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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Maligne Erkrankungen der Leber zdhlen weltweit zu den héaufigsten Erkrankungen.
Herkoémmliche Therapiestrategien, wie die radikale Resektion, die Bestrahlung und die
chemotherapeutischen Ansétze bergen oftmals hohe Risiken fiir den Patienten. Basierend auf
Befunden, daB entartete Tumorzellen durch das Immunsystem erkannt werden konnen, sind
neuartige Modellsysteme notwendig, um immuntherapeutische Ansdtze bei der Behandlung
von Lebertumoren einzusetzen.

In dieser Arbeit wurde ein neuartiges, autochthones Lebertumormodell unter Verwendung des
Protoonkogens c-myc und des Modellantigens OVA (Ovalbumin) mit Hilfe des biniren,
induzierbaren Tet Systems von H. Bujard generiert. Es konnten zwei Mauslinien etabliert
werden, die nach Verpaarung mit leberspezifischen Reporterméusen (LAP tTA; Kistner et al.
1996) und neonataler bzw. embryonaler Induktion eine dhnliche Hepatokarzinogenese wie die
publizierten c-myc tg+ Méuse aufwiesen (Beer et al. 2004). Im Unterschied zu dem normalen,
angrenzenden Lebergewebe, konnte eine starke OVA Expression, beschrinkt auf das maligne
Lebertumorgewebe, immunhistochemisch nachgewiesen werden. Transferierte OVA
spezifische CD8+ T-Zellen regulierten in den c-myc/OVA 75 tg+ Méusen CD69 hoch, was
auf eine Stimulierung dieser Zellen hindeutet. 24 h nach adoptivem T-Zelltransfer
akkumulierten die OVA spezifischen T-Zellen vorwiegend im Lebertumorbereich. Nach 66 h
bzw. 5 d waren sie neben der Leber auch in sekundir lymphatischen Organen, wie der Milz,
dem ILK und LLK, nachweisbar. An der Antigenprisentation waren tumorassoziierte und
milzassoziierte Dendritische Zellen (DC) beteiligt, die in ihrer Anzahl im Lebertumorbereich
vermehrt waren. Entgegen der friihen Stimulierung der OVA spezifischen T-Zellen und
Akkumulation in dem Lebertumorbereich, blieb eine effektive Tumorregression und in vivo
Zytotoxizitit aus. Weiterhin waren die transferierten T-Zellen in den c-myc/OVA 75 tg+
Maiusen nicht in der Lage, nach in vitro Restimulation IFN-y zu produzieren. Diese
Beobachtungen zeigen, daBl die OVA spezifischen T-Zellen in den c-myc/OVA 75 tg+
Maiusen tolerisiert wurden. Selbst durch eine Vakzinierung mit CpG ODN und OVA konnte
die Toleranz nicht aufgehoben werden. Die Toleranzinduktion hdngt vermutlich mit der
bereits 24 h nach zelladoptivem Transfer auftretenden und anhaltenden (5 d nach Transfer)
partiellen Herunterregulation des T-Zellrezeptors (TZR) zusammen.

Es konnte somit ein neuartiges Tumormodell etabliert werden, welches der realen Situation
einer Hepatokarzinogenese in Patienten &hnelt und fiir die Anwendung von gezielten,

antigenspezifischen Tumortherapien genutzt werden kann.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein komplexes, biologisches Abwehrsystem, bestehend aus
verschiedenen Organen, Zellen und Molekiilen, die miteinander interagieren. Die
Hauptaufgaben des Immunsystems bestehen in der effektiven Abwehr von Pathogenen wie
Bakterien, Pilze, Viren und Parasiten, sowie in der Kontrolle entarteter, korpereigener Zellen
(Krebszellen).

Das Immunsystem 1d6t sich in die angeborene (innate) und erworbene (adaptive)
Immunabwehr unterteilen, die in einem engen Kommunikationsverhdltnis miteinander stehen.
In beiden Systemen sorgen unterschiedliche Zellen dafiir, eingedrungene Erreger zu erkennen

und zu eliminieren.

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Die innate Immunabwehr stellt den phylogenetisch &lteren Teil dar, dessen Zellen und
Molekiile fiir eine schnelle Immunreaktion verantwortlich sind. Dazu zdhlen neben
anatomischen und physiologischen Barrieren wie Epithelien, auch eine Abwehr durch
zellvermittelte Phagozytose oder durch die Freisetzung bakterizider Substanzen. Die obersten
Hautschichten stellen aufgrund des pH-Wertes einen wirkungsvollen Schutzmechanismus fiir
eingedrungene Krankheitserreger dar. Schafft es ein pathogener Keim dennoch die
natiirlichen Epithelbarrieren zu iiberwinden, sind neben Makrophagen, Granulozyten,
Dendritischen Zellen (DC') auch Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) an der ersten Abwehr
beteiligt.

Ein wichtiger Bestandteil der innaten Immunabwehr stellt das Komplementsystem dar
(Tomlinson 1993). Es besteht aus einer Anzahl verschiedener Plasmaproteine mit
unterschiedlichen Funktionen. Zum einen sind sie in der Lage Bakterien durch Porenbildung
in deren Membranen zu schidigen, zum anderen konnen sie phagozytierende Abwehrzellen
an den Entziindungsort locken und deren Vernichtung beschleunigen. Weiterhin sind einige

Komponenten in der Lage sich an extrazelluldre Krankheitserreger zu binden und somit das

"engl.: dendritic cell
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Erkennen und die Aufnahme des Erregers durch Makrophagen, die Komplementrezeptoren
auf ithrer Oberflache tragen, zu erleichtern. Dabei werden die Pathogene durch die Produktion
von reaktiven Substanzen wie OH-Radikale und H,O, zerstort (Takao et al. 1996).

Die Immunzellen der innaten Immunabwehr exprimieren Rezeptoren (PRR?), die bestimmte
hoch konservierte, weit verbreitete, mikrobielle oder virale Muster (PAMPS3) erkennen, wie
z. B. Lipopolysaccharide (LPS), Peptidoglykan oder Lipoteichonsduren (Wright et al. 1990;
Medzhitov und Janeway 1997; Medzhitov 2001). Zu diesen Rezeptoren gehoéren zehn
sogenannte TLRs", die eine Unterscheidung zwischen Fremd und Selbst ermdglichen. Eine
Stimulation eines TLRs fiihrt bei DCs zu einer Hochregulation kostimulatorischer Molekiile
(CD40), was zu einer Aktivierung der Zelle beitragt (Banchereau und Steinman 1998). Diese
stimulierten Antigen prisentierenden Zellen (APC®) des innaten Immunsystems induzieren
eine Aktivierung der antigenspezifischen, adaptiven Immunantwort (Janeway 2001).

Neben den Makrophagen, Granulozyten und DCs spielen auch NK-Zellen bei dem
angeborenen Immunsystem eine entscheidende Rolle. Sie sind in der Lage virusbefallene
Zellen abzutdten (Di Santo et al. 1998) und werden durch die von Makrophagen produzierten
Zytokine IL-12, IL-15 und Tumornekrosefaktor-oo (TNF-o) aktiviert und zur Interferon-y

(IFN-y) Produktion angeregt.

Die schnelle Immunantwort des innaten Immunsystems iiber Makrophagen, Granulozyten,
DCs und NK-Zellen fiihrt bei den meisten Infektionen zu einer Eliminierung des
Krankheitserregers. Uber das innate Immunsystem wird die Aktivierung des adaptiven

Immunsystems, welches eine gezielte antigenspezifische Immunantwort beinhaltet, induziert.

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Basierend auf der somatischen Rekombination und Modifikation verschiedener Gensegmente,
ist das adaptive Immunsystem in der Lage eine enorme Variabilitit an verschiedenen
antigenspezifischen Rezeptoren zu bilden und somit spezifisch fremde Antigene zu erkennen,
zu eliminieren und ein Gedichtnis auszubilden. Zu den Zellen des adaptiven Immunsystems
zdhlen T- und B-Zellen, die nach ihrem Reifungsort benannt sind. Wahrend B-Zellen sich im

Knochenmark (dquivalent zur Bursa Fabricii bei Vogeln) entwickeln und heranreifen,

engl.: pattern recognition receptors
engl.: pathogen-associated molecular patterns
engl.: toll-like receptors (sind homolg zu dem Drosophila Protein Toll)

2
3
4
> engl.: antigen presenting cell
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entwickeln sich die T-Vorlduferzellen zwar im Knochenmark, reifen jedoch im Thymus
heran. Man unterscheidet eine durch die B-Zellen vermittelte humorale Abwehr von einer
zelluliren Abwehr, an der hauptsédchlich die T-Zellen beteiligt sind. Die T-Zellpopulation
gliedert sich in CD4+ T-Helferzellen und die zytotoxischen CD8+ T-Zellen. Sie erkennen mit
threm T-Zellrezeptor (TZR) von APCs prozessierte Antigene, die an Molekiile des
Haupthistokompatibilititskomplexes (MHC®) gebunden sind (Zinkernagel und Doherty
1974). MHC Molekiile sind heterodimere Glykoproteine, die Antigene binden und diese den
T-Zellen prisentieren konnen.

B-Lymphozyten hingegen produzieren spezifische Antikorper, nachdem sie durch CD4+
T-Zellen oder bestimmte mikrobielle Antigene stimuliert wurden.

Im Unterschied zu dem innaten Immunsystem, persistieren Zellen des adaptiven
Immunsystems als Geddchtniszellen und konnen bei einem zweiten Kontakt des selben
Erregers flir eine schnellere und effektivere Eliminierung sorgen. Das immunologische

Gedichtnis ist langlebig und spezifisch.

1.1.2.1 Antigenprisentation

Die beiden wichtigen Untergruppen der T-Zellen unterscheiden sich nicht nur in ihren
Effektorfunktionen und den Korezeptoren CD4+ und CD8+, die sie auf der Oberfliche
exprimieren, sondern auch in dem MHC Typ, welchen sie erkennen. CD4+ T-Zellen erkennen
Antigene im Kontext mit MHC II, wihrend CD8+ T-Zellen prozessierte Antigene zusammen
mit MHC I erkennen.

MHC Klasse I Molekiile werden auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert und spielen bei der
viralen Abwehr und damit verbundenen Prisentation zytosolischer Peptide eine Rolle. Die
Beladung erfolgt im Endoplasmatischen Retikulum. Die durch die Préisentation viraler
Peptide aktivierten CD8+ T-Zellen sind in der Lage zu Effektorzellen zu differenzieren und
die befallenen Korperzellen zu lysieren.

Bestimmte APCs wie CD8a+ DCs, Makrophagen und B-Zellen verfiigen iiber einen
gesonderten Mechanismus auch exogene Antigene zusammen mit MHC I Molekiilen zu
prasentieren (Carbone und Bevan 1990; Kurts et al. 1996) Dieser Mechanismus wird als

Kreuzprisentation bezeichnet (Bevan 1976; Moore et al. 1988; Rock et al. 1990; Shen et al.

% engl.: major histocompatibility complex
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1997). Das exogen aufgenommene Antigen wird aus dem Phagosom in das Zytosol
geschleust und durch das Proteasom, dhnlich wie zelleigene Proteine, prozessiert und in den
MHC 1 Présentationsweg eingeschleust (Kovacsovics-Bankowski und Rock 1995). Auf
diesem Weg konnen auch Tumorantigene aufgenommen und den CD8+ T-Zellen présentiert
werden (Sotomayor et al. 2001; van Mierlo et al. 2004).

Extrazellulire Antigene werden im endosomatischen Abbauweg proteolytisch zu Peptiden
zerkleinert und im Kontext mit MHC Klasse II Molekiilen den CD4+ T-Zellen présentiert.
MHC II Molekiile werden ausschlieBlich von professionellen APCs wie DCs, Makrophagen
und B-Zellen konstitutiv exprimiert. Nicht professionelle APCs hingegen exprimieren die
MHC Molekiile erst nach Stimulierung durch Zytokine, wie z. B. IFN-y. Zu ihnen zdhlen

unter anderem thymische bzw. vaskuldre Epithelzellen.

1.1.2.2 T-Zellaktivierung

Naive T-Zellen zirkulieren im Blutgefil- und Lymphsystem um eingedrungene
Krankheitserreger im Organismus aufzuspiiren. Eine Aktivierung dieser Zellen erfolgt durch
professionelle APCs (vorwiegend DCs), die hauptsidchlich in den sekundir lymphatischen
Organen (Milz und Lymphknoten) lokalisiert sind. Naive T-Zellen miissen deswegen aus dem
BlutgefdB3system auswandern und in die sekundér lymphatischen Organe eindringen. An der
Extravasation sind verschiedene Adhésionsmolekiile, wie L-Selektin (CD62L) beteiligt.
Dieses bindet an vaskulire Adressine, zu denen GlyCAM-1" und CD34 gehéren, die auf
sogenannten HEVs® im Lymphknoten vorkommen (Baumheter et al. 1993).

Die Aktivierung einer T-Zelle durch eine professionelle APC erfolgt primir nach dem
»2-Signal Modell* (Janeway und Bottomly 1994; Abb.1.1). Die Erkennung des spezifischen
MHC:Peptid Komplexes durch den TZR stellt das Signal 1 dar, wihrend eine Aktivierung
iber kostimulatorische Molekiile wie z. B. B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) auf den APCs zu
dem Signal 2 zdhlen. B7.1 und B7.2 interagieren mit CD28 auf den T-Zellen (Linsley und
Ledbetter 1993). Diese Interaktion 16st eine Signalkaskade aus, was zur Proliferation und
Differenzierung der T-Zelle und zur Produktion von IL-2 fiihrt (Viola und Lanzavecchia

1996; Shaw und Dustin 1997). Weiterhin zihlen eine Wechselwirkung von LFA-3" auf den

7 engl.: glycosylation-dependent cell adhesion molecule-1
¥ engl.: high endothelial venules
? engl.: lymphozyte function-associated antigen 3
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APCs mit CD2 auf den T-Zellen zu dem kostimulatorischen Signal 2 (Selvaraj et al. 1987).
Bleibt das Signal 2 bei der T-Zellaktivierung aus, so werden diese anerg und somit inaktiv fiir

weitere Signale (Schwartz 1996; Schwartz 1997).

Abb.1.1 Schematische Darstellung der Interaktion einer APC mit einer CD8+ T-Zelle.
APCs nehmen Antigene auf, prozessieren sie und préasentieren sie im Kontext mit MHC I den
CD8+ T-Zellen (Signal 1;®). Eine Interaktion der kostimulatorischen Molekiile B7.1, B7.2
mit CD28 sowie LFA-3 und CD2 liefert das 2. notwendige Signal (@) zur T-Zell-
stimulierung. Eine aktivierte CD8+ T-Zelle produziert unter anderem IL-2, welches an den
hochaffinen IL-2 Rezeptor (IL-2R) binden kann.

Eine Aktivierung zytotoxischer T-Zellen bendétigt neben der Antigenerkennung (Signal 1) und
der Kostimulation (Signal 2) noch ein drittes Signal, was durch die Hilfe von CD4+ T-Zellen
und deren Interaktion mit APCs erfolgt (Keene und Forman 1982; Cardin et al. 1996;
Abb.1.2). Dabei spielen die Zytokine IL-2, IL-12 oder IFNo/f eine entscheidende Rolle.
Nach erfolgreicher Antigenstimulierung (Signal 1) und Kostimulation iiber B7.1, B7.2 und
CD28 bzw. CD40 und CDA40OL produzieren CD4+ T-Zellen IL-2, welches autokrin als
Wachstumsfaktor wirkt. IL-2 induziert die Expression von Zellzyklusproteinen, nachdem es
an den hochaffinen IL-2 Rezeptor (IL-2R, CD25) gebunden hat (Moon et al. 2001). Wahrend
die T-Zellen durch Antigenkontakt in die G1-Phase des Zellzyklus eingetreten sind, konnen
sie nach IL-2 Bindung den kompletten Zellzyklus durchlaufen, was zu deren klonaler
Expansion fiihrt. Ebenso kann IL-2 die Produktion von IFN-y in T-Zellen verstdarken (Gollob
et al. 1999) und ist auch fiir die Differenzierung von IFN-y produzierenden Effektor T-Zellen
(CD8+) und deren zytotoxischen Aktivitdt notwendig (Malek et al. 2001).

Nur reife DCs sind in der Lage naive T-Zellen durch die Bereitstellung der Kostimulation und
der Sekretion verschiedener Zytokine zu stimulieren (Granucci et al. 2001; Granucci et al.
2003), wodurch sie ein Bindeglied zwischen innatem und adaptivem Immunsystem darstellen

(Pasare und Medzhitov 2004; Pasare und Medzhitov 2005).
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In nicht lymphoiden Geweben kommen DCs nur in einem unreifen Zustand vor. Erhalten sie
ein ,,Danger* Signal iiber die Bindung von TLRL'® beginnen sie zu reifen (Matzinger 1994)
und ihre Migrationseigenschaften zu dndern. Sie sind dann bevorzugt in den lymphatischen
Organen wie der Milz und den Lymphknoten lokalisiert, wo auch die Interaktion mit den
T-Zellen stattfindet (Banchereau und Steinman 1998; Banchereau et al. 2000).

Sie werden durch eine Bindung von CD40 und CD40L oder tiber eine Aktivierung der TLR
zur Produktion von IL-12 und IFNo/B angeregt, was die CD8+ T-Zellen stimuliert
(Curtsinger et al. 2003; Curtsinger et al. 2005; Valenzuela et al. 2005).

Abb.1.2 Schematische Darstellung der Interaktion einer APC mit einer CD4+ T-Zelle
und zusitzliche Stimulierung einer CD8+ T-Zelle. APCs prisentieren exogene Antigene
zusammen mit MHC II Molekiilen, was von CD4+ T-Zellen erkannt wird (1. Signal, @). Zu
den kostimulatorischen Molekiilen zdhlen neben B7.1, B7.2 und CD28 auch CD40 und
CD40L (2. Siganl, @). Fir die Aktivierung von CD8+ T-Zellen sowie deren
Aufrechterhaltung sind weiterhin noch Zytokine (IL-2, IL-12 und IFNo/f) notwendig
(3. Signal, ®). Eine Interaktion zwischen den CD8+ T-Zellen mit der APC {tiber Signal 1 und
2 ist ebenfalls notwendig (Abb.1.1), aber nicht eingezeichnet.

Neben den Zytokinen spielt bei der Aktivierung von naiven T-Zellen auch die Stirke des
T-Zellrezeptorsignals eine entscheidende Rolle. Zum einen héngt dies mit der Konzentration
des Antigens und der Kostimulation zusammen, zum anderen ist die Interaktionsdauer
zwischen T-Zelle und APC entscheidend (Iezzi et al. 1998; Iezzi et al. 1999; Miiller et al.
1999). Die Interaktion kann zwischen einigen Sekunden und mehreren Stunden dauern (Stoll

et al. 2002).

1% engl.: toll-like receptors ligand
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1.1.2.3 Signaltransduktion der T-Zellaktivierung

Die Antigenerkennung iiber Peptid:MHC Komplexe (Signal 1) und eine Aktivierung iiber
kostimulatorische Molekiile (Signal 2) bewirkt eine intrazelluldre Verdnderungen des TZRs
und der CD3 Molekiile. Letztere sind mit dem TZR verbunden und ermdglichen die
Signaltransduktion ins Zellinnere und somit die Aktivierung von Genen die fiir die
Zellproliferation, Differenzierung und Ausbildung der Effektorfunktion notwendig sind

(Abb.1.3). .

TZR D

CD3 CD3

l

Iy AR
0 @

Fos < Ras/MAP  Ca’’/Calcineurin > NFAT
AP-1 Kinase Weg Weg NF-kB

\ PKC Weg /

Proliferation und Differenzierung

Abb.1.3 Schematische, vereinfachte Ubersicht iiber den Signaltransduktionsweg einer
T-Zellaktivierung. Dargestellt sind die drei Hauptwege der T-Zellaktivierung, der Ras/MAP
Kinase Weg, Ca*"/Calcineurin Weg und PKC Weg, die zur Proliferation und Differenzierung
der T-Zelle fiihren.

PKC Weg = Proteinkinase C Weg

Die ersten Schritte in der Aktivierung beruhen auf den beiden Tyrosinkinasen Lck und Fyn.
Wihrend Lck mit der zytoplasmatischen Domine des Korezeptors CD8 oder CD4 verbunden
ist, lagert sich Fyn nach Rezeptoraggregation an die zytoplasmatische CD3 &- und CD3
e-Kette. Die beiden Tyrosinkinasen phosphorylieren bestimmte ITAM'' Motive der CD3
&- und CD3 e-Kette, so dall das &-assoziierte Protein (ZAP-70) binden kann. AnschlieSend
folgt eine Phosphorylierung von ZAP-70, was zur Aktivierung von drei verschiedenen
Signalwegen, dem Ras/MAP'? Kinase Weg, dem Ca’"/Calcineurin Weg und dem
Proteinkinase C (PKC) Weg fiihrt. Bei dem Ras/MAP Kinase Weg fiihrt Ras zu einer

' engl.: immune receptor tyrosine-based activation motif

12 engl.: mitogen-activated protein
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Aktivierung der beiden Transkriptionsfaktoren Fos und Jun, die sich zu dem
Transkriptionsfaktor AP-1 zusammenlagern. Dieser kann an den Promotorbereich des IL-2
Gens binden und die IL-2 Expression ermoglichen, welche wiederum fiir die Differenzierung
der T-Zelle in Effektor T-Zellen notwendig ist.

Weiterhin kommt es durch Aktivierung des Ca®"/Calcineurin Weg zur Aktivierung von

1'* aktiv wird.

NFAT" , welches in den Zellkern wandern kann und in Assoziation mit AP-
NFAT induziert iiber die Bindung an den IL-2 Promotor die Expression frither Gene der
T-Zellaktivierung.

In dem dritten Signalweg, dem PKC Weg, fiihrt die Proteinkinase C zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB'®, welcher zusammen mit AP-1, NFAT zur Expression weiterer

Gene fiihrt, die eine Zellaktivierung und —proliferation ermoglichen.

1.1.2.4 Abschalten der Immunantwort und Gedachtnisbildung

Nach erfolgreicher Eliminierung eines Erregers ist es unerldBlich, daBB die Immunantwort
herunterreguliert wird. Dies wird unter anderem durch die Freisetzung von
antiinflammatorischen Zytokinen, wie TGF-B'®, IL-4 und IL-10 erreicht (Goletti et al. 1998;
Moore et al. 2001). Um das zellulire Gleichgewicht aufrecht zu erhalten, werden
tiberschiissige, aktivierte Lymphozyten vorwiegend iiber den Mechanismus der Apoptose
eliminiert. Dazu nutzen die T-Zellen den selben Mechanismus wie zum Abtédten infizierter
Zellen. Es kommt nach der Aktivierung einer T-Zelle, neben der Hochregulation von CD95
Ligand, auch zu einer Hochregulation von CD95, so daBl eine aktivierte T-Zelle eine
benachbarte T-Zelle abtoten kann (van Parijs und Abbas 1998).

Nach einer Immunantwort werden nicht alle Lymphozyten aus dem Korper eliminiert,
sondern ein kleiner Teil spezifischer CD4+ und CD8+ T-Zellen iiberlebt und bildet das fiir
das adaptive Immunsystem charakteristische immunologische Gedichtnis. Dieses kenn-
zeichnet sich durch seine Langlebigkeit aus und ermdglicht dem Organismus bei erneutem
Kontakt mit dem selben Erreger, mit einer effizienteren und schnelleren, spezifischen
Immunantwort zu reagieren (Tanchot et al. 1997; Duttan et al. 1998; Sprent und Surh 2001;
Sprent und Surh 2002). Im Unterschied zu naiven T-Zellen bendtigen Gedichtniszellen

1% engl.: nuclear factor of activated T-cells
" engl.: activator protein-1

'% engl.: nuclear factor-kappa B

' engl.: transforming growth factor-beta
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geringere Antigenkonzentrationen zur Aktivierung (Zinkernagel et al. 1996) und sind weniger
abhingig von kostimulatorischen Molekiilen (Lanzavecchia et al. 2000).

Man unterscheidet zwei Subpopulationen von Gedéchtniszellen, die ,,central memory* (CM)
und ,.effector memory* (EM) T-Zellen. CM T-Zellen besitzen ein hohes proliferatives
Potential und differenzieren erst nach Antigenkontakt. Sie befinden sich in den sekundér
lymphatischen Organen. EM T-Zellen hingegen zirkulieren hauptsidchlich durch nicht
lymphatische Gewebe, reagieren auf einen primdren Stimulus und sind in der Lage in
kiirzester Zeit Effektorfunktionen zu iibernehmen (Sallusto et al. 1999; Sallusto et al. 2004).
Sezernierte Zytokine wie IL-15 und IL-7 konnen eine bedeutende Rolle bei der

Aufrechterhaltung der Gedéchtniszellen spielen (Zhang et al. 1998; Schluns et al. 2002).

1.1.3 Die T-Zelltoleranz

Wihrend der Reifung der T-Vorlduferzellen im Thymus entwickeln sich T-Zellen mit TZR
unterschiedlichster Spezifitdt. Aufgrund der somatischen Rekombination und Hypermutation
entsteht ein Repertoire von ca. 10'® verschiedenen Spezifititen, wodurch zum einen ein
Schutz gegen fremde Pathogene sichergestellt werden kann, zum anderen sich aber auch
T-Zellen entwickeln konnen, die kdrpereigene Selbstpeptide erkennen.

Im Rahmen der zentralen und peripheren Toleranzinduktion versucht der Korper
sicherzustellen, daBl solche potentiell autoreaktiven T-Zellen eliminiert bzw. durch

unterschiedliche Mechanismen aktiv inhibiert werden.

1.1.3.1 Zentrale Toleranzinduktion

Die zentrale Toleranzinduktion, bei der ein grofer Teil der potentiell autoreaktiven T-Zellen
tiber den Mechanismus der klonalen Deletion eliminiert werden, erfolgt im Thymus. Dabei
durchlaufen die T-Vorlduferzellen zunichst eine positive Selektion, bei der ein funktionaler
TZR sichergestellt wird, der in der Lage ist mit den MHC Molekiilen auf den Epithelzellen
des Thymuscortex (cTEC'") zu interagieren. AnschlieBend werden die potentiell

autoreaktiven T-Zellen eliminiert, was auf der Présentation einer groflen Anzahl

17 engl.: cortical thymic epithelial cell
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korpereigener Antigene durch medullire Thymusepithelzellen (mTEC'®) oder residenten DCs
basiert (Palmer 2003). Die negative Selektion beruht auf einer Bindung potentieller
autoreaktiver T-Zellen mit dem Peptid:MHC Komplex mit hoher Affinitit, wodurch eine
Apoptose eingeleitet wird (Starr et al. 2003). Die Expression der korpereigenen Proteine, die
nur in bestimmten Geweben vorhanden sind oder nur zu bestimmten Zeitpunkten der
Entwicklung exprimiert werden, erfolgt im Thymus mit Hilfe des Transkriptionsfaktors
AIRE" (Anderson et al. 2002).

Trotz dieses effektiven Mechanismus der zentralen Toleranzinduktion, konnen in der
Peripherie autoreaktive T-Zellen vorkommen, die der Selektion entgangen sind
(Wucherpfennig et al. 1994). So werden beispielsweise autoreaktive T-Zellen, die eine
niedrigere Affinitit zwischen TZR und Peptid:MHC Komplex aufweisen, nicht im Zuge der
zentralen Toleranz eliminiert. Dies kann zu Autoimmunerkrankungen fithren (Liu et al. 1995;
Bouneaud et al. 2000). Um eine Aktivierung dieser Zellen und damit das Aufkommen von
Autoimmunerkrankungen zu minimieren, existieren Mechanismen, solche potentiell
autoreaktiven T-Zellen zu eliminieren oder aktiv zu inhibieren. Diese Mechanismen zdhlen

zur peripheren Toleranzinduktion.

1.1.3.2 Periphere Toleranzinduktion

Potentiell autoreaktive T-Zellen konnen, nachdem sie der zentralen Toleranz entkommen
sind, in der Peripherie eliminiert bzw. in der Ausiibung ihrer Effektorfunktion aktiv inhibiert
werden. Zu den Mechanismen der peripheren Toleranz zdhlen Deletion, Anergie, adaptive
Toleranz (in vivo Anergie), Ignoranz, Herunterregulation des TZRs oder/und Korezeptors und
die Suppression der T-Zellantwort durch unreife oder tolerisierende DCs, sowie durch
regulatorische CD4+ T-Zellen (Tregs).

Die Deletion autoreaktiver T-Zellen stellt eine effektive Methode der peripheren
Toleranzinduktion dar. Es wurde beobachtet, dal3 bei diesem Mechanismus der
Toleranzinduktion die Anzahl spezifischer T-Zellen zunédchst zunahm, dann aber aufgrund des
AICD? reduziert wurde (Webb et al. 1990; Kawabe und Ochi 1991). Dies stellt einen Prozess
der Selbsttdtung dar, bei dem durch wiederholte Aktivierung der T-Lymphozyten durch ihr

' engl.: medullary thymic epithelial cell
"% engl.: autoimmune regulator
% engl.: activation induced cell death
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spezifisches Antigen eine Fas abhéngige Apoptose induziert wird (Klas et al. 1993; Nagata
1994; Dhein 1995). Da korpereigene Antigene permanent im System présent sind, treffen
potentiell autoreaktive T-Zellen repetitiv auf Selbst-Proteine, was ein moglicher Ausloser des
AICD sein kann. Ebenso scheint der Wachstumsfaktor IL-2 eine entscheidende Rolle bei der
Apoptoseinduktion und somit der peripheren Toleranzinduktion zu spielen (Leonardo 1991).
Das Fehlen von IL-2 oder der IL-2 Signalweiterleitung fiihrt aufgrund unkontrollierter
Aktivierung und Proliferation von CD4+ T-Zellen zur Autoimmunitit (Sadlack et al 1995).
Eine Antigenerkennung durch Lymphozyten in Abwesenheit der kostimulatorischen
Molekiile fiihrt nicht zu einer klonalen Expansion mit anschlieBender Zytokinproduktion,
sondern zur Anergie bzw. adaptiven Toleranz. Diese zdhlen ebenfalls zu den peripheren
Toleranzmechanismen. T-Zell Anergie konnte zunéchst in vitro (Feldmann 1983; Jenkins
1987), spéter auch in vivo experimentell gezeigt werden (Falb 1996).

T-Zell Anergie und adaptive Toleranz unterscheiden sich auf der Ebene der
Signaltransduktion. Eine bevorzugt in aktivierten T-Zellen induzierte Anergie beruht auf der
Blockade des Ras/MAP Kinase Weges, welcher durch Zugabe von exogenem IL-2 oder
anti-Ox40 Signalen aufgehoben werden kann (Beverly et al. 1992; Appleman und Boussiotis
2003). Adaptive Toleranz wird hauptsichlich in naiven T-Zellen in vivo beobachtet und héngt
mit einer friihen Blockade der Tyrosinkinasen und somit mit einer Inhibition des Ca>" Signals
zusammen. Die adaptive Toleranz kann durch die Zugabe von IL-2 nicht aufgehoben werden
(Schwartz 2003; Chiodetti et al. 2006). Dariiber hinaus wurde gezeigt, dafl, neben einer
unzureichenden Aktivierung durch kostimulatorische Molekiile, auch koinhibitorische
Molekiile, wie z. B. CTLA-4*" und PD-1? bei der Induktion der peripheren Toleranz durch
DCs von Bedeutung sind (Probst et al. 2005). Eine besondere Form der Anergie konnte fiir
CD8+ T-Zellen beschrieben werden und wird als AINR* bezeichnet. Diese Zellen stellen
nach 3-4 Tagen die Proliferation und IL-2 Produktion ein, produzieren allerdings noch IFN-y
und zeigen zytotoxische T-Zellaktivitdt (Tham et al. 2002). Durch Zugabe von IL-2 oder
CD4+ T-Zellhilfe konnte die Anergie wieder aufgehoben werden (Schwartz 2003; Sun et al.
2004).

Es gibt autoreaktive T-Zellen, die zwar in der Peripherie vorhanden sind, ihr spezifisches
Antigen allerdings ignorieren und somit funktionell die T-Zell Toleranz erhalten. Die

Ignoranz von Antigenen tritt ein, wenn das Antigen durch physiologische Barrieren von den

! engl.: cytolytic T lymphocyte-associated antigen 4

2 engl.: programmed death-1
> engl.: activation-induced-nonresponsiveness
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spezifischen T-Zellen getrennt wird (Zinkernagel 1996; Alferink et al. 1998) oder wenn das
Antigen unterhalb einer Schwellendosis exprimiert wird, so dal es weder zur Aktivierung
noch Deletion kommt (Kurts et al. 1998 a). Im Zuge einer Infektion kann es jedoch zu einer
vermehrten Exposition dieser Antigene in einem proinflammatorischen und stimulatorischen
Umfeld kommen, so dal der Zustand der Ignoranz gebrochen wird (Ohasi et al. 1991;
Voehringer et al. 2000).

Die Herunterregulation des TZR und/oder Korezeptors stellt einen reversiblen Proze der
peripheren Toleranzinduktion dar. Dies konnte in Mausen gezeigt werden, die das MHC
Klasse I Molekiil K® auf Zellen des Neuroektoderms und den K'-spezifischen TZR
exprimieren. Eine in vitro Stimulation dieser Zellen brachte den TZR wieder zum Vorschein
(Schonrich et al. 1991). Auch eine alleinige Herunterregulation des Korezeptors CDS ist
beschrieben worden (Zhang et al. 1995). Weiterhin konnte gezeigt werden, dafl eine
Herunterregulation des TZRs auch von der Antigendosis abhidngen kann. Eine niedrigere
Antigendosis flihrt zu einer partiellen Herunterregulation des TZRs, wéhrend eine hohere
Antigendosis mit dem kompletten Verlust des TZRs auf der Oberflache korreliert (Ferber
et al. 1994).

Die Prisentation von korpereigenen, apoptotischen Zellen durch unreife oder tolerisierende
DCs stellt einen weiteren Mechanismus der peripheren Toleranz dar. Kontinuierlich werden
Selbst-Pepetide von unreifen oder tolerisierenden DCs den autoreaktiven T-Zellen prisentiert
(Kurts et al. 1996). Erkennen autoreaktive T-Zellen ihr Antigen, verlieren sie ihre Fahigkeit
Effektorfunktionen auszuiiben und werden anerg (Hawinger et al. 2001), deletiert (Albert
et al. 2001) oder durch die Induktion regulatorischer T-Zellen aktiv inhibiert (Jonuleit et al.
2001; Walker und Abbas 2002). Weiterhin spielt auch eine niedrigere Expression von
kostimulatorischen Molekiilen sowie die Expression koinhibitorischer Molekiile eine
bedeutende Rolle, ebenso wie eine erhohte IL-10 und eine fehlende Sekretion von TNF-o. und
IL-12 (Lutz und Schuler 2002; Goddard et al. 2004). Zudem fiihrt eine Kreuzprédsentation von
Selbst-Peptiden zu einer Toleranz, vermittelt durch die Deletion der autoreaktiven T-Zellen.
Dieser Mechanismus wird als ,,cross-tolerance* bezeichnet (Kurts et al. 1997; Heath et al.
1998).

Tregs konnen aktiv tolerogene DCs induzieren. In einem humanen in vitro System
differenzierten DCs, die mit Tregs kokultiviert wurden zu tolerogenen DCs, die Anergie in
alloreaktiven CD4+ T-Zellen auslosen (Chang et al. 2002). In der Maus hingegen koénnen
Tregs tiber CTLA-4 die Expression von Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) in DCs erh6hen

und einen tolerogenen Phénotyp erzeugen (Fallarino et al. 2003).
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Zum anderen sind Tregs in der Lage, aktiv autoreaktive T-Zellen in der Peripherie zu
supprimieren (Groux et al. 1997). Es werden zwei verschiedene Treg Populationen
unterschieden. Die natilirlichen CD4+ CD25+ Tregs werden im Thymus generiert und
exprimieren den Transkriptionsfaktor Foxp3. CD4+ CD25+ Tregs werden antigenspezifisch
aktiviert, das heiflt sie miissen in der Peripherie Selbst-Antigene erkennen, um suppressiv
aktiv zu werden. Einmal aktiviert sind sie in der Lage, unspezifisch durch Zell-Zell Kontakt
andere T-Zellen in ihrer Proliferation zu supprimieren (Kuniyasu et al. 2000; Schwartz 2005).
Induzierte Tregs (Th3, Trl) entstammen der Begegnung mit natiirlichen Tregs oder der
Interaktion mit einer tolerogenen DC in der Peripherie. Im Gegensatz zu den natiirlichen
Tregs exprimieren sie nicht den Transkritptionsfaktor Foxp3 (Sakaguchi 2000 a; Jonuleit
2001). Bei einer Aktivierung induzierter Tregs werden suppressive Zytokine wie IL-10 und
TGF-B exprimiert, was zu einer antigenunspezifischen Suppression von CD4+ und CD8+

T-Zellen fiihrt (Takahashi und Sakaguchi 2003).

1.2 Tumorimmunologie

Maligne (bosartige) Tumore entstehen durch eine Verdnderung von Korperzellen, die sich
durch ein unkontrolliertes Wachstum auszeichnen, sich fortlaufend teilen und gesundes
Gewebe verdrangen bzw. zerstoren. Ein Kennzeichen der Karzinogenese ist die genetische
Instabilitdt (Fearon und Vogelstein 1990). Dazu zdhlen Mutationen oder Deletionen der
Kontrollelemente des Genoms, wie beispielsweise des Tumorsuppressorgens p53 (Lu und
Lane 1993). Neben einem unkontrollierten Wachstum sind Tumorzellen in der Lage, iiber
natiirliche Gewebegrenzen hinweg, in das angrenzende, normale Gewebe einzudringen und so
zu metastasieren.

Seit dem Fortschritt der Behandlungsmdglichkeiten gegen Infektionskrankheiten zéhlen
benigne (gutartige) und maligne Tumorerkrankungen in der westlichen Welt nach
Erkrankungen des Herzkreislaufsystems zu den Haupttodesursachen. Jéhrlich erkranken ca.
395.000 Menschen in Deutschland an Krebs und ca. 20.000 Menschen erliegen téglich,
weltweit diesem Leiden. Die klassischen Behandlungsmdglichkeiten sind Strahlentherapien
mit radioaktiven Stoffen oder Rontgenstrahlen, Chemotherapien oder radikale, chirugische

Entfernungen. Je nach Tumorart und Fortschritt der Erkrankungen konnen mit diesen
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Behandlungsmoglichkeiten — mittelmédfige bis gute  Ergebnisse erzielt werden.
Chemotherapeutische Ansédtze und der Einsatz der Strahlentherapie zur Tumorbekdmpfung
bergen das Risiko nicht nur malignes Gewebe, sondern auch noch angrenzendes, gesundes
Gewebe zu zerstoren. Eine weitere Folge der chemotherapeutischen Behandlung ist Ubelkeit,
Haarausfall und eine Immunsuppression mit resultierender Infektionsanfilligkeit. Eine
chirugische Entfernung birgt zusétzlich zu dem herkdmmlichen Operationsrisiko, noch die
Gefahr einer nicht kompletten Tumorresektion oder Metastasierung des Primértumors
aufgrund einer Verbreitung von Tumorzellen iiber die Blutbahn in den gesamten Korper.
Weiterhin sind eine Vielzahl von Tumoren wegen ihrer Grof3e und Lokalisation inoperabel.

Im Zuge der Erforschung des hoch spezifischen Immunsystems bei der Abwehr
unterschiedlichster pathogener Erreger, stieg die Hoffnung das korpereigene Abwehrsystem
fiir die Bekdmpfung von Tumoren zu nutzen. Der Vorteil einer antigenspezifischen, gezielten
Tumortherapie liegt in der Minimierung unspezifischer Zerstérung von gesundem,
angrenzendem Korpergewebe und folglich in der Reduktion unerwiinschter Nebenwirkungen,

die bei den herkdmmlichen Therapieansédtzen vorkommen kénnen.

1.2.1 Die ,,immune surveillance* und ,,immune editing* Hypothese

Die ersten wissenschaftlichen Ansdtze zur Tumorimmunologie wurden von Paul Ehrlich
Anfang des 20. Jahrhunderts beschrieben. Er beobachtete, dal maligne Erkrankungen mit
einer weniger hdufigen Wahrscheinlichkeit auftraten, als man es erwarten wiirde, und schloss
auf eine Beteilung des Immunsystems in der Bekdmpfung dieser entarteten Tumorzellen. Die
sogenannte ,,immune surveillance oder Immuniiberwachung Hypothese wurde erst 50 Jahre
spater von Thomas und spéter von Burnet beschrieben (Thomas 1959; Burnet 1970). Diese
Hypothese besagt, dal Tumore mit einer dhnlichen Frequenz wie Infektionen, verursacht
durch pathogene Erreger, auftreten und daB die =zirkulierenden Lymphozyten des
Immunsystems neoplastisch ~ verdnderte Zellen, aufgrund von unterschiedlichen
tumorassoziierten Antigenen (TAA) erkennen und diese eliminieren. Diese Hypothese basiert
auf Befunden, dall Menschen mit einer erblichen oder erworbenen Immundefizienz haufiger
an Tumoren erkranken, als Menschen mit einem gesunden Immunsystem (Gatti und Good
1971; McClain 1997; Smyth et al. 2001). Neuere Studien zeigten jedoch, dafl diese Hypothese
nicht fiir das Auftreten aller Tumore Giiltigkeit besal3, sondern nur virusinduzierte Tumore

signifikant verstdrkt auftraten (List et al. 1987; Gaidano und Dalla-Favera 1992). Weiterhin
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konnte eine erhohte Inzidenz an Tumoren in knock-out Tieren (RAG™, IFN-y”") beobachtet
werden, denen die T- und B-Zellen bzw. IFN-y fehlten (Kaplan et al. 1998; Shankaran et al.
2001). Nach Transfer des Tumors in immunkompetente Tiere, konnte der Tumor hingegen
abgestoBen werden, was die Hypothese unterstiitzt, dal die fehlende TumorabstoBung auf
einen Defekt in der ,,immune surveillance* zuriickzufiihren ist (Pardoll 2003).

Die ,,immune editing Hypothese basiert auf Beobachtungen, daf} es trotz einer erfolgreichen
immune surveillance® zu einem Tumorwachstum kommen kann (Shankaran et al. 2001;
Dunn et al. 2002). Dieser Hypothese liegen drei unterschiedliche Phasen zugrunde. In einer
frihen Phase (Phase 1) konnen Tumorzellen aufgrund der Expression bestimmter
Tumorantigene eliminiert werden (,,el/imination®). In einer zweiten Phase konnen aufgrund
einer nicht vollstindigen Elimination, schwach immunogene Tumorvarianten selektioniert
werden (,,equilibrium*). Diese Tumorvarianten kdnnen anschlieBend der Uberwachung des
Immunsystems entgehen (,,fumor escape; Dunn et al. 2002; Dunn et al. 2004).
Zusammenfassend umschreibt die ,,immune editing Hypothese einen Mechanismus, bei dem
das Immunsystem zur Selektion schwach immunogener Tumore beitrdgt, die sich

anschlieBend der Uberwachung entziehen kénnen (,,tumor escape®).

1.2.2 Tumorantigene

Tumorantigene sind tumorzellabgeleitete Peptide, die entweder ausschlieBlich oder
vorwiegend in Tumorzellen vorkommen. Sie konnen von APCs effektiv den T-Lymphozyten
préasentiert werden. Eine Immunantwort gegen tumorassoziierte Antigene fiihrt zur Zerstérung
der Tumorzellen. Bereits 1943 konnte gezeigt werden, dal mit Methylcholanthren induzierte
Sarkome spezifisch von CD8+ T-Zellen abgesto3en werden konnen. Dazu wurde die Haut der
Maiuse mit dem Karzinogen Methylcholanthren behandelt und die Tumore in syngene
Empfangermiuse transplantiert. Lediglich die Empféangertiere, die zuvor mit den CD8+
T-Zellen aus den Donorméusen immunisiert wurden, waren in der Lage den Tumor
abzustoBen (Gross 1943; Prehn und Main 1957; Klein et al. 1960).

Zahlreiche Tumorantigene, die von T-Zellen erkannt werden, konnten identifiziert werden
(Pardoll 1994; Boon et al. 1995; van den Eynde und van der Bruggen 1997; Rosenberg 2001).
Hierbei wurden tumorspezifische T-Zellklone generiert, indem T-Zellen aus dem Blut, den

Lymphknoten oder dem Tumor selbst isoliert und mit den Tumorzellen des Patienten
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kokultiviert wurden. Die T-Zellepitope wurden anschlieBend iiber genetische oder
biochemische Methoden identifiziert.

Bei der biochemischen Identifizierung (Cox et al. 1994) werden die Peptide durch eine
Saurebehandlung von den MHC Molekiilen der Tumorzellen eluiert und mit Hilfe der HPLC
in verschiedene Fraktionen aufgetrennt. AnschlieBend werden die Peptidfraktionen auf
Zielzellen mit passendem MHC Molekiil beladen und bestimmt, ob die Zielzelle nach der
Peptidbeladung von den tumorspezifischen T-Zellklonen lysiert werden kann. Ist dies der
Fall, wird mit Hilfe der Massenspektroskopie die Aminosduresequenz bestimmt.

Bei dem genetischen Ansatz (Boon et al. 1989; van der Bruggen et al. 1991) werden cDNA
Bibliotheken von Tumorzellinien hergestellt, die stabil in Zielzellinien transfiziert werden, die
die selben MHC Molekiile wie der Tumor exprimieren. Die stabil transfizierten Zellinien
werden mit tumorspezifischen T-Zellklonen kokultiviert und diejenigen bestimmt, die lysiert
werden. AnschlieBend werden genau diejenigen subfraktioniert und die Prozedur wird so
lange wiederholt bis einzelne cDNA Sequenzen identifiziert sind. Anhand der Sequenz
werden dann die Peptide synthetisiert und auf die Aktivierung von T-Zellklonen, wie oben
beschrieben, getestet.

Es gibt Tumorantigene, die ausschlieBlich auf den Tumor begrenzt sind und nicht auf dem
normalen, angrenzenden Gewebe exprimiert werden. Bei diesen Tumorantigenen handelt es
sich oftmals um mutierte Gene. Epitope von Onkogenen (ras, Her-2/neu) und
Tumorsuppressorgenen (p53) konnen Zielstrukturen fiir eine T-Zellantwort sein (Slamon et al.
1989; Gjertsen al. 1995; Abrams et al. 1996). Oftmals werden jedoch die mutierten Antigene
in den Tumorpatienten nicht von den T-Zellen erkannt und sind deswegen fiir eine gezielte
Immuntherapie nur eingeschrankt verwendbar. Weiterhin finden sich in den Patienten je nach
Tumorart unterschiedliche Mutationen in verschiedenen Bereichen der Molekiile, so daf} eine
breit anwendbare Therapie erschwert wird (Hollstein et al. 1991). Eine groBe Zahl von
Tumoren ist mit einer viralen Infektion assoziiert und die Produkte von diesen onkogenen
Viren stellen, dhnlich wie mutierte Gene, fremde Antigene dar. Beim hepatozelluldren
Karzinom (HCC) sind die Hepatitisviren der Gruppe B (HBV) und C zu nennen, wihrend
z.B. bei Zervixkarzinomen die Proteine E6 und E7 der Papillomaviren fremde Antigene
darstellen konnen (Ressing et al. 1995). Virusassoziierte Tumorantigene spielen bei
prophylaktischen Impfungen eine bedeutende Rolle. Seit der Einfiihrung einer Impfung gegen
HBYV sinkt in Taiwan die Inzidenz des HCCs (Chang et al. 1997).

Die weitaus groflere Gruppe der Tumorantigene sind die nicht mutierten Selbstantigene, die

der zentralen oder peripheren Toleranz unterworfen sein konnen.
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Dazu zéhlen Differenzierungsantigene, die sowohl von Tumorzellen, wie auch von gesunden
Korperzellen exprimiert werden konnen. Gut charakterisierte Differenzierungsantigene sind
das Prostata-spezifische Antigen (PSA) und gpl00 sowie MART, die in Melanozyten und
Melanomzellen exprimiert werden (Boon et al. 1995). In Melanozyten werden diese
Differenzierungsantigene nur schwach exprimiert, so dafl keine Toleranzinduktion stattfindet,
wihrend in Melanomzellen eine starke Uberexpression dieser Antigene zu finden ist. Diese
Tumorantigene stellen somit vielversprechende Zielstrukturen fiir eine spezifische
Tumortherapie dar.

Embryonale Antigene werden in der Regel nur in ménnlichen Keimzellen und in der Plazenta
exprimiert. In Tumorzellen jedoch kénnen diese Gene wieder aktiviert und exprimiert werden.
So wird das gut charakterisierte Antigen MAGE in Melanomzellen iiberexprimiert und von
Tumorzellen iiber MHC Molekiile prisentiert. Da in der Plazenta keine klassischen MHC 1
Molekiile vorkommen, werden dort auch keine Antigene prisentiert (Boon und van der
Bruggen 1996), was zu spezifischen T-Zellen in der Peripherie fiihren kann, die eventuell fiir
die Bekdmpfung solcher Tumore hilfreich sind. Es konnten melanomspezifische CD8+
T-Zellen detektiert werden, die pridsentierte MAGE-Genprodukte erkennen (Huang et al.
1999).

Onkofetale Antigene sind Proteine, die normalerweise wihrend der fotalen Entwicklung eine
Rolle spielen, von Tumorzellen aber erneut exprimiert werden. Einer der wichtigsten
Vertreter ist das a-Fetoprotein (AFP), welches sowohl bei gutartigen aber auch malignen
Erkrankungen der Leber vorkommt. AFP findet Verwendung bei Immunisierungsstrategien,
die auf genetischer Basis beruhen. So konnten AFP exprimierende DCs eine spezifische
T-Zellantwort auslésen (Vollmer et al. 1999). Ebenso fiihrten DNA basierende
Immunisierungsstrategien mit AFP und IL-12 sowie IL-18 zu einer in vivo T-Zellantwort und
teilweise zu einer Tumorregression von AFP exprimierenden Tumorzellen (Grimm et al.
2000).

Zu der letzten Gruppe zéhlen Glykolipide und Glykoproteine. Diese tragen modifizierte
Zuckerstrukturen oder exponieren Proteinbestandteile , welche als Antigen dienen konnen. Zu
den Glykolipiden zdhlen die Ganglioside GM,, GD, und GD; von Melanomzellen, die
allerdings weniger von T-Zellen erkannt werden, als vielmehr Zielstrukturen von Antikdrpern
darstellen (Bitton et al. 2002; Chapman 2003). Zu den Glykoproteinen zdhlen Mucine, z. B.
MUC-1, welches bei Brusttumoren und Melanomen héufig modifiziert ist und als

Tumorantigen fungieren kann (Hanisch und Ninkovic 2006).
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1.2.3 Effektormechanismen gegen Tumore

An einer ersten Tumorantwort ist das innate Immunsystem mit den NK-Zellen beteiligt. Sie
sind in der Lage nicht nur virusbefallene Zellen, sondern auch sehr effizient Tumorzellen
abzutdten (Fernandez et al. 1999). Ihre Reaktivitit gegen Tumorzellen wird durch
stimulierende und hemmende Rezeptoren gesteuert (Lanier 2000; Biassoni et al. 2001). Zu
den hemmenden Molekiilen zihlen sogenannte Killer-inhibierende Rezeptoren (KIR?*), die
MHC 1 Molekiile auf der Zelloberfliche erkennen und deren zytotoxische Funktion
einschranken. NK-Zellen sind in der Lage in vivo an den Ort der Tumorentstehung zu
migrieren, um dort MHC 1 defiziente Tumorzellen zu lysieren (Whiteside und Herberman
1995; Smyth und Godfrey 2000). Zu den stimulierenden Rezeptoren zdhlen NKG2D, welcher
mit den NKG2D-Liganden, die von vielen Tumorzellen {iberexprimiert werden, interagieren
kann (Cerwenka et al. 2001). Diese Interaktion fiihrt zu einer verstirkten NK abhdngigen
Tumorzelllyse (Cerwanka et al. 2000).

DCs verbinden das innate mit dem adaptiven Immunsystem und spielen ebenfalls eine Rolle
bei der Tumorbekdmpfung (Fernandez et al. 1999). In einem Melanommodell konnte gezeigt
werden, dal DCs der Haut, die sogenannten Langerhans Zellen, Tumorantigene aufnahmen
und in die peripheren Lymphknoten wanderten, wo sie eine CD4+ und CD8+ T-Zellantwort
induzierten (Rivoltini et al. 2002). Ebenso spielen weitere APCs, wie Makrophagen bei der
Tumorbekdmpfung eine Rolle, da sie ebenso wie DCs in der Lage sind Tumorantigene zu
prasentieren und somit T-Zellen zu stimulieren (Bonnotte et al. 2001).

Eine bedeutende Rolle in der Bekdmpfung von entarteten Zellen spielen die T-Lymphozyten,
die den Tumor infiltrieren kénnen und als sogenannte TIL*® bezeichnet werden. Wenngleich
sie eine der wichtigsten Komponenten in der Uberwachung von transformierten Zellen
darstellen (Smyth et al. 2001), sind sie nicht immer in der Lage zu einer kompletten

Tumorregression beizutragen (Phan et al. 2001).

1.2.4 Tumorevasionsmechanismen

Trotz Antigenprésentation von entarteten Tumorzellen durch APCs und Aktivierung von

NK- Zellen oder zytotoxischen T-Zellen, kommt es hédufig zu einem unkontrollierten

** engl.: killer cell immunoglobin-like receptors

** engl.: tumor-infiltrating lymphocytes
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Tumorwachstum und nicht zu einer effektiven Abwehr durch das Immunsystem (Chen 1993).
Tumore sind in der Lage tolerogene Umgebungen zu induzieren, um so der Erkennung und
Eliminierung durch das Immunsystem zu entgehen. Zu diesen Mechanismen zéhlen die
Herunterregulation von Tumorantigenen, aber auch der MHC Klasse 1 Molekiile auf den
Tumorzellen (Ferrone und Marincola 1995; Maeurer et al. 1996). Ebenso konnen
immunsuppressive Zytokine, wie TGF-B und IL-10, die Prisentation potentieller
Tumorantigene durch direkten Kontakt mit den T-Zellen oder indirekten Kontakt iiber die

APCs, minimieren (Elgert et al. 1998; Abb.1.4. A)
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Abb.1.4 Tumorabhingige Evasionsmechanismen. (A) Tumorinduzierte Unterdriickung der
Immunantwort durch Sezernierung immunsuppressiver Zytokine (TGF-f, IL-10). (B)
Abwesenheit von ,,Danger Signalen fiihrt zu einer unzureichenden Stimulierung der APCs
und somit nicht zu einer Expression von kostimulatorischen Molekiilen, was letztendlich in
einer ineffektiven Immunantwort endet. Die T-Zellen werden tolerant (Deletion oder
Anergie). (in Anlehnung an Smyth et al. 2001)
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Umstritten sind die Ergebnisse, dal Tumore durch die Expression von CD95L, einem
Apoptose induzierenden Faktor, die T-Zellen direkt zerstoren konnen (Rivoltini et al. 2002).
Weiterhin konnte gezeigt werden, daB Tumore inhibitorische Molekiile (PD-L1*® und
CTLA-4) exprimieren und somit aktivierte T-Zellen effektiv inhibieren (Dong et al. 2002).
Tumore wachsen zu Beginn dhnlich wie gesunde Zellen und senden sehr hdufig auch kein
»Danger Signal an die APCs (Fuchs und Matzinger 1996; Abb.1.4 B). Dies fiihrt zu einer
unzureichenden Expression kostimulatorischer Molekiile und resultiert in einer ineffektiven
Tumorbekédmpfung durch das Immunsystem. Die T-Zellen werden deletiert oder anerg.
Ebenso spielt die anatomische Lage eines Tumors fiir seine Bekdmpfung eine bedeutende
Rolle. Eingebettet in Stroma gelangen nicht metastasierende Tumore nicht in die peripheren

Immunorgane (Lymphknoten), um dort durch Antigenprdsentation eine Immunantwort

%% engl.: programmed death ligand-1
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auszulosen (Ochsenbein et al. 2001). APCs, wie DCs, miissen ins Tumorgewebe eindringen,
Tumorantigene aufnehmen und in den drainierenden Lymphknoten wandern um eine
Immunantwort einzuleiten. Weiterhin stellen immunprivilegierte Regionen, wie z. B. das
Auge, Orte dar, an denen ein Tumor dem Immunsystem entkommen kann. In diesen Regionen
fehlen oftmals APCs, so dall keine Antigenprdsentation und somit auch keine effektive
Induktion einer spezifischen Tumorbekdmpfung moglich ist (Rocha et al. 1998).
Regulatorische und suppressive T-Zellen, deren Aufgabe es ist eine Selbst-Toleranz aufrecht
zu erhalten, stellen ebenfalls ein Hindernis fiir eine erfolgreiche Tumorbekdmpfung dar. So
verhindern NKT-Zellen eine komplette Tumorregression durch Interaktion mit APCs iiber ein
MHC Klasse I dhnliches Molekiil CD1d und dem TZR (Abb.1.5 A). Dies Interaktion
resultiert in der Sezernierung antiinflammatorischer Zytokine, wie z. B. IL-4, IL-10, IL-13
und TGF-B (Terabe et al. 2000). Dies steht im Gegensatz zu den Beobachtungen, dal3
NKT-Zellen hauptsichlich an der Eliminierung von entarteten Tumorzellen beteiligt sind. Die
resultierende Immunantwort einer NKT-Zelle hingt von der Art der Signale, die vermittelt
werden, ab (Smyth und Godfrey 2000).

Regulatorische CD4+ CD25+ Tregs konnen ebenfalls zusétzlich zu der Aufrechterhaltung der
Selbst-Toleranz an der ineffektiven Tumorbekdmpfung beteiligt sein (Abb.1.5. B).

A Tumor B Tumor
keine Zytotoxizitit keine Zytotoxizitit
""Danger 'Danger
Signal Signal

antiinflammatorische
ZytoKine

1L-4, IL-10,

IL-13, TGF-B

Immunsuppression
MHC 11 CD40 B7.1,B7.2 MHC I
Peptid Peptid
TZR CD4 CD40L CD28 TZR CD8

Abb.1.5 Tumorevasionsmechanismen durch gezielte Inhibierung der Immunantwort.
(A) Inhibierung durch NKT-Zellen iiber eine Interaktion zwischen dem TZR und dem MHC
Klasse I dhnlichen Molekiil CD1d. Produktion antiinflammatorischer Molekiile, was zu einer
Inhibierung von CD4+ und CD8+ T-Zellantwort fiihrt und somit eine Tumorregression
verhindert. (B) Inhibierung durch CD4+ CD25+ Tregs iiber eine Interaktion mit APCs oder
direkt mit den T-Zellen. (in Anlehnung an Smyth et al. 2001)

CD1d
Peptid
TZR NKT

B

Sie sind in der Lage, entweder durch eine Interaktion mit APCs oder durch einen direkten

Kontakt mit den CD4+ und CD8+ T-Zellen, tumorspezifische T-Lymphozyten zu inhibieren
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(Sakaguchi 2000 a und b). Eine Depletion dieser Tregs kann eine Immunantwort durch CD8+
T-Zellen und NK-Zellen gegen einen syngenen Tumor induzieren, der in unbehandelten
Tieren nicht erkannt wird (Onizuka et al. 1999; Shimizu et al. 1999).

Zusammenfassend kann man festhalten, dal es eine Reihe von Mdglichkeiten gibt, wie ein
Tumor sich der Eliminierung durch das Immunsystem effektiv entziehen kann. Diese miissen

bei der Entwicklung von neuen therapeutischen Ansétzen beriicksichtigt werden.

1.2.5 Immuntherapien gegen Tumore

Bei einer Immuntherapie gegen Tumore besteht das Ziel darin, die Evasionsmechanismen des
Tumors zu umgehen und das Immunsystem spezifisch gegen die entarteten Zellen zu
aktivieren. Dabei finden Therapieansétze, die das innate Immunsystem betreffen, ebenso
Verwendung, wie eine Aktivierung der humoralen Immunantwort. Eine bedeutende Rolle
wird der Aktivierung von T-Zellen und dem Einsatz von DCs in der Immuntherapie
zugesprochen.

Ein Therapieansatz bestand in der Aktivierung von NK-Zellen des innaten Immunsystems
durch hohe Gaben von IL-2, was bei einigen Patienten auch zu einer kompletten Remission
des Tumors gefiihrt hat (Rosenberg et al. 1993). Als problematisch erwiesen sich allerdings
die Nebenwirkungen der hohen TNF Produktion durch die NK-Zellen, die sehr toxisch waren.
Eine Moglichkeit, um eine verbesserte Interaktion zwischen dem innaten und adaptiven
Immunsystem zu erreichen, besteht in der Verwendung von CpG Oligonukleotiden.
CpG-ODN sind einzelstrangige DNA-Sequenzen, die ein oder mehrere unmethylierte
CpG-Dinukleotide in konservierten Hexanukleotidstrukturen enthalten (Raz 2000; Wagner
2000) Solche Sequenzen sind in Vertebraten seltener anzutreffen als statistisch erwartet (Bird
1980) und auBBerdem zu 70% methyliert. In Bakterien hingegen findet man solche Sequenzen,
die dhnlich wie z.B. Lipopolysaccharide (LPS) oder Lipoproteine, mikrobielle Strukturen
darstellen, welche dem angeborenen Immunsystem als Signal fiir eine Infektion dienen
konnen (Wagner 1999). CpG ODN binden direkt an APCs tiber TLR-9 und stimulieren diese
zur Sekretion proinflamatorischer Zytokine wie TNF-o und IL-12. Werden Antigene
zusammen mit CpG ODN als Adjuvanz in vivo appliziert, wird sowohl eine starke Thl
Immunantwort ausgelost (Malletto et al. 2002), als auch zytotoxische T-Zellen aktiviert (Wild
et al. 1999, Sparwasser et al. 2000).
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Die humorale Immuntherapie basiert auf dem Einsatz von Antikorpern. Diese konnen
spezifisch ihr Antigen auf der Zelloberflache erkennen und lésen durch deren Bindung eine
komplementaktivierte Zelllyse aus. Bei der Behandlung des Mammakarzinoms finden
Antikdrper gegen den Tyrosinkinaserezeptor HER2/neu, der in sehr vielen Patientinnen mit
Brustkrebs liberexprimiert ist, Verwendung (Pegram et al. 1999).

Eine Verbesserung in der T-Zellaktivierung stellt eine weitere Moglichkeit dar, Tumore mit
Hilfe des Immunsystems zu bekdmpfen. Bei der T-Zellaktivierung spielt die Dichte der
MHC:Peptid Komplexe auf der Zelloberfliche, ebenso wie die Affinitit des TZR eine
entscheidende Rolle. MHC Anker von Antigenen, die eine schwache Affinitdt fir MHC
Molekiile besitzen, konnen so verdndert werden, da3 die Antigenbindung verstiarkt wird, ohne
eine Erkennung des unveridnderten Peptids zu beeinflussen (Parkhurst et al. 1996). Auf diese
Weise kann eine verstdrkte Immunantwort gegen das unverdnderte Peptid induziert werden.
Weiterhin ist es moglich durch gezielte Blockade inhibierender Molekiile, eine T-Zellaktivitét
zu verstirken. CTLA-4 wird nach der Aktivierung einer T-Zelle exprimiert und besitzt eine
hohere Affinitit zu den kostimulatorischen Molekiilen B7.1 und B7.2, wodurch eine
hemmende Immunantwort ausgeldst wird. Eine Inhibierung des CTLA-4 fiihrte in vivo zwar
zu einer AbstoBung eines etablierten Tumors (van Elsas et al. 1999), hatte allerdings eine
Autoimmunreaktion auf das Gewebe, gegen das die Tumorvakzine gerichtet waren, zur Folge.
Ein erfolgversprechender Ansatz in der Bekdmpfung von Tumoren mit Unterstiitzung des
Immunsystems stellt der Einsatz von DCs dar. DCs zdhlen zu den APCs und sind in der Lage
sehr effektiv Tumorantigene aufzunehmen und den T-Zellen zu présentieren, was auch zu
einer Eliminierung des Tumorgewebes fithren kann. Der Wachstumsfaktor GM-CSF*’
induziert die Differenzierung von DCs aus hiamatopoetischen Vorlduferzellen und lockt diese
in den Bereich der Applikation. Die Transfektion von Tumorzellen mit GM-CSF stellt eine
erfolgversprechende Immunisierungsstrategie in der Bekdmpfung von Krebs dar (Dranoff
et al. 1993). Eine zusitzliche Gabe des CD40 Liganden steigerte die Anzahl an reifen DCs
und verstirkt die Immunantwort (Chiodoni et al. 1999). Weiterhin besteht die Moglichkeit in
einer ex vivo Beladung von DCs mit Tumorfragmenten, was zu einer Immunantwort gegen
den Tumor fiihrt (Porgador und Gilboa 1995). Ebenso ist es moglich mit Hilfe von
rekombinanten Viren, Tumorantigensequenzen in DCs einzufithren und eine Immunantwort

gegen den Tumor auszulosen (Song et al. 1997). So konnten erste, erfolgversprechende

*" engl.: granulocyte macrophage colony-stimulating factor
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Vakzinierungsstudien mit idiotypbeladenden DCs, gerichtet gegen den Immunglobulinidiotyp

des B-Zell Lymphoms, in der Bekdmpfung humaner Tumore, erzielt werden (Hsu et al. 1996).

1.3 Lebererkrankungen und Tumormodelle

1.3.1 Maligne Erkrankungen der Leber

Zu den malignen Erkrankungen der Leber zéhlen bosartige Tumore, die entweder von den
Leberzellen selbst oder den Gallengidngen der Leber ausgehen. Demnach werden
Leberzellkarzinome von Cholangiokarzinomen unterschieden.

Cholangiokarzinome sind wesentlich seltener als Leberzellkarzinome und treten hdufig im
6. Lebensjahrzehnt auf. Minner sind etwas héufiger als Frauen betroffen. Zu den
Risikofaktoren der Cholangiokarzinome zéhlen Infektionen der Gallenwege, die Aufnahme
von Karzinogenen, wie z. B. Aflatoxine (Gift des Schimmelpilzes), aber auch anatomische
Missbildungen der Gallengénge.

Hepatoblastome sind ebenfalls bdsartige Lebertumore, die in der Regel bei kleinen Kindern
vor dem 3. Lebensjahr auftreten. Auch hier findet sich eine Disposition fiir Knaben.

Weiterhin zdhlt das hepatozellulire Karzinom (HCC) zu den malignen Erkrankungen der
Leber, welches regional mit einer unterschiedlichen Inzidenz auftritt. In Europa erkranken
deutlich weniger Menschen an HCC, verglichen mit Teilregionen in Afrika und Siidostasien.
Diese regionalen Unterschiede beruhen auf einer unterschiedlichen Verteilung und Haufigkeit
einer Hepatitis B und C Infektion, welche die Entstehung eines HCC begiinstigt. Die
Zeitspanne zwischen dem Auftreten einer Infektion und dem Ausbruch einer HCC
Erkrankung betrédgt in der Regel 30 bis 40 Jahre. Bei der Mehrzahl der Patienten, die an einem
HCC erkranken, kommt gleichzeitig auch eine Leberzirrhose vor. Neben einer Hepatitis
Infektion, Alkoholkonsum und Pilzgiften z&hlen auch chronische Lebererkrankungen und
angeborene Stoffwechselerkrankungen zu den Risikofaktoren einer HCC Erkrankung.
Maligne Erkrankungen der Leber und des Gallenganges gehdren mit ca. 1 Mio.
Neuerkrankungen pro Jahr zu den hédufigsten Erkrankungen weltweit (Parker et al. 1996). In
den USA erkranken jdhrlich 15.400 Patienten an Lebertumoren, von denen 50% die
Gallenblase, 30% die Gallengénge und 20% die Hepatozyten betreffen (Simonetti et al. 1991).
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Zu den Behandlungsmoglichkeiten maligner Lebererkrankungen zdhlen, neben der
chirugischen Resektion des Tumors mit einer anschlieBenden Lebertransplantation, die
Bestrahlung und die Verwendung von Chemotherapeutika. Da die Behandlungsmdglichkeiten
bei fortgeschrittenem Tumorstand eingeschriankt bleiben und eine Resektion mit einem hohen
Risiko fiir den Patienten verbunden ist, bedarf es alternativer Behandlungsmoglichkeiten. Um
eine gezielte Immuntherapie gegen maligne Lebererkrankungen in Erwigung zu ziehen,

werden geeignete Tumormodelle benotigt.

1.3.2 Tumortransplantationsmodelle versus autochthone Tumormodelle: Vorteile und

Nachteile

Viele Studien in der Tumorimmunologie wurden mit Hilfe von transplantierbaren
Tumorzellinien durchgefiihrt, was zwar experimentell den Vorteil hat, da3 die Tumore in den
Empféangertieren relativ schnell anwachsen und die Tumorzellinien sich gut manipulieren
lassen, die Aussagekraft in Bezug auf eine erfolgreiche Tumortherapie beim Menschen
allerdings gering ist. Transplantationstumore unterscheiden sich durch mehrere Parameter
deutlich von humanen Priméirtumoren.

Humane Primértumore wachsen allmdhlich im Verlauf von Monaten bzw. Jahren heran und
entstehen aus der Verdnderung einer Korperzelle (Barrett 1992). Sie bilden sich am Ort ihrer
Entstehung, weswegen sie auch als autochthone®® Tumore bezeichnet werden. Sie entwickeln
sich im Umfeld von gesunden, nicht entarteten Zellen. Transplantationstumore hingegen
entwickeln sich ektopisch am Injektionsort, ungeachtet welcher organischer Herkunft sie
unterliegen.

Werden Tumorzellsuspensionen aus einem autochthonen Tumor isoliert und in das gleiche
Empféangertier injiziert, kommt es hdufig zur Bekdmpfung des transplantierten Tumors,
allerdings nicht zur AbstoBung des Primértumors (Klein et al. 1960). Dafiir gibt es
verschiedene Erklarungsmdglichkeiten. Zum einen entstehen autochthone Tumore aus der
Transformation einer Korperzelle unter der stindigen Beobachtung des Immunsystems, was
zu einer Selektion immunogener Tumorvarianten fithren kann (Bahler et al. 1987). Zum
anderen sind transplantierte Tumorzellen vollstindig transformiert und bei der Applikation

dieser Tumorzellsuspension erhoht sich die Chance, dal einzelne Tumorzellen in die

*lat.-griech.: am Fundort entstanden
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drainierenden Lymphknoten gelangen und dort eine effektive Immunantwort auslésen (Yang
etal. 1997).

Eine weitere Rolle spielt auch der Applikationsort bei der Induktion einer effektiven
Tumorantwort. Eine Injektion von Tumorzellen subkutan 16st in der Regel eine sehr effiziente
Immunantwort aus, wihrend Tumorzellapplikationen in der Niere, im Auge oder der Leber
eher nicht so effizient attackiert werden.

Ebenso kann das Tumormikromilieu eine entscheidende Rolle bei der Tumorregression durch
das Immunsystem spielen. Bei autochthonen Tumoren kann das Tumormikromilieu eine
Lymphozyteninfiltration verhindern und somit nicht zu einer effektiven Tumorregression
beitragen (Ganss et al. 1998). Bei injizierten Tumorzellen hingegen kann eine artifizielle
Immunantwort durch Verletzung des Gewebes hervorgerufen werden.

Beim Vergleich beider Tumormodelle miteinander wurde, im Hinblick auf biologische
Relevanz, die Generierung eines autochthonen Tumormodells der Verwendung von

Transplantationsmodellen vorgezogen.

1.3.3 Autochthone Lebertumormodelle

Um den EinfluB von naiven, antigenspezifischen T-Zellen als immuntherapeutischen Ansatz
bei der Tumorbehandlung zu untersuchen, sollte daher ein autochthones Lebertumormodell
Verwendung finden. Im Folgenden werden die schon publizierten Modelle miteinander
verglichen und die Notwendigkeit ein neues Modell zu generieren erldutert.

Spontane Leberkarzinogenese mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit von 7 bis 53% konnte in
Minnchen des Mausstammes B6C3F1 beobachtet werden (Tarone et al. 1981). Sie bendtigen
fir die Entwicklung des HCC allerdings iiber ein Jahr (Ward et al. 1979), was die
Verwendung solcher Méduse fiir die immunologische Fragestellung unbrauchbar macht.

Es besteht die Moglichkeit autochthone Lebertumore mit Hilfe von chemischen Karzinogenen
zu induzieren (Williams 1997). Diese Substanzen versucht der Organismus iiblicherweise zu
inaktivieren und wieder auszuschleusen. Bei zu groflen Mengen kann es zu einer Anhdufung
solcher Substanzen in der Leber kommen, die im Genom interkalieren und Mutationen
auslosen, die entweder Tumorsuppressorgene inaktivieren (Hooper 1998) oder Protoonkogene
aktivieren konnen (Buzard 1996). Haufig sind mehrere Mutationen bzw. Faktoren, die
zusammentreffen miissen, notwendig, um eine Karzinogenese einzuleiten. Ebenso bedarf es

einer kontinuierlichen Applikation von mindestens 8 Monaten, um ein Leberkarzinom
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entstehen zu lassen. Safrol fiihrt nach 52 Wochen in 50% und erst nach 75 Wochen in 100%
der Tiere zu einem HCC (Lipskey et al. 1981). Da die Applikation von Karzinogenen meist
systemisch erfolgt, entwickeln die behandelten Tiere neben Lebertumoren hdufig auch
Tumore in anderen Organen. Ein weiterer entscheidender Nachteil dieser Methode der
Tumorinduktion besteht in der toxischen Nebenwirkung der Karzinogene bei der Verwendung
von hoheren Dosen, die fiir eine schnellere Tumorgenese allerdings notwendig sind. Ebenso
weisen bei der chemischen Induktion die entstehenden Tumore unterschiedliche Mutationen
auf, was zu unterschiedlichen, tumorspezifischen Antigenen fithren kann und somit kein
geeignetes Modell fiir eine spezifische Immuntherapie darstellt.

Eine zuverldssige Methode der Tumorinduktion besteht in der transgenen Expression eines
Onkogens. Transgene Tiere unterscheiden sich von Wildtyp Tieren durch die Insertion und
Expression eines neuen Gens. Eine der herkdmmlichen Methoden fiir die Generierung von
transgenen Méausen stellt die Vorkerninjektion (Pronukleusinjektion) dar, bei der linerarisierte
DNA in den ménnlichen Vorkern einer befruchteten Eizelle (Oozyte) injiziert wird (Gordon et
al. 1980). Durch die Wahl von bestimmten Promotoren kann die Expression des Transgens
auf bestimmte Organe und Entwicklungsstadien beschriankt werden.

Es wurden bislang transgene Miuse publiziert, die das T-Antigen des Simian Virus (SV40
Tag) exprimieren und bei einer geeigneten Promotorwahl auch Lebertumore induzieren. SV40
Tag findet auch als Antigen fiir immunologische Versuche Verwendung. Bei Verwendung des
o l-Antitrypsin-Promotors entwickeln die Tiere neben HCCs auch Hyperplasien in Pankreas,
Niere und Magen (Sepulveda et al. 1989), wdhrend der Promotor des a-Amylase-Gens
nebenbei zu malignen Verdnderungen im braunen Fettgewebe fiihrt (Fox et al. 1989). Der
humane Antithrombin III Promotor fiihrt erst nach 5 Monaten zu einer Leberkarzinogenese
(Romieu et al. 1998). Der Albumin-Promotor induziert eine Leberkarzinogenese innerhalb
von 3 bis 7 Monaten, trdgt allerdings in einem spdten Tumorstadium auch zu
Lungenmetastasen bei (Sandgren et al. 1989). Die Nachteile dieser Systeme bestehen in einer
konstitutiven Expression des Transgens (Albumin Promotor), einer Tumorentstehung in
anderen Organen und in einer doch relativ langen Zeitspanne der Tumorentwicklung.

Ein weiteres Protoonkogen, das in der Tumorentstehung eine bedeutende Rolle spielt, ist
c-myc. Das c-myc Gen umfafit drei Exone und kodiert fiir ein 64 kDa grof3es Protein (Battey
et al. 1983). Es zéhlt zu den Transkriptionsfaktoren und besitzt charakteristische Motive,
welche als ,,basische-Helix-Loop-Helix“-Domine (bHLH) und als ,,Leuzin-Zipper* (LZ)
bezeichnet werden und im carboxyterminalen Bereich lokalisiert sind (Abb.1.6). Der mittlere

Bereich des c-myc Proteins umfaflt die zentrale Domidne mit dem Kernlokalisationssignal
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(KLS). Aminoterminal befinden sich die fiir die Aktivierung von Zielgenen wichtigen
Bereiche Myc Box I (MB I) und Myc Box II (MB II). Zusammmen stellen sie die
Transaktivierungsdoméine dar (Kato et al. 1990).

Der c-terminale Abschnitt mit seinen bHLH und LZ Bereichen vermittelt die Dimerisierung
von c-myc mit seinem Partnerprotein MAX, ebenfalls ein bHLH-LZ Protein. Das
Heterodimer c-myc/MAX bindet an spezifische Enhancer Boxen der DNA und reguliert somit
verschiedene Gene, die fiir das Zellwachstum, die DNA Synthese, den Zellzyklus, die
Proteinbiosynthese und Apoptose zustindig sind (Pelengaris et al. 2002 a; Schlosser et al.
2003).

aminoterminale zentrale carboxyterminale
Doméne Doméne Doméne

I I

Transaktivierungs- MAX
doméne Protein

Bve1 [llkLs [HLH
[ JMB 11 [ ]basisch []LZ

Abb.1.6 Funktionale Doméinen von c-myc und Interaktion mit MAX. Dimerisierung von
c-myc und MAX im Bereich der carboxyterminalen Doméne.

HLH = Helix-Loop-Helix; KLS = Kernlokalisationssignal; LZ = Leuzin-Zipper; MB I = Myc
Box I; MB II = Myc Box II

c-myc
Protein

Weiterhin konnte eine fehlerhafte Regulation bzw. Lokalisation von c-myc in verschiedenen
Tumoren festgestellt werden. In Burkitt-Lymphomen ist c-myc von Chromosom 8q24
transloziert und in die Nihe des Immunglobulinlokus verschoben (Dalla-Favera et al. 1982).
Es finden sich in den unterschiedlichsten humanen Tumoren eine Amplifikation von c-myc,
wie z. B. im Bronchialkarzinom (Little et al. 1983), Mammakarzinom (Berns et al. 1996),
Ovarialkarzinom (Wang et al. 1999), Prostatakarzinom (Jenkins et al. 1997) und
Zervixkarzinom (Pinion et al. 1991). Ebenso konnte gezeigt werden, daB3 eine c-myc
Uberexpression in chronischen Lebererkrankungen eine bedeutende Rolle bei der
Pridisposition fiir eine HCC Erkrankung darstellt (Chan et al. 2004).

In verschiedenen Mausmodellen konnte der Zusammenhang zwischen der c-myc Expression
und Tumorentstehung néher untersucht werden. Eine konstitutive c-myc Expression unter der

Kontrolle des Immunglobulin Enhancers fiihrt zur Entstehnung von B-Zelllymphomen
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(Adams et al. 1985), wihrend die Uberexpression in den Brustdriisen Mammakarzinome
induziert (Schoenenberger et al. 1988).

Fiir unsere Fragestellung sehr viel bedeutender waren die Untersuchungen einer neonatal
induzierten Uberexpression von c-myc, die in murinen Hepatozyten zu einer schnellen
Karzinogenese innerhalb von 8 Wochen fiihrt (Beer et al. 2004). Die Generierung dieser Maus
basiert auf der Verwendung des binédren, Tetrazyklin induzierbaren Systems (Tet System) von
H. Bujard und einer anschlieBenden Verpaarung mit leberspezifischen Reportermiusen (LAP
tTA transgene Méuse; Kistner et al. 1996). Der Vorteil in der Verwendung des c-myc
Protoonkogens besteht, kombiniert mit dem Tet System, in der relativ schnellen Tumorgenese
und gewebsspezifischen Lebertumorinduktion durch Verwendung des LAP? Promotors. Eine
tumorspezifische Immunantwort in diesem bereits etablierten System zu analysieren, wirft
aufgrund der fehlenden Identifikation eines tumorspezifischen Antigens Probleme auf.
Deswegen bestand die Aufgabe darin, ein neuartiges, transgenes Lebertumormodell unter der
Verwendung eines Modellantigens zu generieren. Es wurde das in der Immunologie gut
charakterisierte und hdufig verwendete Hiihnereiweil (Ovalbumin) als Modellantigen

gewidhlt.

1.4 Zielsetzung

Maligne Erkrankungen der Leber zdhlen weltweit zu den hédufigsten Erkrankungen.
Herkoémmliche Therapiestrategien, wie die radikale Resektion, die Bestrahlung und die
chemotherapeutischen Ansétze bergen, zusitzlich zu den aufkommenden Nebenwirkungen
oftmals hohe Risiken fiir den Patienten. Basierend auf Befunden, dal3 entartete Tumorzellen
durch das Immunsystem erkannt werden konnen, sind neuartige Modellsysteme notwendig,
um immuntherapeutische Ansdtze bei der Behandlung von Lebertumoren einzusetzen.

Da es bei Transplantationen von Tumorzellen zu einer lokalen Verteilung und damit zur
Generierung einer artifiziellen inflammatorischen Umgebung kommen kann, bestand das erste
Ziel der Arbeit in der Etablierung eines autochthonen, transgenen Lebertumormodells. Es
sollte das bidireketionale, induzierbare Tet System von H. Bujard unter der Verwendung des

Protoonkogens c-myc und einer leberspezifischen Reportermaus genutzt werden. Aufgrund

* engl.: liver-enriched activator protein
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der Schwierigkeiten tumorspezifische Antigene zu identifizieren, diese aber fiir die Analyse
einer tumorspezifischen Immunantwort unerldBlich sind, sollte zusétzlich zu dem
Protoonkogen noch das Modellantigen OVA verwendet werden.

Der zweite Teil der Arbeit bestand in der funktionellen Charkterisierung des neuartigen,
autochthonen Lebertumormodells hinsichtlich des Phinotyps und der immunologischen
Analyse. Dabei wurde der Schwerpunkt auf die tumorspezifische Antigenerkennung von
naiven CD8+ T-Zellen in vivo wihrend der Tumorgenese gelegt. Im Hinblick auf vorhandene
Evasionsmechanismen des Tumors sollte die resultierende Immunantwort der CD8+ T-Zellen
hinsichtlich einer moglichen Tumorregression oder Toleranzinduktion charakterisiert werden.
Im letzten Teil der Arbeit sollten, im Falle einer nicht vorhandenen effektiven Immunantwort
gegen den Lebertumor, die Mechanismen der unzureichenden Abwehr aufgedeckt werden,
und Immuntherapien in Form einer Vakzinierung und somit Stimulierung des adaptiven

Immunsystems getestet werden.
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2. Material und Methode

2.1 Material

2.1.1 Allgemeine Laborgerite

ABI Prism 310

Analysenwaage

Autoklav

Bechergléser, Glas-

Bechergléser, Plastik-

Blotting Kammer

Brutschréanke

Bunsenbrenner
Durchfluflzytometer
Einbettautomat

Eismaschinen
Elektrophoresekammern, horizontal

Elektrophoresekammern, vertikal

ELISA-Lesegerat

Entwickler

Erlenmeyerkolben

Farbeautomat

Femto Jet

Sequenzer (Applied Biosystems, Darmstadt)
PL3001-S2 (Mettler Toledo, Greifensee,
Schweiz); BP211S (Sartorius, Gottingen)
Tuttnauer 3870, Tuttnauer 5075 ELV (Biomedis,
Giellen)

25 ml, 100 ml, 500 ml, 1 L; ILMABOR (TG,
Ilmenau)

500 ml, 1 L; VitLAB PlastiBrand (Brand,
Wertheim)

Mini Trans-Blot-Electrophoretic Transfer Cell
(Bio-Rad, Miinchen)

Cytoperm 2; BBD 6220 (Heraeus, Hanau)
LABOGAZ 206 (Roth, Karlsruhe)
BDFACSCanto (Becton Dickinson, Heidelberg)
Tissue-Tek VIP (Sakura, Heppenheim)

ZBE 70-35 (Ziegra, Isernhagen)

OWL (VWR, Darmstadt)

Mini-Protean II Electrophoresis Cell (Bio-Rad,
Miinchen)

ELx 800 (BioTek Instruments; Bad
Friedrichshall)

X-Omat 1000 Processor (Kodak, Rochester,
USA)

250 ml, 500 ml, 1 L, 2 L (Schott, Mainz)
DAKO Tech Mate 500 Plus (Dako, Hamburg)
Eppendorf, Hambug
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Gewindeflaschen

Heizblock
Homogenisator, Glas-
Injektionshalter

Kamera

Kryostat
Kiihlschrinke (+4°C)

Kiihlschrianke (-20°C)
Kiihlschrénke (-80°C)
Kiivette, Quarzglas

MACS, Stiander & Magnet

Magnetriihrer

Messkolben
Messzylinder, Plastik-

Mikromanipulator

Mikroskope

Mikrotom
Mikrowellenofen

NetzanschluBgerit

Ohrmarkenzange
PCR-Gerit

pH-Meter
Photometer, Spektral-

50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1 L (Schott,
Mainz)

Thermomixer compact (Eppendorf, Hamburg)
Sartorius, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Mitsubishi P91 (Intas, Géttingen); Axio Cam
MRC 5 (Zeiss, Oberkochen); Ky-F 70B (JVC,
Friedberg)

Leica CM 1900 (Leica, Nussloch)

7081-312-04 (Liebherr, Biberach an der Riss)
7081-598-03 (Liebherr, Biberach an der Riss)
HERAfreeze (Hereaus, Hanau)

Suprasil, 10 mm 104.002-QS (Hellma, Miillheim)
MACS Multi Stand; quadroMACS; miniMACS
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)

ARE Heating magnetic stirrer (VELP Scientifica,
Usmate, Italien)

50 ml, 100 ml, 500 ml, 1 L (Brand, Wertheim)
25 ml, 100 ml, 500 ml, 1 L, 2 L (Brand,
Wertheim)

Narishige, New York, USA

Axiovert 40C (Zeiss, Oberkochen); Olympus
BX51 (Olympus, Hamburg); Leica DMLB, Leica
DMIRB (Leica, Solms)

Leitz, Wetzlar

Microwave 800 (Severin, Sundern)

Power Pac Basic (Bio-Rad, Miinchen); Consort
E143 (Sigma-Aldrich)

klein 73855 (Hauptner & Herberholz, Solingen)
PTC-200, Gradient Cycler (Biozym, Oldendorf)
inoLab pH Level 1 WTW (VWR, Darmstadt)
Biophotometer (Eppendorf, Hamburg);
NanoDrop ND-1000 (PEQLAB, Erlangen)
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Pipetten

Pipettierhilfen

Pumpen

Reinstwasseranlage

Rontgenkassette

Rotoren

Schiittelinkubator

Schiittler, horizontal
Siebe, Metall-
Stickstofftank

Tischschiittelgerat

Trockenschrank

Trockentisch, Gel-

Ultra-Turrax
UV-Beleuchtungstisch
Wasserbad
Wasserbad, Schiittel-
Werkbank, Steril-
Zihlkammer

Zentrifuge, Klein-

Zentrifugen, Kiihl-

Zentrifuge, Vakuum-

0,2-2 pl, 0,5-10 pl, 2-20 pl, 20-100 pl, 30-200 pl,
200-1000 pl (Gilson, Middleton, USA)
8-Kanal-Pipette: 20-200 pl (Brand, Wertheim)
accu-jet und accu-jet pro (Brand, Wertheim)

Eco Vac (Schiitt, Gottingen); Master Flex L/S
(Cole-Parmer, Vernon Hills, USA)

Automatic Sanitization Module (Millipore,
Schwalbach)

mit MVE HC Folie (Rego, Augsburg)

FA 45-30-11 (Eppendorf, Hamburg); 75006445
(Heraeus, Hanau)

Unimax1010 (Heidolph, Schwabach); Inova 4000
(New Brunswick Scientific, Edison, USA)
Shaker S-4 Sky Line (ELMI, Riga, Lettland)

100 uM (Abt. Feinmechanik, Uniklinikum Bonn)
K series cryostorage system (Tec-Lab, Lugano,
Schweiz)

Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, New York,
USA)

Memmert, Schwabach

Slab Gel Dryer Model SE1160 (Hoefer Scientific
Instruments, San Francisco, USA)

T8 (IKA Labortechnik, Staufen)

Intas, Gottingen

WB/OB7-45 WBU45 (Memmert, Schwabach)
Kottermann Labortechnik, Uetze

HERAsafe, HERAguard (Heraeus, Hanau)
Neubauer 0,0025 mm?* (Brand, Wertheim)
Galaxy Mini fiir 6 x Reaktionsgefialle (VWR,
Darmstadt)

5417R (Eppendorf, Hamburg); Multifuge 3S-R
(Heraeus, Hanau)

Concentrator 5301 (Eppendorf, Hamburg)
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Autoklavierband
Chamber Slide System

Dako Pen
Deckgléser
Dialyseschlduche
Dialyseunterlagen

Einmalréhrchen

Einstreu
Filterpapier
Gaskartuschen

Gaze

Glaskapillaren, heparinisiert

Handschuhe, Einmal-

Injektionsnadeln

Kaniilen

Kryomolds

Kryordéhrchen
MACS-Sédulen

Messpipetten

Mikrometerschrauben

Mikrotiterplatten

Roth, Karlsruhe

2 well Permanox Slide (Nalge Nunc International,
New York, USA)

Dako, Hamburg,

24 x 60 mm (Engelbrecht, Edermiinde)

Merck, Darmstadt

20 x 40 cm, 6-lagig (Noba, Wetter/Ruhr)

15 ml, 50 ml (Greiner, Solingen; Corning, New
York, USA)

FACS 2053 (Becton Dickinson, Heidelberg)
Ssniff, Soest

Whatmann 3 MM (Schleicher & Schuell, Dassel)
C206 (Roth, Karlsruhe)

Maschenweite 41 pm, Faden-& 33 um
(Biickmann, Ménchengladbach)
Mikro-Hamatokrit (Brand, Wertheim)

Derma clean, S, M, L (Ansell, Richmond,
Australien)

Femtotips (Eppendorf, Hamburg)

20G x 1%-Nr.1; 21G x 1%4-Nr.2; 23G x 1%-Nr.4;
27G x % -Nr.20 (Becton Dickinson; Heidelberg)
15 x 15 mm (Richard-Allan Scientific,
Kalamazoo, USA)

2 ml (Greiner, Solingen)

MACS separation columns MS, LS (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach)

I ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (Roth, Karlsruhe;
Corning, New York, USA)

Cell Tram Air, Cell Tram Vario (Eppendorf,
Hamburg)

96- (Rund- und Flachboden), 48-, 24-, 12-,

6- Loch (Greiner, Solingen)

33



Material und Methode

Nylonwolle
Objekttrager

Ohrmarken
Paraffinkassetten
Paraplast
Pasteurpipetten, Glas-
PCR-Reaktionsgefiale

Petrischalen

Pipettenspitzen
Priparationsbesteck

Reaktionsgefilie

Rontgenfilme
Rotlichtlampe
Siebe, Nylon-
Skalpelle, Einweg-

Spritzen, Einweg-

Sterilfilter
Sterilfilter, Flaschen-

Thermo Clean

Tierfutter
Tierkéfige und Zubehor
Transfermembran

Vernichtungsbeutel

VerschluBBkonus, universal

Zellkulturflaschen

Dunn Labortechnik, Asbach

ChemMate™ Capillary Gap Microscope Slide;
75 pum (Dako, Hamburg); Histo Bond 76 x 26 x
1 mm (Marienfeld, Lauda-K&nigshofen)
Hauptner & Herberholz, Solingen

Tissue Tek uni cassette (Sakura, Heppenheim)
Mc Cormick Scientific, St. Louis, USA

230 mm (Brand, Wertheim)

Axygen (Nerbe Plus), Winsen/Luhe

35x 15 mm, 60 x 15 mm, 90 x 15 mm (Greiner,
Solingen)

10 pl, 100 pl, 1000 pl (Roth, Karlsruhe)

FST, Heidelberg

0,5 ml, 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg); 2 ml
(Greiner, Solingen)

Kodak, Rochester, USA

150 W (Breker Tierbedarf, Riithen)

40 uM (Becton Dickinson, Heidelberg)

Feather Disposable Scalpel, No.10, No.11, No.15
(Becton Dickinson, Heidelberg)

1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml (Becton Dickinson,
Heidelberg)

0,2 uM, 0,45 uM (Schleicher & Schuell, Dassel)
250 ml, 500 ml, 1 L (Nalgene, Rochester, USA)
mit Methylenblau-Indikator (Bioanalytic,
Umkirch/Freiburg)

Ssniff, Soest

Tecniplast, Hohenpeillenberg

Roti-PVDF (Roth, Karlsruhe)

600 x 780 mm (Greiner, Solingen)
Combi-Stopper 100 (B. Braun Melsungen AG,
Melsungen)

75 em?, 225 cm” (Corning, New York, USA)
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Zellkulturschalen

2.1.3 Allgemeine Chemikalien

Aceton

Acrylamid-Bisacrylamid-
Fertiglosung; 30%

AEC/H;0; Substrate Solution (Chrom)
Agar

Agarose

7-Amino-Actinomycin D (7-AAD)
Ammoniak (25%)
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Antibody diluent

Aquatex

B-Mercaptoethanol

Biotin Blocking System

N, N, Bis [2-Hydroxyethyl]-2-amino-
Ethansulfonsdure (BES)

100 bp-Leiter

Brefeldin A (GolgiPlug)
Bromphenolblau

Calciumchlorid

CaliBRITE APC Bead

5-, 6-Carboxyfluorescein-Diacetat-

Succinimidylester (5(6)-CFDA-SE;CFSE)

Chemilumineszenz Substrat
(SuperSignal West Pico)
Chloroform

Coomassie Brilliant Blue R250

95 x 15 mm (Greiner Solingen, Corning, New

York, USA)

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Dako, Hamburg

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Becton Dickinson, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Dako, Hamburg

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Dako, Hamburg
Sigma-Aldrich, Miinchen

Invitrogen, Karlsruhe

Becton Dickinson, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Becton Dickinson, Heidelberg

Molecular Probes, Leiden, Niederlande

Pierce, Rockford, USA

Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
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CpG-1668 (5 -TCC ATG ACG TTC
CTG ATG CT-3")

ddH,0 (embryogetestet)

DAPI II-Fertiglosung

Deoxycholat

4°, 6-Diamidino-2-phenylindol, dilactat
(DAPI, dilactat)

1,4 Diazabicyclo (2.2.2) octan (DABCO)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Doxyzyklin Hyclate

Eisessig

Eosin; 0,5%; wéssrig

Ethanol; absolut
Ethidiumbromidldsung; 1%
Ethylendiamintetraessigsidure (EDTA)
Ferrialaun

Formaldehydldsung; 4%; gepuffert;
pH 6,9

Formaldehydlésung; 10%

Glycerin

Glycin

Héamatoxylin

Hefeextrakt

Heparin-Natrium-2500
Hidi-Formamid

Isopropanol

Lipofectamine 2000 Reagent
Kaliumhydrogencarbonat
Kaliumpermanganat

1 kb-Leiter

Kernechtrot

Ketaminhydrochlorid

TIB Molbiol, Berlin

Sigma-Aldrich, Miinchen
Abbott, Wiesbaden
Sigma-Aldrich, Miinchen

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Ratiopharm, Ulm
Applied Biosystems, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Pfitzer, Karlsruhe
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Magermilchpulver
Magnesiumchlorid

Methanol

Monensin (GolgiStop)

Mowiol 4-88 Reagent
Natriumacetat-Losung; 3 M; pH 4,6
Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxidplédtzchen
Natronlauge; 1 M; 5 M
Nukleotid-Stammldsung

Nycodenz

Oligo-d(T)-Primer

Oligonukleotide (Primer)
Ovalbumin

OV Ajs7.264 Peptid; 80% HPLC rein
Oxalsdure

Paraformaldehyd (PFA)

Percoll

Pertex

Peroxidase-Blocking Solution
Phenol/Chloroform/Isoamlylalkohol
(25:24:1)

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung
(PBS)-Tabletten

Protease Inhibitor Cocktail, Mini

Proteinauftragspuffer (Roti-Load 1)

Protein Leiter, Prestained, 10-180 kDa
Rinderserumalbumin (BSA) Fraktion V

Salzsdure
Saponin

Schwefelsdure; 3%

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Becton Dickinson, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Applied Biosystems, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Delta Select, Pfullingen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Progen, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

MWG, Ebersberg

Serva, Heidelberg

Pineda Berlin

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Amersham Biosciences, Freiburg
Medite, Burgdorf

Dako, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Miinchen

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
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Silbernitrat-Losung; 10%; wissrig
Stickstoff; fliissig

Sucrose

Terminator Ready Reaction Mix
Tetrachlorgold (IIT)-sdure (gelb)
N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Tissue Tek O.C.T. Compound
TO-PRO-3 lodid

Tris-Base

Triton X-100

Trypanblau

Trypton

Tiirks-Losung

Tween 20

Wasserstoffperoxid

Zitronensdure
Xylazinhydrochlorid

Xylencyanol

Xylol

2.1.4 Verwendete Enzyme

Alkalische Phosphatase (BAP)
AMV-Reverse Transkriptase
Collagenase IA, D

DNase |

Hyaluronidase

Platinum 7ag DNA Polymerase
Proteinase K
Restriktionsendonukleasen
Rnase-Free DNase Set

RNase OUT

Merck, Darmstadt

Linde, Pullach

Sigma-Aldrich, Miinchen
Applied Biosystems, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen

Sakura, Heppenheim
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Delta Select, Pfullingen
Serumwerk, Bernburg
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

Sigma-Aldrich

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

New England Biolabs, Franfurt am Main
Qiagen, Hilgen

Invitrogen, Karlsruhe
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T4-DNA-Ligase

Invitrogen, Karlsruhe

2.1.5 Chemikalien und Medien fiir die Zellkultur

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dulbecco’s Modified Eagles Medium
(D-MEM)

Fotales Kélberserum (FCS)
Fungizione

Geneticin (G-418)

Gey's Balanced Salt Solution (GBSS)
L-Glutamin

M16-Medium

M2-Medium + HEPES

Mineralol

Natriumpyruvat
Penicillin/Streptomycin
Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS)
RPMI 1640 + L-Glutamin

RPMI 1640 + HEPES

Trypsin/EDTA

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Miinchen
GibcoBRL, Karlsruhe

GibcoBRL, Karlsruhe

GibcoBRL, Karlsruhe

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Miinchen

GibcoBRL, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

GibcoBRL, Karlsruhe

GibcoBRL, Karlsruhe

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
GibcoBRL, Karlsruhe

GibcoBRL, Karlsruhe

PAN Biotech, Wien, Osterreich
GibcoBRL, Karlsruhe

Fotales Kilberserum wurde flir immunologische Versuche fiir 45 min bei 56°C hitze-

inaktiviert.

2.1.6 Allgemeine Losungen

Soweit nicht anders beschrieben handelt es sich bei dem verwendeten Wasser um 44H»O.

ACK-Lysepufter

BBS (2x)

170 mM NH4CIL; 11 mM KHCOs; 1 mM EDTA;
pH 7.3
50 mM BES; 280 mM NaCl; 1,5 mM Na,HPO,4 x
2 H,O
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DEPC-H,O
DNA-Lyse Puffer

Doxyzyklin-Trinkldsung

FACS-Puffer
Ladepuffer (10x)

MACS-Puffer
Mowiol/DABCO-Lésung

Nycodenz-Stammldsung; 30%

Nycodenz-Verdiinnungspuffer
Nycodenz-Arbeitslosung
Paraformaldehyd

Percoll

Perfusionspuffer™’
Perfusionspuffer’'
Permeabilsierungspuffer
Pronukleus-Injektionspuffer
Saponinpuffer

TAE-Puffer (50x)
TE-Puffer

Tris-Puffer (0,5 M; 1 M; 1,5 M)

Tris-Waschpuffer
Verdauungspuffer

3 fiir leberassoziierte Lymphozyten

3! fiir leberassoziierte Dendritische Zellen (DC)

0,2% Diethylpyrocarbonat; autoklavieren

50 mM Tris-HCL, pH 8,0; 100 mM EDTA;
100 mM NaCL; 1% SDS

0,1 g/L Doxyzyklin; 25 g/L Sucrose; in Leitungs-
wasser

1 g/L BSA; in PBS

40% Glycerol; 20% TAE (50x); 1 Spatelspitze
Bromphenolblau; 1 Spatelspitze Xylencyanol

2 mM EDTA; 1g/L BSA; in PBS

2,4 g Mowiol; 4,8 ml 100% Glycerol; 6 ml H,O;
12 ml Tris-HCI pH 8,5; 0,45 g DABCO

300 g/L Nycodenz

4,5 mM Tris; 138 mM NaCl; 2,7 mM KClI,;
0,3 mM EDTA; pH 7,5

Nycodenz Stammlosung 1:1,2 mit Nycodenz
Verdiinnungpuffer mischen

40 g/L bzw. 20 g/L; in PBS; pH 7,0

80% bzw. 40%; in PBS

0,4 mg/ml Collagenase D; in PBS

0,4 mg/ml Collagenase D; 80 ng/ml DNase I in
PBS

0,1% Triton X-100; in PBS (Immunhistochemie
und Immunfluoreszenz von Zellen)

10 mM Tris (extra rein) pH 7,4; 0,1 mM EDTA
(extra rein); in H,O (embroygetestet)

20 g/l BSA; 5 g/LL Saponin; in PBS

2 M Tris; 5,7% Eisessig; 50 mM EDTA

10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA; pH 8,0

in H,O; pH-Wert mit HCI einstellen

5 mM Tris-HCI pH 7,4-7,6; 16 mM NacCl

0,4 mg/ml Collagenase D; in GBSS
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2.1.7 Losungen fiir die Bakterienkultur

Ampicillin Stammldsung 100 mg/ml Ampicillin
LB-Medium 10 g/L Trypton; 5 g/LL NaCl; 5 g/L Hefeextrakt
LB-Agar 15 g Agar; ad 1 L LB-Medium

(eventuell 100 pg/ml Ampicillin)

2.1.8 Losungen fiir Gordon Firbung

saures Kaliumpermanganat; 0,5% 250 ml/L Kaliumpermanganat (2%); 53 ml/L
H,S04 (3%)
Silbernitrat-Losung 100 ml/L wiéssrige Silbernitrat-Losung (10%);

tropfenweise 25% Ammoniak hinzu, bis sich der
gebildetet Niederschlag gerade wieder 16st; 100
ml/LL  wissrige Natriumhydroxidlésung (3%);
tropfenweise 25% Ammoniak hinzu, bis sich der
gebildetet Niederschlag gerade wieder 10st;
wiassrige Silbernitrat-Losung (5%) bis Ldsung

hellbraun-gelblich

2.1.9 Losungen fiir Western Blot Analyse

SDS-Laufpuffer (10x) 30 g/L Tris; 144 g/L Glycin; 10 g/L SDS

SDS-Laufpuffer (1x) Laufpuffer (10x) 1:10 mit H,O verdiinnen

PBST-Waschpuffer 0,1% Tween 20; in PBS

Transferpuffer (10x) 200 mM Tris; 1,92 M Glycin; 0,1% SDS

Transferpuffer (1x) 10% Transferpuffer (10x); 20% Methanol; in
H,O

Stripping-Puffer 100 mM B-Mercaptoethanol; 2% SDS; 62,5 mM
Tris pH 6,7

Blocking-Puffer 50 g/L Magermilchpulver; in PBST
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RIPA-Puffer

Coomassie-Férbelosung

Coomassie-Entfarbelosung

2.1.10 Losungen fiir die Zellkultur

Einfriermedium

Fibroblastenmedium (MEF tTA-) und

HeLa tTA-Medium

Mausohr-Fibroblastenmedium

Mausohr-Verdauungsmedium

T-Zellmedium

2.1.11 Verwendete Kits

ApopTag Apoptosis Detection Kit
BCA Protein Assay Reagent Kit
Cytometric Bead Array

HiSpeed Plsmid Maxi Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraktion Kit
RNeasy Mini Kit

DakoREAL Detection System und
Peroxidase/AEC Kit

150 mM NaCl; 10 mM Tris pH 7,2; 0,1% SDS;
1,0% Triton X-100; 1% Deoxycholat; 5 mM
EDTA; 1 mM Protease Inhibitor

2,5 g/l Coomassie Brilliant Blue R250; 50%
Methanol; 10% Eisessig; in H,O

30% Methanol; 10% Eisessig; in H,O

10% DMSO; in FCS

D-MEM; 10% FCS; 1% Penicillin/Streptomycin;
1% Glutamin; 50 pg/ml G-418

RPMI 1640; 20% FCS; 1% Glutamin;

3% Penicillin/Streptomycin; 1% Natriumpyruvat
1 mg/ml Collagenase IA; 2,5 pg/ml Fungizione;
in Mausohr-Fibroblastenmedium

RPMI 1640 + HEPES; 10% FCS, 1% Glutamin;
1% Penicillin/Streptomycin; 50uM p-Mercapto-

ethanol

Chemicon, Hofheim

Pierce, Rockford, USA
Becton Dickinson, Heidelberg
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Dako, Hamburg
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2.1.12 Verwendete Primérantikorper

Tab.2.1 Verwendete Antikorper gegen Oberflichenmarker und intrazellulire Epitope.
Sofern nicht anders angegeben wurden monoklonale Antikérper gegen murine Epitope
verwendet, die mit einem Fluorochrom (Alexa Fluor 488, FITC, PE, PerCP-Cy5.5, PE-Cy5,
APC, PE-Cy7, APC-Cy7), mit einem Biotin oder unkonjugiert waren.

Antigen Isotyp Klon Bemerkung/Methode Referenzquelle
CD3¢ IgG, Hamster 145-2C11 auch unkonjugiert zur BD; PK
Restimulierung in vitro
eingesetzt; DZ
CD3¢ IgG, Hamster 500A2 DZ; IF Invitrogen
CD4 Ig2b «, Ratte GK1.5 DZ; IF BD
CD4 IgG2b, Ratte YTS 191.1.2 DZ ImmunoTools
CDS8 IgG2a x, Ratte 53-6.7 =Ly-2; DZ; IF BD
CDllc IgG1 A2, Hamster HL3 = Integrin ay Kette; DZ;  BD
IF
CD16/32 IgG2b K, Ratte DaBe4 = anti-FcyR III/II ImmunoTools
unkonjungiert; DZ; IF
CD16/32 IgG2b «, Ratte 2.4G2 = anti-FcyR III/11 BD
unkonjungiert ; DZ; IF
CD45R IgG2a «, Ratte RA3-6B2 =B220; DZ; IF BD
CD69 IgG1 A3, Hamster HI1.2F3 DZ BD
CD90.2 IgG2a k, Ratte  53-2.1 = Thyl.2; DZ eBiosciences
CDY0.1 IgG2a x, Maus  HISS1 =Thyl.1; DZ eBiosciences
IFN-y IgGl, Ratte XMG1.2 Dz BD
NK1.1 IgG2a x, Maus PK136 = NKR-P1B und NKR- BD
P1C; DZ
Va2 TZR  1gG2a A, Ratte B20.1 DZ BD
Vp5.1,5.2  IgGl x, Maus MR9-4 Dz BD
TZR
c-myc IgG1, Maus 9E10 gegen humanes c-myc BD

Protein; unkonjungiert; IF
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OVA Kaninchen - polyklonales Antiserum CK
(56 mg/ml);unkon-
jungiert; DZ; IF; IH; WB
c-myc Kaninchen - polyklonales Antiserum;  Santa Cruz
unkonjungiert; WB
B-Aktin IgG1, Maus AC-15 unkonjungiert; WB Sigma-Aldrich
Ki67 IgG2a, Ratte TEC-3 unkonjungiert; IH Dako
Quellenabkiirzung: BD = Becton Dickinson, Heidelberg; CK = mit freundlicher

Genehmigung von Christian Kurts, IMMEI, Bonn; Dako = Dako, Hamburg;, DZ =

DurchfluBzytometrie eingesetzt; eBiosciences =

eBiosciences, San Diego, USA; IF =

Immunfluoreszenzfarbung eingesetzt; [H = Immunhistochemische eingesetzt; ImmunoTools
= ImmunoTools, Friesoythe; Invitrogen = Invitrogen, Karlsruhe; PK = mit freundlicher
Genehmigung von Percy Knolle, IMMEI, Bonn; Santa Cruz = Santa Cruz, Heidelberg;
Sigma-Aldrich = Sigma-Aldrich, Miinchen; WB = Western Blot eingesetzt

2.1.13 Verwendete Sekundéirantikorper

Alexa Fluor 488 Ziege anti-Maus IgG

Alexa Fluor 488 Ziege anti-Hase IgG

Biotinylated Secondary Antibodies

polyklonaler Ziege anti-Hase Immunglobulin/HRP
polyklonaler Ziege anti-Maus Immunglobulin/HRP
Streptavidin Alexa Fluor 568

Streptavidin APC-Cy7

Streptavidin Peroxidase (HRP)

2.1.14 Magnetische Kiigelchen ( ,,MicroBeads*)

murine CD8a (Ly-2) MicroBeads

murine CD11c (N418) MicroBeads

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Dako, Hamburg

Dako, Hamburg

Dako, Hamburg

Invitrogen, Karlsruhe

Becton Dickinson, Heidelberg
Dako, Hamburg

Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach
Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach
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2.1.15 Oligonukleotide

Genotypisierung und RT PCR

CamK2tTA-fwd
CamK2tTA-rev
Myec-f

Myc-r

OVA-f

OVA-r
mb-Act-F
mb-Act-R

Sequenzierung

oval
ova2
ova3
ova4
ovaA
c-mycl
c-myc2
c-myc3
c-myc4
c-mycS
c-myc6
c-mycA
c-mycB
c-mycC
c-mycD
c-mycE
c-mycF
T3

T7

5'-CGC TGT GGG GCA TTT TAC TTT AG-3°
5'-CAT GTC CAG ATC GAA ATC GTC-3°
5-AGC TTG TAC CTG CAG GAT CTG AGC-3°
5°- ATC CAG ACT CTG ACC TTT TGC CAG-3"
5-GAT GTT TAT TCG TTC AGC CTT GCC-3°
5-CAA TCT GGT ACA TCA TCT GCA CAG G-3°
5°-GGT CAG AAG GAC TCC TAT GT-3°

5'-ATG AGG TAG TCT GTC AGG TC-3°

5-CGA ATT CGA GCT CGG TAC-3°
5-CAC TTA GAG ACA TCC TCA ACC-3°
5°-TGT CTT CAA AGG ACT GTG GG-3°
5°-CTT ACC TCG CAT GAA GAT GG-3°
5-CAC CCT GAA GTT CTC AGT C-3°
5°-CGC TCT AGA ACT AGT GGA TC-3°
5°-GCT CTG CTC GCC CTC CTA C-3°
5°-GCT GGC CTC CTA CCA GGC TG-3°
5-CTG GTG CTC CAT GAG GAG AC-3°
5'-AGT TGG ACA GTG TCA GAG TCC-3°
5'-CCA CAG CAT ACATCC TGT C-3°
5’-GGT GAT TGC TCA GGA CAT TTC-3°
5-GCT CCG TTT TAG CTC GTT CC-3°
5°-GGC TGT GAG GAG GTT TGC-3°
5°-TCT TGC GAG GCG CAG GAC-3°
5°-TGA AGG TCT CGT CGT CCG-3°
5°-GCT GCA GCT CGC TCT GCT G-3°
5-CGA AAT TAA CCC TCA TA AAG GG-3°
5'-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG-3°
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Oligoligation

BamHI-NhelA
Notl-Nhel
Hindl1-MIul

5'-GAT CCC CTT AAG CTA GC-3°
5°-GGC CGC TAG CTT AAG GG-3°

5'-AGC TAC GCG T-3°

2.1.16 Verwendete Plasmide

Tab.2.2 Verwendete Plasmide, ihre Beschreibung und Referenzquelle

Bezeichnung Beschreibung Referenzquelle
pBI-4 bidirektionales rTA/rtTA Response-Re- AK; HB; Baron et al.
porter-Plasmid und Klonierungsvektor 1995
pBI-4 c-myc Exon2 und Exon3 humaner c-myc cDNA  diese Arbeit
iiber Nofl und Sall aus pBluescript II KS
(+) c-myc Klon9 herausgeschnitten und in
pBI-4 kloniert
pBI-4 c-myc/OVA in pBI-4 c-myc wurde iiber Mlul und Nhel  diese Arbeit
Klon6 die Ovalbumin cDNA kloniert
pBluescript II KS Plasmid fiir DNA Klonierungen mit RJ
(+) mehreren Klonierungsstellen
pBluescript 11 Exon2 und Exon3 humaner c-myc cDNA  diese Arbeit
KS (+) c-myc iiber EcoRI in pBluescript II KS (+)
Klon9 kloniert
Orientierung: 5'in Richtung Notl
pBluescript 11 Exon2 und Exon3 humaner c-myc cDNA  diese Arbeit
KS (+) c-myc iiber EcoR 1 in pBluescript II KS (+)
Klonl15 kloniert
Orientierung: 5'in Richtung Sall
pBluescript IT KS Hiithnereiwei3 (Ovalbumin) cDNA {iiber FM
(+) OVA EcoRI (57) und BamH I (3") in pBluescript

KS (+) kloniert
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pBluescript IT KS iber Hindlll wurde Milul Schnittstelle diese Arbeit
(+) OVA Mlul (Oligonukleotid: Hindl1-Mlul) in pBlue-
Klon6 script I KS (+) OVA kloniert
pBluescript II KS in pBluescript Il KS (+) OVA Mlul Klon6  diese Arbeit
(+) OVA Mlul-Nhel wurde lber BamHI und Notl eine Nhel
Klon8 Schnittstelle  kloniert ~ (Oligonukleotid
BamHI-Nhel A und Noftl-Nhel)
pUHDI10-3 c-myc ~ Exon2 und Exon3 humaner c-myc cDNA  DF; Felsher und

iiber EcoRI in pUHD10-3 kloniert Bishop, 1999
pUHIT 62-1 reverser tetrazyklin kontrollierter Trans- KS; HB
(,L,M2%) aktivator (rtTA M2) unter der Kontrolle des

CMYV Promoters

Quellenabkiirzung: AK = mit freundlicher Genehmigung von Andrea Kroger, Helmholz-
zentrum fiir Infektionsforschung, Braunschweig; DF = mit freundlicher Genehmigung von
Dean Felsher, Stanford University School of Medicine, Stanford, USA; FM = mit
freundlicher Genehmigung von Frank Momburg, DKFZ, Heidelberg; HB = mit freundlicher
Genehmigung von Hermann Bujard, ZMBH, Heidelberg; KS = mit freundlicher
Genehmigung von Kai Schonig, Zentralinstitut flir seelische Gesundheit, Mannheim; RJ = mit
freundlicher Genehmigung von Richard Jéger, Institut fiir Pathologie, Bonn

2.1.17 Verwendete Mauslinien

Tab.2.3 Verwendete Mauslinien, ihre Beschreibung und Referenzquelle. Die Miuse
wurden in der Versuchstierhaltung der Pathologie und im HET (Haus fiir experimentelle
Therapie) in Bonn gehalten.

Bezeichnung Beschreibung Referenzquelle

CD-1 Auszuchtstamm; vasektomierte Mannchen;  Harlan; Charles River
Ammenmiitter

C57BL/6J Inzuchtstamm mit dem MHC Haplotypen  Harlan; Charles River
H2K"

FVB/N Inzuchtstamm mit dem MHC Haplotyp Harlan; Charles River
H2K*

B6D2F1 Hybridstamm aus Kreuzung C57BL/6J x  Harlan; Charles River
DBA/2; mit dem MHC Haplotyp H2K" und
H2K!
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B6.Cg-Tg
(tTALap)5Bjd/J

B6 c-myc/OVA 75

B6 c-myc/OVA
100

OT I/C57BL/6J

OTI-RAG 7~
/C57BL/6]

Tet-o-MYC

Thyl.1/C57BL/6J

Tetrazyklin-kontrollierter =~ Transaktivator
(tTA) wird in der Leber exprimiert (LAP =
liver-enriched activator protein) Riick-
kreuzung fiir mindestens 10 Generationen
auf C57BL/6J
linearisierte ~ c-myc/OVA  c¢cDNA in
Pronuklei von Oozyten aus B6D2F1 x
C57BL/6J

mindestens 7 Generationen auf C57BL/6J

injiziert; Riickkreuzung fiir

linearisierte ~ c-myc/OVA  c¢cDNA in
Pronuklei von Oozyten aus C57BL/6J x
C57BL/6] injiziert

CD8+ T-Zelltransgene Mauslinie; CD8+ T-
Zellen erkennen das OVAjs7a64 Peptid,
prasentiert auf H2K” und exprimieren den
Va2/VBS T-Zellrezeptor

RAG2-Gen (recombinase-activating gene
2) defiziente Méuse, denen aufgrund der
fehlenden Rekombination alle B- und
T-Zellrezeptor-tragenden Zellen fehlen
Exon2 und Exon3 der humanen c-myc
cDNA in FVB/N

Thyl® (kodiert fir Thyl.l Leukozyten-
Mausstamm;

Alloantigen)  transgener

unterschiedlich zum herkémmlichen
Thy1.2 Leukozyten-Alloantigen in Wildtyp

C57BL/6)J Méausen

Charles River;Kistner

et al. 1996

diese Arbeit

diese Arbeit

PK; Hoquist et al.
1994

CK

DF; Felsher und
Bishop 1999
PK; Jackson

Quellenabkiirzung: Charles River =

Charles River, Sulzfeld, CK =

mit freundlicher

Genehmigung von Christian Kurts, IMMEI, Bonn; DF = mit freundlicher Genehmigung von
Dean Felsher, Stanford University School of Medicine, Stanford, USA; Harlan = Harlan,
Borchen; Jackson = The Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA; PK = mit freundlicher
Genehmigung von Percy Knolle, IMMEI, Bonn
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2.1.18 Verwendete Bakterienstimme

TOPI10F (Invitrogen, Karlsruhe)
E.coli - Stamm: F’ {laclq Tnl0(TetR)} mcrA A(mrr-hsdRMSmcrBC) ®80lacZAM15
AlacX74 rec Al deoR araD139 .A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str™) end Al nupG

2.1.19 Verwendete Zellinien

Tab.2.4 Verwendete Zellinien, ihre Beschreibung und Referenzquelle

Bezeichnung

Beschreibung

Referenzquelle

B3Z

HeLa S3 Tet off
cell line

(HeLa tTA)

MEF/3T3 Tet off
cell line

(MEF tTA)
NIH-3T3

CD8+ T-Zellhybridom, welches aus einem
CD8+ T-Zellklon generiert wurde, dessen
T-Zellrezeptor  (TZR)  spezifisch  das
OVAjs7.064 Peptid, présentiert auf H2Kb,
erkennt. Eine TZR vermittelte Aktivierung
kann tber ein lacZ-(bakterielle B-Galakto-
sidasegen) Reportergen, welches unter der
Kontrolle des NF-AT Elements des IL-2
Enhancers steht, gemessen werden. Bei einer
Aktivierung produzieren diese Zellen IL-2
und B-Galaktosidase.

humane Cervixkarzinomzellinie (HeLa), die
mit dem = Tetrazyklin  kontrollierten
Transaktivator (tTA; Gossen und Bujard,
1992) stabil transfiziert wurde
mausembryonale Fibroblasten-Zellinie die
mit dem Tetrazyklin-kontrollierten Trans-
aktivator (tTA) stabil transfiziert wurde

Maus-Fibroblasten-Zellinie

PK; Karttunen et al.
1991

JK; Clontech

JK; Clontech

Pathologie

Quellenabkiirzung: Clontech = Clontech, Heidelberg; JK = mit freundlicher Genehmigung
von Jutta Kirfel, Institut fiir Pathologie, Bonn; Pathologie = Sammlungen Institut fiir
Pathologie, Bonn; PK = mit freundlicher Genehmigung von Percy Knolle, IMMEI, Bonn
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2.2 Methoden

2.2.1 Tierhaltung und Applikation in vivo

Die Miuse wurden in Plastikkédfigen gehalten und erhielten Wasser und Trockenfutter ad
libitum. Zur ldentifizierung der Tiere wurde im Alter von drei Wochen eine Schwanzbiopsie
zur DNA-Gewinnung durchgefiihrt und die Maiuse mit nummerierten Ohrmarken
gekennzeichnet. Der Tag- und Nachtzyklus in den Versuchstierhaltungen betrug 12 h.

Um die Zusammenhinge des Immunsystems und deren Abldufe zu verstehen, wurden
Versuche in vivo in transgenen Mausen sowie Kontrollgruppen durchgefiihrt. Die Applikation
von CpG-1668 ODN (0,5 pg, Krieg et al. 1995, Sato et al. 1996) und 16slichem Antigen
(Ovalbumin, 2 mg) erfolgte intravends. Der adoptive Transfer von OT I T-Zellen (1-3 x 10°)
wurde ebenfalls durch einer intravendsen Applikation durchgefiihrt. Eine Stimulierung
endogener T-Zellen erfolgte ca. 1,5 h vor Versuchsbeginn durch intravendse Applikation von
2 pg anti CD3.

Die hormonelle Stimulierung der Eizellen-Spenderméduse mit den beiden verwendeten
Hormonen PMS (pregnant mares serum) und HCG (human chorionic gonadotropin) erfolgte
intraperitoneal. Dazu wurden 5 U PMS um 15:00 Uhr und 47 h spéter 5 U HCG verabreicht.
Fir den Transfer manipulierter Eizellen wurde den Ammenmiittern eine
Kombinationsnarkose, bestehend aus den beiden Wirkstoffen Xylazinhydrochlorid und
Ketaminhydrochlroid (100 pg / 10 g Korpergewicht), intraperitoneal verabreicht.

Soweit nicht anders beschrieben wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet. Im
Rahmen der neonatalen Tumorinduktionsexperimente wurde den c-myc x LAP tTA,
c-myc/OVA 75 x LAP tTA sowie den c-myc/OVA 100 x LAP tTA transgenen Tieren
wiéhrend der Verpaarung Doxyzyklin-Trinklosung (25 g/L Sucrose; 0,1 g/L Doxyzyklin) zur
Unterdriickung der Genexpression von c-myc und OVA gegeben. Die Losung wurde
lichtgeschiitzt, in dunklen Trinkflaschen verabreicht und zweimal die Woche gewechselt. Bei
Geburt wurde durch Austausch der Doxyzyklin-Trinklosung gegen gewohnliches Trinkwasser
die Genexpression von c-myc und OVA induziert. Im Alter von ca. 4-5 Wochen wurden die
Tiere analysiert.

Im Rahmen der embryonalen Tumorinduktionsexperimente wurde den c-myc/OVA 75 x

LAP tTA transgenen Tieren wihrend der Verpaarung bereits gewohnliches Trinkwasser ohne
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Zusitze gegeben, um die Expression von c-myc und OVA schon vor der Geburt zu induzieren.

Die Tiere wurden entweder am ersten oder fiinften Tag nach der Geburt analysiert.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 DNA Isolierung aus Schwanzbiopsien der Maus

Die Schwanzbiopsien wurden in 710 pl Lyse-Puffer und 40 pl Proteinase K (10 mg/ml) {iber
Nacht bei 55°C lysiert. Am nédchsten Morgen wurden die Proben auf Raumtemperatur
abgekiihlt und 5 min gemischt. AnschlieBend wurde den Proben 300 ul 5 M NaCl zugegeben
und diese erneut fiir 5 min bei Raumtemperatur gemischt. Nach 10-miniitiger Zentrifugation
bei 13.000 rpm und 10°C wurde 750 pl Uberstand in ein neues 1,5 ml-ReaktionsgefiB mit
vorgelegten 500 pl Isopropanol iiberfiihrt. Die Féllung der DNA erfolgte bei einer
Zentrifugation von 13.000 rpm und 4°C. Der Uberstand wurde abgesaugt und das so erhaltene
DNA Pellet zweimal mit 500 pl 80%igem Ethanol gewaschen, bei 37°C fiir 15 min in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet. AnschlieBend wurde das Pellet in 400 pul H,O aufgenommen

und fiir 3 h bei 37°C gelost.

2.2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Identifizierung der Maiduse und Bestimmung der Genotypen wurde eine PCR

durchgefiihrt.

Tab.2.5 Ubersicht iiber Pipettierschemata und Programme der Genotypisierungs-PCR

tTA c-myc und OVA
DNA Sul Sul
PCR-Puffer (10x) 5ul S5ul
MgCl; (50 mM) 1,5 pl 1,5 pl
dNTPs (10 mM) 1 ul 1 ul
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Primer I ul CamK2tTA-fwd (10 pmol/ul) I ul OVA-f (15 pmol/ul)
(10 pmol/pl; 1 pl CamK2tTA-rev (10 pmol/pl) 1 pl OVA-r (15pumol/pl)
15 pmol/ul)

1 ul Myce-f (15 pmol/pl)
1 ul Myc-r (15 pmol/ul)

Tag-Polymerase 0,2 ul 0,2 ul

(5 U/ul)

H,O 35,2 ul 35,2 ul

Programm 94°C; 45 sec 94°C; 45 sec
58°C; 30 sec 60°C; 30 sec
72°C; 45 sec 72°C; 45 sec

Zyklenanzahl 35 35

2.2.2.3 Agarosegelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese ist es moglich DNA-Gemische aufzutrennen und ihre
GroBe zu bestimmen. Es wurden 1%ige (fiir sonstige Analysen) und 2%ige (fiir PCR)
horizontale Agarosegele verwendet. Dazu wurde die Agarose abgewogen, mit entsprechender
Menge an TAE Puffer (1x) versetzt und in der Mikrowelle aufgekocht. Nach Abkiihlen auf
ca. 50-60°C wurde Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) zugegeben, das Gel gegossen und die
Probenkdmme eingesetzt. Nach dem Erkalten wurde das Gel in die Elektrophoresekammer
gelegt und diese mit TAE-Puffer (1x) befiillt. Den Proben wurde 1/10 des Volumens
Ladepuffer zugefiigt, entsprechende Mengen (15 pul PCR Ansatz) in die Taschen gefiillt und je
nach Gelstirke bei 70-130 V elektrophoretisch aufgetrennt. Als Molekulargewichtsmarker
wurde eine 100 bp- oder 1 kb-Leiter mitgefiihrt. Die Detektion erfolgte durch Fluoreszenz im
UV-Licht (320 nm).

2.2.2.4 Analytischer und priaparativer Verdau

Fiir einen analytischen Verdau wurden 1 pl Plasmid-DNA (ca. 1 pg) mit 2 pl Restriktions-
enzympuffer (10x) und 1 pl Restriktionsenzym (10-20 U/ul) versetzt. Der Ansatz wurde mit
H,0 auf ein Volumen von 20 ul gebracht und fiir 1-2 h bei 37°C inkubiert.
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Bei einem préparativen Ansatz wurden 20 ug DNA (ca. 5 pg Insert) in einem Gesamtvolumen
von 70 ul verdaut. Entsprechend wurden 5 pl (10-20 U/ul) Restriktionsenzym und 7 pl
Restriktionspuffer (10x) eingesetzt. Es erfolgte ein Verdau bei 37°C {iber Nacht.

Bei gleichzeitiger Verwendung von zwei Restriktionsenzymen (Doppel-Verdau) wurde die

eingesetzte Menge halbiert.

2.2.2.5 Praparation von Dialyseschliuchen

Dialyseschlduche von 25 mm Breite wurden in ca. 7 cm lange Stiicke geschnitten und fiir
10 min in 2% Na,CO;; 1 mM EDTA gekocht. AnschlieBend wurden die Schlduche zweimal
mit H,O gewaschen und in einer 1| mM EDTA Losung autoklaviert. Die Aufbewahrung

erfolgte bei 4°C.

2.2.2.6 Elution von DNA-Fragmenten

2.2.2.6.1 Elektroelution von DNA-Fragmenten fiir die Pronukleusinjektion

Die Bande von Interesse wurde mit einem Skalpell aus dem Agarosegel (ohne
Ethidiumbromid) herausgeschnitten und in einen, zweimal mit 5 ml H,O ausgespiilten,
Dialyseschlauch iiberfiihrt. Der Schlauch wurde am unteren Ende mit einer Klammer
verschlossen. Zu dem Gelstiick wurden 350 pl TE-Puffer gegeben und der Schlauch wurde
oben mit einer weiteren Klammer luftblasenfrei abgedichtet. Der Schlauch wurde in eine mit
TAE-Puffer (1x) gefiillte Elektrophoresekammer gelegt und eine Spannung von 90 V
angelegt. Die Polungsrichtung wurde nach 2 h fiir 45 sec umgekehrt. Die DNA konnte somit
elektrophoretisch aus dem Gel eluiert werden. Anschliefend wurde die DNA-haltige Losung
aus dem Schlauch herauspipettiert und eine Phenol-Chloroform-Extraktion, gefolgt von einer

Ethanol-Prézipitation durchgefiihrt.
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2.2.2.6.2 Elution von DNA Fragmenten fiir sonstige Analysen

Die Bande von Interesse wurde mit einem Skalpell aus dem Agarosegel herausgeschnitten
und mit Hilfe des ,,QlAquick Gel Extraction Kit* die DNA eluiert. Es wurde nach
Herstellerprotokoll verfahren.

Das herausgeschnittene Gelstiick wurde in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdf tiberfiihrt, gewogen und
das 3-fache Volumen an Qiagen Puffer QG zu einem Volumen Gelstiick pipettiert (100 mg
wurden 100 pl gleichgesetzt). Wihrend der 10-miniitigen Inkubation bei 50°C wurde die
Probe alle 2-3 min gemischt. AnschlieBend wurde ein 1-faches Volumen Isopropanol
zugesetzt, erneut gemischt und die Probe in eine QIA4Aquick Sdule tiberfiihrt, die zuvor in ein 2
ml-Reaktionsgefdll gesetzt wurde. Nach einem 1-miniitigem Zentrifugationsschritt bei
13.000 rpm wurde der Durchlauf verworfen, die Séule mit 0,5 ml Qiagen Puffer QG gespiilt,
erneut zentrifugiert und mit 0,75 ml Qiagen Puffer PE gewaschen. Es wurde zweimal bei
13.000 rpm fiir 1 min zentrifugiert, der Durchlauf verworfen und die Sdule danach in ein
neues 1,5 ml-Reaktionsgefdll gesetzt. Die DNA-Elution erfolgte mit 35 pul Qiagen Puffer EB

oder H,O nach erneuter Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 1 min.

2.2.2.7 Phenol/Chloroform-Extraktion nukleinsiurehaltiger Losungen

Der Nukleinsdurelosung wurde ein gleiches Volumen an Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1) zugesetzt, gemischt und 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die obere, wassrige
Phase wurde in ein neues Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt, gleiche Menge an Chloroform
hinzugegeben und bei 13.000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Die obere, wissrige Phase wurde

erneut in ein neues Reaktionsgefdl pipettiert und die DNA schlieBlich Ethanol-prézipitiert.

2.2.2.8 Ethanol-Prizipitation nukleinsiurehaltiger Losungen

Soweit nicht anders beschrieben, wurde die nukleinsdurehaltige Losung mit dem 2 bis 3-
fachen Volumen 100% Ethanol und 1/10 des Volumens einer 3 M Natriumacetatlosung
(pH 4,6) gemischt und 40 min bei —80°C inkubiert. Die Losung wurde fiir 20 min bei 13.000
rpm und 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit 80%igem Ethanol

gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 4°C und 13.000 rpm fiir 2 min
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wurde das Pellet bei 37°C getrocknet und anschlieBend in einem geeigneten Volumen H,O

(oder Pronukleus-Injektionspuffer) aufgenommen.

2.2.2.9 Ligation von DNA

Fiir die Ligation von 3'-Hydroxyl und 5 -Phosphatenden zwischen Vektor-DNA und Insert
tiber eine Phosphodiesterbindung wurde die T4-DNA-Ligase nach Herstellerangaben
eingesetzt. 100 ng Vektor und ein 3-facher molarer UberschuB Insert wurden mit 4 pl
Ligasepuffer (5x) und 2 ul T4-DNA-Ligase gemischt. Der Ansatz wurde mit HO auf ein
Gesamtvolumen von 20 pl aufgefiillt. Die Ligation erfolgte {iber Nacht bei 16°C im PCR-
Gerit.

2.2.2.10 Ligation von Oligonukleotiden

Die Oligonukleotide (100 pmol/ul) wurden 5 min bei 75°C im Heizblock inkubiert und
anschlieBend auf Raumtemperatur abgekiihlt. Bei der Verwendung von zwei
Oligonukleotiden wurden diese zu gleichen Verhéltnissen gemischt.

100 ng Vektor wurde mit 4 pl Ligasepuffer (5x) und 2 pul T4-DNA-Ligase gemischt und mit
Olidonukleotiden auf 20 pul aufgefiillt. Die Ligation erfolgte {iber Nacht bei 16°C im PCR-
Gerat.

2.2.2.11 Alkalische Phosphatase Behandlung

Bei einem nicht asymetrischen Verdau wurde, um eine Religierung der Vektor-DNA zu
minimieren, die 5'-Phosphatenden durch alkalische Phosphatase dephosphoryliert. Es wurde
nach Herstellerprotokoll verfahren. 35 pl linearisierte und Gel-eluierte Vektor-DNA wurde
mit 4 ul Dephosphorylierungspuffer (10x) und 1 pl alkalischer Phosphatase (BAP = Bacterial
Alkaline Phosphatase; 150 U/ul) gemischt bei 65°C im Heizblock inkubiert. Nach 1 h
Inkubation wurde die Vektor DNA Phenol/Chloroform-extrahiert und Ethanol-préizipitiert.
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2.2.2.12 Herstellung von Agarplatten

Eine Flasche LB-Agar (400 ml) wurde nach dem Autoklavieren im Wasserbad auf ca. 60°C
heruntergekiihlt und 100 pg/ml Ampicillin hinzugegeben. Es wurden unter sterilen
Bedingungen an der Bunsenbrennerflamme ca. 20 Agar-Platten (9 cm Durchmesser)

gegossen. Die Platten wurden gestapelt, abkiihlen gelassen und bei 4°C tiber Kopf gelagert.

2.2.2.13 Zucht von Escherichia coli (E.coli)

E. coli wurde in LB-Medium unter sterilen Bedingungen geziichtet. Die Vorkulturen (5 ml)
wurden mit einer einzelnen Kolonie beimpft und iiber Nacht (fiir sonstige Analysen) oder
tiber Tag (Praparation groBler Mengen Plasmid-DNA) geziichtet. Je nach Bedarf wurde
100 pg/ml Ampicillin zugesetzt. Die Hauptkulturen (200 ml) wurden mit 1% Inokulum
beimpft und in 500 ml Erlenmeyerkolben bei 260 rpm und 37°C geschiittelt.

2.2.2.14 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien

Die E. coli Hauptkultur (50 ml) wurde tber Tag in LB-Medium bei 37°C im
Bakterienschiittler bis zu einer ODgpo nm von ca. 0,3 geziichtet. AnschlieBend wurden die
Bakterien auf Eis abgekiihlt und bei 2.500 rpm fiir 5 min bei 4°C zentrifugiert. Das
Bakterienpellet wurde in 25 ml 50 mM CaCl,-Losung durch invertieren resuspendiert und fiir
20 min auf Eis inkubiert. Nach einem erneuten 5-miniitigem Zentrifugationsschritt bei 4°C
und 2.500 rpm wurde das Bakterienpellet in 5 ml 50 mM CaCl,-Losung mit 15% Glycerol
durch invertieren resuspendiert. Die kompetenten Bakterien wurden zu 100 pl aliquotiert, in

fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert.

2.2.2.15 Transformation von Plasmid-DNA in chemisch-kompetente Bakterien

Ca. 10 ng Plasmid-DNA wurde mit 100 pl, auf Eis aufgetauten, chemisch-kompetenten
Bakterien gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte 90 sec bei

42°C im Wasserbad. Die Bakterien wurden anschliefend erneut fir 2 min auf Eis inkubiert.
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Nach Zugabe von 0,5 ml LB-Medium wurden die Bakterien 35 min bei 37°C und 750 rpm
geschiittelt. 100 pl wurden direkt auf eine LB-Ampicillin-Agarplatte ausplattiert, der Rest
wurde 2 min bei 3.000 rpm zentrifugiert, in 100 pl LB-Medium resuspendiert und auf einer

weiteren LB-Ampicillin-Agarplatte ausplattiert. Die Inkubation erfolgt {iber Nacht bei 37°C.

2.2.2.16 Priparation kleiner Mengen Plasmid-DNA (,,Mini Prip*)

Die Préiparation kleiner Mengen an DNA erfolgte mit dem ,,QI4prep Spin Miniprep Kit* der
Firma Qiagen. Es wurde nach Herstellerprotokoll verfahren.

Eine 5 ml Ubernachtkultur wurde bei 5.000 rpm 5 min zentrifugiert, das erhaltene
Bakterienpellet in 250 pl Qiagen Puffer PI resuspendiert und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal3
tiberfithrt. Nach Zugabe von 250 pl Qiagen Puffer P2 wurde die Losung 4-6 mal invertiert,
mit 350 ul Qiagen Puffer N3 versetzt und erneut 4-6 mal invertiert. Die anschlieBende
Zentrifugation wurde bei 13.000 rpm fiir 10 min durchgefiihrt und der Uberstand auf eine
QlAprep Sdule, die zuvor in ein 2 ml-Reaktionsgefd3 gestellt wurde, {iberfiihrt. Es erfolgte
eine erneute Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 30-60 sec. Der Durchflull wurde verworfen,
die Sdule mit 0,5 ml Qiagen Puffer PB gespiilt, bei 13.000 rpm fiir 30-60 sec zentrifugiert und
mit 0,75 ml Qiagen Puffer PE gewaschen. Nach zweimaliger Zentrifugation bei 13.000 rpm
fiir 1 min wurde die Séule in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefd3 gestellt und die aufgereinigte

Plasmid-DNA mit 50 pl Qiagen Puffer EB oder H,O eluiert.

2.2.2.17 Priaparation grofler Mengen Plasmid-DNA (,,Maxi-Prdip*)

Verwendet wurde das ,,HiSpeed Plasmid Maxi Kit“ der Firma Qiagen. Die Durchfiihrung
erfolgte nach Herstellerangaben.

Eine 200 ml Ubernachtkultur wurde 15 min bei 5.000 rpm zentrifugiert und das
Bakterienpellet in 10 ml Qiagen Puffer PI resuspendiert. Danach wurden 10 ml Qiagen
Puffer P2 zugegeben und die Zellen 5 min bei Raumtemperatur lysiert. In der Zwischenzeit
wurde eine QIA-Filter-Maxi-Cartridge mit einer Kappe verschlossen und aufgestellt. Nach
Zugabe von 20 ml kaltem Qiagen Puffer P3 wurde die Bakteriensuspension invertiert und
sofort auf die Cartridge gegeben. Nach 10-miniitiger Inkubation, wurde das Lysat auf eine,

mit 10 ml Qiagen Puffer QBT &quilibrierte, HiSpeed-Maxi-Sdule ausgepresst. Die Saule
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wurde anschlieBend mit 60 ml Qiagen Puffer QC gewaschen. Danach wurde ein 50 ml-Ein-
malréhrchen unter die Sdule gestellt und die DNA mit 15 ml Qiagen Puffer QF eluiert. Es
wurden 10,5 ml Isopropanol zur DNA Losung gegeben, gemischt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Losung wurde in dem folgenden Schritt durch einen QIA4-
Prazipitator gedriickt. Die nun im Prazipitator befindliche DNA wurde mit 2 ml 80%igem
Ethanol gewaschen und anschlieBend zweimal ohne Fliissigkeitszugabe durchgespiilt. In
einem letzten Schritt wurde die DNA mit zweimal 600 pl H>O in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal3

eluiert und die Konzentration am Photometer bestimmt.

2.2.2.18 Konzentrationsbestimmung nukleinsiurehaltiger Losungen im Photometer

Mit Hilfe eines Spektralphotometers ist es moglich die Konzentration und im gewissen Male
auch die Reinheit von nukleinsdurehaltigen Losungen zu bestimmen. Dazu miflit man die
nukleinsdurehaltige Losung gegen ihr Losungsmittel bei einer Wellenldnge von 260 nm und
280 nm. Die DNA-Konzentration 1d6t sich durch die Extinktionsmessung bei 260 nm
bestimmen, wobei die Absorption direkt proportional zum DNA-Gehalt ist. Bei einer
optischen Dichte (ODys nm) von 1, ergibt sich fiir doppelstringige DNA ein Gehalt von
50 pg/ml und fiir RNA eine Konzentration von 40 pg/ml. Unterschiedlich zu den
Nukleinsduren besitzen Proteine ein Absorptionsmaximum bei 280 nm. Der Quotient aus der
Absorption bei 260 nm und bei 280 nm stellt somit ein MaB fiir die Reinheit der Losung dar.
Er sollte bei DNA im Bereich von 1,8 und bei RNA im Bereich von 2,0 liegen.

Die nukleinsdurehaltige Losung wurde mit H,O angemessen verdiinnt (in der Regel 1:100)

und in Quarzkiivetten gegen H,O gemessen.

2.2.2.19 Sequenzierung von Nukleinsiuresequenzen

Die Uberpriifung der Nukleinsiuresequenzen von c-myc und OVA erfolgte nach der Methode
von Sanger (Sanger et al. 1977). Diese Methode wird auch als enzymatische DNA-
Sequenzierung oder Kettenabbruchverfahren bezeichnet und beruht auf dem zufilligen
Einbau von 2,3 -Didesoxynukleotiden (ddNTPs) wihrend der Polymerasekettenreaktion, was
zu einem basenspezifischen Abbruch der DNA-Synthese fiihrt. Diesen ddNTPs fehlt die
3'-OH-Gruppe, so dass die DNA-Polymerase das nachste Nukleotid nicht mehr anfiigen kann
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und die Synthese beendet. Dem Sequenzieransatz werden neben den iiblichen dNTPs
(2'-Desoxynucleotid-triphosphat-Gemisch) auch verschiedene Fluoreszenz-markierte ddNTPs
zugesetzt. Es kommt in einer statistischen Verteilung zu einem Einbau eines ddNTPs an
unterschiedlichen Positionen wihrend der PCR und somit zur Entstehung unterschiedlich
langer DNA-Fragmente, die anhand einer Polyacrylamid-Elektrophorese aufgetrennt werden
konnen. Im Fluoreszenz-Detektor konnen die DNA-Fragmente bestimmt und anhand von

farbigen Peakdiagrammen visualisiert werden.

2.2.2.19.1 Sequenzierung

Die Annealing-Temperatur, die fiir die einzelnen Sequenzierungen verwendet wurde, richtet
sich nach der Anzahl der Guanin (G)- und Cytosin (C)-Nukleinbasen, die in der
Primersequenz vorkommen. Bei einer Anzahl zwischen 10 und 12 G- bzw. C-Nukleinbasen
wurde eine Annealingtemperatur von 55°C, bei einer Anzahl von weniger als 10 G- und
C-Nukleinbasen hingegen 50°C gewdhlt. Gab es in einer Primersequenz mehr als 12 G- und

C-Nukleinbasen, betrug die Annealingtemperatur 60°C.

Tab.2.6 Pipettierschema der Sequenzierungsreaktion

Komponenten Menge

Terminator Ready Reaction Mix 4 ul

PCR-Puffer (5x) 2 ul

DNA (0,2-0,5pug)

Primer (10 pmol/ul) I ul

H,O ad 20ul

Programm 96°C; Smin
96°C; 15 sec
50-60°C; 30 sec
60°C; 4 min

4°C bis zur Ethanol-Prézipitation

Zyklenanzahl 35
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2.2.2.19.2 Ethanol-Prizipitation der Sequenzierungsreaktionen

Der Sequenzieransatz wurde in ein 1,5 ml-Reaktionsgefd3 iiberfiithrt und mit 250 pl
100%igem Ethanol, 10 pul 3 M Natriumacetatlosung (pH 4,6) und 80 ul H,O (HPLC
gereinigt) gemischt. Nach einer 15-miniitigen Zentrifugation bei 15.000 rpm wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet mit 250 pl 70%igem Ethanol gewaschen. Es folgte eine
weitere Zentrifugation bei 15.000 rpm fiir 5 min. Erneut wurde der Uberstand verworfen und
das Pellet bei RT fiir 5 min getrocknet. Die Proben wurden bis zur Vorbereitung fiir die

Analyse bei —20°C gelagert.

2.2.2.19.3 Probenvorbereitung fiir Sequenzier-Analyse

Den Proben wurde 25 pl Hidi-Formamid zugegeben und die DNA durch Auf- und
Abpipettieren geldst. AnschlieBend wurde die geloste DNA in 0,5 ml-Reaktionsgefa3e
tiberfiihrt und kurz anzentrifugiert. Die elektrophoretische Analyse der Sequenzierung
erfolgte in einem ABI Prism 310. Die Analyse der Daten erfolgte mit der Sequencer Analysis

Software der Firma Applied Biosystems (ABI).

2.2.2.20 RNA-Isolierung aus Geweben

Die RNA-Isolierung aus Geweben erfolgte mit dem ,,Qiagen RNeasy Kit* der Firma Qiagen.
Es wurde das Herstellerprotokoll verwendet.

Das Gewebestiick (max. 30 mg) wurde in 600 pl Qiagen Puffer RLT mit 6 pl B-Mercapto-
ethanol in einem Ultra-Turrax T8 homogenisiert und 3 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml-ReaktionsgefiB mit vorgelegten 600 ul 70%igem
Ethanol (in DEPC-H,0) {iberfiihrt und gemischt. Die Probe (2 x 600 pul) wurde anschliefend
auf eine RNeasy-Mini-Sdule gegeben und dazwischen 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugiert.
Der Durchflul wurde verworfen, 350 ul Qiagen Puffer RW1 auf die Sdule pipettiert und
wiederum 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugiert. Nachdem 10 pl DNase I (3 U/ul) und 70 pl
Qiagen RDD Puffer auf die Sdule pipettiert wurden, erfolgte eine 15-miniitige Inkubation bei
20-30°C. Erneut wurden 350 pl Qiagen Puffer RWI auf die Sdule pipettiert, 15 sec bei

10.000 rpm zentrifugiert und der Durchflul verworfen. Die Séule wurde in ein neues
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1,5 ml-Reaktionsgefal3 tiberfiihrt, mit 500 pl Qiagen Puffer RPE gewaschen und dabei 2 min
bei 10.000 rpm zentrifugiert. Zur Elution der RNA wurde die Sdule erneut in ein
1,5 ml-Reaktionsgefdl iiberfithrt und nach Zugabe von 30 pl DEPC-H,O 1 min bei 10.000
rpm zentrifugiert. Das Eluat wurde zweimal durch die Sdule laufen gelassen, bei einem
Zentrifugationsschritt fiir 1 min und 10.000 rpm. Die Konzentration der RNA wurde im
NanoDrop Spektralphotometer gemessen. Die Aufbewahrung erfolgte bei —80°C.

2.2.2.21 cDNA Synthese

Fiir die cDNA Synthese wurde 100 ng RNA eingesetzt, die mit 1 pl Oligo-d(T)-Primer, 2 pl
dNTPs (10 mM) versetzt und mit DEPC-H,O auf 10 pl aufgefiillt wurde. Die Inkubation
erfolgte fiir 5 min bei 65°C. AnschlieBend wurden 4 pl PCR-Puffer (5x), 1ul DTT (0,1 M),
3 ul DEPC-H;O, 1 pl RNase OUT und 1 pl AMV-Reverse Transkriptase (15 U/ul)
zugegeben. Zur Kontrolle wurde immer ein Ansatz ohne AMV-Reverse Transkriptase (-RT)
durchgefiihrt, stattdessen wurde DEPC-H,0 eingesetzt. Die Erststrangsynthese erfolgte bei
50°C fiir 45 min und schlieBlich 5 min bei 80°C. Die cDNA wurde bei —20°C gelagert.

2.2.2.22 Expressionsnachweis mittels RT (Reverse Transkriptase)-PCR
Zur Expressionsanalyse wurde 1 ul cDNA in einer PCR Reaktion eingesetzt. Die folgende
Tabelle liefert einen Uberblick iiber die verwendeten Pipettierschemata und gewihlten PCR-

Programme.

Tab.2.7 Ubersicht iiber verwendete Pipettierschemata und Programme fiir die RT-PCR
Ansitze

c-myc und OVA B-Aktin
cDNA 1 ul 1 ul
PCR-Puffer (10x) 5ul S5ul
MgCl; (50 mM) 1,5 pl 1,5 ul
dNTPs (10 mM) 1 ul 1 ul
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Primer 1 ul Myc-f (15 pmol/ul) I ul mb-Act-F (10 pmol/ul)
(10 pmol/pul; 1 ul Myc-r (15 pmol/pl) 1 pul mb-Act-R (10 pmol/ul)
15 pmol/ul)

1 ul OVA-f (15 pmol/ul)
1 pl OVA-r (15 pmol/pl)

Tag-Polymerase 0,2 ul 0,2 ul

(5 U/ul)

H,O 39,3 ul 39,3 ul

Programm 94°C; 2 min 94°C; 2 min
94°C; 45 sec 94°C; 45 sec
60°C; 30 sec 55°C; 30 sec
72°C; 45 sec 72°C; 45 sec

Zyklenanzahl 30 30

2.2.3 Histologische Methoden

2.2.3.1 Fixierung von Frischgewebe

Die Fixierung von Frischgewebe erfolgte (falls nicht anders beschrieben) in 4%iger

gepufferter Formaldehydldsung (pH 6,9) bei 4°C iiber Nacht.

2.2.3.2 Einbetten von fixiertem Frischgewebe

Nach der Fixierung wurden die Préparate zugeschnitten, in Einbettkassetten iiberfiihrt und
erneut 1 h bei 4°C fixiert. Danach wurden die Priparate unter flieBendem Leitungswasser
griindlich gewissert und in den Einbettautomat gelegt. Dort durchliefen die Priparate
zunéchst eine aufsteigende Alkoholreihe (50%, 60%, 70%, jeweils 1 h 35 min; 80%, 96%,
2 x 100%, jeweils 1 h), wurden anschlieend in Xylol (1 h, 2 x 30 min) und letztlich in
Paraffin (3 x 1 h) tberfiihrt und in diesem bis zur weiteren Verwendung gelagert. Am
nidchsten Morgen wurden die Priparate aus den Einbettkassetten genommen und in

Paraffinblocke gegossen, die bei Raumtemperatur gelagert wurden.
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2.2.3.3 Herstellung von Paraffinschnitten

Die Paraffinblocke wurden in ein Mikrotom eingespannt und Schnitte von 2-3 um angefertigt,
die im Wasserbad bei 45°C geglittet worden sind, bevor sie auf Objekttrager aufgezogen
wurden. Die Schnitte wurden schlielich iiber Nacht bei 55°C getrocknet.

2.2.3.4 Herstellung von Kryoschnitten

Das Frischgewebe zur Anfertigung von Kryoschnitten wurde in Kryomolds zusammen mit
Tissue Tek O.C.T. Compound eingebettet und bei —80°C gelagert.

Zur Herstellung von Kryoschnitten wurden die Proben ca. 2 h vor Beginn aus dem —80°C
Schrank genommen und im Kryostat auf —20°C gebracht. Anschliefend wurden die Proben
aus den Kryomolds entfernt, mit Tissue Tek O.C.T. Compound auf Metallhalterungen fixiert
und im Kryostat eingespannt. Die Kryoschnitte wurden auf Objekttriger gezogen, '2-1 h
getrocknet und 5 min bei 4°C in Aceton fixiert. Danach wurden die Schnitte {iber Nacht
getrocknet und am nédchsten Morgen entweder direkt fiir Immunfluoreszenzfarbungen

eingesetzt oder in Aluminiumfolie eingepackt und bei —80°C gelagert.

2.2.3.5 Hamatoxylin Eosin- (HE) Firbung

Paraffinschnitte wurden zunéchst in Xylol und dann in einer absteigenden Alkohohlreihe
(100%, 96%, 80%, 70%, jeweils 5 min) entparaffiniert, 5 min in H,O inkubiert, bevor sie
5 min mit Himatoxylin nach Mayer gefdarbt wurden. Kryoschnitte wurden direkt nach der
Trocknung {iber Nacht zu den gleichen Bedingungen mit Himatoxylin nach Mayer gefarbt.
Die folgenden Schritte sind fiir Paraffin- und Kryoschnitte identisch. Die Schnitte wurden in
lauwarmem Leitungswasser 5 min gebldut; dabei wurde das Wasser mehrfach gewechselt. In
einem letzten Schritt wurde das Leitungswasser gegen deionisiertes H,O getauscht, 30-45 sec
in Eosin gefarbt und erneut in H,O getaucht. Nach Abschlufl der Farbung wurden die
Objekttrager durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 96%, 2 x 100%; fiir jeweils
5 sec) in Xylol iberfiihrt und mit Pertex eingebettet. Alle angefertigten Paraffinschnitte

wurden an einem Olympus BX51 Mikroskop ausgewertet und die Bilder wurden mit der
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Kamera Axio Cam MRC 5 (Zeiss) unter Verwendung der Software Axio Vision Rel. 4.5

aufgenommen.

2.2.3.6 Immunhistochemie von Paraffinschnitten

Die Schnitte wurden zundchst in Xylol (2 x 10 min), danach in einer absteigenden
Alkoholreihe entparaffiniert (100%, 96%, 70%, jeweils 5 min), kurz in H,O {iberfiihrt und
anschlieBend in Tris-Waschpuffer (5 mM Tris-HCI pH 7,4-7,6; 16 mM NaCl) gespiilt. Nach
der Rehydrierung schlof sich je nach verwendetem Antikorper eine Vorbehandlung in der
Mikowelle oder dem Dampfkochtopf an (sieche Tab.2.8). Nach 20 min Abkiihlphase wurden
die Schnitte erneut in Tris-Waschpuffer (5 mM Tris-HCI pH 7,4-7,6; 16 mM NacCl) {iberfiihrt.
Die Schnitte wurden im DAKO TechMate 500 Plus, unter Verwendung des ,,DakoREAL
Detection System und Peroxidase/AEC Kit*“ der Firma Dako, gefarbt.

Tab.2.8 Verwendete Antikorper und Vorbehandlungsbedingungen fiir die
Immunbhistochemie

OVA Ki67
Vorbehandlung 2 x 15 min in Citratpuffer 1 x 3 min in Citratpuffer
(0,1 M; pH 6,0) (0,1 M; pH 6,0)
(Mikrowelle; 600 W) (Dampfkochtopf; 125°C)
Inkubationstemperatur und RT 4°C
-zeit 72 h iiber Nacht
Primérantikorper- 1:1000 1:25

verdiinnung

2.2.3.7 Gordon Firbung

Die Schnitte wurden zunéchst, wie unter 2.2.3.6 beschrieben, entparaffiniert, kurz in H,O
getaucht und anschlieBend fiir 3 min in 0,5%igem saurem Kaliumpermanganat fiir 3 min
inkubiert. Danach wurden die Schnitte in Leitungswasser iiberfiihrt, bis keine Farbwolken

mehr zu sehen waren, 1 min in 1%iger Oxalsdure inkubiert (bis die Schnitte farblos wurden)
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und erneut griindlich in Leitungswasser gewaschen, bevor sie 3 mal in H,O {iberfiihrt wurden.
Nach 15-miniitiger Farbung in 2,5%igem Ferrialaun und 3-maligem Waschen in H,O folgte
eine 10 sec-Farbung in Silberlosung. Anschlieend wurden die Schnitte erneut 2 mal in HO
gewaschen und in 10%igem Formalin 20 sec inkubiert, bevor sie in Leitungswasser
gewaschen wurden. Danach wurden die Schnitte 2 mal in H,O iiberfiihrt, 1 min in 0,15%iger
Goldchloridlosung inkubiert, erneut in H,O iberfihrt und 3 min in 2,5%igem
Natriumthiosulfat inkubiert, bis sie schlieBlich griindlich in Leitungswasser gewaschen
wurden. Nach Waschen in H,O, erfolgte eine 5 bis 10-miniitige Féarbung in Kernechtrot und
das Uberfiihren der Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 96%,
2 x 100%; fiir je jeweils 5 sec) in Xylol. Die Schnitte wurden mit Pertex eingedeckt.

2.2.3.8 Immunhistochemie von Zellen

Es wurde die Avidin-Biotin Methode angewendet. Alle verwendeten Losungen der Firma
Dako wurden ca. 30 min bei Raumtemperatur vorgewdrmt. Die Zellen wurden in Chamber
Slides (Doppelkammer) kultiviert, zweimal mit PBS gewaschen und mit 1 ml 4%iger
Paraformaldehydlosung 5 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach zwei weiteren
Waschschritten mit 1 ml PBS, erfolgte eine Permeabilisierung in 1 ml 0,1%igem Triton X-
100 in PBS fiir 5 min bei Raumtemperatur. Die Zellen wurden zweimal mit 1 ml PBS
gewaschen und mit 1 ml Primérantikérper (OVA 1:1.000), verdiinnt in Antibody diluent, 1 h
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit 1 ml PBS gewaschen
und mit den Biotinylated Secondary Antibodies tiberdeckt. Nach einer Inkubation von 30 min
bei Raumtemperatur wurden die Zellen erneut zweimal mit 1 ml PBS gewaschen und die
endogenen Peroxidasen durch eine S5-miniitige Inkubation in einer Peroxidase-Blocking-
Solution abgeblockt. AnschlieBend wurden die Zellen 5 mal mit 1 ml PBS gewaschen, mit
Streptavidin Peroxidase (HRP) bedeckt und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit 1 ml PBS wurde die AEC/H,0; Substrate Solution (AEC Substrat)
auf die Zellen getropft, bis diese vollstindig bedeckt waren. Die Farbung wurde unter dem
Mikroskop kontrolliert und die Reaktion nach 5-10 min in H,O gestoppt. Es folgte eine
45-60 sec lange Kernfiarbung in Hdmatoxylin nach Mayer, gefolgt von einer 5-miniitigen
Inkubation in lauwarmem Leitungswasser, welches mehrfach zwischendurch gewechselt
wurde. Die Schnitte wurden in einem letzten Schritt in abgestandenes H,O getaucht und mit

Aquatex eingedeckt.
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2.2.3.9 Immunfluoreszenzfirbung von Kryoschnitten

Es wurden entweder direkt, nach der Acetonfixierung und dem Trocken iiber Nacht, am
nichsten Morgen die Kryoschnitte fiir die Immunfluoreszenzfarbung verwendet oder einen
Tag vor Beginn der Farbung Schnitte aus dem —80°C Schrank entnommen und iiber Nacht bei
Raumtemperatur erwdrmt bzw. getrocknet. Die Gewebe auf den Objekttragern wurden mit
dem Dako Pen umrandet, 10 min in PBS rehydriert und bei der Verwendung von
biotinylierten Antikorpern das Biotin Blocking System der Firma Dako verwendet. Dazu
wurden die Schnitte 15 min mit der Avidin-Losung und anschlieend 15 min mit der Biotin-
Losung inkubiert. Nach 2-maligem Waschen mit PBS, erfolgte ein CDI16/32
Blockierungsschritt (1:100; 0,1% BSA in PBS) fiir 1 h bei Raumtemperatur. Anschlie3end
wurden die Schnitte mit einer 2%igen FCS Losung in PBS erneut fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur blockiert und mit der Primdrantikdrperverdiinnung (angesetzt in 0,1% BSA
in PBS) iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Bei der Verwendung von zwei primédren Antikérpern
wurden beide in einer Verdlinnungslosung angesetzt. Am ndchsten Morgen wurden die
Schnitte zweimal mit PBS gewaschen und fiir 2 h bei Raumtemperatur mit der
Sekundirantikérperverdiinnung (angesetzt in 0,1% BSA in PBS) inkubiert. Es folgten zwei
weitere Waschschritte mit PBS und eine 8-miniitige DAPI-Kernfarbung (5 pg/ml) bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Schnitte zweimal in PBS gewaschen, mit
Mowiol/DABCO-Losung eingedeckt. Alle angefertigten Immunfluoreszenzfiarbungen wurden
im Fluoreszenzmikroskop (Leica DMLB) unter Verwendung der Kamera Ky-F 70B (JVC)

und Software Diskus ausgewertet. Die Lagerung der Schnitte erfolgte bei 4°C im Dunkeln.

2.2.3.10 Immunfluoreszenzfiarbung von Zellen

Die Zellen wurden in Chamber Slides (Doppelkammer) kultiviert, zweimal mit PBS
gewaschen und mit 1 ml 4%iger Paraformaldehydldsung 5 min bei Raumtemperatur fixiert.
Nach zwei weiteren Waschschritten in 1 ml PBS, erfolgte eine Permeabilisierung in 1 ml
0,1%igem Triton X-100 in PBS fiir 5 min bei Raumtemperatur. Die Zellen wurden zweimal
mit 1 ml PBS gewaschen und mit 1 ml Primérantikorper (OVA 1:800), verdiinnt in Antibody
diluent, 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend folgten zwei weitere Waschschritte
in 1 ml PBS und eine einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur mit einer

Sekundérantikorperverdiinnung, angesetzt in Antibody diluent. Nach zweimaligem Waschen
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mit 1 ml PBS wurden die Zellen mit 10 ul DAPI II-Fertiglosung (125 ng/ml) eingedeckt und
im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die Lagerung der Schnitte erfolgte bei 4°C im

Dunkeln.

Tab.2.9 Verwendete Primir- und Sekundirantikorper sowie die eingesetzten
Verdiinnungen fiir die Immunfluoreszenzfirbung von Geweben und Zellen

Primirantikorper  Verdiinnung Sekundirantikorper Verdiinnung
CD3 Alexa 488 1:100 Alexa Fluor 488 Ziege anti- 1:200
Hase IgG
CDS8 bio 1:400 Alexa Fluor 488 Ziege anti- 1:400
Maus IgG
CDl1c bio 1:200 Streptavidin Alexa Fluor 568 1:1000
B220 PE 1:500
c-myc (Klon 9E10)  1:100
OVA 1:800

2.2.3.11 TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP-digoxigenin
Nick End Labeling)-Methode

Zum Nachweis von apoptotischen Zellen auf Paraffinschnitten wurde das ,,Apoptag Apoptosis
Detection Kit* von Chemicon verwendet. Es wurde nach Herstellerprotokoll verfahren.
Wihrend der Apoptose (programmierter Zelltod) kommt es durch Endonukleasen zu Briichen
in den DNA-Stringen und somit zu freiliegenden 3 -Hydroxylgruppen (3°-OH Gruppen). Die
terminale Deoxynukleotidyltransferase (TdT) ist nun in der Lage an diese entstehenden
3°-OH Gruppen mit Biotin konjungiertes UTP (Uridin) anzufiigen. Nach Zugabe des anti-
Digoxygenin Antikdrpers, konjungiert mit einer Peroxidase, ist es moglich die Enzymaktivitat
zu nutzen um durch Zugabe von einem Substrat (AEC-Substrat) eine rot-braune Farbreaktion
hervorzurufen und somit die apoptotischen Zellen auf einem indirekten Weg nachzuweisen.
Im Gegensatz zur Verwendung von direkt-konjugierten UTPs, stellt dieser beschriebene,
indirekte Nachweis von apoptotischen Zellen eine deutlich sensitivere Methode dar.

Die Paraffinschnitte wurden zunidchst in Xylol (2 x 7,5 min) und anschlieBend in einer

absteigenden Alkoholreihe (2 x 5 min 100% Ethanol; 3 min 96% Ethanol; 3 min
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70% Ethanol) entparaffiniert und 5 min in PBS inkubiert. Nach 30-miniitiger Proteinase K
(20 pg/ml; in H,O)-Behandlung und zweimaligem Waschen in H,O, wurden endogene
Peroxidasen durch eine Inkubation in 3%igem H,O;, (in PBS) fiir 5 min abgeblockt. Es
folgten zwei weitere Waschschritte fiir 5 min in PBS. Dann wurden die Schnitte auf den
Objekttragern mit einem Dako-Pen umrandet, 10 sec bei Raumtemperatur mit 75 pl
Chemicon Equilibration Puffer inkubiert, bevor sich eine einstiindige Inkubation mit 55 pl
Chemicon Working Strength TdT Enzym (T1dT Enzym und Chemicon Reaction Puffer im
Verhiltnis 30:70) bei 37°C im Wasserbad, in einer feuchten Kammer anschlof3. Die Reaktion
wurde 10 min mit einem Chemicon Stop/Wash Puffer (verdiinnt 1:35 in H,O) gestoppt,
3 x 1 min in PBS gewaschen und mit 65 pl Chemicon Anti-Digoxygenin Conjugate
Peroxidase fir 30 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach
4 x 2-miniitigen Waschschritten in PBS wurden die Schnitte mit 75 ul AEC-Substrat bedeckt
und unter Mikroskopkontrolle fiir 5-10 min gefarbt. Nach 4 weiteren Waschschritten in PBS
fiir 1 min, wurden die Schnitte fiir 30 sec in Hdmatoxylin nach Mayer inkubiert und 5 min in
lauwarmem Leitungswasser 5 min gebldut. Das Leitungswasser wurde zwischendurch

mehrfach gewechselt. Die Schnitte wurden mit Aquatex eingedeckt.

2.2.4. Zellkulturmethoden

2.2.4.1 Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden aus dem Stickstofftank entnommen, auf Eis gehalten und ziigig im
Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Anschliefend sofort in Medium iiberfiihrt, 7 min bei
1.200 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und in entsprechender Menge frischem

Medium aufgenommen, bevor sie auf Zellkulturflaschen oder —platten verteilt wurden.

2.2.4.2 Zellinien und ihre Kultivierung in vitro

Die Kultivierung der einzelnen Zellinien erfolgte in Zellkulturflaschen oder —platten bei 37°C
und 5%iger CO,-Begasung im Brutschrank. Je nach Zellinie wurde das Medium alle
1 bis 2 Tage erneuert. Bei adhédrenten und semiadhérenten Zellen wurde dazu das Medium

abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt. Bei Suspensionszellen hingegen wurde die
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Zellsuspension in 50 ml-Einmalréhrchen tiberfiihrt, 8 min bei 1.200 rpm zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die Zellen in frischem Medium aufgenommen. Je nach
Wachstumseigenschaften wurden die Zellen 1:2-1:10 gesplittet. Dazu wurde bei adhédrenten
und semiadhédrenten Zellen das Medium entfernt, die Zellen mit kaltem PBS gewaschen und
3-5 min in Trypsin/EDTA oder 2 mM EDTA in PBS (B3Z Zellen) bei 37°C inkubiert, um sie
von den ZellkulturgefdBen zu 16sen. Die Trypsinisierung wurde durch eine dquivalente Menge
an Medium gestoppt. Anschlieend wurden die Zellen in ein 50 ml-Einmalréhrchen {iberfiihrt,
8 min bei 1.200 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und in einer entsprechenden
Menge Medium resuspendiert und in gewliinschter Zelldichte neu ausgesit. Bei

Suspensionszellen entfillt das Ablosen der Zellen von den Zellkulturgefa3en.

2.2.4.3 Primire Zellen und ihre Kultivierung in vitro

T-Zellhybridomzellen und Dendritische Zellen wurden in T-Zellmedium in einer Zellzahl von
1 bzw. 0,5 x 10° Zellen pro Vertiefung einer 96-Loch-Rundbodenplatte in Triplikaten
ausgesat und kultiviert. Fiir die Bestimmung von IL-2 wurde nach einem Tag Kokultivierung
der Uberstand genommen und entweder bei —20°C eingefroren oder direkt im Anschlufl mit
dem ,,Cytometric Bead Array* der Firma Becton Dickinson analysiert.

Lymphozyten, isoliert aus der Leber, der Milz, den inguinalen und leberdrainierenden
Lymphknoten wurden in einer Zellzahl von 1-5 x 10° / Vertiefung einer 24-Loch-
Flachbodenplatte zur Restimulierung ausgesit. Die Kultivierung primérer Zellen erfolgte bei

37°C und 5%iger CO;, Begasung im Brutschrank.

2.2.4.4 Ermittlung der Zellzahl

Die Zellsuspension wurde 1:10-1:100 mit Trypanblau-Lésung oder Tiirks-Losung verdiinnt
und 10 pl in eine Neubauer Zahlkammer pipettiert. Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte durch
Auszédhlen zweier GroB3quadrate, wonach sich die Anzahl wie folgt berechnen 146t.

Mittelwert der Zellzahl beider GroBquadrate x Verdiinnungsfaktor x 10* (Kammerfaktor) =
Zellzahl/ml

69



Material und Methode

Bei der Zahlung wurden nur vitale Zellen beriicksichtigt, die in der Lage sind Trypanblau
aktiv aus dem Zytoplasma hinauszutransportieren, wéhrend tote Zellen dazu nicht mehr in der

Lage sind und im Mikroskop dunkelblau erscheinen.

2.2.4.5 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Die Zellinien wurden zunéchst von den Zellkulturplatten abgeldst (siehe Zellinien und ihre
Kultivierung) und ihre Zellzahl ermittelt (sieche Ermittlung der Zellzahl). AnschlieBend
wurden zwischen 1-10 x 10° Zellen in 0,5-1 ml Einfriermedium (10% DMSO; in FCS)
aufgenommen, in Kryorohrchen iiberfiihrt und in einer Styroporbox bei —80°C eingefroren.
Die Styroporbox gewihrleistet, da die Zellen langsam auf —80°C abgekiihlt werden. Am
nichsten Tag wurden die gefrorenen Zellen zur lingeren Lagerung in fliissigen Stickstoff

uberfiihrt.

2.2.4.6 Generierung priméarer Fibroblasten aus Mausohrbiopsien

Zur Generierung primérer Fibroblasten wurde eine ca. 4 x 4 mm groe Mausohrbiopsie
durchgefiihrt und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdl mit vorgelegten 70%igem Ethanol zur
Desinfizierung iberfiihrt. Unter sterilen Bedingungen wurde die Ohrbiopsie in eine
Petrischale, gefiillt mit Mausohr-Fibroblastenmedium (RPMI 1640, 20% FCS, 3% Peni-
cillin/Streptomycin, 1% Glutamin, 1% Natriumpyruvat) iiberfithrt und mit einem Skalpell
zerkleinert. Die zerkleinerten Ohrstiicke wurden dann in eine Vertiefung einer 6-Loch-Flach-
bodenplatte tiberflihrt, die mit 2 ml Mausohr-Verdauungsmedium (1 mg/ml Collagenase 1A;
2,5 pg/ml Fungizione; in Mausohr-Fibroblastenmedium), iiberfiihrt und iiber Nacht bei 37°C
und 5%iger CO,-Begasung inkubiert. Am nédchsten Morgen wurde die Zellsuspension
vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt, durch ein 40 um Nylonsieb gegeben, mit
10 ml Mausohr-Fibroblastenmedium durchgespiilt und 5 min bei 1.000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 2 ml frischem Mausohr-Fibroblastenmedium
resuspendiert und fiir 24-36 h wachsen gelassen, damit sich die Fibroblasten absetzen konnen.
Nach spitestens 36 h wurde das Medium gewechselt und nach 3-5 Tagen wurden die Zellen

1:3 gesplittet. Sobald die Zellen eine ausreichende Zelldichte erreicht hatten, wurden sie
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entweder kryokonserviert oder zur transienten Transfektion auf Chamber Slides

(Doppelkammer) ausgesit.

2.2.4.7 Transiente Transfektion primérer Fibroblasten

Die primidren Fibroblasten wurden mit Lipofectamine 2000 transient transfiziert. Es wurde
nach Herstellerprotokoll verfahren.

Zur transienten Transfektion wurden die primiren Fibroblasten in Chamber Slides
(Doppelkammer) mit Mausohr-Fibroblastenmedium ohne Penicillin/Streptomycin bis zu einer
Dichte von ca. 80% wachsen gelassen. 1,6 ug Plasmid-DNA (pUHrT 62-1) und 10 pl
Lipofectamine 2000 wurden jeweils mit 100 pl Mausohr-Fibroblastenmedium ohne
Penicillin/Streptomycin und FCS 5 min bei Raumtemperatur separat inkubiert. AnschlieBend
wurden beide Losungen vereinigt und erneut 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sie
zu den primdren Fibroblasten (in 800 pl Mausohr-Fibroblastenmedium ohne
Penicillin/Streptomycin) dazugegeben wurden. Die Transfektion erfolgte ohne und mit
Doxyzyklin (1 pg/ml) im Medium. Nach einem Tag wurde das Medium gewechselt, und nach
zwei Tagen die Zellen hinsichtlich ihrer OVA Expression mit Hilfe der

Immunfluoreszenzfirbung untersucht.

2.2.4.8 Transiente Transfektion von HeLa tTA und MEF tTA (Calcium-Phosphat-

Prizipitation)

Bei dieser Methode bindet sich die zu transfizierende DNA in einem Gemisch aus
Calciumchlorid und Natriumphosphat an ausfallendes Calciumphosphat, welches von den
Zellen durch Endozytose aufgenommen werden kann.

HeLa tTA und MEF tTA Zellen wurden in 10 cm Zellkulturplatten bis zu einer Dichte von ca.
60% kultiviert. Am Morgen wurde das verbrauchte Medium abgesaugt und durch frisches
Medium ohne Zusétze von Penicillin/Streptomycin und G-418 ersetzt. Vier Stunden spéter
wurden 20 pg Plasmid-DNA (pBI-4 c-myc/OVA; pBI-4) mit 500 pl 250 mM CacCl, gemischt.
In einem zweiten Reaktionsgefdl wurde in 500 pl BBS (2x)-Losung eine Minute lang Luft
hineingeblasen. AnschlieBend werden beide Losungen vereinigt, erneut fiir 1 min Luft

hineingeblasen und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor das Gemisch tropfenweise
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auf der Zellkulturplatte verteilt wurde. Am ndchsten Morgen waren schwarze
Phosphatgranula zu sehen. Das Medium wurde gewechselt und die Zellen fiir weitere
Versuche (Western Blot Analysen) nach zwei Tagen verwendet.

Die transiente Transfektion von HelLa tTA und MEF tTA Zellen in Chamber Slides
(Doppelkammer) wurde nach dem gleichen Protokoll mit 1/16 der angegebenen Volumina
durchgefiihrt. Die Zellen wurden ebenfalls zwei Tage nach Transfektion fiir

Immunhistochemie und Immunfluoreszenzfarbungen verwendet.

2.2.5. Proteinchemische Methoden

2.2.5.1 Proteinextraktion aus Zellen

Das Medium wurde abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen, mit einem Zellschaber
vorsichtig von der Platte abgeldst und in einem Volumen von 1 ml in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefal tiberfiihrt. Nach einer Zentrifugation von 5 min bei 4°C und 2.000 rpm wurde
der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml RIPA-Puffer (150 mM NaCl; 10 mM Tris
pH 7,2; 0,1% SDS; 1,0% Triton X-100; 1% Deoxycholat; 5 mM EDTA; 1 mM Protease
Inhibitor) resuspendiert. Nach 20-miniitiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen 10 min bei
13.000 rpm und 4°C zentrifugiert, das Proteinlysat in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefdf3
tiberfiihrt, gemischt und anschlieBend in mehreren Aliquots bei —20°C gelagert.

2.2.5.2 Proteinextraktion aus Gewebe

Das Gewebestiick wurde zusammen mit 1 ml RIPA-Puffer (150 mM NaCl; 10 mM Tris
pH 7,2; 0,1% SDS; 1,0% Triton X-100; 1% Deoxycholat; 5 mM EDTA; 1 mM Protease
Inhibitor) in einem Glashomogenisator auf Eis gehalten und zerdriickt. Der Uberstand wurde
in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdl iiberfiihrt, 30 min auf Eis inkubiert und 10 min bei 13.000 rpm
und 4°C zentrifugiert. Das Proteinlysat wurde in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefal3 {iberfiihrt,

gemischt und in mehreren Aliquots bei —20°C gelagert.
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2.2.5.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das ,,BCA Protein Assay Reagent Kit* der
Firma Pierce verwendet und nach dem Herstellerprotokoll verfahren.

Zu Beginn wurde eine Albumin Standardverdiinnungsreihe, in H;O die von 20-2000 pg/ml
reicht, angesetzt und diese fiir mehrere Wochen bei 4°C gelagert. 10 pl der zu analysierenden
Probe bzw. der einzelnen Standardverdiinnungen (Standard A-I) wurden in Duplikaten auf
Eis in eine 96-Loch-Flachbodenplatte pipettiert und mit jeweils 200 pl Arbeitsreagenz (196 pl
Pierce Losung A + 4 ul Pierce Losung B) gemischt und 30 min bei 37°C im Schiittelinkubator
inkubiert. Es konnte ein Farbumschlag von griin nach blau-violett beobachtet werden.

Die zu analysierenden Proben wurden eventuell mit RIPA-Puffer (150 mM NaCl; 10 mM Tris
pH 7,2; 0,1% SDS; 1,0% Triton X-100; 1% Deoxycholat; 5 mM EDTA; 1 mM Protease
Inhibitor) entsprechend verdiinnt, so da3 die gemessenen Extinktionen im Messbereich lagen.

AnschlieBend wurde die optische Dichte (OD) bei 595 nm im ELISA-Reader gemessen.
Dabei ist die Proteinkonzentration direkt proportional zur gemessenen OD. Es wurde anhand
der eingemessenen Standardverdiinnungen, deren Konzentrationen bekannt waren, eine
Eichgerade mit Hilfe der Software Microsoft Excel und der Anwendung der linearen
Regression erstellt und die Konzentration berechnet. Gewdhnlich lag das Bestimmtheitsmal}

bei 0,999.

2.2.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fiir den Nachweis von c-myc, OVA und B-Aktin in transient transfizierten HeLa tTA und
MEF tTA Zellen mit pBI-4 c¢-myc/OVA sowie in frischen Lebertumor- und
Lebernormalgewebeproben aus c-myc/OVA 75 tg+ (c-myc/OVA transgen positiv) und
c-myc/ova tg- (c-myc/OVA transgen negativen) Méausen wurden 10%ige oder 12%ige SDS-
Polyacrylamidgele gegossen.

Die SDS-Gel-Apparatur wurde nach Herstellerprotokoll (Biorad) aufgebaut, wobei die
Glasplatten mit 70%igem Ethanol griindlich gereinigt wurden. Zundchst wurden die
Komponenten des Trenngels nach Pipettierschema Tab.2.10 der Reihe nach
zusammenpipettiert und bis ca. 1 cm unter den Kammrand gegossen. Das Trenngel wurde mit
Isopropanol iiberschichtet und gewartet bis es fest wurde. Danach wurden die entsprechenden

Komponenten fiir das Sammelgel der Reihe nach zusammenpipettiert (Tab.2.10), gemischt
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und iiber das Trenngel pipettiert, bei dem zuvor das Isopropanol abgeschiittet worden ist. Der
Kamm wurde eingesetzt und es wurde erneut gewartet bis das Polyacrylamidgel fest wurde.

In der Zwischenzeit wurden die zu analysierenden Proben auf Eis aufgetaut, dquivalente
Mengen in 1,5 ml-RektionsgefaBBe iiberfiihrt, eventuell mit RIPA-Puffer (150 mM NaCl;
10 mM Tris pH 7,2; 0,1% SDS; 1,0% Triton X-100; 1% Deoxycholat; 5 mM EDTA; 1 mM
Protease Inhibitor) auf ein gleiches Volumen gebracht und 4 der Menge an Ladepuffer (4x)
dazugegeben. Die Proben wurden fiir 8-10 min bei 95°C aufgekocht, anschlieBend 5 min auf
Eis inkubiert.

Dann wurde die SDS-Gel-Laufapparatur nach Herstellerangaben aufgebaut und die Kammer
mit Laufpuffer (1x) gefiillt. Die zu analysierenden Proben sowie 5 pl Proteinstandard
(Prestained der Firma Fermentas) wurden in die Polyacrylamidtaschen gefiillt und das Gel bei
30 mA, bis die Proben das Trenngel erreichen, und anschlieBend bei 40-45 mA laufen

gelassen.

Tab.2.10 Pipettierschema fiir SDS-Polyacrylamidgele. Die Komponenten und
Mengenangaben fiir Trenngele links und fiir Sammelgele rechts (ausreichend fiir 2 Gele,
Dicke 0,75 mm). Bei der Verwendung von 1,5 mm dicken Gelen wurde die doppelte Menge
pipettiert.

Komponenten 10% 12% Komponenten S ml
Trenngel Sammelgel

H,O 4,0 ml 3,3 ml H,O 3,4 ml
Acrylamid-Mix (30%) 3,3 ml 4,0 ml Acrylamid-Mix (30%) 0,83 ml
Tris (1,5 M; pH 8,8) 2,5ml 2,5ml Tris (1,0 M; pH 6,8) 0,63 ml
SDS (10%) 0,1 ml 0,1 ml SDS (10%) 0,05 ml
Ammoniumpersulfat 0,1 ml 0,1 ml Ammoniumpersulfat 0,05 ml
(10%) (10%)

TEMED 4 ul 4 ul TEMED Sul

2.2.5.5 Western Blot (,,wet blot*)

Es wurde das ,,wet blot*“ System der Firma Biorad verwendet und nach Herstellerangaben

verfahren.
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Die PVDF-Membran wurde zundchst 2 min in Methanol, kurz in H,O und anschlieBend
ebenso wie die Schaumstofflappen, das Filterpapier (Whatmann 3 MM) und das zu blottende
SDS-Gel in kaltem Transferpuffer (1x) 15 min inkubiert. Der Blot wurde von Kathode (-Pol)
nach Anode (+Pol) wie folgt aufgebaut: 1 x Schaumstofflappen; 2 x Filterpapier; SDS-Gel,
seitenverkehrt; PVDF-Membran; 2 x Filterpapier; 1 x Schaumstofflappen. Die Kassette
wurde geschlossen und zusammen mit einem Kiihlakku in die vorgesehen Apparatur
eingehingt und diese komplett mit Transferpuffer (1x) liberschichtet. Es wurde entweder 1 h
bei 100 V oder iiber Nacht bei 30 V und 4°C geblottet. AnschlieBend wurde die Membran
5 min in PBS gewaschen, 1 h in Blocking-Puffer (50 g/L Magermilchpulver; in PBST) bei
Raumtemperatur inkubiert, um die unspezifischen Bindestellen auf der Membran
abzusittigen. Nach einmaligem Waschen in PBST (0,1% Tween 20; in PBS) wurde die
Membran zusammen mit 5 ml Primédrantikorperverdiinnung (angesetzt in Blocking-Puffer;
Tab.2.11) in einer Folie eingeschweiflit und 1 h bei Raumtemperatur auf einem horizontalen
Schiittler inkubiert. Nach 3-5 weiteren Waschschritten in PBST, erfolgte die Inkubation in
5 ml Sekundérantikdrperverdiinnung (angesetzt in Blocking-Puffer; Tab.2.11). Nach 3-5
Waschschritten in PBST, wurde zur Detektion der Proteinbanden das Chemilumineszenz
Substrat (SuperSignal West Pico) der Firma Pierce verwendet und dem Herstellerprotokoll
gefolgt. Pierce Losung 1 und Pierce Losung 2 wurden zu gleichen Teilen gemischt und eine
ausreichende Menge (1-2 ml pro Membran) auf die Proteinseite gegeben,
5 min inkubiert und die Losung anschlieBend von der Membran abgestreift. Die Membran
wurde in Folie eingepackt, in die Rontgenkassette gelegt und in der Dunkelkammer ein Film
aufgelegt. Die Expositionszeit richtete sich nach dem jeweilig eingesetzten Primérantikorper.

Zuletzt wurden die Filme in einem X-Omat 1000 Processor entwickelt.

Tab.2.11 Verwendete Primir- (links) und Sekundirantikorper (rechts) sowie die
eingesetzten Verdiinnungen bei der Western Blot Analyse

Primarantikorper  Verdiinnung Sekundirantikorper Verdiinnung

OVA 1:10.000 polyklonaler Ziege anti-Hase 1:1.000
Immunglobulin/HRP

c-myc 1:500 polyklonaler Ziege anti-Maus 1:1.000
Immunglobulin/HRP

B-Aktin 1:5.000
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2.2.5.6 Coomassie-Fiarbung

Das SDS-Gel wurde 15 min in Coomassie-Firbelosung (2,5 g/L Coomassie Brilliant Blue
R250; 50% Methanol; 10% Eisessig; in H,O) gelegt und bei Raumtemperatur auf einem
horizontalen Schiittelinkubator inkubiert. AnschlieBend wurde die Coomassie-Féarbelosung
gegen die Coomassie-Entfarbelosung (30% Methanol; 10% Eisessig; in H,O) getauscht und
so lange auf dem horizontalen Schiittelinkubator inkubiert bis die Proteinbanden deutlich
sichtbar wurden. Zwischendurch wurde die Coomassie-Entfarbelosung mehrfach gewechselt.

SchlieBlich wurde das Gel auf einem Filterpapier (Whatmann 3MM) Vakuum getrocknet.

2.2.6. Gewinnung primiérer Zellsuspensionen

Die Miause wurden, soweit nicht anders beschrieben, durch zervikale Dislokation getotet, die
Felloberfliche mit 70%igem Ethanol desinfiziert und die Leibeshohle bzw. der Brustkorb

unter semisterilen Bedingungen geo6ffnet.

2.2.6.1 Isolierung primiirer Zellen aus der Milz und den Lymphknoten

Nach Er6ffnung des Bauchraumes wurde die Milz von Blutgefdflen und Fettgewebe getrennt
und in ein mit PBS gefiilltes 15 ml-Einmalréhrchen iiberfiihrt. Die Lymphkonten (inguinal,
leberdrainierend, axillar oder mesenterisch) wurden vorsichtig aus dem Fettgewebe
freipripariert und ebenfalls in ein 15 ml-Einmalréhrchen, welches zuvor mit PBS gefiillt
wurde, iiberfithrt. AnschlieBend wurden die Organe mit Hilfe eines Spritzenstempels durch
ein Metallsieb gedriickt, mit PBS griindlich nachgespiilt und bei 1.500 rpm fiir 10 min und
10°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in einem geeigneten Volumen resuspendiert und

durch ein 40 pum Sieb vereinzelt. Gegebenenfalls wurde die Zellzahl bestimmt.

2.2.6.1.1 Isolierung CD8+ Zellen aus der Milz und den Lymphknoten

Vor Versuchsbeginn wurde das T-Zellmedium (RPMI 1640 + HEPES; 10% FCS;
1% Penicillin/Streptomycin; 1% Glutamin; 50 uM B-Mercatpoethanol) 30 min im Wasserbad
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bei 37°C erwdrmt. Milz und Lymphknoten (inguinal, leberdrainierend, axillar oder
mesenterisch) wurden aus den Méusen herauspripariert, vereinigt und nach dem unter 2.2.6.1
beschriebenen Protokoll aufbereitet. AnschlieBend wurde die Zellzahl bestimmt und so
eingestellt, daB max. 5 x 10 Zellen / 2 ml T-Zellmedium pipettiert werden kénnen. Es
wurden ausreichend viele autoklavierte, mit 0,6 g Nylonwolle befiillte Spritzen in 50 ml-
Einmalrohrchen aufgestellt, mit 10 ml T-Zellmedium 4&quilibriert und der Durchlauf
verworfen. AnschlieBend wurden die Spritzen mit VerschluBkappen abgedichtet und max. 5 x
10® Zellen in 2 ml T-Zellmedium auf die Spritzen pipettiert und im Brutschrank fiir 45 min
inkubiert. Dann wurde die VerschluBBkappe entfernt, die Zellen mit 2 x 10 ml T-Zellmedium
aus der Spritze gespilt, bei 1.500 rpm, 10 min und 10°C zentrifugiert, mit MACS-Puffer
gewaschen, erneut 10 min bei 1.500 rpm und 10°C zentrifugiert und die Zellzahl fiir die
weitere CD8+ MACS-Aufreinigung bestimmt (siche 2.2.6.3). Durch die Aufreinigung der
Zellen mit Hilfe der Nylonwolle ist es moglich ein GroBteil der adhédrenten Zellen

(Dendritische Zellen und Makrophagen) sowie der B-Zellen zu eliminieren.

2.2.6.1.2 Isolierung CD11c+ Dendritscher Zellen aus der Milz

Vor Versuchsbeginn wurde die Perfusionslosung (0,4 mg/ml Collagenase D; 80 ng/ml DNase
I; in PBS) und der Verdauungspuffer (0,4 mg/ml Collagenase D; in GBSS) 30 min bei 37°C
im Wasserbad erwarmt. Die Milz wurde aus der Maus herauspripariert und in ein mit PBS
gefiilltes 15 ml-Einmalréhrchen iiberfiihrt. AnschlieBend wurde die Milz in eine mit
Verdauungspuffer gefiillte Petrischale iiberfilhrt und mit einer Kaniile mehrfach
Verdauungspuffer durchgespiilt. Die Milz wurde dann mit einer Pinzette und einem Skalpell
in kleine Stiicke zerlegt, 30 min im Brutschrank inkubiert und die Zellsuspension danach mit
einem Spritzenstempel durch ein Metallsieb gedriickt. Die Zellsuspension wurde in ein
50 ml-Einmalréhrchen iiberfiihrt, mit MACS-Puffer gewaschen und bei 950 rpm, 10 min und
10°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 2 ml MACS-Puffer
aufgenommen, die Zellen durch ein 40 um Nylonsieb vereinzelt und mit MACS-Puffer
gewaschen. Nach 10-miniitiger Zentrifugation bei 950 rpm und 10°C wurde das Zellpellet in
400 pl MACS-Puffer aufgenommen und eine CD11c+ MACS-Aufreinigung durchgefiihrt
(siche 2.2.6.3).
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2.2.6.2 Isolierung primirer Zellen aus der Leber

2.2.6.2.1 Isolierung leberassoziierter Lymphozyten

Vor Versuchsbeginn wurde die Perfusionslosung (0,4 mg/ml Collagenase D; in PBS) 30 min
bei 37°C im Wasserbad erwarmt. Nach Eroffnen des Bauchraumes wurde die Kaniile in die
Pfortader (Vena porta) eingefiihrt, die untere Hohlvene (Vena cava inferior) durchtrennt und
die Leber mit der Perfusionslosung (5 ml/min) 10-30 sec perfundiert. AnschlieBend wurde die
Leber herausprépariert, die Gallenblase entfernt und in ein 50 ml-Einmalréhrchen, gefiillt mit
25 ml PBS, iiberfiihrt. Die Leber wurde dann mit Hilfe eines Spritzenstempels durch ein
Metallsieb gedriickt, mit 25 ml PBS griindlich nachgespiilt und bei 1.500 rpm, 10 min und
10°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt, das Pellet in 8 ml 40%igem Percoll
resuspendiert, auf zwei 15 ml-Einmalrohrchen verteilt und mit je 4 ml 80%igem Percoll
unterschichtet. Der Gradient wurde bei 2.000 rpm, 20 min und 16°C ohne Bremse
zentrifugiert. Die obere Hepatozytenschicht wurde abgesaugt und die in der Interphase
enthaltenen Lymphozyten in ein neues 50ml-Einmalr6hrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden
mit PBS gewaschen und bei 1.500 rpm, 10 min und 10°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
in einem geeigneten Volumen resuspendiert und durch ein 40 pum Sieb vereinzelt.

Gegebenenfalls wurde die Zellzahl bestimmt.

2.2.6.2.2 Isolierung leberassoziierter CD11c+ Dendritischer Zellen

Vor Versuchsbeginn wurde die Perfusionslosung (0,4 mg/ml Collagenase D; 80 ng/ml DNase
I; in PBS) und der Verdauungspuffer (0,4 mg/ml Collagenase D; in GBSS) 30 min bei 37°C
im Wasserbad erwdrmt. Die transgen negativen Kontrollmduse wurden, wie unter 2.2.6.2
beschrieben, iiber die Pfortader perfundiert, die Lebern herausprépariert, von der Gallenblase
getrennt und in ein 50 ml-Einmalréhrchen, gefiillt mit 15 ml PBS, iiberfiihrt. Die transgen
positiven Tumorméuse wurden mit Isofluoran betdubt, die Leibeshohle gedffnet, die untere
Hohlvene (Vena cava inferior) durchtrennt und die Leber iiber die Aorta fiir 30 sec mit der
Perfusionslosung (5 ml/min) perfundiert. AnschlieBend wurde die Leber ohne die Gallenblase
herausprépariert und in ein mit 15 ml PBS gefiilltes 50 ml-Einmalréhrchen iiberfiihrt.

Die Lebern wurden anschlieend in Petrischalen iiberfiihrt, mit Skalpell und Pinzette in kleine

Stiicke zerlegt und in Verdauungspuffer 20 min im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die
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Zellen aus den Lebern der transgen negativen Kontrollméuse wurden anschlieBend durch ein
Metallsieb mit Hilfe eines Spritzenstempels gedriickt, mit 50 ml MACS-Puffer insgesamt
zweimal gewaschen und dazwischen bei 1.500 rpm, 10 min und 10°C zentrifugiert. Die
Zellen aus den Tumorlebern der transgen positiven Méuse wurden ebenfalls durch ein
Metallsieb mit Hilfe eines Spritzenstempels gedriickt, mit 50 ml MACS-Puffer aufgefiillt und
zunéchst fiir 40 rpm, 4 min und 10°C zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet enthielt einen
groBen Teil der Tumorzellen, die somit entfernt werden konnten. Mit dem Uberstand wurde
weitergearbeitet und wie bei den Lebern aus den Kontrolltieren zweimal mit MACS-Puffer
gewaschen und dazwischen bei 1.500 rpm, 10 min und 10°C zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 20 ml Nycodenz-Arbeitslosung (30% Nycodenzstocklosung 1:1,2 mit
Nycodenzverdiinnungspuffer mischen) resuspendiert, mit 2 ml FACS-Puffer iiberschichtet
und bei 2.700 rpm, 20 min bei Raumtemperatur, ohne Bremse zentrifugiert. In der oberen
Schicht sammeln sich nach der Dichtegradientenzentrifugation die gewiinschten DCs. Diese
Phase wurde vorsichtig abgenommen, durch ein 40 uM Nylonsieb vereinzelt und in ein
50 ml-Einmalréhrchen iberfithrt. Die Zellen wurden mit FACS-Puffer gewaschen, bei
950 rpm, 10 min bei 10°C zentrifugiert. Dabei wurden die isolierten Zellen aus 7-10 Lebern
transgen negativer Tiere fiir ein Experiment vereinigt, wéhrend die isolierten Zellen aus den
Lebern der transgen positiven Tumormiuse getrennt in den jeweiligen Versuch eingesetzt
wurden. Das Pellet wurde in 400 pl MACS-Puffer aufgenommen und eine CD11c+ MACS-
Aufreinigung durchgefiihrt (siehe 2.2.6.3).

2.2.6.3 Isolierung spezifischer Zellen durch magnetische Zellseparation (MACS)

Es wurde der MACS Multi Stand und quadroMACS bzw. miniMACS der Firma Miltenyi
verwendet und nach Herstellerprotokoll verfahren.

Bei den zu isolierenden DCs aus der Leber wurde das Zellpellet nach dem Dichtegradient und
dem letzten Waschschritt in 400 pul MACS-Puffer aufgenommen und mit 40 pl CDIlc
Microbeads gemischt und 15 min bei 4°C inkubiert. Bei den zu isolierenden DCs aus der
Milz wurde dem Ansatz zusitzlich noch 4 ul CD16/32 zugesetzt. Anschliefend wurden die
Zellen mit 2 ml MACS-Puffer gewaschen, bei 950 rpm, 10 min und 10°C zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und in 500 pl MACS-Puffer resuspendiert. Bei den isolierten Zellen aus
der Milz wurden die LS-Sdulen und bei den isolierten Zellen aus der Leber die MS-Sdulen

verwendet. Die Sdulen wurden in den entsprechenden Magneten befestigt und dieser
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wiederum an der Halterung fixiert. Die LS-Sdulen wurden mit 3 ml MACS-Puffer und die
MS-Sédulen mit 500 ul MACS-Puffer dquilibriert. AnschlieBend wurden die Zellsuspensionen
auf die Séule pipettiert, der Durchlauf verworfen, und die Séulen 3 mal (LS: 3 ml MACS-
Puffer; MS: 500 ul MACS-Puffer) gewaschen. Dann wurden die Saulen von den Magneten
entfernt, und die Zellen mit 5 ml (LS-Sdule) bzw. 1 ml (MS-Sédule) MACS-Puffer von den
Sdulen in ein 15 ml-Einmalrdhrchen gespiilt und mit MACS-Puffer gewaschen. Die
Milzzellen wurden erneut iiber eine MS-Sdule gegeben und nach dem oben beschriebenen
Protokoll verfahren. Die Zellen wurden gezdhlt, eine gewliinschte Zelldichte eingestellt und
die Reinheit im DuchfluBzytometer bestimmt. Die Reinheit bei isolierten CD11c+ Zellen lag
zwischen 81-97%.

Bei der Isolierung von CD8+ T-Zellen aus der Milz und den vereinigten Lymphknoten wurde
vor der MACS-Aufreinigung die Zellzahl bestimmt und das Pellet in 90 ul MACS-Puffer mit
2,5 ul CD8 MicroBeads pro 1 x 107 Zellen resuspendiert, fiir 15 min bei 4°C inkubiert und in
2 ml MACS-Puffer pro 1 x 10’ Zellen gewaschen. AnschlieBend wurden so viele LS-Saulen,
nach oben beschriebenem Verfahren mit MACS-Puffer dquilibriert, da maximal 1 x 10°
Zellen in 500 pl auf die einzelnen Siulen geladen wurden. Die Waschschritte und die Elution
der Zellen erfolgten nach dem oben beschriebenen Protokoll. Es wurde die Zellzahl ermittelt
und die Reinheit der isolierten CD8+ Zellen (> 95% Reinheit) durchfluBzytometrisch
bestimmt. Gegebenenfalls wurden die isolierten Zellen noch mit fluoreszierenden Farbstoffen

markiert (siche 2.2.7.4).

2.2.6.4 Isolierung primiirer Zellen aus peripherem Blut

Die Tiere wurden zundchst 3 min mit Hilfe einer Rotlichtlampe erwdrmt und anschlieBend in
einer Halterung fixiert. Um peripheres Blut zu gewinnen, wurde die Schwanzvene mit einem
Skalpell angeritzt und das Blut mit einer heparinisierten Glaskapillare aufgesaugt.
Anschliefend wurde die Kapillare in ein mit 20 ul Heparin-befiilltes 1,5 ml-Reaktionsgefdl3
entleert. Dem Blut wurde 300 ul ACK-Lysepuffer (170 mM NH4Cl; 11 mM KHCOs;
1 mM EDTA; pH 7,3) zugegeben und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde
1 ml PBS dazupipettiert, bei 2.000 rpm, 5 min und Raumtemperatur zentrifugiert, der
Uberstand verworfen, und das Pellet in einem geeigneten Volumen fiir die

durchfluzytometrische Bestimmung aufgenommen.
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2.2.7. Inmunfluorometrische Methoden

2.2.7.1 Immunfluoreszenzmessung am Durchflufizytometer

Die DurchfluBzytometrie (FACS: Fluorescence Activated Cell Sorting) ermoglicht das Zéhlen
und die Analyse von physikalischen sowie molekularen Eigenschaften, also der Grofe,
Granularitdt und Immunfluoreszenmarkierung von Zellen. Dabei werden die Zellen in einem
Fliissigkeitsstrom einzeln an monochromatischen Lichtquellen (Argon Laser A = 488 nm bzw.
Helium Neon Laser A = 635 nm) vorbeigefiihrt, und das gestreute Licht von hochsensiblen
Photozellen (Photomultiplier) detektiert und in elektronische Signale umgewandelt. Die
Streuung unter einem Winkel von 2-10° des geradewegs durch die Zelle gehenden Strahles
gibt einen Hinweis auf die ZellgroBe (forward scatter), wihrend Licht, welches in einem
Winkel von 90° detektiert wird, eine Aussage iiber die Granularitit (sideward scatter) der
Zelle zuldBt. Zugleich ist es moglich mit dem gestreuten Licht noch Fluoreszenzfarbstoffe im
DurchfluBzytometer zu messen. Bei der Verwendung von Fluorochromen, die zur
Immunfluoreszenzmarkierung von Zellantigenen dienen, werden beim Passieren des
Laserlichtes kurzfristig die Elektronen in einen angeregten, héher energetischen Zustand
iiberfiihrt. Beim Ubergang der Elektronen zuriick in ihren Energiegrundzustand wird ein
charakteristisches Licht einer bestimmten Wellenldnge freigesetzt, welches durch den Einsatz
spezieller Filter von den Photozellen detektiert werden kann. Diese Analyse hinsichtlich der
Granularitidt, Groe und Fluoreszenzintensitit ermdglicht die Charakterisierung einzelner
Zellen in komplexen Zellsuspensionen. Die am DurchfluBzytometer gemessenen Daten

wurden mit der Software Flow Jo (Tree Star Inc., San Carlos, USA) ausgewertet.

2.2.7.2 Markierung von Oberflichenantigenen und Fixierung

Zum Nachweis von Oberflaichenmolekiilen mit Hilfe der Immunfluoreszenzfiarbung wurden
entweder direkt an einen Fluoreszenzfarbstoff gebundene oder biotinylierte Antikorper
verwendet. Bei der Verwendung von biotinylierten Antikorpern erfolgte die Detektion nach
einem zweiten Féarbeschritt mit einem Fluoreszenz-markierten Streptavidin-Konjugat.

Bei einem Férbeansatz in FACS-R6hrchen wurde in einem Volumen von 100 pl und in einer
96-Loch-Rundbodenplatte in 40 ul gefirbt. Dabei wurden zwischen 0,5-5 x 10° Zellen
gefarbt. Zur Reduktion unspezifischer Bindungen durch Fc-Rezeptoren auf der Oberfliche
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bestimmter Zellen, wurde dem Farbegemisch neben den zuvor titrierten Antikorpern, stets
5 wul/ml anti CD16/32 (DaBe4 bzw. 2.4.G2) =zugegeben. Die Férbung der
Oberflichenmolekiile erfolgte bei 4°C fiir 20 min. AnschlieBend wurden die Zellen mit einem
geeigneten Volumen FACS-Puffer gewaschen, 8 min bei 1.500 rpm und 10°C zentrifugiert.
Gegebenenfalls schlof3 sich eine Farbung mit den zuvor titrierten Sekundérantikorpern nach
oben beschriebener Methode an. Wurden die Zellen nach der Oberfichenfarbung noch
intrazelluldr geférbt, erfolgte eine Fixierung der Zellen mit 2%igem Paraformaldehyd (PFA)
fiir 10 min bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde das PFA mit FACS-Puffer
weggewaschen und erneut 8 min bei 1.500 rpm und 10°C zentrifugiert. Die Zellen wurden
dann intrazytoplasmatisch gefarbt (siehe 2.2.7.3).

Erfolgte keine intrazytoplasmatische Farbung, schloss sich nach der Oberflachenmarkierung
noch eine Inkubation fiir 10 min bei 4°C mit 4 pl 7-AAD oder TO-PRO-3 pro Probe zum
AusschluB3 der toten Zellen, die sich unspezifisch mit verschiedenen Antikérpern anfirben
konnen, an. Die Zellen wurden nach der Inkubation in einem geeigneten Volumen FACS-
Puffer gewaschen und kurz vor der Messung durch Gaze filtriert und somit von grof3eren
Zellklumpen befreit. Das Volumen wurde so mit MACS-Puffer eingestellt, dal am
DurchfluBBzytometer nicht mehr als 8.000 Zellen/sec bei einer mittleren FlieBgeschwindigkeit

eingemessen wurden.

2.2.7.3 Markierung intrazellulirer Antigene

Bei der intrazytoplasmatischen Interferon-y (IFN-y) Messung wurde ein Tag vor Versuchs-
beginn eine 24-Loch-Flachbodenplatte mit anti CD3 (10 pug/ml PBS) beschichtet, {iber Nacht
bei 4°C im Kiihlschrank inkubiert und am nichsten Morgen mit PBS gewaschen. Die zu
analysierenden Zellen wurden fiir 5 h zusammen mit Brefeldin A und Monensin (je 0,8 pl /
ml T-Zellmedium) in einer Zellzahl von 1-5 x 10° pro Vertiefung einer 24-Loch-
Flachbodenplatte zur Restimulierung ausgesét. AnschlieBend wurden die Zellen in FACS-
Puffer gewaschen und eine Oberfichenfdarbung und Fixierung der Zellen, wie unter 2.2.7.2
beschrieben, durchgefiihrt. Nach der Fixierung mit PFA und dem Waschschritt in FACS-
Puffer wurden die Zellen mit Saponinpuffer (20 g/L BSA; 5 g/L Saponin; in PBS) 20 min bei
Raumtemperatur permeabilisiert. Nach einem 8-miniitigen Zentrifugationsschritt bei 1.500
rpm und 10°C wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit anti IFN-y

(inklusive CD16/32), angesetzt in Saponinpuffer, fiir weitere 20 min bei Raumtemperatur im
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Dunkeln inkubiert. Es folgten ein weiterer Waschschritt in Saponin- und ein Waschschritt in
FACS-Puffer mit einem dazwischengeschalteten Zentrifugationsschritt fiir 8 min bei
1.500 rpm und 10°C.

Kurz vor der Messung wurden die Zellen durch Gaze filtriert und somit von grofleren
Zellklumpen befreit. Das Volumen wurde so mit MACS-Puffer eingestellt, dal am
DurchfluBBzytometer nicht mehr als 8.000 Zellen/sec bei einer mittleren FlieBgeschwindigkeit

eingemessen wurden.

2.2.7.4 Zellmarkierung mit fluoreszierenden Farbstoffen

Die Markierung lebender Zellen erfolgte mit dem farblosen Farbstoff CFDA-SE
(Carboxyfluorescein-Diacetat Succinimidylester), welches als hydrophobes Molekiil in der
Lage ist ins Zellinnere zu diffundieren. Intrazelluldre Esterasen spalten die beiden Acetatreste
ab, wobei Carboxyfluorescein Succinimidylester (CFSE) entsteht. Dieses bindet unter der
Abspaltung der Succinimidylgruppe kovalent an Arginin- und Lysinreste zytoplasmatischer
Proteine und fluoresziert griin (488 nm). Bei einer Zellteilung werden die CFSE-markierten
Proteine zu gleichen Teilen an die Tochterzellen weitergegeben, wodurch man nicht teilende
von sich teilenden Zellen deutlich an der Intensititsreduktion des CFSE im
DurchfluBzytometer nachweisen kann. Die Fluoreszenzmarkierung von Zellen wurde zur
Proliferationsanalyse, Zytotoxizititstest (in vivo) und zur Analyse bzw. Lokalisation
bestimmter Zellpopulationen in vivo eingesetzt.

Gegebenenfalls wurden die isolierten Zellen noch vor der CFSE-Markierung CD8+ MACS
aufgereinigt (siche 2.2.6.3). Die Zellsuspension wurde mit einem Nylonsieb (40 um) von
groBeren Zellklumpen befreit und die Zellen dadurch vereinzelt. Es wurden 3-10 x 10° / ml in
RPMI 1640 Medium ohne Zusitze (oder in PBS) und einer Konzentration von 0,25-2,5 uM
CFSE je nach Versuchsansatz gewéhlt (naive OT I T-Zellen: 1 puM; niedrig markierte
Kontrollzellen fiir den Zytotoxizititstest: 0,25 uM; stark markierte Zielzellen fiir den
Zytotoxizititstest: 2,5 uM), fiir 15 min bei 37°C inkubiert und mehrfach zwischendurch die
Zellen gemischt, um eine gleichmiflige CFSE-Markierung zu erzielen. Die Farbereaktion
wurde entweder durch Zugabe von 10%igem FCS oder durch kaltes PBS gestoppt und die
Zellen bei 1.500 rpm, 10 min und 10°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen anschlieBend erneut mit RPMI 1640 + 10%igem FCS oder kaltem PBS gewaschen, bei
1.500 rpm, 10 min und 10°C zentrifugiert und die Zellzahl bestimmt. Die CFSE-Markierung

83



Material und Methode

wurde mit Hilfe der DurchfluBzytometrie {iberpriift und die Zellen anschlieBend erneut durch
ein Nylonsieb (40 um) vereinzelt und in einem geeigneten Volumen PBS fiir den adoptiven

Transfer zur intravendsen Applikation aufgenommen.

2.2.7.5 In vivo Zytotoxizititstest (nicht-radioaktiv)

Um nachzuweisen, ob die in die c-myc/OVA75 tg+ Méuse injizierten antigenspezifischen
CD8+ OT 1 T-Zellen zytotoxische Aktivitit aufweisen, wurde in diesen, wie auch in
injizierten c-myc/OVA tg- Méusen, ein in vivo Zytotoxizititstest durchgefiihrt. Bei dem
nicht-radioaktiven in vivo Zytotoxizititstest werden die injizierten Zielzellen griin-
fluoreszierend markiert (CFSE-Markierung). Es wurden aus Wildtyp C57BL/6J Méiusen
Milzen isoliert und eine Milzzellsuspension hergestellt (siche 2.2.6.1). Die Zellen wurden auf
zwel Ansitze verteilt. Die eine Population der Zielzellen (T = targets) wurde mit einem
spezifischen Antigen (1 uM SIINFEKL-Peptid) fiir 15 min bei 37°C beladen, bevor sich eine
CFSE-Markierung (2,5 puM; siehe 2.2.7.4) anschloss. Die zweite Population diente als
Kontrolle (C = control) und wurde nicht mit Peptid beladen, sondern lediglich mit einer
niedrigen CFSE-Konzentration (0,25 uM siehe 2.2.7.4) markiert. Die Zellen wurden dreimal
mit PBS gewaschen, um freies Antigen zu entfernen und dazwischen jeweils fiir 10 min bei
1.500 rpm und 10°C zentrifugiert. Nach Ermittlung der Zellzahl wurden beide Populationen
im gleichen Verhiltnis zueinander gemischt, und 1 x 10" Zielzellen, nach Vereinzelung der
Zellen iiber ein Nylonsieb (40 uM), den Méusen intravends appliziert. Nach 4 h wurden die
Miuse getotet, die Organe (Leber, Milz, inguinaler Lymphknoten und leberdrainierender
Lymphknoten) entnommen, die primidren Lymphozyten isoliert (siche 2.2.6.2.1 und 2.2.6.1)
und im Durchflulzytometer analysiert.

Es wurde zunichst das Verhiltnis (R = ratio) der Zellzahl der Targetzellen (RT) zu dem
Verhiltnis der Kontrollzellen (RC) mit Hilfe der Software Flow Jo ermittelt. In den Target-
Kontrolltieren (KT; nur Ziel- und Kontrollzellinjektion) wurde dieses Verhéltnis gemittelt und
mit diesem Wert die spezifische in vivo Zytotoxizitét in den Versuchstieren (VT; c-myc/OVA
75 tg+ und c-myc/OVA 75 tg-) nach folgender Gleichung mit der Software Microsoft Excel
berechnet:

spezifische Zytotoxizitéit [%] = 100 — ([ (RT/RC)VT /(RT/RC)KT ] * 100 )
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2.2.7.6 Cytometric Bead Array

Die Messung der IL-2 Mengen nach in vitro Kultivierung von B3Z T-Zellen und DCs, isoliert
aus der Leber und der Milz von c-myc/OVA 75 tg+ und c-myc/OVA 75 tg- Miausen, erfolgte
mit dem ,,Cytometric Bead Array“ der Firma Becton Dickinson. Es wurde nach
Herstellerprotokoll verfahren.

Vor Versuchsbeginn wurden die Uberstiinde gegebenfalls bei Raumtemperatur aufgetaut und
anschlieBend, falls notwendig, mit dem Assay diluent verdiinnt (in der Regel zwischen 1:2
und 1:4). In der Zwischenzeit wurde der IL-2 Standard vorbereitet. Dazu wurde eine 1L-2
Standardtablette in ein 15 ml-Einmalreaktionsgefall gegeben, mit 4 ml Assay diluent durch
Auf- und Abpipettieren gelost und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurde eine Verdiinnungsreihe (1:2) von 2.500 pg/ml bis 10 pg/ml in Assay diluent angesetzt.
50 pl der jeweiligen Proben sowie der Standardverdiinnungen wurden in FACS-R6hrchen
vorgelegt und mit 50 pl capture microbeads-Verdinnung (49 ul capture diluent + 1 pl
capture microbeads) fiir 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation
wurden jeweils 50 pl detection microbeads-Verdiinnung (49 ul detection diluent + 1 pl
detection microbeads) zu den Proben pipettiert und erneut fiir 1 h bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben mit 1 ml Washbuffer gewaschen, bei
950 rpm und Raumtemperatur fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand abgekippt und die
Proben in 300 pl Washbuffer resuspendiert, um sie im DurchfluBzytomter zu analysieren.
Dazu wurde die Voltage am DurchfluBzytometer mit A9 Beads (APC Cy7 und APC) sowie
F1 Beads (APC Cy7 und APC) eingestellt, von denen jeweils 25 ul in 175 pl Washbuffer
angesetzt wurden. Die Voltage wurde so eingestellt, da3 bei A9 der mean bei 160.000 +/-
2.000 und bei F1 der mean bei 60 +/- 5 lag. Es wurden 300 microbeads eingemessen und die

Daten mit der Software FCAP Array der Firma Becton Dickinson analysiert.

2.2.9 Vorkerninjektion (Pronukleusinjektion): Generierung von c-myc/OVA transgenen

Maiusen

Die zu injizierende pBI-4 c-myc/OVA DNA wurde linearisiert und fiir die Pronukleus-
Injektion, wie unter 2.2.2.4-2.2.2.8 beschrieben, aufbereitet.
Die hormonelle Stimulierung der Eizellen-Spenderméuse (C57BL/6J und B6D2F1) mit den

beiden verwendeten Hormonen PMS (pregnant mares serum) und HCG (human chorionic
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gonadotropin) erfolgte wie unter 2.2.1 beschrieben. Anschliefend wurden die Eizellen-
Spendermiuse mit C57BL/6J Ménnchen verpaart. Ebenso wurden Ammenmiitter (CD1) mit
vasektomierten Méannchen (CD1) verpaart.

Am nichsten Morgen wurden die, einen Vaginalpfropf enthaltenen Eizellenspender-Méuse,
durch zervikale Dislokation getotet, desinfiziert und der Bauchraum gedftnet. Zunédchst wurde
das Mesometrium mdoglichst nah am Uterus, Eileiter und Ovar durchtrennt. Der Eileiter wurde
anschlieBend in M2-Medium mit 300 pg/ml Hyaluronidase (16st die Cumuluszellen von den
Eizellen ab) {iberfithrt. Nach Aufbrechen der Ampulla wurden die Eizellen und
Cumuluszellen in das Medium gespiilt. Die Eizellen wurden anschlieBend zweimal in
M2-Medium gewaschen, in eine Tropfenkultur unter Mineral6lschicht iiberfiihrt und bis zur
Injektion im Brutschrank (37°C; 7% CO,) kultiviert.

Zur Injektion der pBI-4 c-myc/OVA DNA wurden die Eizellen in M2-Medium in die
Injektionskammer iiberfiihrt. Mit der Haltekapillare wurde eine Eizelle angesaugt, und mit
Hilfe der Injektionskapillare so positioniert, daB3 sich moglichst der ménnliche (grofere)
Vorkern seitlich befand. AnschlieBend wurde mit der Injektionskapillare die DNA in den
minnlichen Pronukleus bei einer 400-fachen VergroBerung (inverses Lichtmikroskop Leica
DMIRB) injiziert. Die injizierten Eizellen wurden zweimal in M16-Medium gewaschen und
bis zum Transfer in die scheinschwangeren Ammenmiitter (CDI1) im Inkubator in
M16-Medium kultiviert. Fiir den Transfer der Eizellen in die Ammenmiitter wurden diese
erneut in M2-Medium iiberfiihrt.

In die, einen Vaginalpfropf enthaltenen Weibchen, wurden die manipulierten Eizellen (25-32
pro Maus) eingesetzt. Dazu wurde den Ammenmiittern eine Kombinationsnarkose
(Xylazinhydrochlorid und Ketaminhydrochlroid; 100 pg / 10 g Korpergewicht; intra-
peritoneal) verabreicht. AnschlieBend wurde die Oberhaut im Bereich der Wirbelsdule etwa
2 cm aufgeschnitten, die Unterhaut im Bereich des Ovar durchtrennt und dieses
herausgezogen. Nach Aufreien der Bursa, wurden die injizierten Eizellen mit einer
Transferkapillare in das Infindibulum transferiert, und das Ovar zuriick in die Leibeshohle
gelegt. Danach erfolgte der Transfer auf der anderen Seite. Nach der Operation wurde die

Oberhaut mit Wundclipsen verschlossen.
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2.2.8 Statistische Analysen

Fehlerabweichungen sind als Standardabweichungen, die aus den Einzelwerten mit Hilfe der
Software Microsoft Excel berechnet wurden, dargestellt. Uberlebenskurven wurden nach der
Kaplan-Meier Methode dargestellt. Unabhidngige Student’s T-Test wurden fiir k=2 und eine
einfache Varianzanalyse (ANOVA) mit postHoc Tests (nach Bonferroni) fiir k>2 mit Hilfe
der Software SPSS 14.0 berechnet. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant

angesehen (*p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001).
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3. Ergebnisse

3.1 Generierung c-myc/OVA transgener Mause
3.1.1 Das Tet System
Zur Generierung der c-myc/OVA transgenen Maiause wurde das Tetrazyklin-abhéngige

Genexpressionssystem (Tet-off System, Abb.3.1 A) von H. Bujard und seinen Kollegen
verwendet (Gossen und Bujard 1992; Gossen et al. 1993).

AN A

tefR VP16 LAPtTA i c-myc/OVA
l - Doxy {} 2

LAP tTA x c-myc/OVA
—

T + Doxy

Pminc’hl\'

Abb.3.1 Schematische Darstellung des biniren, induzierbaren Tet-off Systems und
Verpaarungsschema. (A) In Anwesenheit von Doxyzyklin (+ Doxy) kann der Tetrazyklin-
kontrollierte Transaktivator (tTA) nicht an das Tetrazyklin Response Promotor Element
(TRE) binden und die nachfolgenden Gene c-myc und OVA konnen nicht exprimiert werden.
In Abwesenheit von Doxyzyklin (- Doxy) hingegen kann der Tetrazyklin-kontrollierte
Transaktivator (tTA) an das Promotor Element binden und die Genexpression ist
gewdhrleistet. In diesem Fall wird der Tetrazyklin-kontrollierte Transaktivator (tTA)
leberspezifisch exprimiert (LAP = liver-enriched activator protein).

PuinCMV = minimaler Promotor des Cytomegalovirus; tetR = Tet Repressor,
Tetrazyklinresistenzkassette aus FE.coli; TRE = Tetrazyklin Response Promotor Element;
VP16 = transaktivierende Doméne des Herpes simplex Virus. (B) LAP tTA transgene Méuse
werden mit c-myc/OVA transgenen Méusen verpaart um doppelt transgene LAP tTA x
c-myc/OV A Maéuse zu erhalten.

Es handelt sich um ein binires, induzierbares System, bei dem die Regulation der Gene
abhingig von Doxyzyklin, einem Tetrazyklin-Analogon, ist. Dabei wird Doxyzyklin, bei in
vivo Verwendung des Systems, iiber das Trinkwasser verabreicht oder flir in vitro Versuche
dem Zellkulturmedium zugefiigt. Weiterhin ist die Genexpression abhdngig von einem

Tetrazyklin-kontrollierten Transaktivator (tTA), welcher eine Fusion aus dem Tet-Repressor
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(tefR) des Tet-Operons von E.coli sowie einem Teil der VP16-Aktivatordoméne (Triezenberg
et al. 1988) des Herpes simplex Viruses besteht.

Bei dem Tet-off System kommt es in Anwesenheit von geringsten, noch nicht antibiotisch
wirkenden Mengen Doxyzyklin (Hillen und Berens 1994) zu einer Konformationsdnderung
des tetR-Anteils, was das Ausbleiben einer Bindung des Transaktivators an das Tetrazyklin
Response Promotor Element (TRE) zur Folge hat. In Abwesenheit von Doxyzyklin bindet der
Transaktivator an das TRE und die nachgeschalteten Gene (c-myc und OVA) werden
exprimiert. Das TRE besteht aus der Tet-Operatorsequenz (tetO) sowie einem minimalen
CMYV Promoter (PinCMV) des Cytomegalovirus, bei dem die Enhancer Elemente fehlen, so
daB3 es ohne Transaktivatorbindung nicht zu einer Expression der nachgeschalteten Gene
kommt. Durch die Wahl eines spezifischen Promotors (LAP = liver-enriched activator
protein) ist es moglich den Transaktivator gewebsspezifisch zu induzieren. Ein weiterer
Vorteil des Tet Systems besteht zusitzlich in einer zeitspezifischen Genexpression, je nach
Zugabe bzw. Entzug von Doxyzyklin.

Um die generierten c-myc/OVA transgenen Méuse zu analysieren, sollten diese mit den LAP
tTA Reportermiusen (Kistner et al. 1996) verpaart werden, um eine leberspezifische
Genexpression von c-myc und OVA zu gewihrleisten (Abb.3.1 B).

Bei dem Tet-on System ist die Genexpression von einem reversen Tetrazyklin-kontrolliertem
Transaktivator (rtTA) abhdngig, der nur in Anwesenheit von Doxyzyklin an das Response
Promoter Element binden kann und somit die Expression der nachfolgenden Gene induziert.

In Abwesenheit von Doxyzyklin hingegen findet keine Genexpression statt.

3.1.2 Klonierung des pBI-4 c-myc/OVA Plasmids

Zur Generierung eines neuartigen, transgenen Tumormodells mufl zunédchst ein geeignetes
Onkogen gewihlt werden. In unserem Fall fiel die Wahl auf das Protoonkogen c-myc,
welches zum einen unterschiedliche Funktionen innerhalb des Zellzyklus einnimmt, zum
anderen auch in der Lage ist, bei Uberexpression in der Leber, zu HCC-dhnlichen Tumoren zu
fiihren (Beer et al. 2004). Da es fiir tumorspezifische, immunologische Therapieansitze
unerldBlich ist das Tumorantigen zu kennen, dies aber oftmals in der medizinischen
Anwendung aufgrund der fehlenden Identifikation ein Problem darstellt, sollte in unserem

transgenen Mausmodell, zusitzlich zu dem Protoonkogen, noch ein Modellantigen exprimiert
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werden. Es wurde das gut charakterisierte und in der Immunologie héufig verwendete
Hiihnereiwei3 (Ovalbumin, OVA) gewdhlt.
Zur Generierung c-myc/OVA transgener Miuse wurde das bidirektionale Reporterplasmid
pBI-4 gewihlt. Exon 2 und Exon 3 der humanen c-myc ¢cDNA wurde aus pUHD10-3 c-myc
(mit freundlicher Genehmigung von Dean Felsher, Stanford University School of Medicine,
Stanford, USA; Felsher und Bishop 1999) iiber EcoRI herausgeschnitten und zunéchst in
pBluescript II KS(+) zwischenkloniert. In Abb.3.2 A und B sind beide Orientierungs-
moglichkeiten der humanen c-myc cDNA in pBluescript II KS(+) schematisch dargestellt. Fiir
die weiteren Klonierungsschritte war, die in Abb.3.2 A dargestellte Insertion bzw.
Orientierung von c-myc notwendig.

A B

Sacl Notfl BstEIl Sall Kpnl Sacl Notl BstEIl  Sall Kpnl

1 1
1361bp!1 1118bp
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Abb.3.2 Schematische Ubersicht der in pBluescript II KS(+) klonierten humanen c-myc
¢DNA. Exon 2 und Exon 3 der humanen c-myc cDNA wurde aus pUHD10-3 c-myc (Felsher
und Bishop, 1999) tiber EcoRI herausgeschnitten und in pBluescript II KS(+) hineinkloniert.
Dargestellt sind die beiden Orientierungsmoglichkeiten (A und B) bzw. Schnittstellen Notl
und Sal/l nach Insertion der humanen c-myc c-DNA in pBluescript IT KS(+).

Die erhaltenen Klone wurden zundchst durch einen Nofl/Sall Doppel-Restriktionsverdau auf

die Insertion der humanen c-myc cDNA in pBluescript untersucht (Abb.3.3). Klon 3, 5 und 9

zeigten eine erfolgreiche Insertion der humanen c-myc cDNA (Bande bei ca. 1,5 kb).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb.3.3 Notl/Sall Doppel-Restriktionsverdau des klonierten pBluescript II KS(+) c-myc
Plasmids. Von den 10 transformierten und analysierten E.coli Stimmen konnte in drei
Stammen (Klon 3, 5 und 9) Plasmide isoliert werden, die die humane c-myc cDNA inseriert
haben (Bande bei ca. 1,5 kb). Klon 9 zeigte zusétzlich zu der inserierten c-myc cDNA noch
unverdaute Plasmid DNA (Bande bei ca. bei 4,0 kb).
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Um die Orientierung der cDNA zu bestimmen, wurden anschlieBend von den c-myc
inserierten Klonen assymetrische Restriktionsverdaus (Notl/BstEIl und Sall/BstEIl)
durchgefiihrt (Abb.3.4). Klon 9 zeigte die fiir die weitere Klonierung gewiinschte

Orientierung, wie sie auch schematisch in Abb.3.2 A dargestellt ist.

4,4 kb
4,0 kb

361 bp
351 bp

Abb.3.4 Asymmetrischer Restriktionsverdau von pBluescript II KS(+) c-myc. Die beiden
c-myc inserierten Plasmide (Klon 9 und 15) wurden mit Bs¢EIl (a) linerarisiert sowie mit Sa/l
und BstEIl (b) und Nofl und BstEIl (c) asymmetrisch verdaut, um die Orientierung der
integrierten c-myc cDNA zu bestimmen. Klon 9 zeigte die gewiinschte Insertion der c-myc
cDNA wie in Abb.3.2 A, wihrend die Orientierung von Klon 15 der schematischen Abb.3.2
B entspricht.

Anschliefend wurde die humane c-myc cDNA mit Nofl und Sal/l aus pBluescript I KS(+)
herausgeschnitten und in das bidirektionale Reporterplasmid pBI-4 hineinkloniert. Die

Uberpriifung der erhaltenen Klone erfolgte iiber einen Notl/Sall Doppel-Restriktionsverdau,
wie in Abb.3.5 dargestellt (Bande bei ca. 1,5 kb).
16 17 18 19 20

Abb.3.5 Notl/Sall Doppel-Restriktionsverdau des klonierten pBI-4 c-myc Plasmids. Aus
Klon 16 konnte nur wenig DNA isoliert werden, wihrend bei den {ibrigen hier gezeigten
Klonen (16-20) die inserierte c-myc cDNA mit Nofl und Sal/l wieder herausgeschnitten
werden konnte (Bande bei ca. 1,5 kb).

Als Ausgangspunkt fiir die Ovalbumin (Hiithnereiweil) Klonierungsstrategien erhielten wir
ein pBluesript II KS(+), in dem die OVA ¢cDNA bereits hineinkloniert wurde (pBluesript 11
KS(+) OVA; mit freundlicher Genehmigung von Frank Momburg, DKFZ, Heidelberg).

In den pBluescript II KS(+) OVA Vektor wurde zundchst eine, fiir die weiteren
Klonierungsschritte notwendige Mlul Schnittstelle eingefiigt. Dazu wurde das Plasmid mit
HindIl verdaut und ein Oligonukleotid mit einer M/ul Schnittstelle eingebracht (Abb.3.6 A).

Die erhaltenen Klone wurden mit Mlul verdaut, um eine Insertion des Oligonukleotids
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nachzuweisen. In die Klone 2-7 konnte eine Mlul Schnittstelle erfolgreich hineinkloniert

werden (Bande bei ca. 4,1 kb), wihrend Klon 1 nicht linearisiert wurde (Abb.3.6 B).

A Hindlll B | 2 34 5 6 7
XXX Al AGCTT XXX
XXX TTCGAIA XXX
Mlul
XXX A ACGCGTAGCTT XXX
XXX TTCGATGCGCA A XXX

Abb.3.6 Einfiihren einer Mlul Schnittstelle in pBluescript II KS(+) OVA. (A)
Schematische Darstellung der Oligoligation iliber HindlIll (blau) und Einbringen einer Mlul
Schnittstelle (rot). (B) Die analysierten Klone (1-7) wurden mit Mlul verdaut, dabei konnten
die Klone 2-7 linearisiert werden (Bande bei ca. 4,1 kb), wihrend in Bahn 1 (Klon 1) das
Bandenmuster unverdauter Plasmid DNA entspricht.

Nach erfolgreichem Einbringen einer M/ul Schnittstelle wurde der 5'-Bereich der OVA cDNA
zusitzlich ansequenziert. Es ergab sich, dafl schon in dem erhaltenen Ausgangsplasmid die
OVA cDNA iiber BamHI hineinkloniert wurde, allerdings fehlten im Vergleich zu der in der
Datenbank (http://www.ensembl.org) gefundenen Sequenz, die letzten drei Aminosduren
sowie ein Stopcodon.

Damit es nach der Transkription zu einem funktionsfahigen, der Datenbank entsprechenden
OVA Protein kommt, wurde in einem nichsten Klonierungsschritt der 3'-Bereich
rekonstruiert. Dazu wurde ein Notl/BamHI Doppel-Restriktionsverdau durchgefiihrt und
neben dem Einfilhren einer Nhel Schnittstelle, die fiir die weiteren Klonierungsschritte
benotigt wurde, noch die fehlenden Nukleotide, inklusive Stopcodon eingebracht.

Abb.3.7 A zeigt schematisch das Einbringen der Oligonukleotide, wobei sich im Vergleich
zur Datenbankanalyse ein Aminosdureaustausch von Valin zu Glycin (V=2>QG) ergibt. Die
erhaltenen Klone wurden mit Nhiel verdaut, um das Einbringen der Oligonukleotide zu
tiberpriifen. Klon 1-4 sowie 7 und 8 konnten mit Nfel linearisiert werden (Bande bei ca.

4,1 kb, Abb.3.7 B).
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A Notl BamHI
XXX GCIGGCCGC XXX XXX G C ACATCT
XXX CGCCGGICG XXX XXX CCTAGC TGTAGA
Nhel
XXX GC GATCCACATCT
XXX CGCCaa GTAG
VAVAVAVAVAV,
* P S G C R
Datenbank * p § Vv (C R
. 1 2 3 4 5 7 8

<€4— 4,1 kb

Abb.3.7 Einbringen einer Nhel Schnittstelle in pBluescript I KS OVA Miul. (A)
Schematische Darstellung der Oligoligation iiber einen asymetrischen Verdau mit NotI (pink)
und BamHI (griin) sowie das Einbringen einer Nkel (rot umrandet) Schnittstelle zusammen
mit einem Stopcodon (*). Obere Reihe entspricht der Aminoséuresequenz der klonierten OVA
c-DNA, wihrend die untere Reihe die Aminosduresequenz der OVA c-DNA aus der
Datenbankanalyse (http://www.ensembl.org) darstellt. (B) Die analysierten Klone (1-4; 7-8)
wurden mit Nhel verdaut und linearisiert (Bande bei ca. 4,1 kb).

C = Cystein; G = Glycin; P = Prolin; R = Arginin; S = Serin; V = Valin

In einem letzten Klonierungsschritt wurde die OVA cDNA iiber Mlul und Nhel aus
pBluescript I1 KS(+) herausgeschnitten und in pBI-4 c-myc eingebracht. Die Uberpriifung der
Klone erfolgte durch einen Mlul/Nhel Doppel-Restriktionsverdau. Aus allen analysierten
Klonen (1-10) konnten die OVA cDNA (Bande bei ca. 1,2 kb) wieder aus dem Plasmid

herausgeschnitten werden (Abb.3.8).
1234678910

Abb.3.8 Miul/Nhel Doppel-Restriktionsverdau des Kklonierten pBI-4 c-myc/OVA
Plasmids. In allen 10 analysierten Klonen (1-10) konnten die inserierten OVA c-DNAs mit
einem Mlul/Nhel-Doppelverdau nachgewiesen werden (Bande bei ca. 1,2 kb).

Das klonierte pBI-4 c-myc/OVA Endkonstrukt (ca. 7,0 kb) weist nun eine Insertion der
humanen c-myc cDNA {iber Notl und Sall auf und besitzt eine iiber Mlul und Nhel
eingebrachte OVA cDNA. Die beiden inserierten cDNA Sequenzen wurden auf

Nukleotidverdnderungen analysiert und mit den verdffentlichten Datenbanksequenzen
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(http://www.ensembl.org) verglichen. Abb.3.9 zeigt neben der schematischen Darstellungen
des pBI-4 c-myc/OVA Plasmids (A) eine Auswahl an Restriktionsanalysen zur Uberpriifung
des klonierten Endkonstruktes (B).

A 7014 Mot
7008 Xbal:
BE54 Bl - i

_Mid 609

¢-myc I;Dun
5527 Sal ™ sooo 1000 "ova
5516 ¥hal 2
pBl-4 c-myciova hel 1796
5136 BEl - — 5000 /0 bp 2000 _ ~ Xpal 1812
4975 Al -

bla

4000 3000
! Al

4228 Asel
*Asel 2953

R] R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9Y

5,5kb
3,7kb

1,8 kb

Abb.3.9 Endkonstrukt pBI-4 c-myc/OVA. (A) Schematische Darstellung des klonierten
pBI-4 c-myc/OVA Plasmids (bla = B-Laktamase; verantwortlich fiir die Ampicillinresistenz)
mit einer Auswahl an eingezeichneten Restriktionsschnittstellen. (B) Restriktionsanalysen
(R1: Notl 7,0 kb; R2: Sall 7,0 kb; R3: Notl + Sall 1,5 kb, 5,5 kb; R4: BstEIl 1,5 kb, 5,5 kb;
R5: Asel 1,2 kb, 5,8 kb; R6: Mlul 7,0 kb; R7: Nhel 7,0 kb; R8: Mlul + Nhel 1,2 kb, 5,8 kb;
R9: Xbal 1,5 kb, 1,8 kb, 3,7 kb) des klonierten pBI-4 c-myc/OVA Plasmids.

3.1.3 Expressionsnachweis von c-myc und OVA in vitro

Das klonierte pBI-4 c-myc/OVA Plasmid wurde hinsichtlich der c-myc und OVA Expression
in vitro untersucht. Zur Etablierung und Bestimmung der Sensitivitidt eines OVA Nachweises,
wurde aufgereinigtes Protein in unterschiedlichen Konzentrationen (1-100 ng) mit Hilfe des
Western Blots analysiert. Die Detektierbarkeit von OVA mit Hilfe der Western Blot Analyse
lag bei 5 ng Protein (Abb.3.10 A).
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AnschlieBend wurden Zellinien (MEF tTA und HeLa tTA), die den Tetrazyklin-kontrollierten
Transaktivator (tTA) konstitutiv exprimieren, transient mit dem pBI-4 c-myc/OVA Plasmid
transfiziert und zur Induktion beider Genexpressionen in Abwesenheit von Doxyzyklin
kultiviert. Nach zwei Tagen wurden Proteinlysate generiert und die pBI-4 c-myc/OVA
transfizierten, ebenso wie die mock transfizierten Zellen mit Hilfe der Western Blot Analyse
auf ihre OVA, c-myc und B-Aktin Expression untersucht. Als Positivkontrolle fiir den OVA
Nachweis wurde 10 ng aufgereinigtes OVA Protein verwendet. Die mit dem pBI-4
c-myc/OVA transient transfizierten HeLA tTA sowie MEF tTA Zellinien zeigten im
Unterschied zu den mock transfizierten Zellinien eine OVA Expression (Bande bei ca.
45 kDa). Im Unterschied zur Positivkontrolle konnte in den pBI-4 c-myc/OVA transfizierten
Zellinien zusitzlich zur detektierten 45 kDa schweren OV A Bande eine etwas leichtere Bande
nachgewiesen werden, was eventuell mit einer Degradation des OVA Proteins

zusammenhéngt (Abb.3.10 B).

A
Ing Sng 10ng 20ng 50ng 100ng
B MEF (TA OVA HeLatTA C  MEF (TA OVA HeLatTA
C T T
OVA 4—45kDa '
c-myc <4—64 kDa
B-Aktin <4—42kDa|

Abb.3.10 Expressionsnachweis (Western Blot) von c-myc und OVA nach transienter
Transfektion mit pBI-4 c-myc/OVA in MEF tTA bzw. HeLa tTA Zellinien. (A) Western
Blot Analyse von 1-100 ng aufgereinigtem OVA Protein (anti-OVA Ak: 1:10.000; anti-
Hase/HRP 1:1.000) zur Bestimmung der Sensitivitit. (B) MEF tTA bzw. HeLa tTA Zellinie,
transient transfiziert mit pBI-4 c-myc/OVA (T) oder mock transtfiziert (C) und anschlieBende
Western Blot Analyse nach 2 d fir OVA, c-myc (anti-c-myc Ak 1:500; anti-Hase/HRP
1:1.000) und B-Aktin (anti-B-Aktin Ak 1:5.000; anti-Maus/HRP 1:1.000; 10 ug Totalprotein).
(C) Coomassie-Fiarbung eines mit dquivalenten Mengen beladenen SDS-Gels.

OVA = gereinigtes Ovalbumin, 10 ng
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Vergleichbar mit der OVA Expression in den pBI-4 c-myc/OVA transfizierten Zellinien
konnte auch eine c-myc Expression (Bande bei ca. 64 kDa) detektiert werden. Auffallend war,
daB in den mock transfizierten HeLa tTA Zellinien keine endogene c-myc Expression
nachgewiesen werden konnte. Dies konnte eventuell mit der relativ kurzen Halbwertszeit von
20-30 min (Salghetti et al. 1999), der Ubiquitin-abhdngigen Proteolyse (Ciechanover et al.
1991, Salghetti et al. 1999) oder einem im Vergleich zur transienten Transfektion niedrigeren
endogenen Gehalt von c-myc in HeLa tTA Zellinien zusammenhéngen (Abb.3.10 B).

Zur Kontrolle, da3 von den pBI-4 c-myc/OVA bzw. mock transfizierten Zellen dquivalente
Proteinmengen analysiert wurden, wurde zum einen die B-Aktin Expression (Bande bei ca.
42 kDa) im Western Blot bestimmt (Abb.3.10 B) und zum anderen eine Coomassie-Farbung
eines mit dquivalenten Mengen beladenen SDS-Gels durchgefiihrt (Abb.3.10 C).

Zusitzlich zu dem Expressionsnachweis von c-myc und OVA mit Hilfe der Western Blot
Analyse wurden beide Proteine mit Hilfe der Immunfluoreszenzfirbung bzw. fir OVA
zusitzlich auf immunhistochemischer Ebene nachgewiesen. Dazu wurden die beiden
Zellinien MEF tTA und Hela tTA mit dem pBI-4 c-myc/OVA bzw. mock transfiziert, zwei
Tage in Abwesenheit von Doxyzyklin kultiviert, fixiert und eine Immunfluoreszenzfarbung

fiir c-myc (Abb.3.11 A-D) bzw. OVA (Abb.3.11 E-H) durchgefiihrt.

MEF tTA
¢ ¥ gya
s ¥ A 4
¥ e Q"@
N
» %
Hela tTA =

o5
A 100 psh
] ey

Abb.3.11 Immunfluoreszenzfirbungen und Immunhistochemie transient transfizierter
MEF tTA und HeLa tTA Zellen mit pBI-4 c-myc/OVA. (A-D) MEF tTA Zellen transient
transfiziert mit pBI-4 c-myc/OVA (A, B) bzw. mock transfiziert (pBI-4; C, D) und
Immunfluoreszenzfarbung fiir c-myc 2 d nach Transfektion (anti-c-myc Ak 1:100; Alexa 488
anti-Maus 1:400). (E-J) HeLa tTA Zellen transient transfiziert mit pBI-4 c-myc/OVA (E, F, I)
bzw. mock transfiziert (pBI-4; G, H, J) und Immunfluoreszenzfiarbung fiir OVA 2 d nach
Transfektion (anti-OVA Ak 1:800; Alexa 488 anti-Hase 1:200; E-H) bzw. Immun-
histochemische Farbung (anti-OVA Ak 1:1.000; AEC; I, J).
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Das Protoonkogen c-myc, ein Transkriptionsfaktor, ist kernlokalisiert, wahrend die OVA
Expression sowohl im Kern, als auch im Zytoplasma detektierbar ist. Die OVA Expression
und Lokalisation konnte ebenfalls auf immunhistochemischer Ebene bestdtigt werden
(Abb.3.11 L J).

Zusammenfassend konnte mit Hilfe unterschiedlicher Nachweisverfahren die Funktionalitét

des klonierten pBI-4 c-myc/OVA Plasmids bestitigt werden.

3.1.4 Vorkerninjektion (Pronukleusinjektion) und Analyse der Founder

Zur Generierung der c-myc/OVA transgenen Mause wurde die Pronukleusinjektion gewéhlt.
Dazu wurde die pBI-4 c-myc/OVA DNA mit einem Aatll/Asel Doppel-Restriktionsverdau
linearisiert, aufgereinigt und in embryogetestetem H,O in einer Konzentration von 6 ng/ul
resuspendiert. Abb.3.12 A zeigt schematisch die linearisierte DNA, die mit Hilfe der
Injektionskapillare bevorzugt in den groBeren, ménnlichen Pronukleus injiziert wird, wihrend
die Oozyte (Eizelle) zeitgleich mit einer Haltekapillare fixiert wird. Anschlieend wurden die
injizierten Oozyten in scheinschwangere Ammenmiitter (CD1) transferiert.

A B

Pronuklenszinjektion linearisierter
pBI-4 c-mive/OVA DNA

Zona pellucida (Glaghaut)

Haltekapillare
Polkérperchen

miénnlicher Pronukleus
(mit Nukleolus)

|_ Injektionskapillare
weiblicher Pronukleus
(mit Nukleoli)

Fizellentransfer in schein-
schwangere CD1 Ammen-

miitter

e\

Abb.3.12 Ubersicht iiber die Pronukleusinjektion. (A) Schematische Darstellung der
linearisierten pBI-4 c-myc/OVA DNA und die Injektion in den ménnlichen Pronukleus einer
Eizelle mit Hilfe einer Injektionskapillare und anschlieBendem Transfer in scheinschwangere
CD1 Ammenméuse. (B) Pronukleusinjektion (Angela Egert, Institut fiir Pathologie, Bonn) in
Eizellen aus der Verpaarung B6D2F1 x C57BL/6J (400x).

97



Ergebnisse

Da es fiir die weiteren immunologischen Analysen notwendig ist Lymphozyten-
Spenderméuse sowie Empfingertiere mit gleichem MHC Haplotyp zu verwenden, sollten die
c-myc/OVA transgenen Maiuse im C57BL/6J] Mausstamm generiert werden. Die
Pronukleusinjektion in Oozyten aus reinen C57BL/6]J Maéusen bereitet aufgrund des
schlechter erkennbaren Pronukleus Probleme und resultiert oftmals in einer geringeren
Ausbeute an injizierten Oozyten und folglich in einer niedrigeren Ausbeute an geborenen
Maiusen. Aus diesem Grund wurde die Pronukleusinjektion sowohl in Oozyten aus der
Verpaarung C57BL/6J x C57BL/6J, als auch zur Sicherheit in B6D2F1 x C67BL/6J
(Abb.3.12 B) durchgefiihrt.

Aus dem C57BL/6J x C57BL/6J Ansatz konnten 119 Oozyten, aus B6D2F1 x C57BL/6J
Ansatz 129 Oozyten injiziert und in scheinschwangere Ammenmiitter transferiert werden.
Insgesamt wurden 15 Miuse geboren, von denen zwei Miuse die pBI-4 c-myc/OVA DNA im

Genom integriert hatten (je eine Maus aus einem der beiden Ansétze, Tab.3.1).

Tab.3.1 Ubersicht iiber die Ergebnisse der Pronukleusinjektion. Anzahl der injizierten
und transferierten Eizellen, deren Herkunft sowie die Anzahl der geborenen Miuse.

Eizellenspender Anzahl injizierter und ~ Anzahl geborener Anzahl der
transferierter Eizellen = Maéuse Founder

B6D2F1 x C57BL/6] 129 10 1

C57BL/6J x C57BL/6] 119 5 1

Dabei erfolgte die Uberpriifung iiber die Integration der pBI-4 c-myc/OVA DNA in die
geborenen Méuse mit Hilfe der PCR. Abb.3.13 A zeigt schematisch die Genstruktur von
c-myc und OVA mit den dazugehorigen Positionen der Primerbindestellen, die fiir die Analyse
der Nachkommen verwendet wurden.

Von den 10 Nachkommen (Mausnummer 2-12) aus dem B6D2F1 x C57BL/6J Ansatz zeigte
die Maus 8 (im Folgenden B6 c-myc/OVA 75 genannt) sowohl fiir c-myc als auch fiir OVA
einen positiven Nachweis (Abb.3.13 B). Die 5 Nachkommen aus dem C57BL/6J x C57BL/6J
Ansatz wurden ebenfalls mit Hilfe der PCR auf die Integration von c-myc und OVA
untersucht. Maus 16 (im Folgenden B6 c-myc/OVA 100 genannt) wies die Integration beider
Gene im Genom auf (Abb.3.13 C).

98



Ergebnisse
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Abb.3.13 PCR-Analyse der geborenen Nachkommen aus der Pronukleusinjektion und
anschlieBender Transfer der manipulierten Eizellen. (A) Schematische Ubersicht iiber die
Primerbindestellen fiir c-myc und OVA. (B) PCR-Analyse fir c-myc bzw. OVA der
Nachkommen aus der Pronukleusinjektion der Eizellenspendermiuse B6D2F1 x C57BL/6J.
(C) PCR-Analyse fiir c-myc bzw. OVA der Nachkommen aus der Pronukleusinjektion der
Eizellenspenderméuse C57BL/6J x C57BL/6J.

H,0 = Wasserkontrolle; -KO = Negativkontrolle; +KO = Positivkontrolle

Zur Uberpriifung der Funktionalitit beider Founder Miuse B6 c-myc/OVA 75 und B6 c-
myc/OVA 100 wurde aus einem Ohrstiick primére Fibroblasten generiert und diese transient
mit einem reversen Tetrazyklin-kontrollierten Transaktivator exprimierenden Plasmid
(pUHrt 62-1; mit freundlicher Genehmigung von Kai Schonig, Zentralinstitut fiir seelische
Gesundheit, Mannheim; Tet-On System) transfiziert. Das Ergebnis der Genexpression in den
primdren Mausohrfibroblasten 148t schnellere Riickschliisse auf die Funktionalitit der
Founder Méuse zu, als die nach Verpaarung mit den Reportermdusen (Schonig et al. 2003;

Hasan et al 2004).
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In Anwesenheit von Doxyzyklin kann der reverse Tetrazyklin-kontrollierte Transaktivator die
Genexpression der nachfolgenden Gene induzieren, wéihrend in Abwesenheit von Doxyzyklin
keine Induktion stattfindet.

Die mit dem reversen Tetrazyklin-kontrollierten Transaktivator transient transfizierten
primdren Mausohrfibroblasten wurden nach zwei Tagen hinsichtlich ihrer OVA Expression
mittels Immunfluoreszenzfarbungen iberpriift. Abb.3.14 zeigt die transfizierten
Mausohrfibroblasten der B6 c-myc/OVA 100 Founder, die in Anwesenheit von Doxyzyklin
eine hauptsdchlich zytoplasmatisch verteilte OVA Expression aufweisen, wihrend in
Abwesenheit von Doxyzyklin keine OVA Expression detektierbar war.

Dieses Ergebnis zeigte, da3 die generierte B6 c-myc/OVA 100 transgene Mauslinie mit einer

erhohten Wahrscheinlichkeit beide Gene exprimierte.

+ Doxy

100 pm 100 pm
—  ——

- Doxy

200 pm 100 pm

Abb.3.14 Immunfluoreszenzfirbungen transient transfizierter Mausohrfibroblasten. (A-
D) Mausohrfibroblasten wurden aus Ohrstiicken der B6 c-myc/OVA 100 Founder generiert
und transient mit dem reversen Tetrazyklin-kontrollierten Transaktivator (pUHrt 62-1)
transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion wurde in Anwesenheit von Doxyzyklin (A, B) und
in Abwesenheit von Doxyzyklin (C, D) die OVA Expression mittels Immunfluoreszenz-
fairbungen bestimmt (anti-OVA Ak 1:800; Alexa 488 anti-Hase 1:200). (E)
Phasenkontrastaufnahme nicht transfizierter Mausohrfibroblasten.

Doxy = Doxyzyklin
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3.2 Phénotypbeschreibung c-myc/OVA transgener Mause

3.2.1 Tumorinduktionsexperimente

Zur Induktion der Tumorgenese wurden die generierten B6 c-myc/OVA 100 und B6
c-myc/OVA 75 transgenen Mauslinien mit den leberspezifischen LAP tTA transgenen
Maiusen verpaart und die Nachkommen entweder neonatal oder embryonal induziert (Tet-off
System). Bei der neonatalen Induktion wurde wiahrend der Verpaarung zur Unterdriickung der
Genexpression den Méusen Doxyzyklin im Trinkwasser verabreicht und bei Geburt der
Nachkommen das Doxyzyklin-behandelte Trinkwasser gegen gewohnliches Trinkwasser
ausgetauscht. Bei der embryonalen Induktion hingegen wurde den Maéusen bei der
Verpaarung Trinkwasser ohne weitere Zusdtze verabreicht, so dafl die Genexpression schon
wihrend der Embryogenese induziert wurde.

Im Folgenden wurden Miuse des Genotyps tTA+ myc/OVA+ als c-myc/OVA 75 bzw.
100 tg+ bezeichnet, je nachdem mit welcher der beiden Reportermauslinien (B6 c-myc/OVA
75 oder B6 c-myc/OVA 100) die LAP tTA Mause verpaart wurden. Einzeltransgene
Wurfkontrollen wurden als c-myc/OVA 75 bzw. 100 tg- bezeichnet. Transgen positive Mause
aus Verpaarungen von LAP tTA x c-myc Maiusen wurden als c-myc tg+ und die
Wurfkontrollen als c-myc tg- bezeichnet.

Nach Verpaarung mit den LAP tTA transgenen Mausen und neonataler Induktion von c-myc
und OVA entwickelten die beiden generierten Mauslinien Lebertumore und verstarben
zwischen 5-8 Wochen (c-myc/OVA 75 tg+) bzw. 8-20 Wochen (c-myc/OVA 100 tg+) nach
Geburt (Abb.3.15 A).

A Neonatale Induktion B Embryonale Induktion
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Abb.3.15 Kaplan-Meier Kurven. (A) Kaplan-Meier Kurve neonatal induzierter c-myc/OVA
75 tg+, c-myc/OVA 100 tg+, c-myc tg+ und c-myc/OVA tg- Miuse. (B) Kaplan-Meier Kurve
embryonal induzierter c-myc/OVA 75 tg+ und c-myc/OVA 75 tg- Miuse.
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Eine mdogliche Erklarung fiir die spatere Tumorgenese der c-myc/OVA 100 tg+ Mause konnte
entweder mit einer unterschiedlichen, bei der Pronukleusinjektion nicht kontrollierbaren
Kopienzahl von c-myc/OVA DNA oder aber mit dem Integrationsort der inserierten DNA im
Genom zusammenhingen. Die publizierten c-myc tg+ Méuse (Felsher und Bishop 1999; Beer
et al. 2004) hingegen zeigten bei neonataler Induktion eine dhnliche Uberlebenskurve (5-10
Wochen) als die c-myc/OVA 75 tg+ Tiere (Abb.3.15 A). Die transgen negativen
Wurfkontrollen hingegen haben die komplette Versuchslaufzeit {iberlebt.

Bei der embyronalen Induktion von c-myc und OVA hingegen starben die c-myc/OVA 75 tg+
Maiuse zwischen 1 und 5 Tagen nach der Geburt, wihrend die transgen negativen
Waurfkontrollen die komplette Versuchszeit iiberlebten (Abb.3.15 B). Diese Beobachtung
deckte sich mit den Ergebnissen der embryonal induzierten c-myc transgenen Maiusen, die

innerhalb von 10 Tagen nach der Geburt verstarben (Beer et. al 2004).

3.2.2 Histologie

Die makroskopischen sowie mikroskopischen Befunde neonatal induzierter c-myc/OVA 75
tg+ und c-myc/OVA 100 tg+ Maiause (Abb.3.16 A-B, E-F) zeigten multifollikulére
Tumorknoten, mit invasiv wachsenden Tumorzellen, die in einem glanduldren, soliden
Muster das normale, angrenzende Lebergewebe infiltrierten. Ahnlich wie die publizierten
c-myc tg+ Tiere (Abb.3.16 1, J) dhnelt der neonatale Leberphinotyp dem hepatozelluldren
Karzinom (HCC), verglichen mit den tumorfreien Lebern der transgen negativen
Wurfkontrollen (Abb.3.16 M, N).

Eine Gordon Firbung, die die Faserstruktur der Leber hervorhebt, gab zusitzliche
Informationen. In den neonatal induzierten c-myc/OVA 75 tg+ (Abb.3.16 D) und c-myc/OVA
100 tg+ (Abb.3.16 H) Maiusen war innerhalb der Tumorknoten, die gewdhnliche
Leberstruktur aufgehoben. Ahnliche Befunde lieferte auch die publizierte c-myc tg+ Maus
(Abb.3.16 1).

Es wurde publiziert, dal die c-myc induzierte Tumorentstehung in den c-myc tg+ Tieren mit
einem erhohten Anteil an neonatalen Hepatozyten mit einem 2N-4N DNA Gehalt und somit
mit einem Anstieg an Zellen in der S Phase des Zellzyklus in Zusammenhang steht.
Nachgewiesen wurde die verstirkte Zellproliferation durch eine Ki67 Féarbung (Beer et. al

2004, Abb.3.16 P). Die neu generierten c-myc/OVA7S5 tg+ (Abb.3.16 C) und c-myc/OVA 100
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tg+ (Abb.3.16 G) Méuse wiesen ebenfalls eine verstdrkte Proliferation im Tumorgewebe auf,

welches durch eine Ki67 immunhistochemische Farbung bestitigt wurde.

Abb.3.16 Leber-Phiinotyp neonatal induzierter c-myc/OVA 75 tg+, c-myc/OVA 100 tg+
und c-myc tg+ Miuse. (A, E, I, M) Makroskopische Aufnahmen der Lebern, (B, F, J, N) HE
Féarbungen, (C, G, K, O) Ki67 Firbungen (anti-Ki67 Ak 1:25; AEC) und (D, H, L, P)
Gordon Férbungen der Lebern von neonatal induzierten c-myc/OVA 75 tg+ (A-D), c-
myc/OVA 100 tg+ (E-H), c-myc tg+ (I-L) und c-myc/OVA 75 tg- (M-P) Méusen.

Die mikroskopischen Befunde embryonal induzierter c-myc/OVA 75 tg+ Méuse zeigten
verglichen mit den neonatal induzierten transgen positiven Tieren ebenfalls eine neoplastische
Verianderung der Leber (Abb.3.17. A), wihrend die Lebern in den Kontrolltieren tumorfrei
waren (Abb.3.17 D).

Die Disorganisation der Leberstruktur in den c-myc/OVA 75 tg+ Méusen (Abb.3.17 C)
konnte, wie in den neonatal induzierten Tieren, durch eine Gordon Farbung hervorgehoben
werden. Auch zeichnete sich die c-myc/OVA 75 tg+ Tumormaus (Abb.3.17 B) durch eine
verstiarkte Proliferation in dem neoplastisch verdndertem Lebergewebe aus, welche in den

transgen negativen Wurfkontrollen (Abb.3.17 E) nicht zu finden war.
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Abb.3.17 Leber-Phiinotyp embryonal induzierter c-myc/OVA 75 tg+ Miuse. (A, D) HE
Féarbungen, (B, E) Ki67 Farbungen (anti-Ki67 Ak 1:25; AEC) und (C, F) Gordon Firbungen
embryonal induzierter c-myc/OVA 75 tg+ (A-C) und c-myc/OVA 75 tg- (D-F) Méuse.

3.2.3 Expressionsnachweis von c-myc und OVA in ¢-myc/OVA tg+ Miusen

Aufgrund der schnelleren Tumorgenese wurden die weiteren immunologischen Versuche und
ein Teil der Expressionsnachweise lediglich in der c-myc/OVA 75 transgenen Mauslinie
durchgefiihrt. Der c-myc und OVA Expressionsnachweis erfolgte unter anderem mit Hilfe
von RT PCR Analysen (Abb.3.18).

Dazu wurde die Leber in den c-myc/OVA 75 tg+ Tieren unterschieden in Tumorgewebe (T)
und Normalgewebe (N). Da es fiir die weiteren immunologischen Versuche notwendig war
eine mogliche Genexpression von OVA in den primdr und sekundir lymphatischen Organen
auszuschlieBen, wurden die Milz, die inguinalen Lymphknoten (ILK), die leberdrainierenden
Lymphknoten (LLK) und der Thymus analysiert. Somit konnte eine Antigenprédsentation
durch APCs aufgrund einer vorhandenen OVA Expression in den lymphatischen Organen,
ebenso wie eine zentrale Toleranz im Thymus ausgeschlossen werden.

Es wurde publiziert, dal die LAP tTA transgene Mauslinie eine hauptsdchlich
leberspezifische Expression des Tetrazyklin-kontrollierten Transaktivators aufweist,
allerdings auch niedrige Expressionslevel in Niere und Lunge zu finden sind (Kistner et al.
1996). Aus diesem Grund wurde in den c-myc/OVA 75 tg+ Tieren nach neonataler Induktion

auch die c-myc und OV A Expression in diesen beiden Organen untersucht.
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Abb.3.18 A zeigt, daBl in der Leber der c-myc/OVA 75 tg+ Mause sowohl im Tumorknoten,
als auch im angrenzenden Normalgewebe c-myc und OVA auf RNA Ebene nachweisbar war,
ebenso wie in der Niere und Lunge. Die primér und sekundir lymphatischen Organe hingegen
zeigten keine Expression. Die transgen negative Wurfkontrolle exprimierte in allen

analysierten Organen weder c-myc, noch OVA (Abb.3.18 B).

Leber (T) Leber (N) Milz ILK LLK Thymus Niere Lunge
A +RT -RT +RT -RT +RT -RT +RT -RT +RT -RT +RT -RT +RT -RT +RT -RT

c-myc

B-Aktin
B c-myc
OVA

B-Aktin

Abb.3.18 RT PCR Analyse neonatal induzierter c-myc/OVA 75 tg+ Miuse. (A) C-myc,
OVA und B-Aktin RT PCR Analyse von c-myc/OVA 75 tg+ Miausen (Dawid Eckert, Institut
fiir Pathologie, Bonn). (B) C-myc, OVA und -Aktin RT PCR Analyse von c-myc/OVA 75
tg- Méusen (Zhanli Luo, Institut fiir Pathologie, Bonn).

ILK = inguinaler Lymphknoten; LLK = leberdrainierender Lymphknoten; N = Normal-
gewebe; +RT = RT PCR Analyse; -RT = RT PCR Analyse ohne Zusatz von AMV-Reverser
Transkriptase; T = Tumorgewebe

Da eine Expressionsbestimmung auf RNA Ebene nicht unbedingt mit einem Proteinnachweis
gleichzusetzen ist, wurde von neonatal induzierten c-myc/OVA 75 tg+ und c-myc/OVA 75
tg- Méusen noch im Lebergewebe die OVA Proteinmenge mit Hilfe der Western Blot
Analyse bestimmt (Abb.3.19). Beide analysierten c-myc/OVA 75 tg+ Méuse wiesen eine
starke OVA Expression auf, wihrend in beiden c-myc/OVA tg- Kontrollen keine OVA

Expression detektierbar war.

Abb.3.19 Western Blot Analyse neonatal induzierter c-myc/OVA 75 tg+ Miuse. Es
wurden Leberproben von c-myc/OVA 75 tg+ (tg+) und c-myc/OVA 75 tg- (tg-) Miusen
hinsichtlich der OVA Expression (anti-OVA Ak: 1:10.000; anti-Hase/HRP 1:1.000) und
B-Aktin Expression (anti-B-Aktin Ak 1:5.000; anti-Maus/HRP 1:1.000) untersucht.
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Um die Verteilung der OVA Expression in der Leber zu untersuchen, wurden von neonatal
induzierten c-myc/OVA 75 tg+ (Abb.3.20 A) und c-myc/OVA 100 tg+ (Abb.3.20. B) Méusen
immunhistochemische Firbungen durchgefiihrt. Im Unterschied zum angrenzenden
Normalgewebe, wiesen die Tumorknoten in beiden transgenen Mauslinien starke OVA
Expression auf. Um eine unspezifische Kreuzreaktion des Antikdrpers auszuschlieBen, wurde
neben den immunhistochemischen Analysen in c-myc/OVA 75 tg- (Abb.3.20 D) Méiusen,
noch das Lebertumorgewebe von c-myc tg+ Maiusen hinsichtlich der OVA Expression
untersucht (Abb.3.20 C). In beiden analysierten Geweben konnte keine OVA Expression
nachgewiesen bzw. eine unspezifische Bindung des Antikorpers ausgeschlossen werden.

Die, im Unterschied zur neonatalen Induktion, komplett neoplastisch verdnderte Leber
embryonal induzierter c-myc/OVA 75 tg+ (Abb.3.20 E) Méuse war ebenfalls durch eine
starke OVA Expression gekennzeichnet, verglichen mit dem normalen Lebergewebe einer

c-myc/OVA 75 tg- (Abb.3.20 F) Maus.

Abb.3.20 Immunhistochemischer Ovalbumin Nachweis in der Leber von neonatal und
embryonal induzierten c-myc/OVA 75 tg+ Miusen. (A-D) Neonatal induzierte
c-myc/OVA 75 tg+ Maus (A), c-myc/OVA 100 tg+ Maus (B), c-myc tg+ Maus (C) und
c-myc/OVA 75 tg- Maus (D). (E, F) Embryonal induzierte c-myc/OVA 75 tg+ Maus (E) und
c-myc/OVA tg- Maus (F), analysiert am Tag 5 nach Geburt (anti-OVA Ak 1:1.000; AEC).

Setzt man die OVA Expression der c-myc Expression gleich, so deckten sich die Ergebnisse
mit den publizierten Daten in den neonatal induzierten c-myc tg+ Méusen, bei denen ebenfalls

eine erhohte c-myc Expression in den stark proliferierenden Tumorzellen nachweisbar war
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(Beer et al. 2004). Auch in anderen beschriebenen Tumormodellen ist oftmals die Expression
des Transgens im Tumor hoher als im normalen, gesunden Gewebe (Weiss et al. 2003).

Zusammenfassend lassen die makroskopischen und mikroskopischen Beobachtungen, sowie
OVA Expressionsnachweise den SchluB zu, daB die zusétzlich zur myc Expression
vorhandene OVA Expression in den c-myc/OVA transgenen Méusen bzw. eine endogene
Immunantwort gegen OVA vermutlich keine starke Beeintrachtigung des Tumorwachstums

zur Folge hat.

3.3 Immunologische Analyse c-myc/OV A 75 transgener Méuse

3.3.1 Endogene CD3+ CD8+ T-Zellverteilung

Die folgenden immunologischen Versuche wurden aufgrund der schnelleren Tumorgenese in
neonatal induzierten c-myc/OVA 75 transgen Méusen durchgefiihrt. Die nicht verzogerte
Tumorentstehung in den c-myc/OVA 75 tg+ Miusen, verglichen mit den c-myc tg+ Tieren,
spricht nicht fiir eine starke endogene Immunantwort gegen OVA. Dennoch wurde das
Verhiltnis von zytotoxischen T-Zellen (CD3+ CD8+) in der Leber und den sekundir
lymphatischen Organen bestimmt. Diese spielen nicht nur bei der Abwehr von
virusbefallenen Zellen, sondern auch bei der Eliminierung von Tumorzellen eine bedeutende
Rolle.

Es wurde in den c-myc/OVA 75 tg+ und c-myc/OVA 75 tg- Méusen die relative Anzahl an
CD3+ CD8+ T-Zellen mit Hilfe der DurchfluBzytometrie bestimmt. Vergleicht man die
ermittelten Werte in den untersuchten Organen (Leber, Milz, ILK und LLK) fillt auf, daf
zwischen den beiden Gruppen keine groen Unterschiede nachweisbar sind (Abb.3.21 A).

Bei den absoluten Anzahlen CD3+ CD8+ T-Zellen hingegen, konnten etwas mehr Zellen in
der Leber, der Milz und in dem LLK der c-myc/OVA 75 tg+ Méuse im Vergleich zu den
c-myc/OVA 75 tg- Méusen nachgewiesen werden, die allerdings nicht statistisch signifikant
waren. In dem ILK hingegen konnten verglichen mit der c-myc/OVA 75 tg- Kontrollgruppe
etwas weniger CD3+ CD8+ T-Zellen nachgewiesen werden (Abb.3.21 B).
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Abb.3.21 Anzahl CD3+ CD8+ T-Zellen in c-myc/OVA 75 tg+ Miusen. Relative (A) und
absolute (B) Anzahl CD3+ CD8+ T-Zellen in c-myc/OVA 75 tg+ (n = 5 Méuse pro Gruppe),
verglichen mit c-myc/OVA 75 tg- (n = 6 Miuse pro Gruppe) Méusen in der Leber, der Milz,
dem ILK und LLK.

Da es in den c-myc/OVA 75 tg+ Méausen anscheinend nicht zu einer starken Anhdufung von
endogenen zytotoxischen T-Zellen kam und auch deren Funktionalitidt nicht bestimmbar war,
wurden fiir die folgenden Versuche OV A spezifische naive CD8+ T-Zellen aus OT I Méusen
(OT I T-Zellen) isoliert und in die c-myc/OVA 75 tg+ Méiuse sowie in die Kontrolltiere
injiziert. Es stellte sich die Frage, ob zum einen OVA in den c-myc/OVA 75 tg+ Miusen von
professionellen APCs présentiert wird und ob naive OT I T-Zellen nach Injektion in den

c-myc/OVA 75 tg+ Miausen OVA erkennen und aktiviert werden.

3.3.2 Akkumulation naiver OT I T-Zellen in der Leber c-myc/OVA 75 tg+ Miuse und

Infiltration in den Tumorknoten

Zum Nachweis ob naive OT I T-Zellen in c-myc/OVA 75 tg+ Méusen aktiviert werden,
wurden diese zur Unterscheidung von endogenen CD8+ T-Zellen vor dem adoptiven Transfer
mit dem griinfluoreszierenden Farbstoff CFSE markiert. Die Zellen wurden in c-myc/OVA 75

tg+ Mause sowie in c-myc/OVA tg- Wurfkontrollen injiziert. Als Positivkontrolle wurden den
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c-myc/OVA 75 tg- Méausen zusitzlich zu den OT I T-Zellen zur Stimulierung CpG ODN
zusammen mit OV A intravends verabreicht (c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA).

Injizierte, naive OT I T-Zellen akkumulierten 24 h nach adoptivem Transfer in der Leber
c-myc/OVA 75 tg+ Maiuse (6,6% +/- 1,2% CFSE+ CD8+ / CD8+), verglichen mit
c-myc/OVA 75 tg- Kontrolltieren (1,1% +/- 0,1% CFSE+ CD8+ / CD8+; ***p < 0,001).
Innerhalb der c-myc/OVA 75 tg+ Tiere zeichnete sich ebenfalls ein starker signifikanter
Unterschied in der Anzahl der injizierten OT I T-Zellen zwischen der Leber und der Milz ab
(***p < 0,001). Vergleicht man die Anzahl an injizierten OT 1 T-Zellen in den sekundér
lymphatischen Organen (Milz, ILK und LLK), so fanden sich signifikant hohere Mengen in
den c-myc/OVA 75 tg- Tieren im Gegensatz zu den c-myc/OVA tg+ Mausen (***p < 0,001).
Diese Ergebnisse deuten zusammenfassend auf eine frithe Antigenerkennung in der Leber hin.
Eine Vakzinierung der c-myc/OVA 75 tg- Méuse mit CpG ODN und OVA fiihrte ebenfalls zu
einer Akkumultion der OVA spezifischen T-Zellen in der Leber. Vergleicht man die relativen
Anzahlen der injizierten OVA spezifischen T-Zellen in den c-myc/OVA 75 tg+ mit den CpG
ODN und OVA vakzinierten Miusen, so liegen diese in der Leber c-myc/OVA 75 tg+ Tiere
deutlich hoher (Abb.3.22 A). Dies konnte mit einer schnelleren Proliferation der OVA
spezifischen T-Zellen in den c-myc/OVA 75 tg+ Méiusen oder mit einer stirkeren Attraktion
dieser Zellen fiir das Lebertumorgewebe zusammenhéngen.

Um nachzuweisen, ob die injizierten naiven OT I T-Zellen in den c-myc/OVA 75 tg+ Méusen
ihr Antigen erkennen, wurde 24 h nach adoptivem Transfer die OVA spezifischen T-Zellen
hinsichtlich der CD69 Expression untersucht. CD69 zihlt zu den Oberflachenmarkern, die auf
naiven T-Zellen nicht exprimiert werden und erst nach in vitro oder in vivo Stimulierung von
Lymphozyten sehr friih hochreguliert werden. In allen vier untersuchten Organen (Leber,
Milz, ILK und LLK) wiesen 52-94% der injizierten OT I T-Zellen in den c-myc/OVA 75 tg+
Tieren eine Hochregulation von CD69 auf, verglichen mit applizierten OVA spezifischen
T-Zellen in den c-myc/OVA 75 tg- Kontrolltieren (***p < 0,001). Das bedeutet, da3 in den
c-myc/OVA 75 tg+ Méausen OVA in prozessierter Form den OVA spezifischen T-Zellen

préisentiert wurde, was zu deren Stimulierung fiihrte.
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Abb.3.22 Akkumulation und Stimulierung naiver OT I T-Zellen in der Leber
c-myc/OVA 75 tg+ Miuse nach 24 h. (A) Akkumulation naiver, CFSE markierter OT I
T-Zellen (1 x 10°) in der Leber in c-myc/OVA 75 tg+ Méusen, verglichen mit c-myc/OVA 75
tg- und c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA Miéusen 24 h nach adoptivem Transfer. (B)
Stimulierung (CD69 Hochregulation) naiver, CFSE markierter OT I T-Zellen in c-myc/OVA
75 tg+ und c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA Maiusen, im Gegensatz zu c-myc/OVA 75 tg-
Tieren 24 h nach T-Zellinjektion (n = 4-6 Mause pro Gruppe).

Die Werte sind +/- SD angegeben. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Hilfe des
Student’s T-Test sowie dem postHoc Verfahren nach Bonferroni (***p <0,001).

Obwohl die Anzahl der OVA spezifischen T-Zellen in den c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA
Tieren im Gegensatz zu den c-myc/OVA tg+ Tieren geringer war (Abb.3.22 A), wurden diese
jedoch ebenfalls stimuliert. Dies konnte durch eine Hochregulation des Stimulierungsmarker
CD69 in allen untersuchten Organen nachgewiesen werden. Wenngleich die injizierten OVA
spezifischen T-Zellen in den c-myc/OVA 75 tg+ Tieren nach 24 h hauptséchlich in der Leber
akkumulierten, zeigten doch auch die wenigen vorgefundenen T-Zellen in der Milz und,
etwas reduzierter in der Anzahl, in den Lymphknoten eine Stimulierung in Form der CD69
Hochregulation (Abb.3.22 B). Dafiir gibt es verschiedene Erklarungsmoglichkeiten. Zum

einen konnte die Antigenerkennung in der Leber sehr rasch erfolgen und sich die T-Zellen
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nach 24 h bereits auf die sekundar lymphatischen Organe verteilt haben, zum anderen konnte
eine eventuell etwas verzogerte systemische Antigenerkennung durch Freisetzung von OVA
in diesen Kompartimenten direkt erfolgen.

In dem folgenden Versuch sollte die Lokalisation injizierter OVA spezifischer T-Zellen mit
der Verteilung dieser Zellen in den Kontrolltieren verglichen werden, einerseits aufgrund der
immunhistochemischen Ergebnisse, welche zeigten, dafl die OVA Expression auf den
Lebertumorbereich induzierter c-myc/OVA 75 tg+ Maiuse beschrinkt war (Abb.3.20).
Andererseits weil das Mikromilieu eines Tumors oftmals eine Barriere fiir die Infiltration
spezifischer T-Zellen darstellt und somit der Kontakt von T-Zelle mit Tumorgewebe
erschwert sein sollte (Singh et al. 1992; Ganss et al. 1998; Ochsenbein et al. 2001; Garbi et al.
2004). Um die Lokalisation der injizierten OT I T-Zellen zu bestimmen, wurden diese zuvor
mit CFSE markiert und in c-myc/OVA 75 tg+ (Abb.3.23 A-H) und c-myc/OVA tg- Mause
(Abb.3.23 I-P) injiziert. 24 h nach adoptivem Transfer wurde die Leber, die Milz, der ILK
und LLK mit Hilfe der Immunfluoreszenzfarbung hinsichtlich der Verteilung injizierter OVA
spezifischer T-Zellen analysiert und mit c-myc/OVA 75 tg- Méusen, die nicht injiziert
wurden, verglichen (Abb.3.23 Q-X).

Vergleicht man nun die Lokalisation der transferierten OVA spezifischen T-Zellen in
c-myc/OVA 75 tg+ Tieren, so lieBen sich im gesunden Lebergewebe (Daten nicht gezeigt)
aber auch im Tumorknoten OT I T-Zellen nachweisen (Abb.3.23 A, Pfeilspitzen). Die Grofle
der injizierten OT 1 T-Zellen sowie die Intensitit des griinfluoreszierenden Farbstoffes
lieferten einen ersten Hinweis auf eine T-Zellstimulierung und eventuell durchschrittene
Zellteilungen. Aktivierte Lymphozyten nehmen in ihrer GroB3e zu, wéhrend proliferierende
Zellen bei jeder durchschrittenen Zellteilung die Hélfte des griinfluoreszierenden Farbstoffes
an die Tochterzellen weitergeben und somit an Intensitét verlieren. Erste Hinweise auf eine
eventuell beginnende T-Zellproliferation durch Reduktion der CFSE Intensitit und
GroBenzunahme der Lymphozyten konnte bei den transferierten OT I T-Zellen in der Leber
und Milz der c-myc/OVA 75 tg+ Miuse (Abb.3.23 A, B), verglichen mit den OT I T-Zellen
in den Kontrollmausen (Abb.3.23 I, L), beobachtet werden.
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Abb.3.23 Infiltration naiver OT I T-Zellen in den Lebertumorknoten c-myc/OVA 75 tg+
Miuse (nach 24 h). Immunfluoreszenzfiarbungen der Leber, der Milz, des ILKs und LLKs
nach Injektion von 3 x 10° naiven, CFSE markierten (grin) OT I T-Zellen in neonatal
induzierte c-myc/OVA 75 tg+ (A-H) und c-myc/OVA 75 tg- Maiause (I-P). Neonatal
induzierte c-myc/OVA 75 tg- Maus ohne OT I T-Zellinjektion (Q-X). Die B-Zellen in den
Milzen, den ILKs und LLKs wurden mit dem B-Zellmarker B220 (rot, anti-B220PE 1:500)
gegengefarbt. Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI (blau).

Um die Lokalisation der injizierten T-Zellen in den sekundér lymphatischen Organen genauer
zu bestimmen, wurde die B-Zellzone mit dem B-Zellmarker B220 angefarbt (rot). Es fanden
sich weniger OVA spezifische OT 1 T-Zellen in der Milz, dem ILK und LLK in den
c-myc/OVA 75 tg+ Maiusen (Abb.3.23 B-D), verglichen mit den transferierten T-Zellen in
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den Kontrolltieren (Abb.3.23 J-L). Die OVA spezifischen T-Zellen waren in beiden Méusen
hauptsdchlich in der T-Zellzone der sekundédr lymphatischen Organe verteilt. In allen
untersuchten Kompartimenten der c-myc/OVA tg- Tiere, denen keine OT I T-Zellen injiziert

wurden, waren auch keine griinfluoreszierenden Zellen nachweisbar (Abb.3.23 Q-T).

3.3.3 Akkumulation tumorassoziierter Dendritischer Zellen in c-myc/OVA 75 tg+ Miuse

und Prisentation von OVA in vitro

Naive injizierte OT I T-Zellen akkumulierten nach 24 h in der Leber c-myc/OVA 75 tg+
Miuse und regulierten CD69 hoch, ein Kennzeichen fiir eine Antigenstimulierung durch
prozessiertes OVA Peptid. Eine geringere Anzahl an OVA spezifischen T-Zellen, die
ebenfalls CD69 hochreguliert haben, konnte auch in den sekundér lymphatischen Organen
nachgewiesen werden. Zur Klarung, ob und gegebenenfalls welche APCs in der Leber bzw.
der Milz an der Aktivierung der OVA spezifischen T-Zellen beteiligt sind, wurde in den
folgenden Versuchen der Fokus auf Dendritische Zellen (DCs) gelegt.

Neben den kostimulatorischen Molekiilen (CD80, CD86) exprimieren DCs unter anderem
CDl11c auf ihrer Oberflache. Zuniachst wurden die Lebern von induzierten c-myc/OVA 75 tg+
Maiusen und c-myc/OVA 75 tg- Kontrolltieren hinsichtlich der Verteilung der DCs (CD11c
rot) zusammen mit T-Zellen (CD3 griin) mit Hilfe von Immunfluoreszenzfirbungen
untersucht (Abb.3.24 A-D).

In dem c-myc/OVA 75 tg+ Lebertumorgewebe waren zum einen eine erhohte Anzahl an
CD3+ T-Zellen, zum anderen eine Vermehrung CD11+ DCs nachweisbar (Abb.3.24 A),
verglichen mit dem gesunden Lebergewebe c-myc/OVA 75 tg- Kontrollméuse (Abb.3.24 B,
Pfeilspitzen).

Um die Anzahl der CDI1lc+ DCs zu quantifizieren, wurde aus dem Lebertumorgewebe
c-myc/OVA 75 tg+ Miuse bzw. Lebernormalgewebe c-myc/OVA 75 tg- Kontrolltiere der
Mittelwert der absoluten Anzahl pro Maus bestimmt. Dazu wurden die CD11c+ DCs nach
Leberperfusion iiber einen Dichtegradienten angereichert, CD11c+ MACS-gereinigt und die
Anzahl per DurchfluBzytometrie ermittelt. Wéahrend in der Milz kein Unterschied in der
absoluten Anzahl CD11c+ DCs nachweisbar war, fanden sich in der Tumorleber signifikant
groBere Mengen an CD11c+ DCs, verglichen mit der Anzahl in dem gesunden Lebergewebe

c-myc/OVA 75 tg- Kontrolltiere (*p < 0,05; Abb.3.24 E).
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c-myc/OVA 75 tg+ c-myc/OVA 75 tg-
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Leber Milz

Abb.3.24 Akkumulation tumorassoziierter Dendritischer Zellen in c-myc/OVA 75 tg+
Miuse. (A-D) Immunfluoreszenzfarbungen von CD3+ T-Zellen (griin, anti-CD3 Alexa 488
Ak 1:100) sowie CD11c+ DCs (rot, anti-CD11¢ bio 1:200, Streptavidin Alexa 568 1:1.000) in
dem Lebertumorgewebe von c-myc/OVA 75 tg+ Maiusen (A, C) und dem
Lebernormalgewebe der c-myc/OVA 75 tg- Tiere (B, D). Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI
(blau). (E) Anzahl isolierter DCs nach der CD11c+ MACS Aufreinigung in c-myc/OVA 75
tg+ (n = 6 Méuse pro Gruppe) und c-myc/OVA 75 tg- Méduse (n = 25 Méuse pro Gruppe) in
der Leber (bzw. Tumorknoten bei c-myc/OVA 75 tg+ Mausen) und Milz (n = 6 Méuse fiir
beide Gruppen).

Die Werte sind +/- SD angegeben. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Hilfe des
Student’s T-Test (*p < 0,05).

Es stellte sich die Frage, ob die in der Leber vorkommenden DCs in der Lage sind die
injizierten OT I T-Zellen zu aktivieren. Dazu wurden die DCs aus dem Lebertumorgewebe
c-myc/OVA 75 tg+ Maiuse sowie aus den gesunden Lebern mehrerer c-myc/OVA 75 tg-
Kontrolltiere iiber einen Dichtegradienten und MACS Aufreinigung (CD1lc+) isoliert.
AnschlieBend wurden die DCs zusammen mit einem T-Zellhybridom, welches spezifisch

OVA erkennt (B3Z T-Zellhybridom) in Triplikaten kokultiviert und nach 24 h die Inter-
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leukin-2 (IL-2) Produktion, als Zeichen der Aktivierung des T-Zellhybridoms mit Hilfe des
Cytometric Bead Array bestimmt (Abb.3.25).
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W c-myc/OVA 75 tg+
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@ B3z
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Abb.3.25 In vitro Aktivierung von B3Z Zellen durch leber- und milzassoziierte
Dendritische Zellen aus c-myc/OVA 75 tg+ Miusen. Kokultivierung von leber- und
milzassoziierten DCs (0,5 x 10°, Reinheit: 81-97%) mit B3Z T-Zellhybridomzellen (1 x 10°)
und Ermittlung der IL-2 Produktion im Uberstand nach 24 h mit Hilfe des Cytometric Bead
Array. Als Positivkontrolle wurden B3Z T-Zellen und milzassoziierte DCs aus c-myc/OVA
75 tg- Méausen mit 10 nM, 1 nM und 0,1 nM SIINFEKL kokultiviert (n = 2-6 Méuse pro
Gruppe). Als Negativkontrolle wurden B3Z T-Zellen alleine kultiviert.

B3Z = CD8+ T-Zellhybridom

Die Werte sind +/- SD angegeben. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Hilfe des
Student’s T-Test (*p < 0,05; ***p <0,001).

DCs, isoliert aus dem Lebertumorgewebe und DCs, isoliert aus der Milz von c-myc/OVA 75
tg+ Maiusen, waren in der Lage B3Z T-Zellhybridomzellen in vitro zu aktivieren, was sich in
einer sehr signifikanten, groBeren Menge an produziertem IL-2 im Vergleich zu den
Kontrollen wiederspiegelte (Leber ***p < 0,001; Milz *p < 0,05). Als Negativkontrollen
wurden B3Z T-Zellhybridomzellen ohne DCs kultiviert. Als Positivkontrolle dienten B3Z
T-Zellhybridomzellen, die zusammen mit milzassoziierten DCs, isoliert aus c-myc/OVA 75
tg- Mausen, und SIINFEKL kokultiviert wurden. Das SIINFEKL Peptid stellt die
Aminosduresequenz dar, die von den OVA spezifischen CD8+ T-Zellen und somit auch von
den B3Z T-Zellhybridomzellen im Kontext von MHC I erkannt wird. Das SIINFEKL Peptid
muf} im Unterschied zu dem OVA Protein nicht von APCs aufgenommen und prozessiert
werden, sondern kann direkt an MHC Molekiile (K) an der Oberfliche der DCs binden.
Wihrend 1 nM SIINFEKL zusammen mit milzassoziierten DCs, isoliert aus c-myc/OVA 75
tg- Méausen die B3Z T-Zellhybridomzellen in vitro noch aktivieren und somit zur IL-2
Produktion anregen konnten, war bei 0,1 nM SINFEKL Kokultivierung keine IL-2
Produktion mehr detektierbar (Abb.3.25).
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3.3.4 Ausbleibende in vivo zytotoxische T-Zellaktivitit transferierter OT I T-Zellen in

c-myc/OVA 75 tg+ Miusen

Transferierte OT I T-Zellen regulierten nach adoptivem Transfer in c-myc/OVA 75 tg+
Miause CD69 hoch und akkumulierten in der Leber (Abb.3.22, Abb.3.23). Eine
Hochregulation von CD69 muf3 nicht zwangslaufig zu einer starken fortlaufenden Aktivierung
von CD8+ T-Zellen fiihren, sondern kann auch in einer T-Zelltoleranz enden (Limmer et al.
2000; Berg et al. 20006).

Aus diesem Grund wurde die in vivo Zytotoxizitit OVA spezifischer T-Zellen untersucht.
Dazu wurden OVA spezifische T-Zellen in c-myc/OVA 75 tg+ und c-myc/OVA 75 tg- Miuse
injiziert. Als Positivkontrolle wurden c-myc/OVA 75 tg- Miuse mit CpG ODN und OVA
immunisiert. 5 Tage nach adoptivem Transfer wurde die spezifische in vivo Zytotoxizitét in

der Leber und Milz bestimmt (Abb.3.26).
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Abb.3.26 Fehlende in vivo Zytotoxizitit transferierter OT I T-Zellen in c-myc/OVA 75
tg+ Miiusen. 1 x 10° OT I T-Zellen wurden in c-myc/OVA 75 tg+, c-myc/OVA 75 tg- sowie
zusammen mit CpG ODN und OVA in c-myc/OVA 75 tg- (c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA)
Maiuse injiziert. Nach 5 Tagen wurde mit Hilfe von CFSE markierten SIINFEKL beladenen
Zielzellen sowie unbeladenen Kontrollzellen die OVA spezifische in vivo Zytotoxizitit (nach
4 h) in der Leber und Milz bestimmt (n = 3 Méuse pro Gruppe).

Die Werte sind +/- SD angegeben. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Hilfe des
postHoc Verfahren nach Bonferroni (***p <0,001).

In den c-myc/OVA 75 tg+ und c-myc/OVA 75 tg- Méusen konnte weder in der Leber, noch
in der Milz eine signifikante in vivo Zytotoxizitdt beobachtet werden (Leber: p = 1,0; Milz: p
= 0,174). Wihrend die Unterschiede in der Leber von c-myc/OVA 75 tg+ Tieren im
Vergleich zu der Positivkontrolle einen Trend zeigten (p = 0,152), waren die Werte in der

Milz statistisch hoch signifikant (***p < 0,001).
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Die fehlende in vivo Zytotoxizitit deutet darauf hin, da3 die Zellen in den c-myc/OVA 75 tg+
Tieren tolerisiert wurden und deshalb nicht das OVA exprimierende Lebergewebe in vivo
attackierten. Wire das Lebergewebe oder Tumorgewebe von zytotoxischen T-Zellen
angegriffen worden, wiren zum einen lymphozytére Infiltrate nachweisbar gewesen und zum
anderen hitte das Tumorgewebe einen erhdhten nekrotischen bzw. apoptotischen Anteil an
zerstortem Gewebe aufweisen miissen. Um dies ndher zu untersuchen, wurde von OT I
T-Zell-injizierten und nicht injizierten c-myc/OVA 75 tg+ und c-myc/OVA tg- Méusen
apoptotische und nekrotische Zellen in der Leber mit Hilfe der TUNEL (7erminal
deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP-digoxigenin Nick End Labeling)-Methode
(Gavrieli et al. 1992) nachgewiesen (Abb.3.27 A-D).

Weder in den c-myc/OVA 75 tg+ (Abb.3.27 A, B) noch in den c-myc/OVA 75 tg- Tieren
(Abb.3.27 C, D) zeigten sich Unterschiede mit und ohne OT I T-Zellinjektion. In den
c-myc/OVA 75 tg+ Méiusen waren in der angrenzenden, normalen Leber wenig TUNEL
positive Hepatozyten detektierbar, wiahrend im Tumorknoten eine hohe Anzahl apoptotischer
Zellen nachweisbar war.

Im Unterschied zu den c-myc/OVA 75 tg+ Méusen waren in den c-myc/OVA tg- Tieren mit
und ohne OT I T-Zellinjektion nur sehr wenige TUNEL positive Hepatozyten nachweisbar
(Abb.3.27 C, D).

Eine Quantifizierung der TUNEL positiven Zellen im Lebertumorgewebe, verglichen mit dem
gesunden Gewebe, lieferte hoch signifikante Unterschiede, unabhéngig ob OT I T-Zellen
injiziert worden waren (***p < 0,001). Die Injektion von OT I T-Zellen hatte weder auf den
Tumorbereich, noch auf das normale Lebergewebe in c-myc/OVA 75 tg+ Méusen eine
Auswirkung (Abb.3.27 E).

Zusammenfassend unterstiitzen die Ergebnisse der fehlenden TumorabstoBung durch die OT I

T-Zellen den Befund der OT I T-Zell-Tolerisierung in den c-myc/OVA tg+ Méausen.
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Abb.3.27 Fehlende zusitzliche Tumorzellnekrosen / -apoptosen nach OT I T-Zell-
injektion in c-myc/OVA 75 tg+ Maiusen (TUNEL-Farbung). (A-D) Vergleich der
Lebergewebe hinsichtlich Nekrosen / Apoptosen nach TUNEL-Fiarbung in c-myc/OVA 75
tg+ (A,B) und c-myc/OVA 75 tg- (C, D) Miusen, injiziert mit 1 x 10° OT I T-Zellen (A, C)
und mock injiziert (B, D), 5 Tage nach adoptivem Transfer. (E) Quantifizierung der TUNEL
positiven Zellen bezogen auf ein HPF (40x). Von jeder Maus wurden 10 HPFs ausgezéhlt und
die Werte gemittelt (n = 4 Miuse pro Gruppe).

HPF = high power field, 40-fach Mikroskopisches Sichtfeld

Die Werte sind +/- SD angegeben. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Hilfe des
Student’s T-Test sowie dem postHoc Verfahren nach Bonferroni (***p <0,001).
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3.3.5 Proliferation transferierter OT I T-Zellen in c-myc /OVA tg+ Miusen

In den folgenden Versuchen wurde das Proliferationsverhalten der injizierten OT I T-Zellen
verfolgt. Es soll damit nachgewiesen werden, dall bei Analyse der in vivo Zytotoxizitit und
der TUNEL-Féarbung noch ausreichend injizierte OT I T-Zellen vorhanden waren. Es ist
bekannt, dall der Mechanismus der Toleranzinduktion auf verschiedene Arten erfolgen kann,
bei dem es neben Anergie auch zu einer Deletion toleranter T-Zellen kommen kann. So ist
eine periphere Deletion durch Induktion von CD95 vermittelter Apoptose in verschiedenen
Modellen beschrieben worden (Kawabe und Ochi 1991; Bertolini et al. 1995; Kurts et al.
1997; Kurts et al. 1998 b).

Naive OT I T-Zellen wurden mit dem griinfluoreszierenden Farbstoff (CFSE) markiert und in
c-myc/OVA 75 tg+, c-myc/OVA 75 tg- und als Positivkontrolle zusammen mit CpG ODN
und OVA in c-myc/OVA 75 tg- Miuse (c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA) injiziert und deren
Proliferationsverhalten nach 24 h und 66 h untersucht. 24 h nach zelladoptivem Transfer
hatten ein GroBteil der OVA spezifischen T-Zellen in den c-myc/OVA 75 tg+ Méusen in der
Leber und Milz bereits eine Zellteilung durchschritten, was anhand der CFSE Verdiinnung
nachweisbar war. Bei den wenigen Zellen, die in dem Lymphknoten c-myc/OVA 75 tg+
Maiuse vorkamen, lieB sich eine vollzogene Zellteilung aufgrund der niedrigen Zellzahl nur
schwer nachweisen (Abb.3.28 A rot). Die in den c-myc/OVA 75 tg- Wurfkontrollen
injizierten OT I T-Zellen zeigten in allen untersuchten Organen (Leber, Milz, ILK und LLK)
keine Proliferation (Abb.3.28 A schwarz). Verglichen mit den c-myc/OVA 75 tg+ Miusen
durchliefen in den c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA Miusen weniger transferierte OVA
spezifische T-Zellen 24 h nach adoptivem Transfer eine Zellteilung in der Leber (Abb.3.28 A
blau).

Nach 66 h hingegen hatten die OT I T-Zellen in den c-myc/OVA 75 tg+ Méusen in allen
untersuchten Kompartimenten bereits mehrere Zellteilungen durchschritten, was anhand des
stark  verdiinnten CFSE nachweisbar war (Abb.3.28 B rot). Ein 4dhnliches
Proliferationsverhalten zeigten auch die c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA Maiuse (Abb.3.28 B
blau). Verglichen mit der Analyse nach 24 h hatten sich in den c-myc/OVA 75 tg- Miusen die
OT I T-Zellen in ihrer Anzahl reduziert und zeigten, wie erwartet, keine Proliferation
(Abb.3.28 B schwarz).

Aufgrund der Proliferation der injizierten OT I T-Zellen bereits nach 66 h und der damit
verbundenen starken CFSE Verdiinnung war eine Analyse unter diesen Bedingungen nach 5 d

nicht mehr moglich.
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Abb.3.28 Proliferation transferierter OT I T-Zellen in c-myc/OVA 75 tg+ Miusen.
Injektion 1 x 10° naiver, CFSE markierter OT 1 T-Zellen in c-myc/OVA 75 tg+ (rot),
c-myc/OVA tg- (schwarz) und c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA Miusen (blau) und Analyse
nach 24 h (A) und 66 h (B) in der Leber, der Milz, dem ILK und LLK. Es wurde auf lebende
Lymphozyten gegatet. Dargestellt ist der Dot Blot einer représentativen Maus pro Gruppe.

Um zu tiberpriifen, ob die injizierten OT I T-Zellen nach 5 d immer noch in den c-myc/OVA
75 tg+ Maiusen nachweisbar waren, wurden Immunfluoreszenzfirbungen an Leberschnitten
durchgefiihrt und injizierte versus nicht injizierte Mause miteinander verglichen. Aufgrund
der fehlenden CFSE Firbung nach 5 d, wurden die T-Zellen iiber CD3 und CDS
Immunfluoreszenzfiarbungen nachgewiesen. Da bei dieser Methode eine Unterscheidung

zwischen endogenen und injizierten T-Zellen nicht eindeutig moglich war, wurden CD3+
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CD8+ T-Zellen quantifziert und mit der Anzahl in nicht injizierten Mausen verglichen. In
c-myc/OVA 75 tg+ Madusen, in die OT I T-Zellen injiziert wurden, konnte 5 d nach Transfer
mehr CD3+ CD8+ T-Zellen nachgewiesen werden, als in nicht injizierten c-myc/OVA 75 tg+
Kontrollgruppen. Die Zellen waren hauptséchlich im Tumorknoten lokalisiert (Abb.3.29 A-
D), wie auch schon 24 h nach zelladoptivem Transfer beobachtet werden konnte (Abb.3.23
A). In den c-myc/OVA 75 tg- Méiusen fand man weniger CD3+ CD8+ T-Zellen mit und ohne

OT I T-Zellinjektion (Abb.3.29 E-H).

OTI ohne OT I
T-Zellinjektion T-Zellinjektion

100 pm

c-myc/OVA 75 tg+

c-myc/OVA 75 tg-

Abb.3.29 Akkumulation CD3+ CD8+ T-Zellen im Lebertumorgewebe von c-myc/OVA
75 tg+ Mausen, in die OT I T-Zellen injiziiert wurden (Immunfluoreszenzfirbung nach
5 d). Injektion von 1 x 10° naiven OT I T-Zellen in neonatal induzierten c-myc/OVA 75 tg+
(A, C) und c-myc/OVA 75 tg- Méusen (E, G). Neonatal induzierte c-myc/OVA 75 tg+ (B, D)
und c-myc/OVA 75 tg- Mause (F, H) ohne OT I T-Zellinjektion. CD3+ T-Zellen sind griin
(anti-CD3 Alexa 488 1:100) und CD8+ T-Zellen sind rot (anti-CD8 bio 1:400, Streptavidin
Alexa 568 1:1.000) dargestellt. Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI (blau). Pfeilspitzen zeigen
auf die CD3 positiven T-Zellen in den c-myc/OV A 75 tg- Miausen.
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Um genaue Anzahlen CD3+ CDS8+ T-Zellen zu erhalten, wurden pro Maus 10 HPFs (high
power field) ausgezdhlt und jeweils die Mittelwerte zwischen injizierten und nicht injizierten
c-myc/OVA 75 tg+ und c-myc/OVA 75 tg- Miusen verglichen. Nach OT I T-Zellinjektion
waren in den Tumorknoten c-myc/OVA 75 tg+ Maiuse signifikant mehr CD3+ CD8+ T-Zellen
zu finden, als in den Tumorknoten nicht injizierter c-myc/OVA 75 tg+ Mause (**p < 0,01;
Abb.3.30 A). Dieser Unterschied war auch statistisch signifikant im Vergleich zu dem
Normalgewebe injizierter c-myc/OVA 75 tg+ Maiuse (*p < 0,05) und c-myc/OVA 75 tg-
Tiere (**p < 0,01; Abb.3.30 A). Man kann mit diesem Nachweis allerdings lediglich
aussagen, daB} es sich sehr wahrscheinlich um die injizierten OT I T-Zellen handelte, die sich

offensichtlich im Tumorbereich c-myc/OVA 75 tg+ Miuse ansammelten.
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Abb.3.30 Akkumulation CD3+ CD8+ T-Zellen im Lebertumorgewebe c-myc/OVA 75 tg+
Miuse, transferiert mit OT I T-Zellen und CD3+ CD8- T-Zellen in c-myc/OVA 75 tg+
Miusen ohne OT I T-Zellinjektion (nach 5 d). Quantifizierung CD3+ CD8+ T-Zellen (A)
und CD3+ CD8- T-Zellen (B) im Lebertumor und angrenzendem Normalgewebe c-myc/OVA
tg+ und im gesunden Lebergewebe c-myc/OVA tg- Miausen mit und ohne OT I
T-Zellinjektion. Die Quantifizierung erfolgte durch Auszéhlen und mitteln von 10 HPFs (40x)
pro Maus (n = 4-6 Mause pro Gruppe).

HPF = high power field, 40-fach Mikroskopisches Sichtfeld

Die Werte sind +/- SD angegeben. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Hilfe des
Student’s T-Test sowie dem postHoc Verfahren nach Bonferroni (*p < 0,05; **p < 0,01;
**%p <0,001).

Vergleicht man zusitzlich das Lebertumorgewebe mit dem Normalgewebe nicht injizierter
c-myc/OVA 75 tg+ Méuse, so waren deutlich weniger CD3+ CD8+ T-Zellen nachweisbar,
verglichen mit den Geweben injizierter Tieren. Dafiir war die Anzahl der CD3+ CD8+
T-Zellen, die sich im Lebertumorgewebe befanden, deutlich erhoht, verglichen mit dem
Normalgewebe (*p < 0,05; Abb.3.30 A). Ein signifikanter Unterschied bestand auch bei dem
Vergleich zwischen dem Tumorgewebe c-myc/OVA 75 tg+ Méuse und dem Normalgewebe

c-myc/OVA 75 tg- Tiere (**p < 0,01; Abb.3.30. A). Zusammenfassend kann man sagen, daf3
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auch endogen eine Anhdufung CD3+ CD8+ T-Zellen in dem Tumorbereich c-myc/OVA 75
tg+ Tiere nachweisbar ist. Es bleibt allerdings unklar, ob diese T-Zellen eine OVA Spezifitit
aufweisen oder eventuell gegen ein weiteres Tumorantigen gerichtet sind.

Vergleicht man die CD3+ CD8- T-Zellen in dem Lebertumorgewebe injizierter c-myc/OVA
75 tg+ Mause mit den nicht injizierten c-myc/OVA 75 tg+ Tieren, so lassen sich lediglich
Tendenzen in der Anzahl der Zellen feststellen, die statistisch nicht signifikant unterscheidbar
waren (p = 0,264; Abb.3.30 B). Dal} die Injektion CD3+ CD8+ OT I T-Zellen weitere nicht
CD8+ T-Zellen anlockt, lie} sich mit diesem Experiment nicht eindeutig belegen und stiitzt
die Aussage, daB es sich bei den CD3+ CD8+ T-Zellen in den c-myc/OVA 75 tg+ Méusen um
die injizierten OT I T-Zellen handelt.

Es fillt weiterhin auf, das schon endogen in dem Tumor- und Normalgewebe nicht injizierter
c-myc/OVA 75 tg+ Maéuse verglichen zu den c-myc/OVA 75 tg- Tieren ein statistisch hoch
signifikanter Unterschied in der Anzahl CD3+ CD8- T-Zellen vorhanden war (***p < 0,001;
Abb.3.30 B). Es fehlt eine genaue Klassifizierung der Zellen hinsichtlich weiterer Marker wie
CD4 oder NK1.1, ebenso gegen welches Antigen sie gerichtet sind.

Da es mit der Immunfluoreszenzfirbung nicht eindeutig moglich war, endogene von
injizierten T-Zellen zu unterscheiden, wurden fiir die folgenden Proliferationsanalysen OT I
Thyl.1 (thymozyte differentiation antigene 1.1) Tiere als T-Zellspendermduse verwendet.
Wihrend Thyl.2 auf den Thymozyten in den meisten murinen Mausstimmen, so auch in
C57BL/6J exprimiert ist, findet man eine Thyl.1 Expression nur in wenigen Mausstimmen.
Der Vorteil besteht darin, dal nach adoptivem Transfer von OT I Thyl.1 CD8+ T-Zellen in
die Empfingermduse (C57BL/6J), eine Unterscheidung zwischen endogenen und
transferierten T-Zellen {iber den Marker Thy1.1 moglich ist.

In den folgenden Versuchen wurde das Proliferationsverhalten von transferierten OVA
spezifischen T-Zellen in c-myc/OVA 75 tg+, c-myc/OVA 75 tg- und c-myc/OVA 75 tg- CpG
OVA Miusen nach 66 h (Abb.3.31 A) und 5 d (Abb.3.31 B) untersucht. Verglichen mit der
Anzahl transferierter OT I T-Zellen nach 24 h (Abb.3.23 A), hatten die OT I T-Zellen in den
c-myc/OVA 75 tg+ Miusen nach 66 h in der Leber stark proliferiert und zeigten signifikante
Unterschiede verglichen mit den c-myc/OVA 75 tg- Méusen (***p < 0,001) und den in der
Milz proliferierten T-Zellen (**p < 0,01; Abb.3.31 A). Im Unterschied zu der
Proliferationsanalyse nach 24 h waren im LLK signifikant mehr transferierte T-Zellen im
Vergleich zu den c-myc/OVA 75 tg- Tieren und auch im Vergleich zu der Anzahl im ILK
nachweisbar (*p < 0,05; Abb.3.31 A).
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Nach 5 d fand, verglichen mit der 66 h Analyse, kein weiterer starker Proliferationsanstieg der
transferierten OT I T-Zellen in der Leber statt. Die Anzahl OVA spezifischer T-Zellen in der
Leber in den c-myc/OVA 75 tg+ Méusen war verglichen mit der Anzahl in den c-myc/OVA
75 tg- Tieren sehr stark signifikant (***p < 0,001; Abb.3.31 B). Wenngleich in der Milz
deutlich mehr OT I T-Zellen nachweisbar waren, blieb immer noch ein signifikanter
Unterschied zwischen Leber und Milz in den c-myc/OVA 75 tg+ Mausen festzustellen
(**p < 0,01; Abb.3.31 B). Im Gegensatz zum Proliferationsverhalten der OT I T-Zellen nach
24 h und 66 h waren signifikante Unterschiede im ILK und LLK c-myc/OVA 75 tg+ versus
c-myc/OVA 75 tg- Méuse nachweisbar (***p <0,001; Abb.3.31 B).
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Abb.3.31 Proliferation transferierter OT I T-Zellen in c-myc/OVA 75 tg+ Miusen in der
Leber nach 66 h und Verteilung auf sekundir lymphatische Organe nach 5 d. Injektion
von 1 x 10°OT I T-Zellen in c-myc/OVA 75 tg+, c-myc/OVA 75 tg- und c-myc/OVA 75 tg-
CpG OVA Miuse und Bestimmung der Verteilung in der Leber, der Milz, dem ILK und LLK
66 h (A, n = 3 Méuse pro Gruppe) und 5 d nach adoptivem Transfer (B, n = 4-7 Mause pro
Gruppe).

Die Werte sind +/- SD angegeben. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Hilfe des
Student’s T-Test sowie dem postHoc Verfahren nach Bonferroni (*p < 0,05; **p < 0,01;
**%p <0,001).
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In den Milzen c-myc/OVA 75 tg+ Méuse konnten bereits DCs identifiziert werden, die in
vitro OVA prisentierten. Ob auch in den Lymphknoten APCs vorhanden waren, die zu einer
verzogerten Proliferation der OT I T-Zellen in diesen Kompartimenten beitrugen, blieb
unklar.

Vergleicht man zusédtzlich die Anzahl an transferierten wiedergefundenen OT 1 T-Zellen in
den c-myc/OVA 75 tg+ Maiusen zwischen LLK versus Milz sowie Milz versus ILK, so
zeichnen sich signifikante Unterschiede ab (*p < 0,05; ***p < 0,001; Abb.3.31 B). Die
Proliferation der OT I T-Zellen in der Positivkontrolle (c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA) stieg
in allen untersuchten Organen (Leber, Milz, ILK und LLK) bis 66 h nach adoptivem Transfer
an (Abb.3.31 A) und fiel nach 5 d wieder ab (Abb.3.31 B).

Zusammenfassend kann man festhalten, da zum Zeitpunkt des durchgefiihrten in vivo
Zytotoxizititsversuches und der TUNEL-Féarbung nach 5 d noch geniigend proliferierte OT I
T-Zellen vorhanden waren. Weiterhin konnten die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfirbung,
dafB3 die CD8+ CD3+ T-Zellen in c-myc/OV A 75 tg+ Mausen den transferierten OT I T-Zellen

entsprechen bestétigt werden.

3.3.6 Fehlende IFN-y Produktion der transferierten OT I T-Zellen und fehlende in vivo
Zytotoxizitat nach zusitzlicher CpG ODN und OVA Immunisierung in c-myc/OVA 75

tg+ Miiusen

Proliferation transferierter OT I T-Zellen, fehlende Zytotoxizitit und Tumorwachstum lassen
auf Toleranzinduktion schlieen. Um zu untersuchen, ob die transferierten OT I T-Zellen
tolerisiert worden waren, wurde in den folgenden Versuchen IFN-y nach 66 h (Abb.3.32 A)
und 5 d (Abb.3.32 B) gemessen.

Aktivierte T-Effektorzellen zeichnen sich zusétzlich zu einer effektiven zytotoxischen
T-Zellantwort durch die Produktion von IFN-y aus.

Vergleicht man die IFN-y Produktion der OT I T-Zellen in den c-myc/OVA 75 tg+ sowie
c-myc/OVA 75 tg- Méusen nach 66 h, so waren weder in der Leber, noch in der Milz,
verglichen mit der Positivkontrolle (c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA), deutliche IFN-y Mengen
nachweisbar (*p < 0,05; Abb.3.32 A).

Die fehlende IFN-y Produktion in den c-myc/OVA 75 tg+ Méusen konnte auch nach 5 d
bestétigt werden. In der Leber war der Unterschied zwischen c-myc/OVA 75 tg+ Tieren im

Vergleich zur Positivkontrolle nicht signifikant, sondern es war lediglich ein Trend sichtbar
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(p = 0,293). In der Milz hingegen waren auch nach 5 d die fehlenden IFN-y Mengen
signifikant unterschiedlich zwischen den c-myc/OVA 75 tg+ und c-myc/OV A 75 tg- Méusen,
verglichen mit der Positivkontrolle (*p < 0,05; Abb.3.32 B).
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Abb.3.32 Fehlende IFN-y Produktion transferierter OT I T-Zellen in c-myc/OVA 75 tg+
Miusen. In c-myc/OVA 75 tg+, c-myc/OVA 75 tg- und c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA
Miusen wurden 1 x 10° OT I T-Zellen transferiert. 66 h (A, n = 3 Méuse pro Gruppe) und 5 d
(B, n = 3-4 Miuse pro Gruppe) nach adoptivem Transfer und in vitro Restimulierung mit anti-
CD3 wurde die IFN-y Menge mit Hilfe der intrazytoplasmatischen FACS Férbung in Leber
und Milz bestimmt.

Die Werte sind +/- SD angegeben. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Hilfe des
postHoc Verfahren nach Bonferroni (*p < 0,05).

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse der zwar anfanglichen Stimulierung der OT I
T-Zellen, nachgewiesen durch eine CD69 Hochregulation, sowie die Ergebnisse der
Proliferation, der fehlenden in vivo Zytotoxizitit und der ausbleibenden IFN-y Produktion den
Schluf} zu, daB die in die c-myc/OVA 75 tg+ Méuse transferierten OT I T-Zellen tolerisiert
worden waren.

Es stellte sich nun die Frage, ob es durch Vakzinierung mit CpG ODN und OVA moglich
war, die Toleranz der OT I T-Zellen aufzuheben. Dazu wurden c-myc/OVA 75 tg+ und
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c-myc/OVA 75 tg- Miuse nach adoptivem OT I T-Zelltransfer mit CpG ODN und OVA
immunisiert und weitere 5 d spédter auf ihre in vivo Zytotoxizitit in der Milz untersucht
(Abb.3.33).

Die Positivkontrolle wurde sowohl am Tag der OT I T-Zellinjektion, als auch am dritten Tag
mit CpG ODN und OVA immunisiert. Verglichen wurden die in vivo Zytotoxizitédtslevel mit
c-myc/OVA 75 tg+ und c-myc/OVA 75 tg- Mausen ohne Stimulierung. Selbst nach
Vakzinierung mit CpG ODN und OVA konnte, im Gegensatz zu c-myc/OVA 75 tg- Méiusen
in den c-myc/OVA 75 tg+ Tieren, keine in vivo Zytotoxizitdt der transferierten OT I T-Zellen
nachgewiesen werden (**p < 0,01; Abb.3.33). Die c-myc/OVA 75 tg+ und c-myc/OVA tg-
Kontrollgruppen zeigten, dhnlich der Analyse nach 5 d (Abb.3.26), keine in vivo
Zytotoxizitét.
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Abb. 3.33 Fehlende in vivo Zytotoxizitit in c-myc/OVA 75 tg+ Maiusen auch nach
zusitzlicher Vakzinierung mit CpG ODN und OVA. C-myc/OVA 75 tg+ und c-myc/OVA
75 tg- Miause wurden entweder nicht oder 3 d nach adoptivem T-Zelltransfer mit CpG ODN
und OVA immunisiert und nach weiteren 5 d auf in vivo Zytotoxizitdt (4 h) hin untersucht.
Die Positivkontrolle c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA wurde am Tag der OT I T-Zellinjektion
(d0), als auch am dritten Tag mit CpG OV A (d3) stimuliert (n = 3—6 Méuse pro Gruppe).

Die Werte sind +/- SD angegeben. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Hilfe des
postHoc Verfahren nach Bonferroni (**p < 0,01).

Zusammenfassend 146t sich festhalten, daB3 selbst nach einer Immunisierung mit CpG ODN
und OVA es nicht mdglich war OT I T-Zellen in c-myc/OVA 75 tg+ Mdusen zu aktivieren

und die spezifische T-Zell Toleranz aufzuheben.
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3.3.7 Partielle Herunterregulation des T-Zellrezeptors, als moglicher Toleranz-

mechanismus

Einer der moglichen Toleranzmechanismen besteht, neben der Anergie, also der Unfahigkeit
einer T-Zelle auf einen Antigenstimulus zu reagieren, in der Deletion der T-Zellen. Um eine
Deletion der T-Zellen in unserem transgenen Mausmodell endgiiltig auszuschlieen, miillten
langere Verlaufskontrollen gewéhlt werden.

Ein Mechanismus der Toleranzentstehung besteht in der Herunterregulation des
T-Zellrezeptors (TZRs) und/oder Korezeptors, der ein reversibler Prozess der Tolerisierung
ist. Dieses Phdnomen der Toleranzentstehung wurde schon in anderen Modellsystemen
beschrieben (Schonrich et al. 1991).

Eine Herunterregulation des Korezeptors CD8 konnte bei den transferierten OT I T-Zellen,
isoliert aus c-myc/OVA 75 tg+ oder c-myc/OCA 75 tg- Méusen, nicht nachgewiesen werden
(Abb.3.28).

Untersucht man jedoch genauer den TZR der OVA spezifischen T-Zellen mit Hilfe der
DurchfluBzytometrie hinsichtlich der Va2 (Daten nicht gezeigt) und V5.1, 5.2 Expression,
so waren Unterschiede der mittleren Fluoreszenzintensitit in c-myc/OVA 75 tg+ versus
c-myc/OVA 75 tg- Miusen nach 5 d nachweisbar, die auch statistisch hoch signifikant waren
(***p < 0,001; Abb.3.34 A). Dieses Ergebnis konnte in der Leber, der Milz, dem ILK und
LLK ermittelt werden. In c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA Miusen, in denen die OT I T-Zellen
OVA spezifisch aktiviert worden waren, zeigte sich hingegen keine Herunterregulation des
T-Zellrezepors nach 5 d (Abb.3.34 A).

Ob die Herunterregulation des TZRs auf Expressionsebene oder beispielsweise durch eine
Internalisierung des Rezeptors zustande kam, wird zur Zeit untersucht.

Ein dhnliches Ergebnis, auch mit statistisch hoch signifikanten Unterschieden, konnte bereits
nach 66 h (***p <0,001; Abb.3.34 B) und 24 h (***p < 0,001 fiir die Leber, die Milz und den
ILK; *p < 0,05 fiir den LLK; Abb.3.34 C) ermittelt werden. Da schon nach 24 h in allen
untersuchten Kompartimenten der TZR herunterreguliert wurde, miifite man, um den genauen
Zeitpunkt der Antigenerkennung zu bestimmen, noch frithere Analysen durchfiihren, die aus
Zeitgriinden nicht mehr Gegenstand dieser Arbeit sein konnten. Im Unterschied zu den
Zeitpunkten nach 5 d und 66 h konnte in c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA Maiusen lediglich
nach 24 h eine leichte Herunterregulation des TZRs beobachtet werden (Abb.3.34 C).
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Abb.3.34 Partielle Herunterregulation des TZRs der transferierten OT I T-Zellen in
c-myc/OVA 75 tg+ Miusen. 1 x 10° OT I T-Zellen wurden in c-myc/OVA 75 tg+, c-
myc/OVA 75 tg- und c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA Mause transferiert und nach 5 d (A, n=4-
6 Maiuse pro Gruppe), 66 h (B, n = 3 Miuse pro Gruppe) und 24 h (C, n = 4-5 Méuse pro
Gruppe) die mittlere Fluoreszenzintensitdt der T-Zellrezeptorkette VB5.1, 5.2 der OVA
spezifischen T-Zellen in Leber, Milz, ILK und LLK bestimmt.

Die Werte sind +/- SD angegeben. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Hilfe des
postHoc Verfahren nach Bonferroni (*p < 0,05; ***p <0,001).
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Abb.3.35 zeigt exemplarisch das zytometrische Ergebnis zum Zeitpunkt 66 h. Dazu wurde die
Expression des T-Zellrezeptors (VB5.1, 5.2) der transferierten OT I T-Zellen in den
c-myc/OVA 75 tg+ Méusen mit den c-myc/OVA 75 tg- und c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA
Mausen verglichen und in einem Histogramm dargestellt.

Zusétzlich wurde in den c-myc/OVA 75 tg+ Miusen die transferierten OT I T-Zellen mit den
endogenen CD8+ T-Zellen verglichen. Es zeigte sich, da3 der T-Zellrezeptor der injizierten
OVA spezifischen T-Zellen in allen untersuchten Kompartimenten (Leber, Milz, ILK und
LLK), verglichen mit den endogenen CD8+ T-Zellen sowie der ungefdarbten Population,
deutlich herunterreguliert war (Abb.3.35). Dieses Ergebnis konnte nach 5 d und 24 h ebenfalls
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb.3.35 Histogrammdarstellung der partiellen Herunterregulation des T-Zellrezeptors
der transferierten OT I T-Zellen in c-myc/OVA 75 tg+ Miusen und Vergleich zu den
endogenen CD8+ T-Zellen. 1 x 10° OT I T-Zellen wurden in c-myc/OVA 75 tg+ (rot),
c-myc/OVA 75 tg- (schwarz) und c-myc/OVA 75 tg- CpG OVA (blau) Méuse transferiert und
66 h spidter hinsichtlich der mittleren Fluoreszenzintensitit der V5.1, 5.2 Expression
untersucht (Gate: Thyl.1+ CDS8+, oben). In den c-myc/OVA 75 tg+ Maiusen wurden
transferierte OT I T-Zellen (rot) mit endogenen Thyl.1- CD8+ T-Zellen (griin) hinsichtlich
der V5.1, 5.2 Expression nach 66 h analysiert (Gate: Thyl.1- CD8+, unten).
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Zusammenfassend kann man festhalten, dal mit Hilfe des Protoonkogens c-myc und des
Modellantigens OVA ein neuartiges autochthones, transgenes Lebertumormodell generiert
werden konnte, welches eine starke Antigenexpression im Tumorknoten, verglichen mit dem
normalen, angrenzenden Lebergewebe, aufwies. Transferierte OVA spezifische T-Zellen
erkannten ihr Antigen, akkumulierten in der Leber bzw. in den Tumorknoten c-myc/OVA 75
tg+ Mause nach 24 h und verteilten sich auf die sekundér lymphatischen Organe (Milz, ILK
und LLK) nach 5 d. An der Antigenprisentation waren leber- und milzassoziierte DCs

beteiligt. Das Schicksal der transferierten OT I T-Zellen in den c-myc/OVA 75 tg+ Miusen

@ OT I T-Zellen

o CD69 Hochregulation
aktivierte und tolerante

ist zusammenfassend in Abb.3.36 dargestellt.
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Abb.3.36 Zusammenstellung der immunologischen Ergebnisse und Vergleich zwischen
toleranten T-Zellen und Effektorzellen. Injizierte OVA spezifische OT 1 T-Zellen
regulieren 24 h nach adoptivem Transfer CD69 (frither Stimulierungsmarker hoch),
proliferieren und werden schlieBlich tolerisiert in c-myc/OV A 75 tg+ Méusen.

Zunidchst exprimierten die transferierten OT I T-Zellen den frithen Stimulierungsmarker
CD69 und fingen an zu proliferieren. Dies 14Bt noch keine Unterscheidung zwischen
toleranten T-Zellen sowie Effektor T-Zellen zu. Erst die fehlende IFN-y Produktion und die
fehlende zytotoxische T-Zellaktivitdt zeigte, dal die transferierten OT I T-Zellen tolerisiert
wurden. Selbst nach Vakzinierung mit CpG ODN und OVA lie8 sich die Toleranz nicht
aufheben. Weiterhin konnte gezeigt werden, dafl die Toleranzinduktion mit der partiellen

Herunterregulation des T-Zellrezeptors zusammenhéngt.
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4. Diskussion

Unter Verwendung des binéren, Tetrazyklin induzierbaren Systems von H. Bujard konnte ein
neuartiges, transgenes, autochthones Lebertumormodell zur Analyse immunologischer
Fragestellungen generiert werden. Dabei wurde das Protoonkogen c-myc, welches bei einer
Uberexpression in murinen Hepatozyten zu einer starken Tumorgenese fiihrt (Beer et al.
2004), verwendet. Um eine antigenspezifische Immunantwort wéhrend der Tumorgenese
verfolgen zu konnen, wurde als Modellantigen das in der Immunologie hiufig verwendete
und gut charakterisierte OVA genutzt.

Nach Verpaarung von c-myc/OVA 75 tg+ Miausen mit den leberspezifischen Reportermausen
(LAP tTA; Kistner et al. 1996) zeigten die doppelt transgenen Nachkommen eine dhnliche
Hepatokarzinogenese wie die publizierten c-myc tg+ Tiere (Beer et al. 2004).

Nach neonataler Induktion von c-myc/OVA tg+ Méusen konnte eine starke OVA Expression
im Lebertumorknoten nachgewiesen werden, wihrend in dem normalen, angrenzenden
gesunden Gewebe keine OVA Expression immunhistochemisch nachweisbar war.
Transferierte OVA spezifische OT I T-Zellen akkumulierten 24 h nach adoptivem Transfer
und verteilten sich erst nach 66 h bzw. 5 d auf die sekundir lymphatischen Organe, wie die
Milz, den ILK und LLK. An der Antigenpridsentation waren leber- und milzassoziierte DCs
beteiligt.

Trotz einer anfianglichen Proliferation der antigenspezifischen T-Zellen, der Hochregulation
von CD69 als frilhen Stimulierungsmarker und einer Infiltration von antigenspezifischen
T-Zellen in das Tumorgewebe, blieb eine Tumorregression aus. Die antigenspezifischen
T-Zellen zeichneten sich durch eine fehlende IFN-y Produktion, sowie eine fehlende in vivo
Zytotoxizitit aus, was auf eine Tolerisierung dieser Zellen hindeutet.

Selbst eine Immunisierung mit CpG ODN und OVA fiihrte nicht zum Aufheben der Toleranz
und somit auch nicht zu einer Eliminierung von tumords verdnderten Hepatozyten. Ein
moglicher Mechanismus bzw. eine Erklirung fiir die Toleranzinduktion konnte die partielle
Herunterregulation des T-Zellrezeptors (TZR) sein. Dadurch wird die Aktivierung der
T-Zellen aufgrund unzureichender Antigenerkennung veréndert.

Es konnte ein neuartiges Tumormodell etabliert werden, welches der realen Situation einer
Leberkarzinogenese im Patienten &hnelt und somit fiir das Austesten gezielter

Tumortherapien verwendet werden kann.
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4.1 Phanotypvergleich

4.1.1 c-myc induzierte Hepatokarzinogenese

Mit Hilfe der Pronukleusinjektion konnten zwei transgene Mauslinien etabliert werden, die
nach leberspezifischer Induktion des Protoonkogens c-myc und des Modellantigens OVA
Lebertumore entwickelten. Neonatal induzierte c-myc/OVA 75 tg+ Méuse zeigten einen
dhnlichen Verlauf der Hepatokarzinogenese verglichen mit c-myc tg+ Méusen, wéhrend die
c-myc/OVA 100 tg+ Tiere deutlich spéter an Lebertumoren erkrankten (3.2.1; Abb.3.15; Beer
et al. 2004).

Die bei neonataler Induktion des Protoonkogens c-myc induzierte Hepatokarzinogenese
verlief in c-myc tg+ (5-10 Wochen) und in c-myc/OVA 75 tg+ (5-8 Wochen) Méusen
deutlich schneller ab, als in bereits publizierten transgenen Mausmodellen, bei denen
chemische Karzinogene zur Lebertumorinduktion verwendet wurden (Lipskey et al. 1981).
Auch die Verwendung des SV40 Tag Transgens fiihrte erst nach 5 Monaten (Romieu et al.
1998) bzw. 3-7 Monaten (Sandgren et al. 1989) zu Lebertumoren. Da zwischen der
Hepatokarzinogenese der c-myc/OVA 75 tg+ und c-myc tg+ Mdiuse kein grofer zeitlicher
Unterschied nachweisbar war, ist anzunehmen, dafl gegen das Modellantigen OVA keine
starke Immunantwort gerichtet ist, was sich sonst eventuell in einer verzogerten Tumorgenese
oder idealerweise im Ausbleiben des Tumorwachstums duflern wiirde.

Die verzogerte Hepatokarzinogenese in c-myc/OVA 100 tg+ (8-20 Wochen) Méusen nach
neonataler Induktion kann auf mehrere Weisen erklirt werden.

C57BL/6] transgene Mause sind, verglichen mit anderen Mausstimmen, weniger anfallig fiir
Tumore und somit wurde vermutet, dafl eine Verzogerung in der Hepatokarzinogenese mit
dem Mausstamm zusammenhidngen konnte. Es konnte eine im Vergleich zur
Hepatokarzinogenese in den c-myc/OVA 100 tg+ Maiusen schneller verlaufende
Tumorentwicklung in den mittlerweile mehr als 10 mal zuriickgekreuzten c-myc/OVA 75 tg+
Maiusen bestétigt werden (Daten nicht gezeigt). Somit beruht die verzogerte Hepato-
karzinogenese in den c-myc/OVA 100 tg+ Maéiusen nicht auf dem reinen C57BL/6J
Hintergrund.

Eine weitere, naheliegende Mdglichkeit der spiteren Hepatokarzinogenese der c-myc/OVA
100 tg+ Méause konnte mit der Kopienzahl des c-myc Transgens zusammenhéngen, welche im

Genom integriert wurden. Bei der Pronukleusinjektion handelt es sich nicht um ein gezieltes
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Einbringen einer definierten Kopienzahl der gewiinschten Transgene. Die linearisierte DNA
wird in den ménnlichen Vorkern injiziert, wobei die Anzahl der integrierten Kopien des
Konstruktes, sowie der Integrationsort ungerichtet erfolgt. Somit konnte auch der
Integrationsort der DNA in direktem Zusammenhang mit der verzdgerten
Hepatokarzinogenese in den c-myc/OV A 100 tg+ Mausen stehen.

Die sehr rasche Hepatokarzinogenese embryonal induzierter c-myc/OVA 75 tg+ Maiusen
innerhalb weniger Tage nach Geburt fand sich auch bei den publizierten c-myc tg+ Tieren
(3.2.1; Abb.3.15; Beer et al. 2004). Die Hepatokarzinogenese bei Méusen, die im adulten
Stadium induziert wurden, verlduft iiber eine Endoreduplikation des Genoms der Zellen mit
einem zundchst andauernden mitotischen Arrest, gefolgt von einer Proliferation und Entartung
der Hepatozyten (Beer et al. 2004).

Die embryonale und neonatale Hepatokarzinogenese in c-myc tg+ Méusen, aber auch in den
c-myc/OVA 75 tg+ Tieren zeichneten sich durch eine starke Proliferation der Tumorzellen
aus, was durch eine hohe Anzahl von Ki67 positiven, tumords verdnderten Zellen
nachgewiesen werden konnte (3.2.2; Abb.3.16; Beer et al. 2004). Obwohl die Zeitspanne der
Tumorentstehung bei den c-myc/OVA 100 tg+ Maidusen deutlich ldnger ist als bei den
publizierten c-myc tg+ Maiusen und den c-myc/OVA 75 tg+ Tieren, zeigte sich kein
Unterschied in dem proliferativen Verhalten der Tumorzellen (3.2.1; Abb.3.15; 3.2.2;
Abb.3.16). Dall das proliferative Verhalten eine bedeutende Rolle bei der
Hepatokarzinogenese spielt und fiir den zeitlichen Unterschied der Tumorentwicklung je nach
c-myc Induktion mit verantwortlich ist, konnte Beer et al. zeigen (Beer et al. 2004). Eine
partielle Hepatektomie fiihrte in der Leber von c-myc tg+ Méusen zu einem starken Anstieg
an proliferativen Hepatozyten, um eine moglichst schnelle Leberregeneration zu erreichen.
Wird nun den Méusen, denen im adulten Stadium c-myc induziert wurde, ein Teil der Leber
entfernt, resultiert diese Entfernung nicht nur in einem Anstieg an proliferativen Zellen,
sondern auch in einer verfriithten, allerdings im Vergleich zur neonatalen Induktion dennoch
verzogerten, Lebertumorentwicklung (Beer et al. 2004). Das proliferative Verhalten stellt
folglich einen Grund fiir die unterschiedliche Hepatokarzinogenese dar, bestimmt aber nicht
alleinig die Ursache. Mitverantwortlich fiir die Entwicklung der Hepatokarzinogenese ist auch
der Zeitpunkt der c-myc Expression.

Es fiel auf, daB3 bei neonataler c-myc/OVA Induktion in c-myc/OVA tg+ Miusen nicht alle
Hepatozyten gleichzeitig entarteten, sondern dafl multifokale Tumorknoten entstanden waren,
die allmdhlich das gesunde Gewebe verdringten (3.2.2; Abb.3.16). Auch variierte die

Entstehung der Lebertumore innerhalb eines Mausstammes zwischen 5-8 Wochen
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(c-myc/OVA 75 tgt+) bzw. 8-20 Wochen (c-myc/OVA 100 tg+; 3.2.1; Abb.3.15).
Verpaarungen der Reportermaus LAP tTA mit B-Gal’®> exprimierenden Miusen hingegen
zeigten, daB sich die Expression des Tetrazyklin abhdngigen Transaktivators homogen auf die
gesamten Hepatozyten verteilt (Kistner et al. 1996) und somit nicht unbedingt ein Grund fiir
diese Variabilitdt darstellen muf3. Eine mogliche Erkldrung besteht in der c-myc induzierten
Proliferation, die nicht unbedingt allein fiir die Tumorentstehung verantwortlich ist, wie auch
schon die Experimente in den adulten induzierten c-myc tg+ Mausen gezeigt haben (Beer
et al. 2004). Neben des proliferativen Verhaltens der Hepatozyten wie es oben beschrieben
wurde, spielte bei der c-myc induzierten Hepatokarzinogenese im adulten Tier auch noch der
Verlust von p53, einem Tumorsuppressorgen, eine entscheidende Rolle (Beer et al. 2004).

Befunde von Shachaf et al. zeigten, dall eine in adulten Mausen durch c-myc induzierte
Hepatokarzinogenese reversibel ist. Eine c¢-myc Inaktivierung fiihrte zu einer
Tumorregression, gekennzeichnet durch den Verlust der Expression des Tumormarkers AFP.
Neben den Leberzellmarkern Zytokeratin 8 und CEA®® konnte in einigen Zellen auch der
Leber Stammzellmarker Zytokeratin 19 nachgewiesen werden. Diese Zellen waren in der
Lage bei erneuter c-myc Induktion wieder zu entarten. Die Befunde deuteten darauf hin, daf3
c-myc zu einer Entartung von unreifen Leberzellen mit Stammzellcharakter beitrug (Shachaf
et al. 2004), eine Beobachtung die sich mit Befunden, dal Lebertumore aus Stammzellen

entstehen, deckte (Thorgeirsson 1996).

4.1.2 c-myc und OVA Expression

Eine neonatale Induktion von c-myc/OVA 75 tg+ Maiuse resultierte innerhalb weniger
Wochen in einer starken Hepatokarzinogenese. Wenngleich mit Hilfe der RT PCR Analyse
eine starke OVA und c-myc Expression sowohl im Lebertumorknoten, als auch in dem
gesunden, angrenzenden Normalgewebe nachweisbar war (3.2.3; Abb.3.18), konnte eine
OVA Expression auf immunhistochemischer Ebene lediglich in den Lebertumoren
nachgewiesen = werden  (3.2.3;  Abb.3.20). Dieses Ergebnis ldt  mehrere
Erklarungsmoglichkeiten zu. Zum einen muf3 die Expression eines Gens auf RNA Ebene
nicht zwangsldufig mit einem Proteinnachweis korrelieren, da eine Proteinexpression bzw.

deren Kontrolle auch posttranskriptionell moglich ist. Des weiteren konnte die Expression auf

32 B-Galaktosidase
33 engl.: carcino-embryonic antigen
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Proteinebene 1im angrenzenden, normalen Gewebe niedriger ausfallen als im
Lebertumorbereich und somit unter der Nachweisgrenze der Immunhistochemie liegen.

Setzt man die OVA Expression der c-myc Expression gleich, so deckten sich die Ergebnisse
mit den publizierten Daten in den neonatal induzierten c-myc tg+ Méusen, bei denen ebenfalls
eine erhohte c-myc Expression in den stark proliferierenden Tumorzellen nachweisbar war
(Beer et al. 2004). Auch in anderen beschriebenen Tumormodellen ist oftmals die Expression
des Transgens im Tumor hoher als im normalen, gesunden Gewebe (Weiss et al. 2003).

Der Transkriptionsfaktor c-myc ist durch eine Vielzahl von Funktionen gekennzeichnet, die
nicht nur mit der Proliferation von Zellen oder der Tumorentwicklung zusammenhingen,
sondern auch das Zellwachstum und die Apoptose betreffen (Pelengaris et al. 2002 a;
Schlosser et al. 2003). Ebenso hat c-myc einen EinfluB auf die fiir die Initiation der
Translation wichtigen Faktoren eIF-4E und die o Untereinheit des elF-2 Komplexes, was
somit c-myc eine Funktion in der Proteinbiosynthese zuspricht (Rosenwald et al. 1993). Dies
konnte somit auch mitverantwortlich fiir die verstirkte OVA Expression im Tumorbereich

sein.

4.2 Immunologische Analyse

4.2.1 Frithe tumorspezifische Antigenerkennung in der Leber und verzogerte

Akkumulation antigenspezifischer T-Zellen in den sekundir lymphatischen Organen

Transferierte OVA spezifische T-Zellen akkumulierten 24 h nach adoptivem Transfer in der
Leber von c-myc/OVA 75 tg+ Maiusen und regulierten CD69 hoch, was auf eine
antigenspezifische Stimulierung der T-Zellen hindeutet. Wenngleich in den sekundir
lymphatischen Organen (Milz, ILK, LLK) nur wenige antigenspezifische T-Zellen
nachweisbar waren, zeigten diese ebenfalls eine CD69 Hochregulation (3.3.2; Abb.3.22).
Dafiir kann es verschiedene Erkldrungsmoglichkeiten geben. Zum einen kann in den sekundér
lymphatischen Organen ebenfalls OVA von antigenprisentierenden T-Zellen prisentiert
werden, zum anderen konnen sich die stimulierten OVA spezifischen T-Zellen nach
Antigenerkennung auf die sekundir lymphatischen Organe verteilt haben. Es konnte gezeigt

werden, dal sowohl in der Leber, als auch in der Milz DCs an der Antigenprisentation
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beteiligt waren (3.3.3; Abb.3.25), was somit eher fiir eine direkte Stimulierung der T-Zellen in
den sekundir lymphatischen Organen spricht. Ob in dem LLK und ILK ebenfalls
Antigenprésentation durch DCs erfolgt oder weitere APCs beteiligt sind, muf3 noch untersucht
werden.

Mit Hilfe der RT PCR Analysen konnte keine OVA Expression in den sekundir
lymphatischen Organen, wie der Milz, dem ILK und LLK und in dem primér lymphatischen
Organ, dem Thymus, nachgewiesen werden (3.2.3; Abb.3.18). Auch immunhistologische
Analysen zeigten keine Tumormetastasen in den lymphatischen Geweben (Daten nicht
gezeigt). Dies 148t die Vermutungen zu, dal das Antigen von dem priméren Bildungsort, der
Leber, stammt. Ob nun durch den hohen apoptotischen und nekrotischen Anteil der
Lebertumore (3.3.4; Abb.3.27; Beer et al. 2004) Antigen freigesetzt wurde und systemisch in
der Milz und eventuell auch in den Lymphknoten von APCs aufgenommen wurde, oder ob
DCs in der Leber OVA aufgenommen haben und in die sekundir lymphatischen Organe
gewandert sind, konnte bisher nicht eindeutig geklart werden. Tumorantigenfreisetzung durch
Exosome und anschlieBende Aufnahme durch DCs konnte in einem humanen in vitro Modell
gezeigt werden (Wolfers et al. 2001).

In Tumortransplantationsmodellen konnte prisentiertes Tumorantigen konstitutiv im
drainierenden Lymphknoten nachgewiesen werden, wéhrend in der Milz und in den nicht
drainierenden Lymphknoten, im Gegensatz zu unseren Daten, kein Hinweis auf prasentiertes
Tumorantigen gefunden werden konnte (Marzo et al. 1999).

Wenngleich die Transplantation von Tumorzellen die Gefahr birgt, dal sich Tumorzellen
ablosen und systemisch verteilen, konnten in diesem Modell vorhandene Tumorzellen durch
in vitro Kultur der Lymphknoten und iiber PCR Analyse ausgeschlossen werden. Dies
unterstiitzt die Vermutung, daB} professionelle APCs an der Aufnahme von Tumorantigenen
und einer anschlieBenden Wanderung in die drainierenden Lymphknoten beteiligt sind
(Marzo et al. 1999).

Obwohl in der Milz und in der Leber von c-myc/OVA 75 tg+ Méiusen OVA prisentierende
DCs nachweisbar waren, akkumulierten 24 h nach adoptivem T-Zelltransfer
antigenspezifische T-Zellen zunédchst in der Leber (3.3.2; Abb.3.22). Erst 66 h bzw. 5 d nach
adoptivem T-Zelltransfer konnten in der Milz und den Lymphknoten antigenspezifische
T-Zellen nachgewiesen werden (3.3.5; Abb.3.31). Eine mogliche Erkldrung fiir die Praferenz
der Akkumulation der transferierten, antigenspezifischen T-Zellen in der Leber c-myc/OVA
75 tg+ Maiuse, konnte eventuell mit Ergebnissen von von Oppen et al. erklart werden. Es

konnte gezeigt werde, daBl losliches OVA Antigen von lebersinusoidalen Endothelzellen
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(LSEC) priasentiert wird, zu einer antigenspezifischen Retention naiver CD8+ T-Zellen in der
Leber fiihrte (von Oppen et al., Manuskript eingereicht). Trotz der Prisenz professioneller
APC in der Milz, der Lunge, dem Darm oder den Lymphknoten konnte diese
antigenspezifische Adhésion, als Folge der Kreuzprisentation von loslichem Antigen, in
diesen Organen nicht beobachtet werden. Ob in den c-myc/OV A 75 tg+ Maiusen in der Leber
noch weitere APCs, wie beispielsweise LSEC, an der OVA Présentation beteiligt sind, bleibt
noch zu untersuchen.

Die RT PCR Analysen (3.2.3; Abb.3.18) und die publizierten Analysen der verwendeten
Reportermaus (LAP tTA; Kistner et al. 1996) zeigten eine im Vergleich zur Leber niedrigere
Expression des Transaktivators in der Niere und der Lunge. Ob sich, neben der Leber und den
sekundér lymphatischen Organen, OVA spezifische T-Zellen auf andere Organe, wie z.B. die
Lunge oder Niere verteilen, bleibt ebenfalls noch zu untersuchen. Eine Uberexpression von
c-myc in den renalen, tubuldren Epithelien, unter Verwendung des B-Globin Promotors,
fihrte zu einer abnormalen Proliferation und endete in einer polyzystischen
Nierenerkrankung, an der die Mause innerhalb von 6-12 Wochen durch ein Nierenversagen
verstarben (Trudel et al. 1991). Da die c-myc/OVA 75 tg+ Méuse nach Induktion von c-myc
makroskopisch und mikroskopisch keine Verdnderung der Nieren gezeigt haben (Daten nicht
gezeigt), scheint die mit Hilfe der RT PCR Analyse ermittelte c-myc Expression in der Niere

eine geringere Bedeutung zu spielen.

4.2.2 Fehlende Tumorregression nach adoptivem Transfer antigenspezifischer CD8+

T-Zellen

Bereits 24 h nach adoptivem Transfer antigenspezifischer CD8+ T-Zellen konnte eine
Akkumulation dieser Zellen in der Leber von c-myc/OVA 75 tg+ Méusen beobachtet werden,
die auch in der Lage waren, ins Tumorgewebe einzudringen (3.3.2; Abb.3.23). Eine stirkere
Akkumulation antigenspezifischer T-Zellen konnte 5 d nach adoptivem Transfer im
Lebertumorgewebe von c-myc/OVA 75 tg+ Mausen nachgewiesen werden (3.3.5; Abb.3.29),
wenngleich eine effektive Tumorregression und ein damit verbundener zusitzlicher Anstieg
an apoptotischen Tumorzellen ausblieb (3.3.4; Abb.3.27).

Eine gegen das Tumorgewebe gerichtete, fehlende zytotoxische Effektorfunktion scheitert
oftmals an physiologischen Barrieren. RIP1-Tag5 transgene Maiuse, die ein rekombinantes

Insulin/Simian 40 Onkogen unter der Kontrolle des Ratteninsulinpromotors exprimieren,
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entwickelten ausgehend von den Langerhans’schen Inseln Insulinome (Hanahan 1985; Adams
et al. 1987). Diese Insulinome zeichneten sich durch ein irregulidres Gefdnetzwerk aus und
waren durch fehlende Lymphozyteninfiltrate und eine damit verbundene fehlende
Tumorregression gekennzeichnet (Ganss et al. 2002). Erst eine Bestrahlung der Méduse vor
dem adoptivem T-Zelltransfer, was vermutlich zu einem proinflammatorischen
Tumormikromilieu fiihrte, resultierte in einer Lymphozyteninfiltration in das Gewebe und
schlieBlich in einer kompletten Tumorregression (Ganss et al. 2002).

Wenngleich in den c-myc/OVA 75 tg+ Maiusen keine effektive Tumorregression gegen den
autochthonen Lebertumor beobachtet werden konnte, waren dennoch die transferierten
T-Zellen in der Lage, in das Tumorgewebe einzuwandern, ein Befund, der nicht mit den
Daten aus den RIP1-Tag5 Maiusen in Einklang steht. Moglicherweise gibt es organspezifische
und /oder Tumormikromilieu-spezifische Faktoren, welche diese Unterschiede in den beiden
Modellen erkldren kdnnen. Ob eine zusitzliche Bestrahlung c-myc/OVA 75 tg+ Méiuse zu
einer verstirkten Infiltration von antigenspezifischen T-Zellen und schlieBlich zu einer
Tumorregression fithren wiirde, miifite noch untersucht werden.

Die fehlende Tumorregression der antigenspezifischen T-Zellen, trotz Prdsenz im
Lebertumorgewebe, deutet darauf hin, dal die T-Zellen tolerant waren. Aktivierte T-Zellen
unterscheiden sich von naiven T-Zellen nicht nur durch die Expression eines grofleren
Spektrums an Molekiilen, die fiir die Interaktion mit Endothelien wichtig sind (Crispe et al.
2000), sondern zeigen auch Unterschiede im Migrationsverhalten. Wihrend aktivierte
T-Zellen tiblicherweise in Gewebe vordringen, patrouillieren naive T-Zellen im allgemeinen
iiber Blut und Lymphe durch den Korper, bis sie aktiviert werden.

Obwohl die transferierten, antigenspezifischen T-Zellen in den c-myc/OVA 75 tg+ Méusen
nicht aktiviert waren und keine zytotoxische Aktivitit aufwiesen, konnten sie im
Lebertumorgewebe detektiert werden. Dies konnte man eventuell mit Befunden von Diehl
et al. erklaren. Die Tolerisierung naiver T-Zellen durch LSEC in vitro resultiert in einer hohen
Expression von CD44 und CD62L, wihrend CD25 herunterreguliert wird (Diehl et al. 2008).
Naive und aktivierte T-Zellen unterscheiden sich in den Oberflichenmolekiilen, die sie
exprimieren. So zeichnen sich naive T-Zellen durch eine CD25™¢%¢ CD44"*"e CD2L""
Expression aus, wihrend aktivierte T-Zellen CD25"" CD44™" CD62L"°"¢ exprimieren. Die
durch LSEC tolerisierten CD8+ T-Zellen besitzen durch die Expression von CD62L, dhnlich
wie naive T-Zellen, die Fihigkeit in den Lymphknoten zu wandern, wihrend aktivierte
T-Zellen dazu nicht mehr in der Lage sind. Ebenso unterstiitzt die Expression von CD44 die

Extravasation ins Gewebe (DeGrendele et al. 1997). Somit scheinen durch LSEC tolerisierte
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CD8+ T-Zellen in der Lage zu sein, dhnlich wie naive T-Zellen, lymphatisches Gewebe zu
durchwandern, aber auch, ins Gewebe einzudringen, wie aktivierte T-Zellen. Ob in den
c-myc/OVA 75 tg+ Méusen ebenfalls eine Toleranzinduktion durch die LSEC stattfindet, ist
bislang noch nicht geklart. Die Eigenschaften der durch LSEC tolerisierten CD8+ T-Zellen
allerdings konnten eine Erkldrung liefern, weswegen in den c-myc/OVA 75 tg+ Maédusen
CD8+ T-Zellen im Gewebe nachweisbar sind, diese allerdings keine Effektorfunktionen
zeigen und somit nicht zu einer Tumorregression fithren. Die verstirkte Ansammlung der
antigenspezifischen, transferierten T-Zellen 66 h bzw. 5 d nach adoptivem Transfer in den
Lymphknoten miisste somit auch nicht unbedingt mit einer direkten Antigenerkennung in
diesen sekundér lymphatischen Geweben zusammenhingen, sondern kdnnte mit der eventuell
noch vorhandenen hohen CD62L Expression tolerisierter T-Zellen zusammenhédngen. Um
dieser Frage nachzugehen ist die Charakterisierung der tolerisierten T-Zellen beziiglich der
Expression von CD44, CD62L und CD25 notwendig.

Dal} die Leber einen priaferenziellen Ort fiir die Retention von naiven, antigenspezifischen
T-Zellen darstellt, zeigten Daten von Bertolino et al., die ebenfalls eine erhéhte Retention
antigenspezifischer DesTCR CD8+ T-Zellen in der Leber transgener Miuse, die H-2K” unter
dem MHC Klasse I Promotor exprimieren, beobachten (Bertolino et al. 2005). Durch die
ubiquitdre Expression des Antigens konnte in diesen Untersuchungen nicht eindeutig geklért
werden, welche Zellen fiir die Retention verantwortlich sind, allerdings konnte der Interaktion
zwischen ICAM-1** und LFA-1 auf den Donor T-Zellen und den Leberzellen eine bedeutende
Rolle zugesprochen werden (Bertolino et al. 2005).

Mit Hilfe der TUNEL-Methode konnte die fehlende Tumorregression durch die transferierten,
antigenspezifischen T-Zellen nachgewiesen werden (3.3.4; Abb.3.27). Es konnte kein
signifikanter Anstieg an apoptotischen oder nekrotischen Tumorzellen in c-myc/OVA 75 tg+
Maiusen, in die antigenspezifische T-Zellen injiziert wurden, nachgewiesen werden. Mittels
der TUNEL-Methode werden in der Leber zusétzlich zu den apoptotischen Zellen auch
nekrotische Zellen angefarbt (Grasl-Kraupp et al. 1995).

Eine c-myc induzierte Apoptose wurde als ein Mechanismus in der Verhinderung einer
Tumorentstehung beschrieben (Evan et al. 1992; Pelengaris et al. 2000; 2002 b). Die Daten
zeigten, daf} eine c-myc induzierte Apoptose im Tumorknoten die Hepatokarzinogenese nicht

verhindert, dhnlich zu den Befunden in c-myc tg+ Méusen (Beer et al. 2004).

3 engl.: intercellular adhesion molecule-1
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4.2.3 Toleranzinduktion in den c-myc/OVA 75 tg+ Miusen

Die fehlende in vivo Zytotoxizitét (3.3.4; Abb.3.26) und die fehlende IFN-y Produktion 66 h
und 5 d (3.3.6; Abb.3.32) nach adoptivem antigenspezifischen T-Zelltransfer in den
c-myc/OVA 75 tg+ Maéusen spricht fiir eine Toleranzinduktion der transferierten T-Zellen.
Die Leber spielt bei der peripheren Toleranz eine entscheidende Rolle. Sowohl die
Eliminierung aktivierter T-Zellen, als auch eine aktive Tolerisierung von naiven T-Zellen
wurde in der Leber wihrend unterschiedlicher Immunantworten beschrieben (Huang et al.
1994; Bertolino et al. 1998; Limmer et al. 2000; Thomson et al. 2002). Diese
unterschiedlichen Ausgénge einer T-Zellaktivierung in der Leber konnen mit verschiedenen
Zellpopulationen, die an der Antigenprasentation beteiligt sind, zusammenhingen.

In einem transgenen ex vivo Modell konnte gezeigt werden, daB H2k exprimierende
Hepatozyten in der Lage sind, Des-TZR CD8+ T-Zellen zunichst zu aktivieren. Die CD8+ T-
Zellen exprimierten unterschiedliche Aktivierungsmarker, proliferierten und zeigten zunéchst
spezifische zytotoxische T-Zellaktivitit. Weiterhin konnte gezeigt werden, dal die
Aktivierung unabhingig von kostimulatorischen Molekiilen (CD80/CD86) auf den
Hepatozyten und einer CD4+ T-Zellhilfe induziert wurde. Im Gegensatz zu T-Zellen, die
durch professionelle APCs aktiviert wurden, zeigte sich nach 3 Tagen Kokultivierung eine
Apoptose der zunédchst durch die Hepatozyten aktivierten T-Zellen, die durch IL-2 Zugabe
verhindert werden konnte (Bertolino et al. 1998).

Ebenso konnte eine Toleranzinduktion bei Lebertransplantationen beobachtet werden. Hier
wurden alloreaktive CD8 T-Zellen, welche fiir ihr Leberantigen spezifisch sind, apoptotisch.
In diesen Modellen ist unklar, ob die Antigene pimir in der Leber oder im Lymphknoten
erkannt werden (Benseler et al. 2007).

In c-myc/OVA 75 tg+ Madéusen konnte eine Stimulierung und damit verbundene CD69
Hochregulation transferierter CD8+ T-Zellen nachgewiesen werden (3.3.2; Abb.3.22). Nach
anfanglicher Proliferation (3.3.5; Abb.3.31) der transferierten antigenspezifischen T-Zellen in
c-myc/OVA 75 tg+ Méusen blieb eine effektive Tumorregression und in vivo Zytotoxizitit
aus (3.3.4; Abb.3.26; Abb.3.27). Die transferierten antigenspezifischen T-Zellen wurden
tolerisiert. An der Antigenprdsentation waren sowohl milzassoziierte, als auch
tumorassoziierte DCs in den c-myc/OVA 75 tg+ Maiusen beteiligt (3.3.3; Abb.3.25).
Interessanterweise konnte eine erhohte Anzahl an tumorassoziierten DCs in c-myc/OVA 75
tg+ Mausen gefunden werden, was entweder fiir ein verstirktes, selektives Einwandern in das

tumords verdnderte Gewebe spricht, oder zu einer Expansion von residenteten DCs im
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Lebertumorbereich gefiihrt hat (3.3.3; Abb.3.24). DCs stellen ein wichtiges Bindeglied
zwischen der innaten und adaptiven Immunantwort dar.

Wenngleich die c-myc/OVA 75 tg+ Maiuse trotz der hohen Anzahl an tumorinfiltrierenden
DCs relativ schnell verstarben, konnte eine Studie bei Patienten kolorektaler Karzinome
zeigen, dal} eine erhohte Anzahl von tumorinfiltrierenden DCs mit einer besseren Prognose
und lingeren Uberlebensdauer der Patienten verbunden war (Nagorson et al. 2007).

Im Gegensatz zu milzassoziierten DCs, scheinen leberassoziierte DCs eher tolerogene
Eigenschaften zu besitzen, was auf ein suppressives Milieu innerhalb der Leber durch die
Zytokine TGF-B und IL-10, zuriickzufiihren ist (Steinbrinck et al. 1997; Lau und Thomson
2003).

Ob die Kreuzpriasentation zu einer Aktivierung oder Toleranzinduktion fiihrt, héngt
wesentlich von den Signalen ab, die eine DC erhilt. So kann die Invasion eines Tumors bei
beginnender Metastasierung gesundes, angrenzendes Gewebe zerstoren und ausreichende
Signale liefern, die die DCs aktivieren und somit zu einer effektiven Tumorantwort fithren
konnen (Fuchs und Matzinger 1996). Die Abwesenheit inflammatorischer Signale hingegen
kann zu einer Interaktion zwischen immaturen DCs und T-Zellen fiihren, was zu einer
Toleranzinduktion flihrt (Fuchs und Matzinger 1996). Unter nicht inflammatorischen
Umstinden kommt es erschwert zu einer effektiven Immunantwort und dies konnte eine
mogliche Erklarung fiir die Toleranzinduktion in den c-myc/OV A 75 tg+ Méusen sein.

Ob die in den c-myc/OVA 75 tg+ Méusen stark erhdhte Anzahl von DCs in der Tumorleber
an der Toleranzinduktion beteiligt ist, bleibt zu kldren. Eine Toleranzinduktion kann nicht nur
durch das Fehlen von kostimulatorischen Molekiilen (CD80/CD86), sondern auch durch das
Einwirken von inhibitorischen Signalen (PDL-1) hervorgerufen werden.

So spielt die Interaktion iiber PD-L1:PD-1 zwischen DCs und CD8+ T-Zellen eine
bedeutende Rolle bei der peripheren Toleranzinduktion (Probst et al. 2005). Tumorassoziierte
DCs exprimieren vermehrt PD-L1 und eine Kokultivierung von T-Zellen und DCs, zusammen
mit PD-L1 blockierenden Antikdrpern, resultierte in einer besseren Fahigkeit, das Wachstum
eines autologen humanen Ovarialkarzinoms in NOD*’-SCID*® Miusen zu verhindern (Cruiel
et al. 2003).

Ebenso weisen verschiedene humane Tumore eine erhdhte Expression von PD-L1 auf, wie
beispielsweise Melanome, Kolon-, Lungen- oder Ovarialkarzinome (Dong et al. 2002). Die

Expression von PD-L1 auf Tumoren forderte deren Wachstum und induziert verstirkt eine

3 engl.: non-obese diabetic
3% engl.: severe combined immunodeficiency
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Apoptose in tumorspezifischen T-Zellen (Dong et al. 2002). Diese Befunde geben Hinweise
darauf, daB3 die inhibitorischen Signale von PD-L1:PD-1 Tumoren einen Selektionsvorteil
ermOglichen, dem Immunsystem zu entgehen und daB eine Blockade von PD-L1:PD-1
eventuell eine mogliche Tumortherapie darstellt.

Ob in den c-myc/OVA 75 tg+ Mausen eine erhohte PD-L1 Expression auf den DCs oder dem
Tumor, fiir die antigenspezifische T-Zelltoleranz verantwortlich ist, wird zur Zeit untersucht.
Entgegen den Beobachtungen in c-myc/OVA 75 tg+ Madusen, einer anfanglichen T-Zell-
stimulierung (CD69 Hochregulation) und Proliferation transferierter antigenspezifischer
T-Zellen, beruht die Toleranzinduktion durch DCs iiber PD-L1:PD-1 Interaktion auf einer
Deletion der T-Zellen (Probst et al. 2005).

Eine in der Leber induzierte Toleranz konnte ebenfalls fiir die LSEC beschrieben werden
(Limmer et al. 2000). Diese war durch eine anfingliche Stimulierung der T-Zellen, dhnlich
wie die Ergebnissen in den c-myc/OVA 75 tg+ Méiusen, gekennzeichnet. LSEC sind in der
Lage, in vitro und in vivo eine periphere CD8+ T-Zelltoleranz iiber eine Interaktion mit
PD-L1:PD-1 zu induzieren (Diehl et al. 2008). Es konnte gezeigt werden, dal LSEC
apoptotische Tumorzellfragmente kreuzprdsentieren und eine tumorspezifische CD8+ T-
Zelltoleranz induzieren konnen (Berg et al. 2005). Die durch LSEC vermittelte
tumorspezifische CD8+ T-Zelltoleranz verlduft dhnlich wie die in den c-myc/OVA 75 tg+
Maiusen induzierte Toleranzinduktion iiber eine anfingliche T-Zellstimulierung und
Proliferation.

In den c-myc/OVA 75 tg+ Miusen konnte endogen eine Erhdhung an CD3+ CD8- T-Zellen
im Lebertumorbereich nachgewiesen werden. Zur Zeit wird untersucht, ob es sich bei diesen
Zellen um CD4+ T-Zellen oder Tregs (1.2.4; Abb.1.1. B) handelt.

Tregs sind in der Lage durch direkten Kontakt mit den CD4+ und CD8+ T-Zellen oder durch
eine Interaktion mit APCs tumorspezifische T-Lymphozyten zu inhibieren (Sakaguchi 2000 a
und b). Eine Depletion dieser Tregs kann zu einer Immunantwort durch CD8+ T-Zellen und
NK-Zellen gegen einen syngenen Tumor fiihren, der in unbehandelten Tieren nicht erkannt
wird (Shimizu et al. 1999; Onizuka et al. 1999).

In wieweit in den c-myc/OVA 75 tg+ Médusen die tumorassoziierten DCs, die LSECs, die
Tregs bzw. NKT-Zellen (1.2.4; Abb.1.5 A) an der Toleranzinduktion beteiligt sind, ist
Gegenstand der aktuellen Untersuchungen. Ebenso bleibt zu untersuchen, ob in den c-
myc/OVA 75 tg+ Madusen die Tumorzellen selbst in der Lage sind, das Antigen zu
prasentieren und eventuell aufgrund unzureichender Stimulierung der T-Zellen zur Toleranz

beitragen.
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In den c-myc/OVA 75 tg+ Maiusen konnte die Toleranzinduktion der transferierten OVA
spezifischen T-Zellen nicht nur fiir die Leber, sondern auch fiir die Milz gezeigt werden.
Arbeiten von Bowen et al. zeigten hingegen eine periphere Toleranzinduktion in der Leber
und eine Immunitdt in den sekundir lymphatischen Organen (Bowen et al. 2004). Derzeit
werden in den c-myc/OVA 75 tg+ Maiausen die Immunantwort in dem ILK und LLK

hinsichtllich Toleranzinduktion und Immunitét untersucht.

4.2.4 Partielle Herunterregulation des T-Zellrezeptors, ein moglicher Mechanismus in

der Toleranzinduktion

Eine induzierte T-Zelltoleranz konnte in verschiedenen Tumormodellen, sowohl bei
Prostatakarzinomen (Tseng-Rogenski et al. 2008), als auch bei Mammakarzinomen
(Worschech et al. 2008) beobachtet werden.

Neben der Deletion, Anergie und Ignoranz, stellt die Herunterregulation des TZRs einen
weiteren  peripheren, aber reversiblen Toleranzmechanismus dar. Die partielle
Herunterregulation des TZRs, bereits 24 h nach zelladoptivem Transfer in c-myc/OVA 75 tg+
Mausen (3.3.7; Abb.3.34), konnte eine Erklarung fiir die fehlende, effektive Tumorregression
sein. Aufgrund der Herrunterregulation des TZRs ist ein effektives T-Zellrezeptorsignal,
welches fiir eine optimale T-Zellaktivierung notwendig ist, nicht gewadhrleistet (van Stipdonk
et al. 2003). Die Zellen werden tolerant.

Eine Herunterregulation des TZRs und des CD8+ Korezeptors konnte in Méusen gezeigt
werden, die das MHC Klasse I Molekiil K® auf Zellen des Neuroektoderms und den
K"-spezifischen TZR exprimieren. Eine in vitro Stimulation dieser Zellen mit Antigen brachte
den TZR wieder zum Vorschein (Schonrich et al. 1991). Ob die Herunterregulation des TZRs
in den c-myc/OVA 75 tg+ Méusen reversibel ist, wird zur Zeit analysiert. Dazu werden die
toleranten CD8+ T-Zellen aus den c-myc/OVA 75 tg+ Miusen isoliert, in RAG” Miuse
transferiert und zu verschiedenen Zeiten iiberpriift, ob der TZR wieder hochreguliert wird. In
den hier beschriebenen Experimenten konnte keine Herunterregulation des CD8 Korezeptors
in den c-myc/OVA 75 tg+ Méusen beobachtet werden, im Unterschied zu den Daten von
Zhang et al. (3.3.5; Abb.3.28; Zhang et al. 1995). Zhang et al. konnte zeigen, dafl die
intravendse Applikation von ménnlichen Lymphozyten aus C57BL/6 Maiusen in C57BL/6
anti-HY TZR transgene Weibchen, nach 6 Wochen zu einer drastischen Reduktion an

mannlichen Antigen-reaktiven CD8+ T-Zellen fiihrt.
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Es konnte von Ferber et al. gezeigt werden, daf3 eine Herunterregulation des TZRs von der
Antigendosis abhingt. Eine niedrigere Antigendosis des K® Molekiiles auf Hepatozyten fiihrte
zu einer partiellen Herunterregulation des TZRs, wihrend eine hohere Antigendosis mit dem
kompletten Verlust des TZRs auf der Oberfldche assoziiert ist (Ferber et al. 1994). Trotz
starker OVA Expression im Lebertumorbereich, konnte in den c-myc/OVA 75 tg+ Miusen
auch 5 d nach adoptivem Transfer von antigenspezifischen T-Zellen keine komplette
Herunterregulation des TZRs nachgewiesen werden. Verglichen mit den injizierten T-Zellen
in den Kontrolltieren, konnte eine 9-fache Herunterregulation des TZR der
antigenspezifischen T-Zellen in der Leber c-myc/OVA 75 tg+ Maiusen, 5 d nach Transfer,
nachgewiesen werden. Unklar bleibt, ob sich zu einem spéteren Zeitpunkt eine weitere
Herunterregulation des TZRs zeigt, oder die injizierten T-Zellen deletiert werden. Dies wird
derzeit untersucht.

Die TZR Herunterregulation in den c-myc/OVA 75 tg+ Tieren und die daraus resultierende
antigenspezifische Toleranz konnte von Bedeutung sein, um eine fehlende Immunantwort bei
humanen Krebspatienten zu erkldren (Lee et al. 1999). In einigen klinischen Studien ist es
moglich gewesen nach Antigenentzug Effektorfunktionen wiederzuerlangen (Drake et al.
2006). Dies zeigt, daB3 die Antigenmenge eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung der
Immunabwehr spielt. Es konnte in Patienten mit unterschiedlichsten Tumoren, wie z. B.
malignen Melanomen, Nierenzellkarzinomen, Ovarialkarzinomen oder Kolorektal-
karzinomen, eine Herunterregulation der TZR &-Kette beobachtet werden (Bukowski et al.
1998; Whiteside 2004; Kim et al. 2005; Pignataro et al. 2007).

Weiterhin konnte eine Herunterregulation des TZRs in einem oral induzierten transgenen
Mausmodell beobachtet werden. Dabei reduzierte sich nicht nur aufgrund anhaltenden
Antigenkontakts, die Expression des TZRs auf der Oberfliche, sondern dies hing auch mit
einem internen Anstieg der TZR Level zusammen, gefolgt von der Deletion

antigenspezifischer T-Zellen (Benson et al. 2000).

4.2.5 Vakzinierung mit CpG ODN und OVA fiihrt nicht zur Aufhebung der Toleranz

Die zusitzliche Stimulierung mit CpG ODN und OVA fiihrte in den c-myc/OVA 75 tg+
Maiusen nicht zu einer Authebung der antigenspezifischen Toleranz (3.3.6; Ab.3.33). CpG
ODN bindet an APCs tiber TLR-9 und stimulieren diese zur Sekretion proinflamatorischer

Zytokine wie TNF-a und IL-12. Appliziert man CpG ODN zusammen mit Antigenen als
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Adjuvanz in vivo, wird eine starke Th1 Immunantwort ausgeldst (Malletto et al. 2002) und es
werden zytotoxische T-Zellen aktiviert (Wild et al. 1999; Sparwasser et al. 2000).

Nicht nur die durch CpG ODN Induktion entstehende IL-12 Produktion kann zur Aktivierung
von T-Zellen fiihren, sondern die intratumorale Injektion von IL-12 kann zu einer
erfolgreichen Tumorregression in einem murinen Lungentumormodell fiihren. Zunichst
fiihrte die intratumorale Applikation von IL-12 zu einer kurzzeitigen Aktivierung und
anschlieBenden Apoptose von tumorassoziierten Effektor/Gedéchtnis CD8+ T-Zellen und zur
Entfernung von Tregs im Tumorgewebe, die effektiv eine Proliferation verhindern konnen.
Sieben Tage nach Therapie konnten nicht apoptotische, aktivierte CD8 Effektor T-Zellen im
Lebertumorgewebe nachgewiesen werden, die zu einer erfolgreichen Tumorregression fiihrten
(Kilinc et al. 2006).

Transgene Mause, die das MHC Klasse 1 Molekiil K" auf Hepatozyten exprimieren, zeigten
eine antigenspezifische T-Zelltoleranz, die durch die Gabe von CpG ODN in vivo aufgehoben
werden konnte (Sacher et al. 2002). Dies fiihrte zur Aktivierung K -spezifischer T-Zellen und
resultierte in einer Autoimmunantwort gegen K’-positive Hepatozyten. In dieser Studie fiihrte
die Applikation von CpG ODN zu einer Infiltration der T-Zellen ins Leberparenchym.
Zusitzlich wurden kostimulatorische Molekiile und Adhesionsmolekiile hochreguliert, die
eine Infiltration der T-Zellen ermdglichten und zum Erkennen des Antigens auf Hepatozyten
in immunogener Form beitrugen, was letztendlich zu einem Leberschaden fiihrte (Sacher
et al. 2002).

Verglichen mit den Beobachtungen von Sacher et al., bei der es zur Autoaggression in der
Leber kommt, ist die in c-myc/OVA 75 tg+ Maiusen entstehende T-Zelltoleranz entweder
irreversibel oder bendtigt einen stirkeren Stimulus als die CpG ODN und OVA Applikation,
um die T-Zelltoleranz wieder aufzuheben.

Die Ergebnisse konnten erkldren, warum oftmals Immuntherapien in transplantierten
Tumormodellen effektiv sind, wahrend in autochthonen Tumormodellen eine erfolgreiche
Tumorregression ausbleibt. Eine effektive T-Zell basierte Immuntherapie gegen Lebertumore
miilte die TZR Herunterregulation autheben, um eine tumorspezifische CD8+ T-Zell-
aktivierung zu gewihrleisten. Vakzinierungen, adoptive T-Zelltransfers (Weinhold et al.
2007), Verdnderungen des Tumorstromas zur Kreuzpriasentation der Tumorantigene (Zhang
et al. 2007) und CD4+ T-Zelltransfers (Wall et al. 2007; Kennedy und Celis et al. 2008)
miissen eventuell kombiniert werden, um eine erfolgversprechende Tumortherapie zu
entwickeln. Diese Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit vorklinische Immuntherapien

an autochthonen Tumormodellen zu testen.
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4.3 Ausblick

In dieser Arbeit konnte erfolgreich ein autochthones Lebertumormodell etabliert werden. Mit
diesem Modell ist es moglich, die Tumortoleranzmechanismen néher zu charakterisieren und
neuartige Therapiestrategien zur Behandlung von Lebertumoren zu testen. Die Vorteile des
Modells bestechen in der Mdoglichkeit, sowohl antigenspezifische, als auch
antigenunspezifische Immuntherapien anzuwenden. Ebenso konnen Immuntherapien zu
unterschiedlichen Zeitpunkten, je nach Induktion der Hepatokarzinogenese, untersucht
werden. Weiterhin bieten autochthone Tumormodelle die Moglichkeit das Tumormikromilieu
bei der Anwendung verschiedener Therapiestrategien miteinzubeziehen. Durch die
Verwendung von Reportermdusen mit unterschiedlichen Promotoren ist es mdglich, eine
c-myc Expression in der Haut bzw. den B-Lymphozyten, was zu Melanomen bzw.
B-Zelllymphomen fiihrt, zu induzieren und somit weitere autochthone Tumormodelle zu
generieren.

Es konnte gezeigt werden, dal3 der adoptive Transfer antigenspezifischer CD8+ T-Zellen zwar
zur Infiltration der Zellen in das Lebertumorgewebe fiihrte, allerdings nicht zu einer
Tumorregression beitrug. Die transferierten CD8+ T-Zellen wurden tolerisiert und der TZR
Rezeptor wurde herunterreguliert.

Unklar ist bislang noch, welche Zellen an der Toleranzentwicklung beteiligt sind, und ob die
Toleranz in den Lebertumoren oder den sekundér lymphatischen Organen induziert wird. In
weiteren Experimenten soll iiberpriift werden, ob die im Lebertumorgewebe infiltrierenden
DCs zur Toleranz beitragen oder ob leberresidente APCs, wie z. B. die LSEC, einen Einfluf}
auf die Aktivierung der transferierten T-Zellen haben. Dazu sollen isolierte DCs, LSEC oder
Lebertumorzellen aus den c-myc/OVA 75 tg+ Méausen mit antigenspezifischen T-Zellen in
vitro kokultiviert werden, und die T-Zellen hinsichtlich ihrer Zytokinproduktion (IL-2, IFN-y)
sowie in vitro Zytotoxizitét liberpriift werden. Anschlieend soll untersucht werden, ob das
Fehlen von kostimulatorischen Signalen oder das Einwirken inhibitorischer Signale (PD-L1)
eventuell an der Toleranzinduktion beteiligt sind. Ebenso soll untersucht werden, ob und
gegebenenfalls welche APCs in den Lymphknoten an der Antigenprisentation beteiligt sind
und ob diese zur Toleranz der transferierten T-Zellen beitragen.

Dariiber hinaus sollen die im Lebertumorbereich endogenen CD3+ CD8- T-Zellen in den
c-myc/OVA 75 tg+ Miusen ndher charakterisiert werden, um deren Funktion und eventuell

auch deren Einflufl auf die Toleranzinduktion zu kliren. Es bleibt zu untersuchen, ob in
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c-myc/OVA 75 tg+ Méusen endogene OVA spezifische CD8+ und/oder CD4+ T-Zellen
nachweisbar sind und gegebenenfalls, deren Immunstatus hinsichtlich Toleranz oder
Effektorfunktion zu bestimmen.

Die Toleranzinduktion erfolgte in den c-myc/OVA 75 tg+ Méiusen iiber den Mechanismus der
TZR Herunterregulation. Es bleibt zu iiberpriifen, ob diese TZR Herunterregulation einen
reversiblen ProzeB darstellt oder ob die T-Zellen eventuell zu einem spéteren Zeitpunkt
deletiert werden. Dazu sollen in vivo tolerisierte, antigenspezifische CD8+ T-Zellen aus
c-myc/OVA 75 tg+ Miusen isoliert, in RAG” Miuse injiziert und zu einem spiteren
Zeitpunkt quantifiziert werden. Ebenso soll die TZR Expression iiberpriift werden.

Weiterhin sollen zusétzliche Therapiestrategien ausgetestet werden, die entweder die TZR
Herunterregulation wieder riickgdngig machen und somit zu einer Authebung der Toleranz
beitragen oder erst gar keine Toleranzinduktion bei gleichzeitiger Gabe von
antigenspezifischen T-Zellen hervorrufen. Dazu kénnen TLR Liganden, wie z. B. Polyl:C*’
(Lang et al. 2006) oder immunstimulierende Vakzine, wie z. B. ISCOM>® (Maraskovsky et al.
2004), zusammen mit OVA und antigenspezifischen T-Zellen, im Hinblick auf eine

erfolgreiche Tumorregression getestet werden.

37 engl.: polyinosinic:polycytidylic acid
3 engl.: immuno stimulating complex
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