATGCCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCGCTTGAACCC
TGGAGGTGAAGGTTGCAATGAGCCGAGATTGCACCACTGCACTCCGACCTGGGCGACAG
AGAAAGACTCCGTCTGAAAAACAAACAAACAAAACCCCGAGATTCTCTTT

-Ball--- phFPvu
TCCCCCGTCCGGAGCTCTATGGCCATCTGGAGCTCGTTCTGTCCACAAGGACACATTTC
fwd phFPvu rev --—---——--

CTGGCAGCAGCTGTGGACCAGGGCTCACTCACTCACATCTGTACCCAATCTAGAGCAGG
ACAAACACCTATCACCTGCACTGGCAATGGACAGAGGACAGTGGCAGCCCCATCACCAG
AGGCATTCAAGCCAAGGCATTTTCTATCGTCTATTTATCTATCTATCTATCTATCTATCTAT
CTATCTATCTATCTATCTAGATGAGATCTTGCTATGTTGCCCAGGTTGAACTCCTGGCCTC
AAGCGATCCTCCTGCTTCAGCCTCCCAAAGTGTTGGGATTTCAGGTGTGAACCACTGTAC
CTGGCTGGAGTGCAGTGGCACTGTCATAGCTCACTGCAGCCTCCACCTCCTGGGCTCAA
GGAATCCTCTTTCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGACCACAGGCATGCACCATCACACCC
AGCTAAACCTTGATTTTTTCCATAGTATATGGCTCAGGGCAGAGCAAAGAAGCA

--Ball ---
CAAAAACATGTTGGCTTGCGGTTGAGGGCTGATGGGAGGGGGTTCTGGCCAAAGCCCAA
AATTAACAGCCACAACGTCAGTGTCTGTGGGAGGGGTTGCCAGGGGCGTGCGGGTTC

CATCTTCCCCCGCGCACTGAAAGCCCCTGGCTGGGATTGCCTGGGGCAGACACAGGCTC
GGACCAGCCCCAGCAATCCCAGTTTATCAGCGAGCCGGCTGAGGGCCCGGAGTTATC
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1695 - 1753
1754 — 1810

1811 — 1869

1870 — 1927
1928 — 1985
1986 — 2042
2043 - 2100
2101 - 2158
2159 — 2217
2218 — 2275
2276 — 2334
2335 -2390
2391 — 2446
2447 — 2502
2503 — 2558
2559 - 2616
2617 — 2672
2673 — 2728
2729 - 2787
2788 — 2846
2847 — 2904
2905 — 2964
2965 — 3023
3024 — 3083
3084 — 3142
3143 - 3201
3202 - 3262
3263 — 3322
3323 — 3382
3383 — 3442
3443 — 3502
3503 — 3563
3564 — 3624
3625 — 3683
3684 — 3744
3745 — 3802
3803 — 3861
3862 — 3919
3920 - 3978

GTAGCCAGCACCATGTCCCTCCTGTGTGACCAGCTCAGAGTCCCATGAAATTGGGGCTT
GGGAGGGGAAGGGACACTGGCCTGGGAACCAGAGACCTGGGCTGGTCTGGCTCACAG

TCACCACCAGGTGGGACCTGAACCCTGGCATCGCCAGCATTGGGAATGTCGGCCACTGA
CTCAACCACTCTCCCGGAGACCTATTTGGGCCACCCGAGGCGGGTGCCTGGGCCACACG
GAGGGGTCCTGGTGGTCTTCAGGGCAGCGGCTGTGGGGCTGAAGCCTCAAGGAACCAC
ATCTCTGCATAGGAGGGCCAGGCTGCAGGGCCTCGGAGACAACCTAGTTGGGCGTGTTG
GGGTCTGTGGGTCCCAGGTCCTGGCCTCACCGGGTCCCCACCGCGCTGTCAGCTCCCA
GCCTCTTTCCCTCGTCTGCCTCTGGGCTTCTGTAAGGCTATGTGCTCCAAGGCCACCTCC
TCCAGGCAGCCCTCAGACCCCCACCTTCGCCCAGTACCGATCTGCACCGTGGTCTCTGA
AGTCTCCATCGTGACCTCAAACCTCGCTCGTCCTTGCTCCTAGCGAGGCTTGGGGTCGG
GGTGTCCGAGGTGGGGGACATCCGGGGGGGTTAGGTGGCTGGCGCGGGGAGCCGGGG
TTGTGAGGGGTGATGTCCTCAGGCGGCGGCGCTGCGGGGTGCGGCGAGGACACCGGT
GGGGTGAGAGCACCGGCGGGGCAGCAGCGGGGGCCGCAGCGLLGGGTCLCTCGGEC
CGGGGCCCCTCCCGCGCGGAGCCAGGGGCGGGACAGGGGGGCGTGGCCTGGTGGCG
CTGACGTCACCTCGCCTATAAAATGTCCGGGGCGCCGCTAGCTGGGCTTTGTGGAGCGC
TGCGGAGGGTGCGTGCGGGCCGCGGCAGCCGAACAAAGGAGCAGGGGCGCCGCCGCA
GGGACCCGCCACCCACCTCCCGGGGCCGCGCAGCGGCCTCTCGTCTATCCATCACACT
GGCGGCCGCTCGAGATCTGCGATCTAAGTAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGGTAAAG
CCACCATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGCCCGGCGCCATTCTATCCGCTGGAA
GATGGAACCGCTGGAGAGCAACTGCATAAGGCTATGAAGAGATACGCCCTGGTTCCTGG
AACAATTGCTTTTACAGATGCACATATCGAGGTGGACATCACTTACGCTGAGTACTTCGAA
ATGTCCGTTCGGTTGGCAGAAGCTATGAAACGATATGGGCTGAATACAAATCACAGAATC
GTCGTATGCAGTGAAAACTCTCTTCAATTCTTTATGCCGGTGTTGGGCGCGTTATTTATCG
GAGTTGCAGTTGCGCCCGCGAACGACATTTATAATGAACGTGAATTGCTCAACAGTATGG
GCATTTCGCAGCCTACCGTGGTGTTCGTTTCCAAAAAGGGGTTGCAAAAAATTTTGAACGT
GCAAAAAAAGCTCCCAATCATCCAAAAAATTATTATCATGGATTCTAAAACGGATTACCAG
GGATTTCAGTCGATGTACACGTTCGTCACATCTCATCTACCTCCCGGTTTTAATGAATACG
ATTTTGTGCCAGAGTCCTTCGATAGGGACAAGACAATTGCACTGATCATGAACTCCTCTG
GATCTACTGGTCTGCCTAAAGGTGTCGCTCTGCCTCATAGAACTGCCTGCGTGAGATTCT
CGCATGCCAGAGATCCTATTTTTGGCAATCAAATCATTCCGGATACTGCGATTTTAAGTGT
TGTTCCATTCCATCACGGTTTTGGAATGTTTACTACACTCGGATATTTGATATGTGGATTTC
GAGTCGTCTTAATGTATAGATTTGAAGAAGAGCTGTTTCTGAGGAGCCTTCAGGATTACAA
GATTCAAAGTGCGCTGCTGGTGCCAACCCTATTCTCCTTCTTCGCCAAAAGCACTCTGATT
GACAAATACGATTTATCTAATTTACACGAAATTGCTTCTGGTGGCGCTCCCCTCTCTAAGG
AAGTCGGGGAAGCGGTTGCCAAGAGGTTCCATCTGCCAGGTATCAGGCAAGGATATGGG
CTCACTGAGACTACATCAGCTATTCTGATTACACCCGAGGGGGATGATAAACCGGGCGCG
GTCGGTAAAGTTGTTCCATTTTTTGAAGCGAAG3GTTGTGGATCTGGATACCGGGAAAAC
GCTGGGCGTTAATCAAAGAGGCGAACTGTGTGTGAGAGGTCCTATGATTATGTCCGGTTA
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3979 — 4037
4038 — 4096
4097 — 4156
4157 — 4215
4216 — 4274
4275 - 4333
4334 — 4392
4393 — 4450
4451 — 4509
4510 — 4570
4571 — 4631

4632 — 4691

4692 - 4750

4751 —4808
4809 — 4867
4868 - 4925
4926 — 4984
4985 — 5043
5044 - 5101
5102 - 5160
5161 - 5219
5220 - 5278
5279 — 5336
5337 — 5395
5396 — 5453
5454 — 5512
5513 - 5571

5572 — 5631
5632 — 5691
5692 - 5752
5753 — 5813
5814 — 5873
5874 — 5932
5933 — 5990
5991 - 6049
6050 — 6108
6109 — 6167
6168 — 6226

TGTAAACAATCCGGAAGCGACCAACGCCTTGATTGACAAGGATGGATGGCTACATTCTGG
AGACATAGCTTACTGGGACGAAGACGAACACTTCTTCATCGTTGACCGCCTGAAGTCTCT
GATTAAGTACAAAGGCTATCAGGTGGCTCCCGCTGAATTGGAATCCATCTTGCTCCAACA
CCCCAACATCTTCGACGCAGGTGTCGCAGGTCTTCCCGACGATGACGCCGGTGAACTTC
CCGCCGCCGTTGTTGTTTTGGAGCACGGAAAGACGATGACGGAAAAAGAGATCGTGGAT
TACGTCGCCAGTCAAGTAACAACCGCGAAAAAGTTGCGCGGAGGAGTTGTGTTTGTGGA
CGAAGTACCGAAAGGTCTTACCGGAAAACTCGACGCAAGAAAAATCAGAGAGATCCTCAT
AAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAATTCTAGAGTCGGGGCGGCCGGCCG
CTTCGAGCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGT
GAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCT
GCAATAAACAAGTTAACAACAACAATT

------ Seq-pGl3-a-Luc fwd ----
GCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAA

BamH | -- Sal | ---

ACCTCTACAAATGTGGTAAAATCGATAAGGATCCBTEGACCGATGCCCTTGAGAGCCTT

CAACCCAGTCAGCTCCTTCCGGTGGGCGCGGGGCATGACTATCGTCGCCGCACTTATGA
CTGTCTTCTTTATCATGCAACTCGTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTTCCGCTTCCTCG
CTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAA
GGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAA
AAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGG
CTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCC
GACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGT
TCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGC
TTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGG
GCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGT
CTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAG
GATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTA
CGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGG
AAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTT
TGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTT
TCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGA
TTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAA
AGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCT
CAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTAC
GATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCT
CACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGT
GGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCGGGAAGCTAGAGTAA
GTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGT
CACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTA
CATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCA
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6227 — 6285
6286 — 6345
6346 — 6404
6405 — 6463
6464 — 6523
6524 — 6583
6584 — 6641
6642 — 6703
6704 — 6763
6764 — 6821
6822 — 6879
6880 — 6939
6940 — 6998
6999 — 7057
7058 - 7117
7118 - 7178
7179 - 7240
7241 - 7298

7299 — 7357

7358 — 7419
7420 - 7479

7480 — 7534

GAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTAC
TGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGA
GAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGC
GCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACT
CTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTG
ATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAAT
GCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTC
AATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATT
TAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGCG
CCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTA
CACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGT
TCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTG
CTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCAT
CGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACT
CTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGA
TTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAAT
TTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGG
AAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCT

ACTTGGAGCGGCCGCAATAAAATATCTTTATTTTCATTACATCTGTGTGTTGGTTTTTTGTG

TGAATCGATAGTACTAACATACGCTCTCCATCAAAACAAAACGAAACAAAACAAACTAG
pGI3-Not-rev / phFas2.7Bal-I-fwd

CAAAATAGGCTGTCCCCAGTGCAAGTGCAGGTGCCAGAACATTTCTCTATCGATA -3
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10.3 PCR-Protokolle:

10.3.1 Amplifikation von DNA-Bereichen:

Die nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick Uber die der Arbeit verwendeten PCR
Protokolle zur Amplifikation von DNA-Fragmenten unterschiedlicher GroRRe. Die optimalen
PCR-Bedingungen mussten fir jede Primerkombination zunachst empirisch ermittelt

werden:

Tabelle 7 - in der Arbeit verwendete PCR-Programme

Oligonukleotid: PCR-Programm:
Zyklen- | Tempe- | Dauer
zahl ratur(°C) | (min:sec)
Seq-pGl3-a-Luc fwd + 95 02:00
Seq-pGl3-a-Luc rev. 2 95 00:30
59 00:30
72 00:45
2 95 00:30
59,5 |00:30
72 00:45
30 95 00:30
60 00:30
72 00:45
1 72 05:00
5NFKB-Fas-fwd + 95 02:00
5NFKB-Fas-rev 2 95 00:30
51,5 |00:30
72 00:30
2 95 00:30
52 00:30
72 00:30
20 95 00:30
53 00:30
72 00:30
1 72 05:00
pZErO-5xNFKB fwd + 95 02:00
pZErO-5xNFKB rev 2 95 00:30
54 00:30
72 00:45
M13pZErO-fwd 2 95 00:30
M13pZErO-rev 545 |00:30
72 00:45
30 95 00:30
55 00:30
72 00:45
1 72 05:00
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phF-D1 + phF-D6

phF-D1 + phF-D7

phF-D2 + phF-D6

phF-D2 + phF-D7

phF-Pvu-fwd + 95 02:00
phF-Pvu-rev 3 95 00:30
68 00:30

72 00:45

2 95 00:30

67 00:30

72 00:45

30 95 00:30

66 00:30

72 00:45

1 72 07:00

phFas2.7Bal-I-fwd + 95 02:00
phFas2.7Bal-I-rev 2 95 00:30
56 00:30

72 00:45

2 95 00:30

56,5 | 00:30

72 00:45

30 95 00:30

57 00:30

72 00:45

1 72 05:00

phF-D1 + phF-D4 95 02:00
phF-D2 + phF-D4 30 599?6 8828
phF-D2 + phF-D5 G=1,8°|3,0%s
A

10.3.2 Sequenzierbedingungen:

Tabelle 8 — Programm zur Sequenzierung

Oligonukleotid:

Sequenzier-Programm:

Zyklen- | Tempe- | Dauer
zahl ratur(°C) | (min:sec)
verschiedene Sequen- 96 10:00
Zierprimer Pause | Mix dazu
96 00:10
55 00:15
25 60 04:00
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10.4 Vektoren

Auf den nachfolgenden Seiten sind die Vektorkarten und der in der vorliegenden Arbeit

verwendeten Vektoren aufgefuhrt.

10.4.1 pDsRed2-N1

o
"CMY IE

¥4 nDsRed2-N1
4.7kb

Kan'} A poly
Mag SV40 ori f1

Vektorelemente:

CMV-Promotor

Polylinker

Rot fluoreszierendes Protein-Reportergen (DsRed?2)

SV40 |late’ Poly(A)-Signal

Bakterienpromotor zur Expression des Kanamycin-Resistenzgens
SV40 Replikationsursprung

Kanamycin / Neomycin Resistenzgen

Herpes simplex Virus Thymidinkinase Polyadenylierungssignal
pMB1 abgeleiteter Replikationsursprung (pUC ori)

Abbildung 45 — Aufbau von pDsRed2-N1

1-589

591 - 671
672 - 1356
1508 - 1558
2122 - 2150
2401 - 2536
2585 - 3379
3615 - 3633
3964 - 4607

Oben: Vektorkarte — unten: Vektorelemente, Angabe der Position im Vektor
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10.4.2 pZErO-2.1

A

Hind Il
Asp718 |
Kpn |
Eci136 I

Nsi I*

FPlac-feeld remon

I
a5 CCCCAACGCA ATTARTSTSA GTTAGCTCAC TCATTAGGCA CCCCAGGCTT TACACTTTAT iasdo ORF

M13 Reverss primer

g | e
155 GOTTCCGEUT CETATETTGT GTCGAATTCET GAGUGAATAR CAATTTCACR CAGGAAACAG CT ATG

Sph promoter/priming site Mei| = Met
— =L I 1 =
220 ACC ATE ATT ACG CCA AGC TAT TTAR CGT GAC ACT ATA GAA TAC TCA AGC TAT GCA

Thr Met Ile Thr Pro Ser Tyr Leu Gly Asp Thr Ile Glu Tyr Ser Sar Tyr Ala
-

Hind I Asp7181 Kpnl Ecil?ﬁ Ilr.S_'tlu' i'_‘BaMHI S_ml'l Eco RI

|
274 TCA AGC TTCG CTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA OTA ACG GCC GCC AGT GTG CTS GAA
Eer Ser leun VAl Pro Ser Ser Asp Proe Leu Val Thr Ala Ala Ser Val Leu Glu
Psfl Ecuk v ot [ Kiz t 1= Xba I Lrall Apal
328 TTC TSC ACA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GG5 CCC
FPhe Cys Arg Tyr Fro Ser Eis Trp Arg Pro Leu Glu Hi=z ala Sexr Rrg Gly Pro

ByiB 1 13 {-20) Foward priming sile

| s 1 | paccary
382 AAT TCZ COC LAY 120G ARG TCEG TRT TAC BRAT TCA COUG GUC GTC GBI TTA CRA OGT
hen Ser Pro Tyr Ser Lvs Ser Tyr Tyr Asn Ser Leu Alz Val Val Leu Gln Arg

-

1135 {-411) Fownrd priming site
1

436 CGT GAC TGG GAR AAC CCT GGC GTT ACC CAA CTT AAT CGC CTT GCA GCA CAT CCC
Arg asp Trp Glu Asn Pro €Gly Val Thr Gln Leu Asn Arg Leu Ala Ala His Pro

C

Vektorelemente:
lacZ-Promotor (P)ac) 95-216
lacZ-Genanteil (lacZa) 217 - 558

Polylinker 269 - 381
ccdB-Lethal-Gen 568 - 870

f1-Replikationsursprung (f1 ori) 895 - 1307
Kanamycin-Resistenzgen 1322 - 2116
ColE1-abgeleiteter Plasmid-Replikationsursprung (ColE1) 2502 - 3175

Abbildung 46 - Aufbau pZErO-2.1

A) Vektorkarte B) Polylinker: Angabe der Restriktionsschnittstellen und der Primerbindungsstellen
(unterstrichen), die Pfeilrichtung markiert die Richtung der DNA-Polymerisierung C) Vektorelemente,
Angabe der Position im Vektor
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10.4.3 pCI-EGFPn1

A

pCI-EGFPn1

i\ 4.76 Kb
\ BGEP,

SV40 poly A
f1 origin

BamH | 1.10
col 1.13

Not | 1.85

BamH | 2.10
Vektorelemente:
CMV-Promotor 1-795
Chimares Intron 857 - 989
Polylinker 1052 - 1118
EGFP - Gen 1126 - 1845
SV40 late’Poly(A)-Signal 1862 - 2083
f1-Replikationsursprung (f1 ori) 2173 - 2628
B-lactamase Gen (Amp") 3067 - 3927
ColE1-abgeleiteter Plasmid-Replikationsursprung (ori) nicht eingezeichnet

Abbildung 47 - Aufbau von pCI-EGFPn1

A) Vektorkarte, Angabe wichtiger Restriktionsschnittstellen B) Vektorelemente mit Angabe der
Position im Vektor
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10.4.4 pEGFP-C1

A A

Eco4l Il 597)
Agel (501)

Eco0109 1
(3854)

BsrG | (1323

MCS
(1330-1417)
Miul (1642)
Dralll (1872)
B Stul
(2577)

Ecp 10 1340 130 1350 1370 1380 1390 1400 STfN
—

TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT CGA GCT CAA GCT TCG AAT TCT GCA GTC GAC GGT ACC GCG GGC CCG GEA TCC ACC GGA TCT AGA TAA CTG ATC A

BspE | Bglll Xhol O  Hindll EcoRl Pstl  Sall Kpnl Apal '~ Bamhl Xbal* Bcll”
Sacl Acel Aspial_| Bspizol Xmal
EcN36 Il sacll Smal

C

Vektorelemente:

CMV-Promotor (PCMV IE) 1-589
EGFP-Gen 606 - 1410
Polylinker (MCS) 1330 - 1417
SV40 ,early’ Poly(A)-Signal 1550 - 1600
f1-Replikationsursprung (f1 ori) 1647 - 2102
Bakterienpromotor zur Expression des Kanamycin-Resistenzgens 2164 - 2199
SV40 Replikationsursprung 2443 - 2578
Kanamycin / Neomycin Resistenzgen 2627 - 3421
Herpes simplex Virus Thymidinkinase Polyadenylierungssignal 3657 - 3675
pMB1 abgeleiteter Replikationsursprung (pUC ori) 4006- 4649

Abbildung 48 - Aufbau pEGFP-C1

A) Vektorkarte, Angabe wichtiger Restriktionsschnittstellen B) Aufbau des Polylinkers, die
Erkennungssequenzen der angegebenen Restriktionsenzyme sind unterstrichen C) Vektorelemente
mit Angabe der Position im Vektor
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10.4.5 pGIl3-Basic
A
> R
— . ;
e Syrthetic palylA) signal /!
" Amp' franseriptional pause site
{ler background reduction)
nemN Y I' /(K ]
= At |
H (et |
pGL3-Dasic 1 sl |
R Xha |
Josor 0 ]
u ! = i |
| ] ~.JHnd 1l |
o [ ] Neai
Sall | ™ 7= S
E'.a'n'i___ / f{ Narl

SV40 late poly(8) signel
(for kuc+ reparter)
Hpa

— -

FvpiEsrs
5. . SIS CAAAAT S SCTETCOCCAGTCCAAGT GLARL TGLCACARCATTTC ICTATCCATA

B
GGIACCBAGCUTICTIACGCGTEC TAGCCOGGRCTCAAGATCIGUGAIC TAAG TRAGCTIGE _ .
L 1 1 1 I} || | Bt s] |
T H A e T B Fiiend It
;:zgir Sa | s | I é:-‘: , o Bl
.k:tt1 Coding Heaon
CATTOCDGGTACTETTGE TARAGCCACCATEGAMGACCUCAAMMACATAALS [PE02bp] . . . BGATOCETIRAS
o e
el GlLprimmwed rmib od
CRATGCCCTTRAGAGCCTTCAACTCAGTCAGC TR TICCGGTEGGOGERGGECATBACIAILGTE &
- ;
Fprirmecd
c
Vektorelemente:
Polylinker 1-58
Photinus-Luziferase-Gen (luc+) 88 - 1737
SV40 ‘late” Poly(A)-Signal 1772 - 1993
ColE1-abgeleiteter Plasmid-Replikationsursprung (ori) 2318
B-lactamase Gen (Amp") 1126 - 1845
SV40 ‘late’Poly(A)-Signal 3940 - 3083
f1-Replikationsursprung (f1 ori) 4073 - 4527
stromaufwarts gelegenes Poly(A)-Signal 4658 - 4811

Abbildung 49 - Aufbau von pGl3Basic

A) Vektorkarte B) Polylinker: Angabe der Restriktionsschnittstellen und der Primerbindungsstellen
(unterstrichen), die Pfeilrichtung markiert die Richtung der DNA-Polymerisierung C) Vektorelemente,
Angabe der Position im Vektor
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10.4.6 pGI3-Control

A
; e Synthetic poly(A) signal /
Amp’ transcriptional pause site
(for background reduction)
Kpnl 5
f1 oaN Sgcl 1
: Miu | 15
orl g{he || 4|
D ma 28
pGL\?-ctnnlrol : Xho!l |4
(52e5t:agr ) Bt =
gﬁg gzi_rl?H | f SV40 Promoter
Hind Il 245
SV40 Enhancer 2 o Neo | 278
SVA40 late poly(A) signal . Meilati
(for fuc+ reporter)
Hpal 2094
Xbal 1934
B
Vektorelemente:
Polylinker 1-41
SV40-Promotor 48 - 250
Photinus-Luziferase-Gen (luc+) 280 - 1929
SV40 ‘late’ Poly(A)-Signal 1964 - 2185
SV40 Enhancer 2250 - 2441
ColE1-abgeleiteter Plasmid-Replikationsursprung (ori) 2756
B-lactamase Gen (Amp") 4378 - 3521
f1-Replikationsursprung (f1 ori) 4511 - 4965
stromaufwarts gelegenes Poly(A)-Signal 5096 - 5249

Abbildung 50 - Aufbau von pGI3-Control

A) Vektorkarte, Angabe wichtiger Restriktionsschnittstellen B) Vektorelemente mit Angabe der
Position im Vektor
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10.4.7 pRL-CMV

2237 Bamb |

SV lale B -
poiy{A)

2005 Xbal

aRL-CM/
Vector
(4073bp)

Bglll 1

CHV immedialz Early
Emhancer/Promoler

EcolCR I 725
Hiryd 11754

1074 Cspas | °st| B3G
Mhe | 1058

Vektorelement
CMV-Promotor 7 -803
Chimaéres Intron 860 - 996
Renilla-Luciferase-Reportergen (RLuc) 1068 - 2003
SV40 “late 'Poly(A)-Signal 2045 - 2246
B-lactamase Gen (Amp') 2393 - 3253
ColE1-abgeleiteter Plasmid-Replikationsursprung (ori) nicht gezeigt

Abbildung 51 - Aufbau pRL-CMV

A) Vektorkarte, Angabe wichtiger Restriktionsschnittstellen B) Vektorelemente mit Angabe der
Position im Vektor
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10.4.8 pNF-kB-Luc, pGFPmax

A P bla
SV40 3'-splice o j\ampicillin
site/SV40 pA e -
N k
Elﬁ' "H'ﬁ
pNF-kB-lLuc | |

5.7 kb

NF-kB enhancer (5x)

TATA

maxGFP
SV40 pA

Abbildung 52 - Aufbau von pNF-kB-Luc (A) und pGFPmax (B)
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