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2. Abklrzungsverzeichnis

Ad adenoviraler Vektor

AFP Alpha-Fetoprotein

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaar(e)

BCG Bacillus Calmette-Guérin

BSA bovines Serumalbumin

CAR Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor

cDNA komplementare DNA

CD cluster of differentiation

CDTA Cyclohexandiamin-(1,2)-tetraessigsaure

CMmV Cytomegalievirus

DC Dendritische Zellendgendritic cell3 oderdetergent compatible
DEPC Diethyl-Pyrocarbonat

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaureléoxyribonucleic acid

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphate

DTT Dithiothreitol

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiaminotetraessigsaure

EGF epidermaler Wachstumsfaktep{dermal growth factgr
FACS flourescence activatet cell sortimger i.d.R. synonym fir DurchfluRzytometrie
FCS fotales Kalberserurfefal calf serum

FITC Fluorescein-isothiocyanat

GFP green flourescent protein

GM-CSF granulocyte/macrophage colony stimulating factor

HBV Hepatitis B-Virus

HCC hepatozellulares Karzinom

HCV Hepatitis C-Virus

HEPES 2-(4-(2-hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethalfisaséaure

HRP horse radish peroxidase
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-4
kbp
kDa

LB
LPS
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MAFP
MEM
MmGM-CSF
MHC
mil-4
M-MLV
MOI
MRNA
oD
PBS
PBS++
PBST
PCR
PE
Pen/Strep
PFU
RNA
rpm
RPMI
RT

rm
rt-PCR
SDS
SDS-PAGE
TAE
TBST
TE

Pferdeserunmhfrse serum

Interleukin 4

Kilobasenpaare

Kilodalton

Luria Broth

Lipopolysaccharid

magnetically activated cell sorting

murines Alpha-Fetoprotein

Minimum Essential Medium

murine granulocyte/macrophage colony stimulatinggda

major histocompatibility complex

murines Interleukin 4

Moloney Murine Leukemia Virus

multiplicity of infection

messenger-RNA
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phosphatgepufferte Salzlésung (phosphateriedffaline)
PBS mit Mg und C&*
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Polymerase-Kettenreaktiggolymerase chain reactipn
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Ribonukleinsaureriponucleic acid
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Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium
Raumtemperatur

reverse Transkriptase

reverse Transkriptase-Polymerase-Kettetiogak
Natriumdodecylsulfat
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelé&leghorese

Tris-Acetat-EDTA

Tris-gepufferte Salzldsung mit Tween

Tris-EDTA
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3. Einleitung

3.1. Das hepatozellulare Karzinom

3.1.1 Epidemiologie

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) zahlt weltweitden haufigsten Tumorerkrankungen

mit etwa 400 000 Neuerkrankungen und fast ebereerviTodesfallen pro Jahr (Kew 2002).

Es ist der funfthaufigste Tumor und die vierthastiegg Krebstodesursache, wobei Utber die
Halfte der HCC-bezogenen Todesfélle in Ostasietreteh. Manner sind im Vergleich fast

zweieinhalbmal haufiger betroffen als Frauen (Raétial. 2005, WHO 2003).

Die Inzidenzen betragen durchschnittlich etwa 4Jadd@nkungen auf 100 000 Einwohner flr

Frauen und 14,7 fur Manner und differieren regiagrdleblich, so liegen die Inzidenzen fur

Manner in Ostasien bei bis zu 49 und in einigeikafischen Staaten bei bis zu 38 Fallen auf
100 000 Einwohner (El-Serag und Rudolph 2007).Haieen Erkrankungsraten in Afrika und

Asien korrelieren regional mit den Risikofaktoreer @hronischen infektiosen Hepatitis und

der Exposition gegenuber Aflatoxinen. In den wek#n Industriestaaten hingegen liegen die
Inzidenzen deutlich unter dem weltweiten Durchstthisteigen in den letzten Jahrzehnten
jedoch an. Diese Entwicklung wird mit der zunehrman®erbreitung des Hepatitis C-Virus

in Europa und Nordamerika in Verbindung gebrachitS&rag und Rudolph 2007, Jepsen et
al. 2007). In Europa werden etwa 30 000 Todesfaldgrund eines HCC pro Jahr

verzeichnet, wobei zwei Drittel davon auf Mannetfaten (Bray et.al. 2003). In Deutschland

lassen sich ausgehend von Daten aus Brandenbukléviburg-Vorpommern und Sachsen

5,7 Erkrankungsfélle bei Mannern und 2 Erkrankud@idgsfoei Frauen pro Jahr und 100 000
Einwohner schétzen. Die Erkrankungszahlen habdnm isicden letzten 30 Jahren deutlich

erhoht, so lag die Inzidenz bei Mannern im Jahig&18ei nur 3,6 (Schurr et al. 2006).

3.1.2 Atiologie

Die Atiologie des HCC ist heterogen und umfafit &gene und erworbene Hepatopathien.

Infektionen, chronische Exposition gegeniber Taxjneangeborene oder erworbene
Stoffwechselerkrankungen und autoimmune Leberekknagen kbnnen durch das Auftreten
eines HCC kompliziert werden. Als GemeinsamkeitsdieErkrankungen und wichtiges

pathogenetisches Prinzip in der Entwicklung ein€CHalRRt sich die Zirrhose identifizieren.



Etwa 75% aller HCC sind mit einer Zirrhose assotziibiese wird als prakanzerdse Lasion
aufgefal3t, wobei die makronodularen Formen bessnaufig mit einem HCC einhergehen
(El-Serag und Rudolph 2007, Durr und Caselmann 2080ng und Gerber 1997). Dartber
hinaus wird das Risiko der Entstehung eines HCCdauf Boden einer Zirrhose von deren
Ursache mal3geblich beeinflul3t. Die chronischen titep8- und Hepatitis C-Virusinfektion
gehen mit einem besonders hohen Risiko einher uadnsit bis zu 75% aller HCC weltweit
assoziiert (Sun et al. 2003, Caselmann und Alt 18@&sly et al. 1981). Ferner stellen die
viralen Hepatitiden einen unabhéngigen Risikofaktar, da die Zirrhose fur die Entstehung
des HCC nicht obligat ist und in etwa 25% der Ftdldt (El-Refaie et al. 1996, Shiratoti et
al. 1995). Co-Infektionen mit HBV und HCV erhohesscRisiko Uberadditiv (Shi et al. 2005,
Donato et al. 1998). Aufgrund der weiten Verbregtules Hepatitis B-Virus in Asien fuhrten
Impfkampagnen gegen HBV folgerichtig zu deutlichRinckgdngen der dortigen Inzidenzen
(Chang et al. 1997). Alkohol ist als hepatotoxisGubstanz zirrhoseinduzierend und somit
ebenfalls verantwortlich fir eine groRe Anzahl vBICC. Einen zirrhoseunabhangigen
Risikofaktor stellt Alkoholabusus jedoch nicht danch wenn es additiv die HCC-Inzidenz in
chronisch HBV- und HCV-infizierten Kohorten erhdRattovich et al. 2004). Die chronische
Ingestion von Aflatoxinen durch verschimmelte Natgsmittel spielt insbesondere in Afrika
und Asien aufgrund der klimatischen VerhéltnisseedRolle in der Entwicklung von HCC.
Zudem scheinen die Aflatoxine als Leberkarzinogesoinders wirksam in HBV-infizierten
Menschen zu sein (Henry et al. 2002, Wogan 199%avdkenzbedingt sind die
Stoffwechselerkrankungen und die autoimmunen Headitgen zahlenmaliig von geringerer
Bedeutung. Die Hamochromatose und defl-Antitrypsinmangel sind unabhéangige
Risikofaktoren fur ein HCC, ebenso die Primar BdiaZirrhose (Fattovich et al. 2004,
Deugnier und Turlin 1997). In den letzten Jahreoblaehtet man einen Anstieg der auf dem
Boden einer Fetthepatitis im Rahmen eines Diabgtus entstehenden hepatozelluléaren
Karzinome (El-Serag et al. 2006, Regimbeau etC142

3.1.3 Pathogenese

Die Pathomechanismen der malignen Transformation habergewebe sind heterogen und
im Einzelnen nicht umfassend aufgeklart. Unabhangim der Atiologie scheint die
chronische Inflammation mit erhohtem Zellumsatz Rahmen der Leberzirrhose zu einer
Akkumulation von Genmutationen zu fiihren. In deFfeige kommt es zu Stérungen der
Differenzierung, der  Zellzykluskontrolle, der Watlmsinhibition und der
Apoptoseinduktion (El-Serag und Rudoph 2007). Zis#t zur Induktion und
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Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktionen tragepatitis B- und C-Viren zusatzlich zur
Karzinogenese bei (El-Serag und Rudolph 2007). Blepatitis B-Virus verursacht
Mutationen durch Insertion seines Genoms in dagsgénom. Zusatzlich aktivieren seine
Genprodukte HBx und PreS2 Uber Signalkaskaden stiveranskriptionfaktoren wie NiB
und AP-1 und greifen damit in die Regulation vonlhZachstum und Apoptose ein
(Lupberger und Hildt 2007, Caselmann et al. 1989@)s Hepatits C-Virus integriert nicht in
das Wirtsgenom, aber seine Genprodukte werdenramsfomierenden Eigenschaften tUber
die Interaktion mit verschiedene Signalkaskadeniesanit oxidativem Strel3 in Verbindung
gebracht (Levrero 2006, Jungst et al. 2004).

3.14 Therapie und Prognose

Die Prognose des hepatozellularen Karzinoms ideskbh Unbehandelte Kollektive erzielten
in der Vergangenheit mediane Uberlebenszeiten vaari2 Monaten ab Diagnosestellung
(Okuda et al. 1985, Primack et al. 1975). Auch é@etht die Diagnose noch mit einer ernsten
Prognose einher. Ausgehend von dgarcelona-Clinic-Liver-Cancer(BCLC)-Einteilung
werden unter Therapie 5-Jahres-Uberlebensraterbigonu 70% im Frihstadium, 3-Jahres-
Uberlebensraten von bis zu 40% im Zwischen- undgéschrittenen Stadium, sowie 1-
Jahres-Uberlebensraten von 10% im Endstadium whieden (Bruix et al. 2005, Rabe et al.
2003, Rabe et al. 2001). Angesichts der in der Rgggen Diagnosestellung liegt heute die
Gesamtlberlebensrate trotz Therapie immer nochr ti® auf funf Jahre (Llovet et al.
2003).

Die verbesserten Uberlebensraten im Frithstadiurdemedurch die chirurgischen Methoden
der Resektion und der Transplantation erreicht.s®i&urativen Ansatze werden durch
zugrundeliegende Zirrhosen, multilokulares Auftnetier Tumore, die schnelle Progression
des HCC und nicht zuletzt durch die knappe Orgdiagbarkeit in ihrer Anwendbarkeit und
ihrem Erfolg eingeschrankt (Trojan et al. 2007)e DMerbesserung der Uberlebensrate im
fortgeschrittenen  Stadium wurden durch lokale akdat Verfahren wie die
Radiofrequenzablation und die perkutane Ethanddiige erreicht (Bruix et al. 2005). Als
gangbarer Ansatz mit deutlicher Verbesserung darlebensrate hat sich die Transarterielle
Chemoembolisation (TACE) erwiesen, jedoch Ilimitiedie dafir notwendige Rest-
Leberfunktion die Anwendbarkeit auf Patienten Qitild-Pugh-StadiunA (Takayasu et al.
2006). Systemische zytostatische Therapien zeigergeringe Effekte und sind ebenfalls
durch die eingeschrankte Leberfunktion bei zugrliegender Zirrhose mit hoher Toxizitéat

belastet (Bruix et al. 2005). In jungster Zeit waireine Verlangerung des progressionsfreien



11

Uberlebens unter Therapie mit dem MultikinaseirthibiSorafenib berichtet (Llovet et al.
2008). Sorafenib wirkt angiostatisch und wachstwensiend. Derartige auf molekulare
Zielstrukturen gerichtete Therapieanséatze sindversprechend, auch wenn bislang nur in

wenigen Fallen eine Regression des Tumors beoliagbtden kann.

3.2. Alpha-Fetoprotein

Alpha-Fetoprotein (AFP) wurde erstmals 1956 elgitiaretisch in humanem fetalem Serum
nachgewiesen, jedoch blieben Struktur und Funktiomidchst unklar (Bergstrand und Czar
1956). Anfang der sechziger Jahre wurde ein Antigeschrieben, welches von murinen
Lebertumoren sezerniert wurde, in Serum und Gewelnegesunden Mausen jedoch nicht
vorkam. Zeitgleich wurde im Rahmen von Studien zowurinen embryonalen

Leberentwicklung ein Antigen entdeckt, welches dulten Lebern nicht exprimiert wurde.

Schnell zeigte sich, dal3 beide Antigene identiserew und in embryonalem Serum, in
Gegenwart von Lebertumoren und wahrend der Lebenergtion bei Mausen nachweisbar
waren (Abelev et al. 1963). Im weiteren Verlauf deirAFP im Serum von HCC-Patienten

nachgewiesen und als Tumormarker fir das HCC uddranfumore etabliert.

AFP ist ein Glykoprotein mit einer einzelnen Oligosharidgruppe, welche etwa 4% des
Molekulargewichts ausmacht. Es besteht aus 590 ésaimren und hat ein Gewicht von etwa
69 Kilodalton. AFP ahnelt Serumalbumin in Strukinnd Basensequenz und besteht aus einer
einzelnen Kette mit drei Domanen. Es zeigt Affihitau verschiedenen Liganden,
insbesondere zu mehrfach ungesattigten Fettsaun@rOstrogenen. Eine Transportfunktion
erscheint wahrscheinlich (Deutsch 1991). TrotzAtamlichkeit zu Serumalbumin zeigen sich
fur die nativen Proteine keine immunologischen Kreaktionen (Ruoslahti und Seppala
1979). Das hochkonservierte Gen fur AFP liegt beienschen auf Chromosom 4 und bei der
Maus auf Chromosom 5. Wie Serumalbumin gehdrt esAloumingenfamilie. Es umfal3t
etwa 19,5 Kilobasenpaare und verfugt Gber 15 Exorts 14 Introns. Das AFP-Gen zeigt
hohe Sequenzhomologien zum Serumalbumin-Gen. DIEINA- von AFP ist etwa 2,1
Kilobasenpaare lang (Gibbs et al. 1987, Kioussad.€1981).

AFP wird wahrend der Embryonalentwicklung in hoh€anzentrationen im Dottersack

exprimiert und bildet die groRte Entitat der emimgi@n Serumproteine. Wahrend der
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Fetalentwicklung wird AFP hauptsachlich von der &ebsezerniert, wahrend mit

zunehmendem Alter des Fetus der SerumalbumingelesltBlutes steigt. Im Serum von

neugeborenen Mausen betréagt die AFP-konzentratioh mehr als 2 mg/ml, beim Menschen
hingegen lediglich 0,1 mg/ml. Postnatal fallt dier@nkonzentration bei Mausen schnell
innerhalb weniger Wochen auf die adulten Werte wogefahr 200 ng/ml. Beim erwachsenen
Menschen betragen die basalen AFP-Konzentratiomer &b ng/ml, werden aber erst im
Laufe von Monaten nach der Geburt erreicht. Anstidgr AFP-Konzentrationen im Serum
sind bei der Leberzirrhose und in der Folge vorrotedchem Leberzelluntergang im Rahmen

der Leberregeneration zu beobachten (Abelev undrEl82).

Abgesehen von Leberschéaden ist eine Reihe von Tamwit erh6hten Serumspiegeln von
Alpha-Fetoprotein assoziiert. Embryonale Karzinokeimzelltumore von Hoden und Ovar,
Dottersacktumore, Hepatoblastome und hepatozedlul&arzinome exprimieren in
unterschiedlichen Ausmal3en AFP (Ruoslahti und Sapp879). Fur das hepatozellulare
Karzinom werden AFP-Serumspiegel zur Differentiadpiose bei Leberraumforderungen
herangezogen, als Verlaufsparameter genutzt undisikogruppen zur Friherkennung
eingesetzt. Die Sensitivitdt und Spezifitat der AF€tumspiegel zur Friherkennung des HCC
sind allerdings ohne die Kombination mit bildgebemd/erfahren wie dem Ultraschall zu
gering, um als alleinige Screeningmal3Bhahme empiatlewerden (Bruix et al. 2005). Dies
ist erklarbar durch die Beobachtung von erhéhtemur8spiegeln von AFP im Rahmen von
Zirrhosen, Hepatitiden und anderen benignen Lebédsn sowie aufgrund der Tatsache, daf3
ein Teil der HCC, z.B. aufgrund geringer Tumorgrdder geringer Expressionsrate oder gar
fehlender Expression, die Serumspiegel von AFPtmtksam erhéht (Colombo 1997).

Etwa 70% der hepatozellularen Karzinome gehen mhitlgen Serumspiegeln von AFP
einher, allerdings wird der Anteil histopatholodiscAFP-exprimierender Tumore
widerspruchlich beurteilt. Wahrend einige Autoreststellen, dald AFP imunhistochemisch in
einer geringen Anzahl von HCC zu beobachten ist sith dabei eine umgekehrte
Korrelation zwischen Differenzierungsgrad und Esgren von AFP zeigt (Ma et al 1993,
Brumm et al. 1989, Ganjei et al. 1988), kommen emdAutoren zu gegenteiligen
immunhistologischen Befunden und erkennen keinerédation zwischen Differenzierung
und AFP-Nachweis (Yap und Peh 1991, Kojiro et a@81). Molekularbiologische
Untersuchungen zeigen, dal3 in einem Grol3teil d6Z HIRNA von AFP detektierbar ist, dal3

in diesen Fallen die Expression der mRNA von AFR&kserhéht ist im Gegensatz zum
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umliegenden Gewebe und daf sich die ExpressiomPA¥ehauf isolierte Bereiche innerhalb

der Tumore beschréankt (Ohguchi et al. 1998, Niwalel996, Peng et al. 1993). Letzteres
kénnte die inkonsistenten immunhistochemischen m#fuerklaren. Sicher scheint allerdings
zu sein, dal3 AFP in vielen, aber nicht allen HC@klteerbar ist, und dald die Expression von

AFP im hepatozellularen Karzinom lokal heterogerteikt ist.

3.3. Immunologische Therapieansatze fir das HCC

Die kurativen Ansatze in der Behandlung des HCCd sioie Resektion und die

Transplantation. Die Resektion ist auf das Patiukektiv beschrankt, welches im

Frihstadium der Erkrankung diagnostiziert wird uimer eine ausreichende Leberfunktion
verfuigt, um funktionell resektabel zu sein. Die Agplantation ist durch die Organknappheit
limitiert. Der Erfolg beider Behandlungsansatzedstch lokale oder systemische Rezidive
bedroht. Angesichts der ernsten Prognose des HQCTdierapieansatze notwendig, welche
bei geringer systemischer Toxizitat adjuvant zunrucgischen Vorgehen oder zu regional
ablativen Verfahren die Rezidivraten senken und ldagyzeitiiberleben verbessern. Ferner
sind selbstverstandlich auch Therapien wiinschemnsweglche selbst bei hoher oder
disseminierter Tumorlast, die sich den chirurgggstiMalinahmen entzieht, eine deutliche

Prognoseverbesserung oder gar Heilung herbeifikinente.

Ein grundsatzliches Charakteristikum von Tumoren Aflgemeinen und dem HCC im
Besonderen ist die Tatsache, dal3 sie der Detelltioch das Imunsystem entgehen, obwohl
sie aufgrund von Mutationen, Re- und Uberexpressioe Vielzahl von tumorspezifischen
Antigenen tragen. Nicht nur ubiquitdre Escape-Madmen scheinen dafir verantwortlich
zu sein, wie z.B. die Herunterregulation antigeepréierender MHC-Molekule, die fehlende
Expression stimulatorischer Signale oder die pamakiToleranzinduktion mittels TGE-
(Dunn et al. 2004), sondern auch die Besonderhades immunologisch privilegierten
Lebergewebes, welches in der Lage ist, Toleranem@mer Tumorantigenen zu induzieren
(Berg et al. 2006, Knolle und Limmer 2003). Trotzdsind, wie auch fir andere Tumore,
partielle und komplette Spontanremissionen von toze#lularen Karzinomen in vielen
Fallen beschrieben worden (Lin et al. 2004, Staeksieal. 1998). Angesicht dieser Berichte
scheint die Durchbrechung der Immuntoleranz gegeniinaligne transformierten

Hepatozyten spontan vorzukommen uggoad vitamerfolgreich zu sein. Die iatrogene
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Herbeifihrung einer tumorspezifischen Immunabwebmnte daher eine vielversprechende
Therapiestrategie sein. Selbst wenn sie nicht Zolathon grol3erer Tumore geeignet sein
sollte, so konnte sie doch die Redzidivrate nachseR#onen senken. Vielfaltige
Anstrengungen in dieser Hinsicht sind daher auah d@is HCC in der Vergangenheit
unternommen worden.

Unterschiedliche Strategien wurden dazu verfolgt.viirden, im weitesten Sinne antigen-
unspezifische, Manipulationen des Immunsystemsueéts welche zum Ziel hatten, durch
eine allgemeine Stimulation des Immunsystems am. bmw Tumor die Toleranz zu
durchbrechen oder die Prozessierung und Prasentatim Antigenen zu erhéhen. In
klinischen Studien wurden, zum Teil in Kombinatiomt Chemotherapie, verschiedene
Cytokine (INFy + II-2; INF-y + GM-CSF; 1I-12; INFea) auf unterschiedlichem Wege
verabreicht. Einige der Studien zeigten ein teib@siAnsprechen auf die Therapie (Sangro et
al. 2004, Reinisch et al. 2002, Stuart et al. 199@jidakis et al. 1995; Lotz et al. 1994).
Ferner wurden Lymphozyten aus der Milz, dem perghdlut und aus dem Tumex vivo
expandiert und reinfundiert, allerdings mit inkatenten Ergebnissen (Shi et al. 2004,
Takayama et al. 2000, Wang et al 1997, Kawata E92b).

3.3.1 Unspezifische immunologische Therapieansatze

In zwei randomisierten prospektiven Studien wurdatienten mit HCC nach Kkurativer
Resektion Tumorlysate, welche mit GM-CSF, IL-2 @G vermischt waren, intradermal
appliziert. Die Behandlung zeigte einen signifikant Anstieg der CDS8-positiven T-
Lymphozyten im peripheren Blut und fihrte zu delin Verbesserungen der Rezidiv- bzw.
Uberlebensraten (Peng et al. 2005, Kuang et ak)2@a durch die Selektion der Patienten
eine Resektion in kurativer Absicht méglich war whd Tumorlast chirurgisch entsprechend
reduziert werden konnte, ist ein Vergleich mit aedeStudien schwer. Die Rationale hinter
der Gabe von GM-CSF ist die verstarkte Attraktioon vantigenprasentierenden Zellen,
welche zu einer Expansion antigenspezifischer, tremk T-Zellen fuhren soll. In
verschiedenen Studien war die Gabe earvivoexpandierten dendritischen Zellen Uberprift
worden, welche auf unterschiedliche Weise behand®itlen waren. Dabei zeigte sich bei 31
Patienten, dal3 die finfmalige wochentliche Gabenaanrumorlysat gepulsten dendritischen
Zellen das Uberleben verlangerte (Lee et al. 2086)ere Studien zeigten (unter anderen
Bedingungen), abgesehen von immunologischen Efieldeine signifikanten Verbesserung
der Uberlebensraten. Dies war unabhéngig davodjetendritischen Zellen mit Tumorlysat

gepulst waren (lwashita et al. 2003), Interleukh€xprimierten und intratumoral injiziert
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worden waren (Mazzolini et al. 2005) oder adjuvamt Radio- oder transarterieller
Chemotherapie intratumoral appliziert worden wgidakamato et al. 2007, Chi et al. 2005).
Diesen auf antigenprasentierenden Zellen beruheBdatien war gemein, dal3 ihnen kein

spezifisches Antigen zum Ziel der Préasentation Twléranzdurchbrechung zu Eigen war.

3.3.2 Antigenspezifische immunologische Therapieansatze

Antigenspezifische immuntherapeutische StrategeemiHCC sind bereits seit vielen Jahren
beforscht worden. Durch die selektive Durchbrechdeg Immuntoleranz gegen einzelne
oder eine Gruppe von HCC-spezifischen Antigenen ni@ndie Effektivitdt von
immuntherapeutischen Strategien erhoht und die ZItéxi durch Reduzierung von
Autoimmuneffekten gegeniber gesundem Gewebe retlumerden. Die bisherigen
Erfahrungen zeigen zwar grundsatzlich eine geriRgée von unerwinschten Wirkungen,
doch war auch gleichzeitig die Wirkung von z.T.iggem Ausmald und die Patientenzahlen
eher klein. Eine Vielzahl von Antigenen steht dalggundsatzlich als Kandidat zur
Verfigung. Neben AFP kommen auch das HbsAg sowse kd@azinoembryonale Antigen,
sowie eine Vielzahl von HCC-spezifischen AntigemreBetracht. In jingerer Zeit wurde eine
Reihe von sogenannte@ancer/TestisAntigenen beschrieben, wie etwa NY-ESO und
Produkte der MAGE-A Genfamilie (Xiao und Chen 2Q0i)esen Antigenen ist gemein, daf3
sie sich sowohl in Hodengewebe, als auch in maligmesformierten Gewebe nachweisen
lassen, so auch im HCC, aber nicht in sonstigenurgksn Gewebe (Zhao et al. 2004).
Vielfaltige Versuche wurden unternommen, durch nikboreale Antikérper gegen HCC-
eigene Antigene tumorspezifische Wirkungen zu &raieAntikorpervermittelte Zytotoxizitat
oder die Kopplung an radioaktive Substanzen undgtika wurden versucht, scheiterten
jedoch. Eine mogliche Ursache wird in den hoheru@spiegeln der Antigene gesehen,
welche dazu fuhrten, dal3 nur geringe Mengen ungkimer Antikorper den Tumor
erreichten (Shouval 1997).

Trotz der beobachteten Immuntoleranz lassen sichHEC-Patienten Tumorantigen-
spezifische Effektorzellen nachweisen (BricardleR@05, Hanke et al. 2002b). Dies ist eine
grundlegende Bedingung fir zellvermittelte antigezsfische Strategien. Selbstreaktive
Lymphozyten werden im Laufe der Ausreifung in dexgBl deletiert. Mittelgradig affine
Effektorzellen kbnnen jedoch grundsatzlich der gwmlerung entgehen und lediglich in
Anergie bzw. Toleranz versetzt werden. Diese lassamn unter Umstanden durch
entsprechende Signale reaktivieren und als Effe&tlen gegen das Tumorantigen nutzen

(Janeway et al. 2001).
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3.3.3 AFP-spezifische immunologische Therapieansatze

Auch AFP-spezifische Effektorzellen wurden in Patigg nachgewiesen. Der Nachweis einer
humoralen Immunreaktion auf AFP in HCC Patienterrdsudurch die Isolierung AFP-
spezifischer Immunglobuline erbracht (Bei et aR2pP Butterfield et al. (1999) identifizierten
MHC-restringierte Epitope des AFP welcimevitro von T-Zellen erkannt wurden. Unserer
Arbeitsgruppe gelang es erstmals, CD4- und CD8tpesAFP-reaktive T-Zellen in HCC-
Patienten nachzuweisen (Hanke et. al. 2002b). Dizsen wurden daraufhin mehrfach
reproduziert (Mikuzoshi et al. 2006, Alisa et @03).

Es gelang zwar, bei HCC-Patienten durch Impfungam mit Adjuvantien versehenen AFP-
Peptiden eine erhdhte Frequenz AFP-spezifischer raplitiver T-Zellen zu erzielen, ein
klinischer Effekt blieb jedoch aus (Butterfieldadt 2003).In vitro Daten und nicht zuletzt die
Studie von Lee et al. (2005 s.0.) suggerierten pibglicherweise hohere Effektivitat durch
eine Impfung mit dendritischen Zellen, welche gkzAd-P-Fragmente prasentieren sollten,

mit denen sie zuvor gepulst worden waren.

Eine klinische Studie (Phase I/ll) mit AFP-Peptigpglsten dendritischen Zellen zeigte die
gute Vertraglichkeit der Anwendung, fiihrte aber hhiczu signifikanten klinischen
Verbesserungen (Butterfield et al. 2006). Dies kénauch im Gegensatz zu den Daten von
Peng et al. (2005 s.0.) und Kuang et al. (2004, garin begriindet liegen, daf’ die Tumorlast
der fortgeschritten erkrankten und z.T. mehrfachbgbandelten Patienten sehr grol3 war.
Deutlich wurde allerdings, daf3 sich die Zahl AFRzfischer und reaktiver T-Zellen erhéhte.
Um die AFP-spezifische Vakzinierungsstrategie riat@ntigenprasentierender Zellen weiter
zu eskalieren, wirde als nachster Schritt die Appibn von adenoviral transduzierten
dendritischen Zellen folgen. Mehrfach konnte gezeigrden, dal3 dendritische Zellen,
welche aufgrund von AFP-rekombinanten adenovirdektoren AFP exprimiererin vitro
sehr potente Effektoren induzieren (Butterfield 999Unserer Arbeitsgruppe gelang dies
erstmals mit dendritischen Zellen und Lymphozytwee|che aus HCC-Patienten gewonnen
worden waren (Gonzéalez-Carmona et al. 2006).

Im Zusammenhang mit der letzten Studie an HCC-Ratnedurch Butterfield et al. (2006)
wurden Daten erhoben, welche andeuten, dal3 die Zaktiver AFP-spezifischer CDA4-
Zellen in HCC-Patienten reduziert ist. Ferner schewar die Anzahl von AFP-spezifischen
CD8-Zellen erhdht zu sein, diese sind aber offersvearg (Butterfield et al. 2007n vitro

lieBen sich die ohnehin reduzierten CD4-Zellen d¢€C-Patienten durch gepulste
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dendritische Zellen signifikant schlechter stimidig als durch die adenoviral transduzierten

dendritischen Zellen (Evdokimova et al. 2007).

Auch wenn die klinischen AFP-basierten Studien guee Vertraglichkeit zeigten, so gibt es
doch tierexperimentelle Hinweise auf eine AFP-simzhe Autoimmunhepatitis. Folgerichtig
wurde diese Hepatitis nur beobachtet, wenn nacladighng der Leber die AFP-Expression
anstieg (Geissler et al. 2001). Unsere Arbeitsgedapmnte diese Beobachtungen jedoch nicht
reproduzieren, tumorprotektive AFP-Vakzinierungeerigien keinen Einflud auf die

Leberregeneration (Hanke et al. 2002a).

3.4. Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DC) wurden erstmals 1869 vanderhans in der Haut beschrieben und
gerieten dann fur lange Zeit in Vergessenheit. HEnstden siebziger Jahren des 20.
Jahrhunderts wurden sie von Steinmann in lymphaiscGewebe wiederentdeckt und mit
dem Immunsystem in Verbindung gebracht (Steinmah @ohn 1973). Seitdem wurden sie
ausfuhrlichst  beforscht. Dendritische Zellen gehdrezu den professionellen
antigenprasentierenden Zellen. Sie filtern Antigane ihrer Umgebung, prozessieren diese
und sind in der Lage, sie in MHC-Kontext zu prasgeh. Dabei ist es ihnen mdglich, durch
die Bereitstellung kostimulatorischer Signale im bi¢eraktion mit CD4- und CD8- positiven
T-Zellen eine adaptive Immunantwort zu induzierdangway et al. 2001). Dabei wird
zwischen unreifen dendritischen Zellen unterschmedeelche sich bevorzugt in der
Korperperipherie aufhalten, und reifen dendritisciz&ellen, welche sich in lymphatischen
Organen konzentrieren. Unreife DC kdnnen hocheffekintigene aufnehmen und auf
Gefahrensignale, wie z.B. bakterielle Strukturbedteile, virale Erbsubstanz oder Zytokine,
mit einer Ausreifung reagieren. Diese Signale wel@. Uber Toll-like-Rezeptoren und/oder
Uber eine Anzahl von Chemokinrezeptoren vermitteie Ausreifung ist gekennzeichnet
durch ein verandertes Expressionmuster von Obédl@markern. Homingrezeptoren
gewahrleisten die Wanderung zu lymphatischem Gewele MHC |- und lI-Molekile
ermdglichen die Prasentation von Antigenen. Kostwaunische Signale, insbesondere die
Marker CD80, CD86 und CD40 sowie die Sekretion ief2, aktivieren T-Zellen (Sato und
Fujita 2007, Lipscomb und Masten 2002). Durch d&r8tion von Zytokinen sind DC zudem
in der Lage, die nicht MHC-restringierte Immunabwelurch natirliche Killerzellen und
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naturliche Killer-T-Zellen zu aktivieren (Kalinisket al. 2005). lhr Expressionsmuster
dirigiert die Immunabwehr zudem in eine Thl odeR Hewichtete Richtung (Lipscomb und
Masten 2002). DC sind zudem in der Lage, in Effeddllen Toleranz gegen korpereigne
Antigene zu induzieren und scheinen eine entschdaleRolle in der Entwicklung von

Selbstreaktivitdt im Rahmen von Autoimmunerkrankemgu spielen (Rutella et al. 2006).

Humane dendritische Zellen stammen von CD34-pasitMorlauferzellen ab und lassen sich
in zwei Klassen unterteilen, myeloische und plagimade DC. Diese unterscheiden sich in
der Expression von u.a. CD11c, ihrer VerteilungGewebe und ihrem Sekretionsmustar.
vitro lassen sich aus peripheren Blutmonozyten in Gegeérnwea GM-CSF und 1I-4 CD11c-
positive myeloische dendritische Zellen expandi€&ailusto und Lanzavecchia 1994).

Fur murine dendritische Zellen werden hingegen fiinyeloische und eine plasmozytoide
Reihe von dendritischen Zellen unterschieden. Authder Maus verteilen sich diese
unterschiedlich im Gewebe und zeigen verschiededkigkeiten, so scheinen einige
Subspezifitaten eher Toleranz zu induzieren, andéreulieren die Effektoren hingegen.
Wichtigstes Unterscheidungskriterium in der DuraBtytometrie ist das Expressionmuster
von CD4 und CD8, im Gegensatz zu humanen DC, die grundsatzlictathnedir diese
Marker sind (Sato und Fujita 2007). Die am weitesterbreitete Methode zur Gewinnung
von murinen dendritischen Zellen vitro ist von Inaba et al. (1992) beschrieben worden. In
Gegenwart von GM-CSF wird murines Knochenmark, ve$cvon ausdifferenzierten Zellen
bereinigt wurde, zu dendritischen Zellen differemziDie Addition von 1I-4 zu den Kulturen
erhoht die stimulatorische Aktivitat der so gewamere Zellen, welche negativ fur CD4 und
CD8a sind (Wells et al. 2005, Lu et al. 1995).

Die grundsatzliche Toleranz des Immunsystems gdggntumoren wurde bereits erwdhnt
(Siehe: 3.3). Dendritische Zellen konnten einers@midenden Anteil an diesem Phanomen
haben. Die Notwendigkeit von Gefahrensignalen férMaturation von dendritischen Zellen,
welche im Rahmen von neoplastischen Erkrankungeleriekonnen, konnte zur Ausbildung
von Anergie gegenuber Tumorantigenen induzierend®@s fuhren. Eine direkte
inhibitorische Wirkung von Tumoren im AllgemeinenduHCC bzw. AFP im Besonderen auf
dendritische Zellen wurde ebenfalls diskutiert (iEset al. 1999). Immuntherapeutische
Strategien beinhalten daher oftmals eexevivoBeladung und Stimulation von dendritischen
Zellen, um einen maturen und Reaktivitdt induzideen Ph&notyp sicherzustellen.
Verschiedene Studien dazu wurden bereits im Memsdaechgefiihrt. Abgesehen von den

bereits diskutierten Untersuchungen zum HCC, exesti eine Reihe von ahnlichen Anséatzen,
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welche z.B. das maligne Melanom oder das Nierekem@iinom zum Ziel haben. In
Ubereinstimmung mit den bereits erwahnten Dateristhlie Vertraglichkeit DC-basierter
Strategien generell sehr gut zu sein, doch mamgetiftmals an Effektivitat (Lipscomb und
Masten 2002).

Grundsatzlich ist zu ertrtern, auf welche Weise ddendritischen Zellen die zu
prasentierenden Antigene verabreicht werden sollfinierte Peptidfragmente erlauben
zwar die Beladung von MHC I-und I[I-Molekulen, sijetloch auf HLA-Typen beschrankt.
Zudem werden nicht alle mdglichen immunogenen Sexpre eines Proteins erfalit.
Komplettes, eventuell rekombinantes Protein wirdazwut endozytiert und prozessiert,
jedoch nur im MHC II-Kontext prasentiert. Durch dpasierte Beladung wird erreicht, dal3 die
dendritische Zelle alle MHC-restringierten Epitagedber produziert und im MHC I-Kontext
prasentiert. Sezernierte Proteine werden zudem ewiedifgenommen, prozessiert und
zusatzlich zucross presentatiomnm MHC II-Kontext prasentiert. Genbasierte Belagust
zudem kostengunstiger als die Herstellung von Beptiund Protein. mRNA oder
Expressionsvektoren mussen jedoch zunachst in elgridische Zelle verbracht werden,
woflr sich adenovirale Vektoren bewahrt haben. Dransduktion mittels adenoviraler
Vektoren hat sich als weitaus effektiver erwiesksrdée Lipofektion oder Elektroporation von
anderen Expressionsvektoren (Arthur et al. 199ujlern fuhrt die adenovirale Transduktion,
vermutlich durch adenovirale Peptide und DNA bembunen DC zu einer verstarkten
Ausreifung und Stimulation von Effektorzellen (Samacher et al. 2004, Korst et al. 2002).
Unglucklicherweise exprimieren dendritsche Zelleichh den fur die Transduktion
notwendigen Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor, weslgatifie Virusmengen zur effizienten
Transduktion bendétigt werden. Verschiedene Strategizur Verbesserung der
Transduktionraten wurden bislang vorgeschlagemassen sich sowohl durch Zentrifugation
hohere Transgenexpressionen erzielen als auch dstioiulation mit LPS oder TNE-
(Miller et al. 2003, Nishimura 2001).

3.5. Adenovirale Vektoren

3.5.1 Adenoviren

Adenovirale Vektoren leiten sich, wie der Name Mhsresagt, von Adenoviren her.
Adenoviren wurden erstmals 1953 aus lymphatischeewdbe des Waldeyerschen
Rachenrings isoliert, von dem sie ihren Namen (yfalde”) erhalten haben.
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Humanpathogene Adenoviren gehdren taxonomisch amnilieé der Adenoviridae und lassen
sich serologisch in 51 Typen einteilen. Sie siqghtyhangig fur eine Reihe von Erkrankungen
verantwortlich, so verursachen sie Infektionen desspirationstraktes, Pharyngitiden,
Keratokonjunktivitiden, Urogenitalinfektionen und a&roenteritiden (Falke 2001).
Adenoviren sind unbehiillte DNA-Viren mit einem Dhngesser zwischen 70 und 100 nm.
Ihre Dichte betragt 1,33 g/ml. Das Kapsid ist ikexésch und besteht aus 252
Untereinheiten, davon sind 240 sechseckig und h?eékig. Letztere, Pentone genannt,
tragen antennenartige Fortsatze (,Fiber) und dtghalas typisierende Antigen. Das Genom
besteht aus linearer Doppelstrang-DNA von 35-3®ldkenpaaren und liegt im Inneren des
Kapsids. Sie kodiert in offenen Leserahmen fir 1tuksurproteine und eine Reihe von
regulatorischen Proteinen (Shenk 2001).

Das Fiberprotein interagiert hochaffin mit dem Canise-Adenovirus-Rezeptor (CAR),
einem Bestandteil der Tight junctions, und die Beatkdnnen an Proteine der Integrinfamilie
binden (Cohen et al. 2001, Shenk 2001). Es folgtawfain die endozytotische
Internalisierung des Virus, die Auflosung des Emaies und Verbringung des Virusgenoms
in den Zellkern. Dabei wird das Kapsid des Virubrigtweise degradiert. Die Virus-DNA
integriert nicht in das Genom. Im Zellkern erfotti¢ Transkription der viralen Gene und die
Replikation des Virusgenoms. Das Assembly der enraPartikel erfolgt im Zellkern, die
Freisetzung durch Lyse, welcher eine DegradatiorZdbstrukturproteine vorausgeht.

Der lytische Zyklus ist mit mehr als 10 000 Kopigmo Zelle effizient und innerhalb von 36
Stunden abgeschlossen (Shenk 2001).

Man unterscheidet frih, intermediar und spéat exjgrt® adenovirale Gene. Wahrend die
spaten Gene die Strukturproteine kodieren, sind @ienprodukte der frihen und
intermediaren Gene als Transaktivatoren tatig, dén host-shut-off verantwortlich und
unterdricken die Expression von Interferonen unddvHMolekdlen.

Als erstes beginnt die Transkription des Ela-Géngi early), welches transaktivierend auf
die Expression der anderen frihen Gene Elb, E2nEFE4 und einige Wirtsgene wirkt. Die
Ela- und Elb-kodierten Proteine immortalisieren défle durch Interaktion mit p53 und
anderen apoptoseinduzierenden Proteinen. Die EloRelgs Genoms ist aul3erdem fiur die
Replikation essentiell. Die E2-Genprodukte stewlenReplikation der viralen DNA, deren
Faltung und verhindern die Degradation durch Nuddea Die E3-Region ist nicht essentiell

fur die Replikation, schitzt aber die infiziertellBezor dem Immunsystem. lhre Genprodukte
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verhindern die Externalisierung der MHC I-MolekiiBgsensibilisieren die Zelle gegen TNF-
o- und Fas-vermittelte Lyse und aktivieren die Zallfjeration durch EGF-Rezeptor-
induzierte Stimulation. Die E4-Region kodiert finokeinkinasen und Produkte, welche durch
Hemmung des Transports von Wirts-mRNA zhbast-shut-offihrt (Shenk 2001).

Adenoviren kommen ubiquitar vor und hinterlassere déanganhaltende Immunitat, welche
Uber neutralisierende Antikdrper gegen die Fibagine vermittelt wird. Antikdrper lassen
sich bei nahzu jedem Menschen spatestens mit detretb®nsjahr nachweisen. Die

Viruselemination wahrend einer Infektion erfolgteiilzytotoxische T-Zellen (Horwitz 2001).

3.5.2 Adenovirale Vektoren

Bereits in den 1950er Jahren wurden replikations@eite Adenoviren eingesetzt. Seitdem
wurden zahlreiche adenovirale Vektoren entwick&ih haufigsten kommen Varianten des
Adenovirus Typ 5 zum Einsatz. Dieser kann DNA bis einer Lange von 105% seines
Wildtypgenoms in sein Kapsid aufnehmen. Dies bezteloi einer GroRe von 36 kbp eine
maogliche Nutzlast von fast 2 kbp Fremd-DNA (Bett at 1993). Bei Deletionen im
Wildtypgenom lassen sich die GroRen der Transgatspeechend vergrofRern. Grob werden
die zur Verfugung stehenden adenoviralen Vektoesystnach dem Umfang der Deletionen
klassifiziert. Man unterscheidet drei Generation®ie 1. Generation von adenoviralen
Vektoren ist durch den Wegfall der E1 und der EgiB® gekennzeichnet. Die E1-Region ist
fur die Replikation essentiell und mufl3 dahertrans von einer Verpackungszellinie
bereitgestellt werden. Die Deletion erlaubt bis3zZ21kbp groRe Insertionen. Stabil mit der E1-
Region transfizierte Zellinien sind kommerziell &ithch, so zum Beispiel die HEK-Zellinie
293 oder die Zellinie 911, welche auch in der wgdinden Arbeit Verwendung fand
(Danthinne und Imperiale 2000, He et al. 1998). E&eRegion ist fur die Replikation nicht
relevant, und ihre Deletion gestattet Insertionén 2u 3,1 kbp, was zu einer maximalen
GrolRe des Transgens von 8,2 kbp summiert. Einz8eeprodukte der E3-Region sind
jedoch fur bestimmte Anwendungen interessant, Bozur Reduktion von zytolytischen T-
Zell-Angriffen gegen die Wirtszelle, wodurch sicke d'ransgenexpressidan vivo erhéhen
laRt. Verschiedene selektive Deletionen wurden daéschrieben. Bei der 2. Generation von
adenoviralen Vektoren erhéht der Wegfall der EZrde-Regionen die Nutzlast um weitere
6 kbp.In vivo ist eine deutlich verlangerte Transgenexpressiorbeobachten. Allerdings
resultiert eine reduzierte Replikationseffizienz den Verpackungszellinien, welche die

essentiellen E2- und E4- Gene zusatzlich zur ElidRepereitstellen muf3. Adenovirale
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Vektoren der 3. Generation werden audutles$ genant, da das Virusgenom nur noch aus
einem Rumpf besteht, der sich aus den invertedinatmepeats und dem Verpackungssignal
zusammensetzt. Ein solcher Vektor kann bis zu 7dib3e Transgene aufnehmen und ruft
zudem praktisch keinerlei Immunreaktion hervor. 8onsind einerseits lange
Transgenexpressionen und andererseits die wiederabe des Vektons vivo moglich.
Die Herstellung ist jedoch aufwendig und von Helien abhéngig, welche die Vektoren
regelmafdig kontaminieren (Danthinne und Imperigie®).

Fur die Transduktion von dendritischen Zellex vivoist die Immunogenitat des Vektors
zweitrangig, da wiederholte Applikationen nicht dumneutralisierende Antikérper verhindert
werden koénnen. Da die vorliegende Arbeit zudem \de&bringung eines einzelnen und
vergleichsweise kurzen Transgens zum Inhalt histiedie Wahl auf einen Vektor der ersten

Generation ohne E4-Deletion.

3.5.3 Das AdEasy-System

Verschiedene, auch kommerziell erhéltliche Vektstsme der ersten Generation sind im
Einsatz. Sie unterscheiden sich in erster LinidanArt der Transgeninsertion.

Das AdEasy-System wurde von He et al. 1998 bedmmieEs ist gekennzeichnet durch den
Gebrauch von plasmidkodierter nichtinfektioser YHDNA und dem Vorhandensein eines
Transfervektors. Ferner ist die homologe Rekommnaton Virusgenom und Transfervektor
in Bakterien kennzeichnend. Dies vereinfacht di@rkdrungsschritte und bewirkt beim

AdEasy-System im Gegensatz zu konkurrierenden Syste welche die Vektoren in den

Verpackungszellinien rekombinieren, deutlich geeiey Raten von replikationsfahigen

Wildtypmutanten. Letzteres erspart die Aufreinigeng und Charakterisierung aus
Einzelplaques. Die Verwendung eines kleinen unddhemen Transfervektors erleichtert

zusatzlich die Klonierungsarbeiten. Die Herstsajlmon adenoviralen Vektoren mittels des
AdEasy-Systems besteht im Wesentlichen aus dreiittech Zunachst wird das Transgen
durch Verdau und Ligation in die multiple Kloniegsstelle des Transfervektors einkloniert.
Es stehen vier verschiedene Transfervektoren wegilg ca. 6-9 kbp Lange zur Verfigung.

Man kann wahlen, ob der Vektor bereits einen CMUrrstor upstream der multiplen

Klonierungsstelle tragt und ob bereits die GFP-cDplAs Promotor als Expressionmarker
vorhanden sein soll. Im zweiten Schritt wird deafsfervektor mit dem sog. Backbone-
Plasmid in Bakterien homolog rekombiniert. Das Brmile-Plasmid tragt das E1- und E3-
deletierte (pAdEasyl) bzw. die E1, E3 und E4 dettti(pAdEasy2) Genom des Adenovirus
Typ 5.
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Abbildung 1 Herstellungsschema eines mAFP-rekombinanten adatav Vektors mittels
des AdEasy-Systems. (Einzelheiten siehe Text, kvaiidndert nach und mit freundlicher
Genehmigung durch MP Biomedicals, vormals QBiogene
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Die multiple Klonierungsstelle der Transfervektoranrd von adenoviralen Sequenzen
flankiert, Gber welche die Rekombination vermitigltd. Im Zuge der Rekombination fallen

die bakteriellen Sequenzen des Backbone-Vektoftaside des Ampicillinresistenzgens weg.
Rekombinierte Klone kdnnen so Uber die Kanamycisitenz des Transfervektors selektiert
werden. Im dritten und letzten Schritt wird derasibinierte Vektor linearisiert und von den

bakteriellen Sequenzen befreit und in die Verpagkaallinie eingeschleust, welche die
fehlenden Genprodukte fur die Replikation konstiteiprimiert (Siehe Abbildung 1).

3.6. Zielsetzung

Unsere Arbeitsgruppe und andere konnten im Tiertha@ggen, dal’ die Vakzinierung mit
DNA von murinem Alpha-Fetoprotein (mAFP) protektiVéirkung auf das Wachstum von
subkutanen Hepatomen aufweist (Hanke et al. 20@ajdritische Zellen, welche mit einem
mMAFP-rekombinanten adenoviralen Vektor transduzweorden waren, zeigten ebenfalls
protektive Wirkung, allerdings in geringerer Effeiiit (Vollmer et al. 1999). DC-basierte
Behandlungsmethoden zeigten sogar kurative Erfolgder Maus (Lee et al. 2001). Da
unsere humanem vitro Daten die Effektivitat von adenoviral transduzert dendritischen

Zellen in der Induktion einer AFP-spezifischen Immaotwort belegten, wollten wir diesen
Ansatz im Tiermodell verbessern (Gonzalez-Carmara. 006). Auch sollte langfristig das
artefizielle Modell der subkutanen Tumore durch erthotopes Lebertumormodell in der

Maus abgeldst werden.

Ziel dieser Arbeit war somit die Herstellung einegAFP-rekombinanten adenoviralen
Vektors, die Etablierung der Gewinnung von muridendritischen Zellen aus Knochenmark
in unserem Labor und die Transduktion derselberdemt erwéhnten Vektor. Ferner war die
Klonierung eines GFP-kodierenden adenoviralen \fslats Kontrollvektor notwendig.

Diese Arbeiten wurden in den Jahren 2002 bis 2@08hgjefiihrt und waren eingebettet in ein
durch BONFOR unterstitztes Projekt des Autors, medczum Ziel hatten vitro die mAFP-
spezifische immunstimulatorische Aktivitat dieseansduzierten DC zu quantifizieren und
gegebenenfalls durch kostimulatorische Signaleezbessern. Letztgenannte Arbeiten fanden
in den Jahren 2003 bis 2004 statt und sind nichge@Gstand der vorliegenden
Dissertationsschrift. Im weiteren Verlauf sollteesk Zellen therapeutisch in subkutanen und
intrahepatischen HCC-Modellen erprobt werden.
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4. Material

4.1. Plasmide und Vektoren

pCImAFP

Das Plasmid pCImAFP wurde in der eigenen Arbeitggeuhergestellt (Hanke et al. 2002a).
Es besteht aus dem eukaryontischen Expressionsvekio(Promega, Madison, WI, USA;
Genbank CVU47119) und der vollstandigen cDNA von FRAeinschliel3lich der Poly-A-
Region. (Law und Dugaiczyk 1981). Die cDNA des mAB&findet sich in der multiplen
Klonierungsstelle zwischen ein&ipnl und Sal Erkennungssequenz unter der Kontrolle des
CMV-Promotors. Das Plasmid ist 6 kbp grof3.

psL1180 (Amersham-Pharmacia, Uppsala, Schweden)
Der psL1180 Vektor wurde zur Bestimmung der Elgitrapetenz voii.coli verwendet.

psL1180 ist 3422 Basenpaare lang und tragt ein AithpiResistenzgen (Brosius 1989).

pShuttle-CMV (Genbank AF334399 - ATCC JHU-14)

Das Plasmid pShuttle-CMV st ein Transferplasnmed ddEasy-Systems. Es ist 7,5 kbp groR3
und verfugt Uber ein Kanamycin-Resistenzgen undrei@rigin of Replication. Diese Gene
werden von Erkennungssequenzen fur die Restrildimi@anukleasePacl flankiert. FUr
Klonierungszwecke verfugt das Plasmid Uber eing/liP&kerregion, welche zwischen dem
CMV-Promotor und einer Polyadenylierungsregion tliegu beiden Seiten einePmel
Restriktionsstelle befinden sich tberdies adents/fB@quenzen. Einerseits die bp 34 931 - 35
935 und 1 - 480 (,linker Arm*), andererseits diekotide 30534 — 5790 (,rechter Arm*)
des Adenovirus vom Serotyp 5. Diese Sequenzenbentadie homologe Rekombination von
pShuttle-CMV mit den entsprechenden Sequenzen ickligae-Vektor pAdEasy-1 iB.Coli
nach Verdau miPme (He et al. 1998).

pAdEasy-1 (Genbank AY370909 - ATCC JHU-19)

Der 33,4 Kilobasenpaare grof3e pAdEasy-1-Vektoeirstadenoviraler Backbone-Vektor des
AdEasy-Systems. Er enthalt das Genom des Adeno@eustyp 5 mit Deletionen der E1-
und E3-Regionen fur die Generierung replikationgigfter adenoviraler Vektoren. Der

Vektor enthélt ein Origin of Replikation und ein pmillin-Resistenzgen. Diese bakteriellen
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Sequenzen entfallen nach homologer Rekombinatiardem pShuttle-CMV-Vektor (He et
al. 1998).

Paclili

MC3E

/_¢\ Encapsidation Signal
TR &
Pﬂ)aur
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* polyf+
T
pShuttle-=CMV
7465 bp E
m
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g, &
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e Pre 1 (3514)
Facl{4534) EcoR 1{3519)

Abbildung 2 pShuttle-CMV

MCS: Multiple Klonierungsstelle, RITR: right inved terminal repeats, ORI: origin of

replication, Kan: Kanamycin-Resistenzgen, LITRt lef’erted terminal repeats (Grafik mit
freundlicher Genehmigung durch MP Biomedicals, vaeQBiogene)

FacTih
Left homaology region

O

Right home|ogy reglon

pAdEasy=-1
(33441 bp)

Ad5,g4 10>

Abbildung 3 pAdEasy-1

ORI: origin of replication, Amp: Ampicillinresistegen (Grafik mit freundlicher
Genehmigung durch MP Biomedicals, vormals QBiogene)
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pAdTrackCMV (ATCC JHU-17)

pAdTrackCMV ist ein Transfervektor des AdEasy-Sysie Er besteht aus dem

pShuttleCMV-Vektor und tragt zusatzlich die GFP-o®Idls Transgen unter der Kontrolle

des CMV-Promotors. Mithilfe des pAdTrackCMV-Plasmidrstellte adenovirale Vektoren

dienen zur Bestimmung der Transduktionseffiziena @tlal. 1998). Das Genprodukt GFP ist
unter Bestrahlung mit violettem oder blauem Lichtht detektierbar. GFP ist ein Protein von
knapp 27 kDa und emittiert Licht von 509 nm Weldgtge, wenn es optisch angeregt wird.
Die Anregungsmaxima liegen bei 395 nm und 475 nhinfBmura O et al. 1962, Prasher et
al. 1992, Chalfie et al. 1994).

AdMock

AdMock ist replikationsdefizienter adenoviraler Yfekauf Basis des AdEasy-Systems (He et
al. 1998). AdMock wurde in der eigenen Arbeitsgreigeneriert und verfugt Gber kein Trans-
gen. AdMock dient als Kontrollvektor bzw. Leervektam vektorabhéngige Effekte bei

Transduktionen darzustellen.

4.2. Eukaryontische Zellinien

911 (Fallaux et al. 1996)

911 ist eine humane, epitheliale, adharente Zellimvelche aus humanen embryonalen
Retinoblasten (HER) gewonnen wurde. 911 Zellen sstabil mit der E1-Region des
Adenovirus Serotyp 5 transfiziert. Die einschichtigachsenden Zellen dienen der

Propagation und Titrierung von adenoviraler Vektore

A549 (ATCC CCL-185)

A549 ist eine humane epitheliale adharente Zellimielche aus einem Bronchialkarzinom
gewonnen wurde (Lieber et al. 1976). A549-Zelleprerieren den Coxsackie-Adenovirus-
Rezeptor (CAR) und lassen sich somit leicht mit nad@alen Vektoren transduzieren
(Davison et al. 2001).

Hepa 1-6 (ATCC CRL-1830)
Hepa 1-6 ist eine murine Hepatomzellinie aus denvVBS% Lebertumor der C57L Maus.



28

Die Zellinie wachst adharent, einschichtig und zeptheliale Morphologie. Hepa 1-6 Zellen
sezernieren murines AFP (Darlington et al. 1980Jibgton 1987). Sie eignet sich zur
Tumorinduktion in C57L/J-Mausen (Grimm et al. 2000)

4.3. Bakterienstamme

Escherichia coli (E.coliPH10B (Invitrogen, Mannheim)

Genotyp: F endAl, recAl, galU, galK, dedR, nupG, rpsL, AlacX74, ®80lacZAM15,
araD139,A(ara,ley7697,mcrA, A(mrr-hscdRMS-mcrBC) A

Der Genotyp des Stammes DH10B entltAl, recAl und dedR und erlaubt die stabile
Transformation auch grof3er Plasmide (Grant et280)L Der Stamm ist aufgrund der recAl-
Mutante nicht zur homologen Rekombination geeig@assuto et al. 1981).

Escherichia coli (E.coliBJ5183

Genotyp:endAl, sbdBC, galK, met thi-1, bioT, hscR, (Stf)

Der Stamm BJ5183 ist nicht recA-defizient und ist zomologen Rekombination geeignet.
Er besitzt ein Streptomycinresistenzgen. Die alsl B3-Kulturen erzielbaren Mengen pra-
parierter Plasmid-DNA sind gering (Hanahan 1983).

4.4, Mausstamm

C57L/J (Jackson Laboratories/ Charles River Lalooieg (Sulzfeld))
Der C57L/J Mausstamm eignet sich zur Induktion Vamoren mittels Hepa 1-6. Der Haplo-
typ H2 ist bc (Shen et al. 1982).

4.5. Oligonukleotide

Primer fur die rT-Reaktion:

Random Primer Promega (Mannheim)
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Die folgenden in der vorliegenden Arbeit verwendetrimer fur rT-PCR und externe
Sequenzierungen wurden von Sigma-Aldrich (Tauflergh und Life Technologies

(Rockville, MD, USA) synthetisiert. Zum Design deligonukleotide wurde nach Rosen und
Skaletsky (2000) vorgegangen.

Primer fir humanef-Actin

Quelle (MRNA fur humang’-Actin): Genbank X00351

Sense : 5 CGGGAAATCGTGCGTGACAT 3 (Basen 65876)
Antisense 5 GAACTTTGGGGGATGCTCGC 3 (Basen 135368)

Primer fur murineg-Actin

Quelle (mRNA fur murineg-Actin): Tokunaga et al. 1984, Genbank X03672
Sense: 5'TGC CGC ATCCTCTTCCTC 3 (Basen-7G84)
Antisense: 5'CGC CTT CAC CGT TC CAGT 3 (Basdn4 — 1421)

Primer fur mAFP
Quelle (MRNA fur mAFP): Law und Dugaiczyk 1981, Gank NM_007423

IT-PCR
Sense: 5" AGG AGG AGT GCTTCCAGACAZ (Bases15601)
Antisense: 5 GGC TTT CCT CGT GTAACC AA Z (Bas&285-1305)

Sequenzierungen
Sense: 5" GAG AAG TGC TGC AAAGCC 3 (Basen 17671794)
Antisense: 5 CAG AAA CAC AGA ATAGCT GGC 3 (Base2p5 — 314)

4.6. Proteine

4.6.1 Enzyme

M-MLV Reverse Transkriptase Promega (Mannheim)
Restriktionsendonukleasen NewEngland Biolabs Gnirnkfurt)
RNAse A Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
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RNAsin Ribonuklease Inhibitor
RQ1 RNAse-Free DNAse
T4 DNA Ligase

Promega (Mannehim)
Promega (Mannehim)
NewEngland Biolabs GmbH (Frankfurt)

4.6.2 Antikorper

Durchflu3zytometrie:

Phycoerythrin (PE) gekoppelt:
Hamster-anti-Maus CD11c

Ratte-anti-Maus CD86
Fluorescein-isothiocyanat (FITC) gekoppelt:
Hamster-anti-Maus CD40
Hamster-anti-Maus CD80

BD Pharmingen (Heidelperg
AbD Serotec (Disseldorf)

BD Pharmingen (Heidelberg
BD Pharmingen (Heidelberg
Ziege-anti-Kaninchen-lgG Santa Cruz Biotechnol@ggidelberg)
Isotypenkontrollen von BD Pharmingen (Heidelherg
Ungekoppelt:

Dieses Serumdeureundlciherweise von
Dr. Bergelson (Philadelphia, PA, USA) zur

Verfigung gestellt (Bergelson et al. 1998).

Kaninchen-anti-Maus-CAR, polyclonal

MACS:

Ratte-anti-Maus LY6G
Ratte-anti-Maus CD45R
Ratte-anti-Maus MHC Il
Ratte-anti-Maus CD4
Ratte-anti-Maus CD8

Southern Biotech/Biozol (Eching)
Southern Biotech/Biozol (Eching)
Southern Biotech/Biozol (Eching)
Southern Biotech/Biozol (Eching)
Southern Biotech/Biozol (Eching)

Magnetic Beads:
Ziege-anti-Ratte IgG MicroBeads Miltenyi Biotec GHhEBergisch Gladbach)
Western Blot :
Kaninchen-anti-mAFP, polyklonal Dieses Serum wurdendlicherweise von
Frau Dr. Hanke zur Verfiigung gestellt.
(Hanke et al. 2002a)
Ziege-anti-Kaninchen IgG, Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)

(Meerettichperoxidase (HRP) gekoppelt
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Alle Zytokine wurden von Peprotech/Biozol (Echiftggzogen

Muriner Granulozyten/Makrophagen Kolonie-stimulieder Faktor (GM-CSF)

Murines Interleukin 4 (mIL-4)

Muriner Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha (TNé)

4.7. Kits

DC (detergent compatible)-Protein Assay

GeneClean Il Kit Qbiogene

Biorad (khan)
MP Biomedicals (Heidzlyp

GenEluteMammalian Total RNA Miniprep Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Kit
Nucleobond AX500 MaxiPrep Kit

4.8. Reagenzien

4.8.1
1 Kilobasen (kb) GréRenstandard
Agarose

Ampicillin

[B-Mercapto-Ethanol

Bactotrypton

Bacto Yeast Extract

Chloroform

Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC)
dNTP-Mix
(Desoxyribonukleotidtriphosphate)
Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiaminotetraessigsaure (EDTA)
Isoamylalkohol

Macherey & Nagel (Bd)

Materialien fur die Molekularbiologie

Invitrogen (Manmhei
Serva GmbH (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Fluka Feinchemikalien (Neu-UIm)
BD Biosciences (Heidelberg)
BD Biosciences (Heidelberg)
E. Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkiemn)

Promega (Mannheim)

E. Merck (Darmstadt)
Fluka AG (Buchs, Schweiz)
Fluka AG (Bsyc®chweiz)

E. Merck (Darmstadt)



Kanamycin

Methanol

Phenol

REDTaqg ReadyMix PCR Reaction Mix
Roche Il GréRenstandard
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Xylencyanol

4.8.2
Acrylamid (30%)/Bisacrylamid (0,8%)
Ammoniumpersulfat (APS)
Colorburst Elektrophoresis Marker
Dithiotreitol (DTT)

Milchpulver

Natriumdodecylsulfat (SDS)
SuperSignal West Pico Enhanced
Chemiluminescence
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Triton X 100

Tween 20

4.8.3
Agarose Typ VIl low gelling temp

Materialien fur die Zellbiologie

-Mercapto-Ethanol

Bovines Serumalbumin (BSA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) mit Glutamax

Fotales Kalberserum (FCS) (hitzeinaktiviert)

Glutamin (200mM)

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure
Pferde-Serum (hitzeinaktiviert)

Isofluran
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Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

E. Merck (Darmstadt)

E. Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Tkarchen)
Roche Diagnostics GmbH {kiaim)
KMF (Lohmar)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Materialien fir die Proteinbiochemie

Carl Roth GmifKarlsruhe)

Fluka Feinchemikalien (N&m)

Sigma-Aldrich (fiarchen)
Serva GmbH (Heidelberg)
KMF (Lohmar)

Serva GmbH (Heidelberg)

Pierce/Perbio (Bonn)

Fluka AG (Buchgh®eiz)
Serva GmbH (Heidelberg)

Fluka Feinchemikalien (Neu-UIm)

Sigma-Aldrich (Tiurchen)
Fluka Feinchemikalien (Neu-UIm)
PAA (Colbe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma Aldrich (Taufkirchen)

PidPezbio (Bonn)
Sigma Aldrich (Taufkirchen)
Sigma Aldrich (Taufkirchen)

Invitrogen (Manrmigi
Abbot (Wiesbaden)
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Lipofectamine Invitrogen (Mannheim)

LPS Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Minimum Essential Medium (10x) Invitrogen (Mannhgim
OptiMEM Invitrogen (Mannheim)

PBS mit Mg* und C&* (PBS++) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)(100x) Sigma-#Adtl (Taufkirchen)
Propidiumjodid BD Biosciences (Heidelberg)

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)  Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
1640 Medium mit Glutamax

Trypanblau Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Trypsin-EDTA Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Yeast Extract Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
4.8.4 Sonstige Reagenzien

Hier nicht gesondert aufgefiihrte Chemikalien wurden folgenden Firmen bezogen:
Fluka Feinchemikalien GmbH (Neu-UIm),

Merck (Darmstadt),

Serva GmbH (Heidelberg),

Sigma Chemie GmbH (Deisenhofen).

4.9. LoOsungen, Medien, Puffer und Gele

49.1 Molekularbiologie und Zellkultur

Agarose (1,5%) fur Plague-Assays:

Agarose Typ VIl low gelling temp 12¢g
Aqua bidest 80 ml

Das Gemisch wird autoklaviert und bei 4°C gelagert.

CsClI-Losungen fur die Gradientenzentrifugation:

Puffer:

EDTA 1 mM
Tris 10 mM (pH 8,1)
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1,2 g/ml CsCl:

CsCl 13,85¢g
Puffer 50 ml
1,33 g/ml CsCl:

CsCl 2259
Puffer 50 ml
1,45 g/ml CsCl:

CsCl 30,59
Puffer 50 ml

DEPC-Wasser:

DEPC 0,1% (v/v)

ad 1000 ml Aqua bidest.

Nach standigem Ruhren unter einem Abzug fir 12rd das DEPC Wasser autoklaviert.
Dadurch zersetzt sich das DEPC.

Erythrozyten-Lyse-Puffer:

Ammoniumchlorid (NHCI) 8,29 ¢
Kaliumbikarbonat (KHCQ) 109
EDTA 0,0371 g

In 1000 ml Aqua ad injectabilia I6sen, sterilfidren.

Luria Broth (LB)-Medium:

Bactotrypton 10g
Hefeextrakt (Bacto Yeast Extract) 59
Natriumchlorid (NaCl) 10g

Ad 1000 ml Agua bidest.

Der pH-Wert wird mit 5M NaOH auf 7,0 eingestellt durdas Medium anschliel3end
autoklaviert. Die Lagerung erfolgt bei 4°C. Bei Bakenkultivierung erfolgt die Zugabe von
Ampicillin - mit einer Endkonzentration von 10Qug/ml oder Kanamycin mit einer

Endkonzentration 2ag/ml.
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LB-Agarplatten:

Bacto-Agar 159

LB-Medium 1000 ml

Dem LB-Medium wird vor dem Autoklavieren Agar zuged. Nach dem Abkuhlen auf etwa
50°C werden Selektionsantibiotika beigefiigt und @esmisch in Petrischalen gegossen.
Nach dem Erstarren erfolgt die Lagerung bei 4°Ge Endkonzentration von Ampicillin

betrug 10Qug/ml. Die Endkonzentration von Kanamycin betrugugmil.
WB-Medium zur Gewinnung elektrokompetenter Bakierie
Glycerol 100 ml

Ad 1000 ml Aqua bidest. Autoklavieren und bei 42@drn.

Lyseldsung fur Miniplasmidpraparation:

TE-Puffer 940ul
NaOH 10 M 10l
SDS (10%) 50 pl

MEM (2x) fur Plaque-Assays:

MEM (10x) 40 ml
Pen /Strep (100x) 4 ml
Glutamin (200mM) 4 ml
Yeast Extract (5%) 4 ml
Der pH wird auf 7,4 mit NaHC@eingestellt.

Pferdeserum 8 mi

Ad 200 ml mit autoklaviertem Aqua bidest.

Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS):
Natriumdihydrogenphosphat (NalPiOy) 20,0 mM
NaCl 50,0 mM
Der pH-Wert wird auf 7,4 eingestellt.

PBS/BSA fur die Durchflusszytometrie:
Bovines Serumalbumin 1% (m/v)
Natriumazid (Naly) 0,02% (m/v)
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in PBS++ (plus Magnesium und Calcium)

MACS-Puffer:
Bovines Serumalbumin
EDTA

in PBS++ (plus Magnesium und Calcium)

Probenpuffer fir DNA-Elektrophorese (6x):
EDTA

Glycerin

Bromphenolblau

Xylencyanol

in Aqua bidest

Propidiumjodid-Ldsung:
Natriumcitrat
Propidiumjodid

in PBS

Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer (50x):
Tris

Eisessig

EDTA (0,5 M, pH 8,0)

ad 1000 ml Aqua bidest

Tris-EDTA (TE)-Puffer :
Tris
EDTA

0,5% (m/v)
1mM

10 mM

50% (m/v)
0,2% (m/v)

0,2% (m/v)

3,8 mM
50 pug/mi

242 g
57,1 ml
100 ml

10 mM
1mM

ad 1000 ml Aqua bidest. Der pH-Wert wird auf 8 0geistellt.

Hefeextrakt (5%):
Yeast Extract

59

ad 100 ml Aqua bidest. Das Gemisch wird autoklaviad bei 4°C gelagert.
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4.9.2 Proteinbiochemie
APS-L6sung
Ammoniumpersulfat 10% (m/v)

in Aqua bidest

DC (detergent compatible)-Lysispuffer :

Tris-Phosphat 25 mM
CDTA 2 mM
DTT 2 mM
Glycerol 10% (m/v)
Triton X 100 1% (v/im)

in Aqua bidest. Der pH-Wert wird mit NaOH auf 7j8gestellt.

Laufpuffer (Lammlipuffer) (5x):

Tris 25 mM
Glycin 250 mM
SDS 0,5% (m/v)

in Aqua bidest

Probenauftragpuffer (5x):

Tris 1,25 M
DTT 50 mM
Glycerin 30% (m/v)
SDS 5% (m/v)
Bromphenolblau 1,25ug/ml

in Aqua bidest. Der pH-Wert wird auf 6,8 eingestell

Sammelgelpuffer (4x):

Tris 0,5M
SDS 0,4 % (m/v)
Der pH-Wert wird auf 6,8 eingestellt.

Tris gepufferte Salzlésung (TBS)-Tween (TBST):
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Tris 10 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,05% (m/v)

Der pH-Wert wird auf 7,4 eingestellt.

TBST-blocking-Solution:

Tris 10 mM
NaCl 150 mM
Milchpulver 5% (m/v)
Tween 20 0,05% (m/v)

Trenngelpuffer (4x):

Tris 15M
SDS 0,4 % (m/v)
Der pH-Wert wird auf 8,8 eingestellt.

Transferpuffer fir den Semi-Dry-Blot (5x):

Tris 25 mM
Glycin 192 mM
ad 1000 ml Aqua bidest

Gebrauchsfertiger Transferpuffer:

Transferpuffer (5x) 40 ml
Methanol 40 ml
ad 200 ml Aqua bidest

49.3 Polyacrylamidgele fur die Proteingelelektrophorese
Angaben in Volumenprozent

Sammelgel 4,5%:

Acryl-/Bisacrylamid-L6sung 1,5ml
Sammelgelpuffer (4x) 2,5ml
Aqua bidest 5,9 mi
TEMED 7,5

APS 100pl



39

Trenngel 10%:

Acryl-/Bisacrylamid-Ldsung 3,35 mi
Sammelgelpuffer (4x) 2,5 ml
Aqua bidest 4,15 ml
TEMED 7,5u
APS 40l

4.10. Verbrauchsmaterialien

Zellstrainer 4Qum und 10Qum PorengroRe Falcon/ BD Biosciences (Heidelberg)

Elektroporationskivetten, 0,2 cm Schlitz Bio-Radiidhen)
Einmalkantlen Terumo (Eschborn)
FACS-ROhrchen Labomedic (Bonn)
Gel-Blotting-Papier, GB0O03 Schleicher & Schuell é5al)

Glasswaren (Kolben, Pipetten, Standzylindeé3chott (Mitterteich)

Reagenzglaser usw.)

Kryoréhrchen Nunc (Wiesbaden)

Multi-Well-Platten (6-Well, 12-Well, 96- Greiner bio-one GmbH (Frickenhausen)
Well)

Nitrozellulose-Membran Protran g Schleicher & Schuell (Dassel)
Optiseal Tubes (16x60 mm) Beckmann-Coulter (Kbfel
Petrischalen Greiner bio-one GmbH (Frickenhausen)

ReaktionsgefalRe (PCR, 1,5 ml, 2 ml, 15 ml,Greiner bio-one GmbH (Frickenhausen)

50 ml)

Rontgenfilm, CL-XPosure Pierce/Perbio (Bonn)
Slide-A-Lyser Dialysekammern Pierce/Perbio (Bonn)
Skalpelle Cutfix Nr. 22 Aesculap (Tuttlingen)
Spritzen Amefa 2, 5, 20 mi Braun (Melsungen)

Sterilfilter (0,2um) Schleicher & Schuell (Dassel)
UltraClear Tubes (14x89 mm) Beckmann-Coulter (Krefeld)

Zellkulturflaschen (25 cf 75 cnf, 175 cM)  Greiner bio-one GmbH (Frickenhausen)

Zellschaber Falcon/ BD Biosciences (Heidelberg)



4.11. Gerate

Ausschwingrotor, SW41
Autoklav, 3870 ELV
Bakterienbrutschrank
COy,-Inkubator
Durchflusszytometer, EPICS XL
Elektrophoresekammer (DNA)
Elektrophoreseeinheit, Mini Protean I
Elektrophoresekammer (Protein)
Kihlzentrifuge, RC-5B
Elektroporationsgerat, Easyjet, EquiBio
ELISA-Reader c

Festwinkelrotor SW50TI

MACS MultiStand

Magnetrthrer

Mikropipetten

Mikroskop, DM IL

MiniMACS Separation Unit
Netzgerate fir Blot und Elektrophorese
Neubauer-Zahlkammer
Thermo-Cycler

pH-Elektrode

Photometer, Gene Quant
Pipettierhilfe

Prazisionskuvetten, Quarzglass
Semi-Dry-Blotkammer
Schittelinkubator HAT
Schittler, Promax 2000
Laminar-Flow-Bank
Tischzentrifuge, Microfuge Lite
Ultrazentrifuge, Optima LE 80K
Vortex, MS 1 Minishaker
Waage, SBA52
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Beckmann Coulter (Krefeld)
Tuttnauer (Breda, Niederlande)
Fisher Scientific (Schwerte)
Fisher Scientific (Schwerte)
Beckman Coulter (l€te}f
Biorad (Miinchen)
Biorad (Mtie)
Biorad (Minchen)
Sorvall (Bad Homburg)
Peglabgigken)
Dynatech Laboratories (Frankfurt)
Beckmann Coulter (Krefeld)
Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch Glaaich)
Labor Brand (Giessen)
Gilson (Bad Camberg)
Leica (Wetzlar)
Miltenyi Biotec GmbH (Basgh Gladbach)
Biorad (MieT)
Brand (Wertheim)
Eppendorf GmbH (Hamburg)
Hannah Instruments (Kehl a. Rhein)
Phamacia (Freiburg)
Greiner bio-one GmbH (Frickenhausen)
Hellma (Muhlheim)
Biorad (Minchen)
INFORS AG (Bottmingen)
Heidolph (Kelheim)
Nunc (Wiesbaden)
Beckmann Coulter¢keld)
Beckmann Coulter ¢kaid)
IKA (Staufen)
Scaltec (USA)



Wasserbad

Zentrifuge, Biofuge 22R
Zentrifuge, Megafuge 1.0R
Zentrifuge, Varifuge 3.0R
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Kottermann (Uetze-Hanningen)
Fisher Scientific (Schwerte)
Fisher Scientific (Schwerte)

Fisher Scientific (Schwerte)
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5. Methoden
5.1. Molekularbiologische Methoden

5.1.1 Allgemeine Methoden
5.1.1.1 Spaltung von DNA mittels Restriktionsenddaasen
Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzymsdche in der Lage sind, doppelstrangige
DNA an bestimmten, meist palindromischen, 4-8 Bpaanlangen Erkennungssequenzen zu
schneiden. Dabei entstehen glattgnt’) oder 5’-bzw. 3’-Uberstehendedtjcky) Enden.
Eine Einheit @nit, U) Enzym ist definiert als diejenige Menge, welch einer Stunde eing
reineA-DNA zu verdauen in der Lage ist.
Die Restriktionsansatze bestanden in mdglichsingem Volumen aus der zu verdauenden
DNA, 1 U Restriktionsenzymf DNA und dem entsprechenden, vom Hersteller
mitgelieferten Puffer. Teilweise ist nach Herstellegaben die Zugabe von BSA notwendig
gewesen. Da die Enzymlosung Glycerinhaltig istltsaie nicht mehr als 10% des Ansatzes
ausmachen, um die Enzymfunktion nicht zu beeintigeh. Die Inkubation erfolgte in der
Regel fir eine Stunde bei 37°C. Die entstandenemagriente wurden mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und analysiert.
Typischer Ansatz fur kleine Mengen DNA:

DNA (ca. 1pg) 1l

Puffer nach Herstellerangabe (10x) 1 pl

BSA nach Herstellerangabe (10x), 1 ul

Enzym 1l

Ad 10l Aqua bidest

Fur préaparative Restriktionsverdaue wurden 50 — i®@@®NA gespalten. Nach Auftrennung

der Fragmente mittels Gelelektrophorese konntesedaeis dem Gel isoliert werden.

5.1.1.2 Auftrennung von DNA durch Agarose-Gelelegtrorese

Linearisierte DNA-Fragmente lassen sich aufgrundrerih negativen Nettoladung
elektrophoretisch auftrennen. Die Wanderungsgesutigkeit in einem Agarosegel ist
umgekehrt proportional zum Molekulargewicht, so #tafze Fragmente naher beim Pluspol
zu liegen kommen. Zirkulare DNA zeigt zusatzlichn ekonformationsabhéngiges

Wanderungsverhalten. Superspiralisierte DNA wandehneller als linearisierte oder offen
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zirkulare DNA. Das Aufldsungsvermogen eines Agagese hangt von seiner Konzentration
ab, je groRRer die Konzentration eines Gels isttadé®esser lassen sich kleinere DNA-
Frgmente von einander trennen. Zur Visualisieruag@NA im Gel wird Ethidiumbromid,
eine interkalierende Substanz, welche unter UV4ikloresziert, zugesetzt.

Fur die DNA-Agarosegelelektrophorese wurden 0,526 ige (m/v) Gele verwendet. 1 -5
g Agarose wurde mit 200 ml TAE-Puffer aufgekochacN dem Abkuhlen auf ca. 50°C
wurde Ethidiumbromid bis zu einer Endkonzentratimm 1 pg/ml zugesetzt. Den DNA-
Losungen wurde vor dem Auftragen ein beschwererfl@benpuffer zugegeben. Die
Elektrophorese wurde bei 5 V/cm Elektrodenabstamdl AE-Puffer durchgefuhrt. Die
Auswertung erfolgte unter UV-Licht (Sambrook etE39).

5.1.1.3 Glycerolstocks plasmidtragender Bakterien

Zur mittel- und langfristigen Lagerung plasmidtrader Bakterien wurden Glycerolstocks
angelegt. Diese wurden aus Bakterienkulturen in M&}ium bei einer OD von 0,6
gewonnen. 85Ql der Bakteriensuspension wurden mit 16@lycerol vermischt und bei

-80°C eingefroren.

5.1.2 Transformation von Bakterien mittels Elektroporation

Transformation bezeichnet die Aufnahme freier DNAath Bakterien. Wahrend diese streng
durch sog. Kompetenzgene regulierte EigenschaftisgewBakterienstamme konstitutiv
charakterisiert, mufk.coli zunachst durch Stressoren kinstlich kompetent geimaerden
(Chen und Dubnau, 2004). Bei der Elektroporatioriwlie Zellmembran der Bakterien durch
eine elektrische Entladung fur kurze Zeit reverspgermeabilisiert, wodurch die Aufnahme

von Plasmiden maéglich wird (Calvin und Hanawalt3&p

5.1.2.1 Herstellung elektrokompeteniecoli

Das Protokoll dient der Gewinnung elektrokompeteBid 10B und BJ5183E.coliwurde in
Kulturflaschen in LB-Medium in einem Gesamtvolumam 1 | auf einem Schiittelinkubator
(250 rpm) bei 37°C inkubiert. Kulturen mit BJ51838inde 30ug/ml Streptomycin zugesetzt
(Hanahan 1983). Die Dichte der Kultur wurde regdigd photometrisch in einer
Quarzkiuvette bestimmt. Entsprach die Extinktionmegssen gegen bakterienfreies LB-
Medium, bei 550 nm exakt einer OD von 0,6, so wuti@geKultur auf Eis fur 1 h gekdhlt und
anschlie3end 10 min bei 4°C bei 6000 g zentrifugeorvall RC-5B).
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Der Uberstand wurde verworfen und das Bakterieapéi 1 | 4°C kaltem WB-Medium
aufgenommen und fur 30 min zentrifugiert. Diesenr@cwurde wiederholt bevor das Pellet
in 20 ml Glycerin (10%) aufgenommen und fir 10 mémtrifugiert wurde. Das Pellet wurde
in 3 ml Glycerin (10%) resuspendiert und zu jeB@uf in Trockeneis vorgekihlte 1,5 ml
ReaktionsgefalRe aliquotiert und in Flissigstickssahockgefroren. Die Lagerung erfolgte
bei —80°C. Essentiell fir eine hohe Kompetenz dkt®&ien ist die Kontinuitat der Kihlkette
wéhrend der gesamten Wasch- und Zentrifugationschr

5.1.2.2 Elektroporation von Bakterien

Zur Transformation der elektrokompetentemoli wurden Aliquots a 3@ auf Eis aufgetaut
und mit der DNA in einer gekihlten Elektroporatibingette vermischt. Die Elektroporation
erfolgte bei 1700 V, 2hiFarad, 201 Ohm fur 0,05 Sekunden.

Die Bakteriensuspension wurde unmittelbar nach Elektroporation in 1 ml LB-Medium
ohne Selektionsantibiotikum aufgenommen, bei 3TiCLfh auf einem Schiittelinkubator bei
250 rpm inkubiert und anschlief3end auf antibiotdtagen Agarplatten ausgestrichen. Die
kurze Inkubation in Medium, welches kein Selektambiotikum enthalt, dient der
Regeneration der Bakterien nach der elektrischeladimg und der Transformation wahrend
der exponentiellen Wachstumsphase. Die tUber NashBTfC entstandenen Klone wurden
isoliert und in antibiotikahaltigem LB-Medium fir iN- oder Maxiplasmidpraparationen

weitergezlchtet.

5.1.2.3 Bestimmung der Elektrokompetenz

Die Elektrokompetenz der Bakterien wird durch diezahl transformierter Kolonien
guantifiziert, welche 2Qul eines Stocks elektrokompetenteicoli pro ng eingesetzter DNA
eines Referenzplasmids erzielt.

Dazu wurden standardisierte Transformationen mitlp80 durchgefuhrt. Es wurden |20
des Stocks mit 10 ng psL1180 (d4) vermischt und elektroporiert. Nach Inkubationr de
Bakteriensuspension in 1 ml LB-Medium bei 37°C aufem Schiittelinkubator wurde eine
Verdunnungsreihe in LB-Medium (je 1000l Gesamtvolumen pro Verdinnungsstufe)
hergestellt und die Verdinnungen von 1:100 — 1:00 &uf ampicillinhaltigen Agarplatten
ausplattiert. Nach einer Inkubationszeit von 16-B8h37°C wurden die sichtbaren Kolonien

gezahlt und auf die eingesetzte DNA umgerechndidllal).
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Tabelle 1: Verdunnungsschritte zur Bestimmung déektEokompetenz mit psL1180
transformierter E.coli. Master: auf 1000 pl verdinnter Transformationatms Je
Verdunnungsstufe wird 1/10 auf 1000 ul verdinnts@attiert wurde auf ampicillinhaltige
Agarplatten.

Verdinnungsstufe| enthaltene DNA  Ausplattiert Autidete DNA
Master 10ng =18y |- -

1:10 10°g - -

1:100 10% 100l 10™g

1:1 000 1079 100l 10™g

1:10 000 104 100pl 10™g

Auswertung: Nach einer Inkubationszeit von 16-2@h B7°C. Aus den Zahlen fur die
Kolonien pro Picogramm wurde ein Mittelwert gebitldeind dieser auf Nanogramm
umgerechnet. 1xfolonien pro ng sind ein Durchschnittswert.

Verdinnung Kolonien DNA Kolonien / pg DNA
1:100 X 10"g X /10
1:1000 Y 10"y Y
1:10 000 Z 10%g Zx 10
5.1.3 Plasmidpraparation aus Bakterien

5.1.3.1 Miniplasmidpraparation

Zur Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterienkgltuin grofRer Zahl, etwa zum Screenen
auf erfolgreiche Ligation, wurde ein Protokoll vemdet, welches die alkalisch Lyse
(Birnboim und Doly, 1979) und die Phenolchlorofoxtraktion (Sambrook et al. 1989)

kombiniert. Zunéchst wird eine alkalische Lyse dakterien vorgenommen. In einem

schmalen pH-Bereich von ca. 12 — 12,5 denaturlexdroosomale, nicht aber Plasmid-DNA.

Wird ein alkalisches Bakterienlysat unter Gegenwaoh SDS mittels Natriumacetat

neutralisiert, so renaturiert die chromosomale Digilweise unter Bildung eines unléslichen
Aggregats. Ferner werden RNA und SDS-Protein-Kor®lausgefallt. Eine anschliel3ende
Phenolchloroformextraktion und Ethanolfallung emtfeverbliebene Proteine und Salze und

erlaubt eine hohe Ausbeute hochaufgereinigter RteEINA.



46

Alkalische Lyse

Bakterienkolonien wurden von Agarplatten selektientd in jeweils 5 ml LB-Medium bei
37°C uber Nacht im Schuttelinkubator (300 rpm) ivileut.

Die Bakterien von jeweils ca. 1 ml Suspension wargheeiner Zentrifuge (Biofuge) bei 20
000 g pelletiert und in 30l Lysel6ésung aufgenommen, auf einem Vortex grumdlic
durchmischt und auf Eis 5 min inkubiert.

Nach Zugabe von 15@1 3 M Natriumacetat- Lésung (pH 5,2) und erneutemrt®xen
wurden die Losung bei 4°C und 20 000 g fur 2 mintatugiert. Die Uberstande wurden in
ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt.

Phenolchloroformextraktion

Den gewonnenen Uberstanden wurden 1j00Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol (25:24:1)
zugesetzt und grindlich durchmischt. Nach einetrfagation bei 20 000 g fir 5 min (4°C)
(Biofuge) entstehen zwei Phasen, die durch eitexghase getrennt sind. Die obere wal3rige
Phase enthalt die DNA, in der Interphase befindem Broteine. Zelltrimmer reichern sich in
der unteren phenolhaltigen Phase an. Die oberstseRhurde jeweils entnommen und in ein

frisches Reaktionsgefald tberfihrt.

Ethanolfallung

Die Ethanolfallung erfolgte zum Entfernen von PHeegien. DNA kann in Gegenwart von
einwertigen Kationen und Ethanol aus waRrigen L{gsuan prazipitiert werden. 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) stellt sicher, daf3 der PlddbNA die Hydrathulle entzogen wird.

Die DNA-Lo6sungen wurden mit je 1/10 Volumen Natriretat und dem 2,5 fachen
Volumen Ethanol absolut (-20°C) versetzt. Die Getmeswurden grindlich gevortext und 5
min bei 20 000 g (4°C) zentrifugiert. Die Pelletsirden zum Entfernen restlicher Salze in
200 pl 70% Ethanol (4°C) gewaschen und erneut zentefigiDie Uberstiande werden
verworfen und die Pellets kurz luftgetrocknet, hesie wahlweise in Aqua bidest oder TE
+RNAseA aufgenommen werden.

Die Ethanolfallung wurde analog auch zum Reinigatg&lzen von restriktionsverdauter
DNA auf3erhalb des Protokolls flr Miniplasmidprapiargen verwendet.

5.3.1.2 Maxiprep mittels Nucleobond AX500 Maxipteip (Macherey & Nagel, Diren)
Die Pé&aparation grol3erer Mengen Plasmid-DNA erfolgie dem Nucleobond AX500

Maxiprep Kit gemall Herstellerangaben. Das Prinzgs dProtokolls basiert auf einem
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Anionenaustauscherharz. Nach einer alkalischen ldese Bakterien wird, abhangig von
Salzkonzentration und pH-Wert, Plasmid-DNA an einBéaule gebunden, wahrend
Zelltrimmer, Proteine, RNA und sonstige Verunraimgen in Waschschritten entfernt
werden. Die gereinigte Plasmid-DNA a3t sich anefldnd von der Saule eluieren und
mittels einer Isopropanolfallung entsalzen. Fir digakten Zusammensetzungen der

genannten Losungen sei auf die Gebrauchsanweigmgetstellers verwiesen.

Jeweils ein Liter selektionsantibiotikahaltiges Mgdium wurde mit plasmidtragenden
Bakterienstammen angeimpft und bei 37°C im Schiltebator (250 rpm) lber Nacht
inkubiert. Die Kulturen wurden dann bei 4°C flrrhinh bei 6000 g pelletiert (Sorvall RC 5B)
und anschlieRend in S1-Puffer resuspendiert. Egef@ine alkalische Lyse durch Zugabe von
S2-Puffer (NaOH und SDS) und vorsichtiges Mischgakterienmembranen wurden dadurch
aufgebrochen, Proteine und chromosomale DNA deeatund RNA durch die im S1-Puffer
enthaltene RNAse degradiert. Durch Zugabe von Kedcetat (S3-Puffer) wurde die
Suspension neutralisiert und Protein-SDS-Komplexf@lly. Die Suspension flockte aus und
wurde durch Filterpapier gereinigt.

Die filtrierte Losung war nun von Zelltrimmern uddromosomaler DNA weitgehend befreit
und wurde auf die &quilibrierte Saule gegeben. Blasmid-DNA, gebunden an das
lonenaustauscherharz, wurde mit N3-Puffer dreim@&waschen. Die Ldsung und
Waschpuffer durchliefen die Saule bei 1 g. Im Fotgn wurde die Plasmid-DNA mit dem
N5-Puffer im alkalischen Bereich eluiert.

Es schlo3 sich eine DNA-Prazipitation mit Isoproglaan, dieser wurde im Uberschuf
zugegeben und das Gemisch bei 4°C fur 30 min bedQ rpm zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 70%igem Ethanol von Salzen gereinigt umeet bei 4°C und 20 000 g fir 10 min
sedimentiert. Das erhaltene Pellet wurde nach kuraéitrocknung in 200ul Aqua bidest

aufgenommen.

5.14 Photometrische Bestimmung von DNA und RNA Konzentraonen

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaurenetigich die Extinktionsmessung.

Die Purin- und Pyrimidinbasen der Nukleinsduren odtisren Licht mit einem
Absorbtionsmaximum bei 260 nm. Protein hingegegtzain Absorbtionsmaximum bei 280

nm, verursacht durch aromatische Seitenketten.
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50 pg/ml doppelstrangige DNA bzw. 4@g/ml einzelstrangige RNA erzielt eine Absorbtion
von 1.

DNA-Konzentration = ORxp x 50ug/ml x Verdinnungsfaktor

Durch den Absorbtionskoeffizienten laf3t sich zudeéen Reinheitsgrad der Nukleinsauren
abschatzen. So ist von einer Verunreinigung mitdtncauszugehen, wenn das Verhéltnis der
Absorbtionen bei 260 nm und 280 nm unter 1,8 liegt.

Die Extinktionsmessungen der verdinnten DNA-Prolvarden in einer Quarzkiivette gegen

einen Nullwert durchgefuhrt.

5.1.5 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Zur lIsolation von verdauter und linearisierter DNMAs Agarosegelen wurde das GeneClean
[l Kit (MP Biomedicals, Heidelberg) verwendet.

Das Funktionsprinzip beruht auf der Bindungsfahigiken DNA an Sillikatperlen. Die im
Kit enthaltene Glasmilch bindet selektiv DNA in Aaltiger Umgebung und gibt diese bei
niedrigem Salzgehalt wieder frei.

Die Isolierung wurde gemdafl den Herstellerangabemchdefihrt. Fir die genaue

Zusammensetzung der Losungen sei auf die Gebrawebsaing des Herstellers verwiesen.

Verdaute und linearisierte DNA-Fragmente wurden enem Agarosegel aufgetrennt und
unter UV-Licht-Kontrolle mit einem Skalpell ausghadten. Das Gewicht der entnommen
Agarosegele wurde bestimmt und die enthaltene DNexd¢ geschatzt. Die Gelstiickchen
wurden in einem Reaktionsgefal? mit dem 2-3fachelurden 6M Nal-Losung versetzt und
unter gelegentlichem Schwenken bei 55°C inkubidsts die Agarose vollstandig
geschmolzen war.

Sorgfaltig resuspendierte Glasmilch wurde abhangig Volumen und DNA-Gehalt der
Losung nach Herstellerkalkulation zugesetzt. DasmiGeh wurde fur 10 min bei
Raumtemperatur unter standigem Schwenken inkubrettanschlielRend bei 20 000 g fur 5
min sedimentiert (Biofuge). Das Pellet wurde inkaleem NewWash-Puffer resuspendiert.
Die Losung wurde erneut bei obigen Bedingungenriéegiert und dieser Waschschritt
zweimal wiederholt. Nach der letzten Zentrifugatisarde das Pellet fir einige Minuten an

der Luft getrocknet. AnschlieRend wurde die gebunedBNA von den Sillikatperlen durch
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sorgfaltiges Resuspendieren in Aqua bidest geldesth Zentrifugation bei 20 000 g fir 30 s
konnte der die DNA enthaltende Uberstand entnomneaden.

5.1.6 Ligation von DNA

Das Enzym T4 DNA-Ligase katalysiert ATP-abhéangi@ d?hosphodieesterbriicke eines
3’Hydroxyl- mit einem 5’Phosphatrest und kann so ADWolekile kovalent verbinden
(Armstrong et al. 1983). Die T4 DNA-Ligase kann shivglatte als auch Uberstehende
Enden doppelstrangiger DNA ligieren.

Um ein Transgen in einen Vektor einzufiigen, mudssde zunachst restriktionsezymatisch
verdaut, somit linearisiert und weiterhin das Tggmsisoliert werden.

pCIMAFP und pShuttle-CMV wurden zunachst in gettenrAnsatzen miKpnl sowie mit
Sal mit unterschiedlichen Inkubationszeiten inkuhiern die Bedingungen fir einen jeweils
vollstdndigen Verdau zu ermitteln. Der Erfolg denzymatischen Spaltung wurde
gelelektrophoretisch tberprift. Nach 420 min watenPlasmide vollstandig linearisiert.
Jeweils 20ug pCImAFP wurden daraufhin mit jeweils 100 Kpnl bzw. Sal in einem
Gesamtvolumen von d fur 420 min bei 37°C inkubiert.

Ferner wurden jeweils 1pg pShuttle-CMV mit jeweils 80 WKpnl bzw. Sal in einem

Gesamtvolumen von ebenfalls gofiir 420 min bei 37°C inkubiert.

Ansatze:

pCImAFP 20l (=20pg)
Puffer 1 (NewEnglandBiolabs) 5ul (10x)
BSA 5ul (10x)
Aqua bidest 10ul

Kpnl 10ul (=100 U)
pCImAFP 20l (=20pQ)
Puffer firSal (NewEnglandBiolabs) 5pul (10x)
BSA 5ul (10x)
Aqua bidest 15ul

Sal 5ul (=100 UV)
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pShuttle-CMV 42yl (=15uQ)
Puffer 1 (NewEnglandBiolabs) 7 ul (10x)
BSA 7 ul (10x)
Aqua bidest 6 ul

Kpnl gul (=80U)
pShuttle-CMV 42yl (=15uQ)
Puffer firSal (NewEnglandBiolabs) 7 pul (10x)
BSA 7l (10x)
Aqua bidest 10ul

Sal 4ul (=80U)

Der Erfolg des quantitativen Verdaus wurde elektmptisch tberpriift. Die DNA wurde
anschlieBend ethanolgefallt (siehe: 5.1.3).

In einem zweiten Schritt wurde die cDNA von mAFPsadem linearisierten Plasmid
pCImAFP exzidiert, bzw. bei dem bereits lineariger pShuttle-CMV ein
korrespondierendes Uberhdngendes Ende eingeflugt.

Dazu wurden die ethanolgefallten Restriktionsameséit dem jeweils 2. Enzym fir 420 min
bei 37°C inkubiert:

pCImAFP (mitSal verdaut) 40l (= 15pQ)
Puffer 1 (NewEnglandBiolabs) 6 ul (10x)
BSA 6l (10x)
Kpnl 8ul (=80U)
pCImAFP (mitKpnl verdaut) 40l (= 15uQ)
Puffer furSal (NewEnglandBiolabs) 6 pl (10x)
BSA 6l (10x)
Aqua bidest 4ul

Sal 4ul (=80U)

pShuttle-CMV (mitSal verdaut) 36l (=9uQ)
Puffer 1 (NewEnglandBiolabs) 6 ul (10x)
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BSA 6 ul (10x)
Aqua bidest 6 ul
Kpnl 6ul (=60U)

pShuttle-CMV (mitKpnl verdaut) 36l (=9u0)
Puffer furSal (NewEnglandBiolabs) 6 pl (10x)

BSA 6 ul (10x)
Aqua bidest oul
Sal 3ul (=60U)

Der Erfolg des quantitativen Umsatzes wurde elghktooetisch Uberprift. Die Ansétze
wurden auf einem praparativen Gel aufgetragen im®NA daraus eluiert (siehe: 5.1.5).
In moglichst geringem Reaktionsvolumen von 10-gD wurde linearisierter Vektor,
exzidiertes Transgen und T4 DNA-Ligase in Gegenwart Mgt und ATP inkubiert. Die
Menge der eingesetzten DNA orientierte sich anefiotter Formel:

Insert (ng) = Insert (kb) / Vektor (kb) x Vektord) x 6
Mit ca. 400 U T4 DNA-Ligase wurden verschiedene ulp&tionszeiten und
Inkubationstemperaturen erprobt. Die Reaktion katurch Erhitzen auf 65°C durch
Inaktivierung der Ligase gestoppt werden.
Ligation von mAFP mit pShuttle-CMV (nach Verdau idgnl und Sall):

pShuttle-CMV 1ul (=255ngQ)
mAFP 1,6l (=430 ng)
T4 DNA-Ligase Puffer 1l

Aqua bidest 5,4ul

T4 DNA-Ligase 1ul (400 V)

Inkubationen erfolgten bei 4°C fur 16h, sowie fOrrhin und bis zu 16h bei Raumtemperatur
(Sambrook et al. 1989). Der Ligationsansatz wurdemeiteren in elektrokompetenEecoli
(DH10B) elektroporiert und der Erfolg der Ligatiomittels restriktionsenzymatischem

Verdau aus Mini-Plasmidpréparationen der gewachsEo&nien tberpruft.
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5.1.7 DNA-Sequenzierung

Zur Uberprufung der korrekten Orientierung des ftssén sein Vektorplasmid wurden
externe DNA-Sequenzierungen in Auftrag gegeben. di&lonierte cDNA mul3 in 5" -3’
Richtung downstream der vektoreigenen Promotordiegan kommen.

Die HotShot-Sequenzierung (Seqlab, Goéttingen) btl&equenzierungen von bis zu 900
Basen. Dazu wurde die zu analysierende DNA zusanmmiedem Primer in Tris-Puffer in
PCR-Reaktionsgefal3en eingeschickt. Die Primer wurdderart gewdahlt, dall die

Ligationsstellen von Transgen und Vektor sequehmiarden.

5.1.8 Homologe Rekombination von Backbone und Transferplemid in E.Coli
Homologe Rekombination bezeichnet den AustauschDAA-Abschnitten zwischen zwei,
aufgrund von Sequenzhomologien aneinandergelageibv@pelstrangigen DNA-Molekdlen.
Dabei kommt es zum DNA-Strangbruch und zur gekexuZtViedervereinigung. Liegen
mehrere getrennte Ubereinstimmende DNA-Sequenzen, dnnen schleifenartig
Uberstehende Anteile zwischen den homologen Ab#ehnierloren gehen oder in ein
groReres DNA-Molekil (z.B. ein Chromosom oder egkidr) eingefiigt werden (Alberts et
al. 1994). Essentiell fiir erfolgreiche Rekombinaéo inE.coliist insbesondere Anwesenheit
der recA Rekombinase (Cassuto et al. 1981).

Fur die homologe Rekombination nach dem AdEasye®ys{He et al. 1998) wurden
elektrokompetentd=.coli BJ5183 mit dem ringférmigen AdEasy-1 Backbone-4Ridsund
dem Transfervektor transfomiert. Der pShuttle-CMektor mufl3 vor der homologen
Rekombination, vorzugsweise nitind, linearisiert werden. Die Schnittstelle mul3 zviso
dem linken und rechten Arm der adenoviralen Seqeredes Vektors liegen.

Nach dem Verdau der Plasmide wurde zun&chst eihanBifallung zum Entsalzen des
Restriktionsansatzes durchgefuhrt, da ansonsten Tdansformationseffizienz nach der
Elektroporation zu gering ware (Calvin und Hanawaf88). Elektroporiert wurden, unter
den Ublichen Bedingungen, ca. 100 ng Backbone-VYekiod die 2-5 fache Menge
linearisierter Transfer-Vektor. Entgegen dem ulditllektroporationsprotokoll werden nach
erfolgter Elektroporation die Bakterien in 5ADLB-Medium aufgenommen und lediglich 10
-20 min bei 37°C im Rdttler inkubiert. Danach wurdi#e Suspension auf vier
kanamycinhaltigen Agarplatten ausgestrichen un@B®C fur 20h inkubiert.
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Die kleinsten Kolonien wurden unter sterilen Kaetekelektiert und in kanamycinhaltigen
LB-Medien zum Screenen mittels Miniplasmidprapamatiund Restriktionsverdau gezichtet.
Die Auswahl der kleinen Kolonien ist darin begrifad#ald Bakterien, welche das grol3e
rekombinante Backboneplasmid tragen, langsamer seaclals jene, welche lediglich das
kleine religierte Transferplasmid enthalten.

Die Klone enthalten entweder das rekombinierterRidsoder nur religiertes Transferplasmid
oder gelegentlich sowohl den Backbone-Vektor urdjieztes Transferplasmid. Nach der
Identifikation eines Klons, welcher das gewlns@&kombinierte Plasmid tragt, schlof3 sich
die Transformation voik.coli DH10B Bakterien mit dem neuen Vektor an. Das Pidgst
aufgrund der fehlenden recA Rekombinase im Stamrii@BHstabiler und es werden groRere

Ausbeuten in Plasmidpraparationen erzielt.

5.1.8.1 Homologe Rekombination von pAdEasyl unduptBhCMV-mAFP
Abweichend vom Ublichen Vorgehen wurde der Transleior pShuttle-CMV-mAFP nicht
mit Pméd linearisiert, da die Erkennungssequenz diesegiRiEsnsenzyms in der cDNA von

MAFP vorkommt. Stattdessen wurde die EndonuklEas& ausgewahlt.

Ansatz:
pShuttle-CMV-mAFP 10l (6,5u0)
Puffer fir EcoRl 3ul (10x)
Aqua bidest 12l
EcoRl 5ul (100 V)

Der Ansatz wurde fur 4h bei 37°C inkubiert, um pEBUCMV-mAFP vollstandig
umzusetzen und anschlieBend ethanolgeféllt. Dielstnidigkeit des Verdaus wurde
gelelektrophoretisch und restriktionsenzymatiscérphuft

200 pg des linearisierten und ethanolgefallten Plasnp@kuttle-CMV-mAFP wurden mit
100ug pAdEasyl, sowie 2(l elektrokompetenteE.coli BJ5183 vermischt.

pShuttle-CMV-mAFP 0,5ul (200pQ)
linearisiert mitEcoR
pAdEasyl 1pl (100pQ)

elektrokompetent&.coliBJ5183 20l
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Die Bakterienmischung wurde, wie beschrieben, i #@B-Medium aufgenommen und bei
250 rpm fur 10 min auf einem Ruttelinkubator inkerbi Danach wurde die Suspension auf
kanamycinhaltigen Agarplatten ausgestrichen undr Macht bei 37°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurden Klone selektiert, damit jewBilml kanamycinhaltiges LB-Medium
beimpft und diese fiur 18h bei 250 rpm im Ruttelin&tor bei 37°C bebritet. Nach 18 h
wurden  Miniplasmidpréaparationen  durchgefihrt und e di gewonnene  DNA

restriktionsenzymatisch mitad auf homolog rekombinierte Plasmide gescreent.

5.1.8.2 Homologe Rekombination von pAdEasyl undfpadkCMV
Der Tranfevektor pAdTrackCMV wurde mitmd linearisiert und zusammen mit pAdEasyl

in elektrokompetent&.coli BJ5183 transferiert.

Ansatz:
pAdTrackCMV 5ul (4pu9)
BSA 1,5ul (10x)
Puffer 4 (New EnglandBiolabs) 1,5ul (10x)
Aqua bidest 3ul
EcoRl 4ul (40 V)

Der Ansatz wurde fir 90 min bei 37°C inkubiert, pidTrackCMV vollstdndig umzusetzen
und anschlie3end ethanolgefallt. Die Vollstandigkiels Verdaus wurde gelelektrophoretisch
und restriktionsenzymatisch dberprift. 2Q® des linearisierten und ethanolgefallten
Plasmids pAdTrackCMV wurden mit 100g pAdEasyl, sowie 2@l elektrokompetenter
E.coliBJ5183 vermischt.

pAdTrackCMV linearisiert mit 3ul (200uQ)
Pmd

pAdEasyl 1pl (100pQ)
elektrokompetent&.coliBJ5183 20l

Die Elektroporation erfolgte bei 1700 V, 201 Ohmdu5 pF fir 5 msec. Die
Bakterienmischung wurde, wie beschrieben, in H0QB-Medium aufgenommen und bei
250 rpm fur 10 min auf einem Rattelinkubator inleri Danach wurden die Suspension auf
kanamycinhaltigen Agarplatten ausgestrichen und Niaeht bei 37°C bebritet. Am nachsten

Tag wurden Klone selektiert, damit jeweils 5 ml &arycinhaltiges LB-Medium beimpft und
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diese fur 18h bei 250 rpm im Rdttelinkubator bei’@G7bebrutet. Nach 18h wurden
Miniplasmidpraparationen durchgefiihrt und die gemesre DNA restriktionsenzymatisch mit
Pad auf homolog rekombinierte Plasmide gescreent.

5.1.9 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Die Transkription eins Gens in mRNA lal3t sich dudib reverse Transkriptase Polymerase-
Kettenreaktion nachweisen. Dazu wird die RNA eidelie isoliert, in komplementare DNA
durch reverse Transkriptase umgeschrieben und lgf3enhd das nachzuweisende Gen mit

Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion amplifizierduturch Gelelektrophorese dargestelit.

5.1.9.1 Extraktion von RNA aus eukaryoten Zellen
Zur lIsolation von RNA wurde das GenElut®ammalian Total RNA Miniprep Kit von
Sigma-Aldrich nach den Vorgaben des Herstellers wegadet. fir die exakte

Zusammensetzung der Puffer sei auf die Gebrauclessmg des Herstellers verwiesen.

In 6-Well-Platten kultivierte Zellen wurden zweimailit PBS gewaschen und anschlieend
mit Lysispuffer bedeckt. Der Lysispuffer, deffiaMercaptoethanol zugegeben wird, enthalt
Guanidin-Thiocyanat. Die Zellen wurden somit lysiend RNAsen inaktiviert. Nach kurzer
Inkubation von einigen Minuten wurde die z&he Sospm in die Filtrationssaule Uberfihrt
und bei 20 000 g fuar 2 min zentrifugiert (Microfugeite), um Zelltrimmer und
chromosomale DNA abzutrennen.

Das Filtrat wurde zu gleichen Teilen mit RNAse érai Ethanol (70%) vermischt, und in
Sillikatsdulen uberfuhrt, welche verbleibende Nuldé&uren in Gegenwart von Ethanol
hochaffin binden. Mit Waschpuffern wurde die gebemel RNA von verbliebenem Protein
und Zelldebris gereinigt. Die Waschschritte wurdwaittels Zentrifugation bei 12 000 g
durchgefuhrt. Mit der Elutionslosung liel3 sich BNA von der Saule I6sen, in der Zentrifuge

auffangen und in RNAse-inaktivierte ReaktionsgefaBerfihren.

5.1.9.2 DNAse-Verdau

Um die Praparierte RNA von DNA-Kontaminationen zefrbien fand anschliel3end ein
DNA-Ribonuklease-Verdau statt. In Gegenwart von*Mgnd C&" degradiert DNAse |
einzel- und doppelstrangige DNA vollstandig (Sanalret al. 1989).

Ca. 30ul RNA-haltige Elutionslosung wurden mit 50 U DNAkend mitgeliefertem Puffer
(10x) bei 37°C fur 30 min inkubiert. Das Reaktioolsimen wurde mit DEPC-Wasser auf die
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optimale Pufferkonzentration eingestellt. Der Veraaurde im Heizblock bei 70°C fir 5 min

durch Inaktivierung der DNAse gestoppt.

RNA 30ul
DNAse Puffer 4l
DEPC-Wasser 1l
DNAse | 5ul

5.1.9.3 Reverse Transkription

Nach Degradation der kontaminierenden DNA kannveibliebene RNA durch die reverse
Transkriptase aus deiMolony Murine Leukemia VirugM-MLV) in komplementare DNA
(cDNA) umgeschrieben werden (Roth et al. 1985).

Dazu wurde RNA nach DNAse-Verdau maindom primerversetzt und auf 70°C erhitzt, um
die Bindung der Primer ungehindert durch Sekundiksiren der RNA zu gewahrleisten.

Fur 1 pug RNA wurden 0,51g Random Primer eingesetzt. Nach 5 min wurde desafm
sofort auf Eis heruntergekuhlt, um die Reformatiom Verwindungen, Haarnadelstrukturen
oder Hybridisierungen zu verhindern.

Die mit Primern versetzte RNA wurde mit der M-MLVeRersen Transkriptase, dem
beigefliigten Puffer (5x) sowie ausreichenden Desbagukleotidtriphosphaten (dNTP)
inkubiert. Der Reaktion wurde RNAsin Ribonukleaddiitor zugegeben, um eine
Degradation der RNA zu verhindern (Blackburn etl&l77). Das Reaktionsvolumen wurde
mit DEPC-Wasser auf die optimale Pufferkonzentragmgestellt.

RNA aus DNAse-Anséatzen 5ul (=ca. 2ug)

Random Primer 0,73ul  (0,5ug/ul)
Inkubation fiir 5 min bei 70 °C, dann auf Eis undygie von:

M-MLV Puffer 4ul (5x)

M-MLV Reverse 1ul (200 V)

Transkriptase

dNTP 2,5ul (20 mM)

DEPC-Wasser 6 ul

RNAsin 0,7ul (40 Ujul)

Die rT-Reaktion verlief bei 37°C flr 1 Stunde in R§é-inaktivierten Reaktionsgefal3en.
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5.1.9.4 Polymerase-Kettenreaktion
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Verahrzur Amplifikation von DNA-
Sequenzen durch Verwendung der thermostabilen Rodge vorThermus aquaticugTaq)
und spezifische Oligonukleotid-Primer (Innis etX888).
Durch die zyklische Abfolge von Denaturierung deslAdDoppelstrangs durch Hitze,
Anlagerung der Oligonukleotide (Annealing) bei wmduell zu wahlender Temperatur und
Polymerisation im Bereich des Temperaturoptimums daqg-Polymerase wird die zu
amplifizierende Sequenz exponentiell vervielfaltigt
Verwendet wurde der REDTaq ReadyMix PCR Reactior (8igma-Aldrich, Taufkirchen),
welcher bereits Tag-Polymerase, ¥gdNTP, Puffer (2x) und einen Farbstoff enthéltr De
Farbstoff erlaubt die sofortige Beladung eines Agagels nach erfolgter PCR. Die Zugabe
von Probenpuffer fur die Gelelektrophorese ist sancht notwendig.
Reaktionsansatz:

ReadyMix (incl. 1,5 U Tag- 25l

Polymerase)

forward Primer (1(uM) 2,5ul
reverseRrimer (1QuM) 2,5ul
PCR-Aqua bidest. 15ul

DNA-Template (rT-Produkt) 5 ul

Verwendung fanden dinnwandige PCR-Reaktionsgef#Ren().

Einstellungen des Thermocyclers:

5 min 94°C  Denaturierung
30 Zyklen:
1. 1 min 94°C  Denaturierung
2. 1 min 61°C  Annealing
3. 1 min 72°C  Polymerisation
Anschlief3end:
10 min 72°C  Polymerisation
00 4°C

Die Annealing-Temperatur ist abhangig von den eseggen Oligonukleotid-Primern und

wurde durch Austestung verschiedener Temperatursittelt.
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5.2. Proteinbiochemie

5.2.1 Proteinextraktion und Konzentrationsbestimmung

5.2.1.1 Proteinextraktion aus eukaryontischen Aelle

Zur Extraktion zellularer Proteine wurden Zeller6iWell-Platten kultiviert und mit Trypsin-
EDTA oder einem Zellschaber geerntet. Die Zellenden in einem 15 ml Reaktionsgefal
zweimal mit PBS gewaschen. Die noétigen Zentrifugegschritte fanden bei
Raumtemperatur, 1 200 rpm fiir 5 min statt (Megafubas gewaschene Zellpellet wurde in
100 yl DC-Lysispuffer aufgenommen, in ein 1,5 ml Reaksigefal3 Uberfihrt und bei
Raumtemperatur fir 15 min auf einem Schuttler imdadbNach Sedimentation bei 13 000
rom (Biofuge) bei 4°C fir 5 min wurde der proteiliige Uberstand entnommen, dessen

Proteinkonzentration bestimmt und bei —20°C gelager

5.2.1.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Extrakam das DC-Protein Assay von
BioRad zur Anwendung. Vorgegangen wurde nach Hesstegaben. Fir die genaue
Zusammensetzung der Reagentien sei auf die Gelsauekisung des Herstellers verwiesen.
Die Funktionsweise beruht auf einem photometrisohlegleich der proteinhaltigen Extrakte
mit einer Eichgerade bestehend aus BSA-Losungemmiel@ér Konzentrationen. Zunéachst
werden in alkalischem Milieu Protein-Kupfer-Kompéegebildet, welche in einem zweiten
Schritt Folin reduzieren und somit einen blauerbB&ff bilden (Lowry et. al 1951).

Aus BSA wurde die Eichgerade in Konzentrationen 0gtb pg/ul bis 6 pug/ul erstellt. Aus
den gelieferten Losungen A und S wurde die kupfieeg#naltige Losung A’ frisch angesetzt.
Eine 96-Well Mikrotiterplatte wurde mit je 28 Loésung A’ und je 5ul Proteinextrakt bzw.
Eichlésung pro Well beschickt. Jeder Ansatz wuralendmit 20Qul Folinreagenz (L6sung B)
versehen und bei Raumtemperatur in Dunkelheit Ibinkiubiert.

Die Auswertung erfolgte photometrisch bei einer Mf@inge von 750 nm.

5.2.2 Auftrennung von Proteinen und Nachweis von mAFP miels Western Blot
5.2.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektropse (SDS-PAGE) erlaubt die
elektrophoretische Auftrennung von Proteinen anhameks Molekulargewichts. SDS
denaturiert Proteine vollstandig und UberlagertedeEigenladung. Die Laufstrecke eines

Proteins ist, in einem gewissen Korridor, somitigedh abhéngig von Laufgel und
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Molekulargewicht, welches anhand des Vergleichs eiitem Markerprotein abgelesen
werden kann.

Das Laufgel besteht aus einem Sammelgel (pH 6,8Iches der Konzentration der
eingesetzten Proteinlésung dient, und einem stagkervernetzten Trenngel (pH 8,7), in
welchem die Separation entsprechend des Molekwéches erfolgt.

Es wurden 4,5%ige Sammel- und 10%ige Trenngeleversdet. Die Auftrennung der in
Probenpuffer eingesetzten Proteinextrakte erfdigicRaumtemperatur in Laufpuffer bei 90 -
130 V (Laemmli 1970; Weber und Osborn, 1969).

5.2.2.2 Western-Blot im Semi-Dry-Verfahren

Die uber SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden Reumtemperatur in einem

halbtrockenen Verfahren auf Nitrozellulosemembrailieartragen und so immobilisiert. Vier
Filterpapiere und die Nitrozellulosemembran wurdawor in Transferpuffer aquilibriert. Auf

die positive Blotelektrode wurden zwei Filterpagierdie Nitrozellulosemembran, das
Polyacrylamidgel und wiederum zwei Filterpapierestgpelt. Die Filterpapiere Uberragten
Gele und gréRendquivalente Membranen an allen rSelteftblasen und (berschissiger
Puffer wurden ausgestrichen. Die Blotkammer wurdé& woher negativen Elektrode

verschlossen und fur den Transfer wurde fir 25 enme Spannung von 25 Volt angelegt
(Kyhse-Andersen, 1984).

5.2.2.3 Immunologischer Nachweis

Uber Nacht wurden die Nitrozellulosemembranen b®C 4n TBST-blocking-Solution
inkubiert um unspezifische Bindungen abzusattigdmevor die Membranen bei
Raumtemperatur mit dem priméaren Antikérper inkuoranrden.

Dafur wurde nach einmaligem Waschen in TBST-Puiierdiinntes (1: 2000) anti-mAFP-
Kaninchenserum zugesetzt. Die Inkubation erfolgte9D min bei Raumtemperatur auf einem
Schittler. Nach insgesamt sechs Waschgéngen mit T-Ha®&er zur Entfernung
ungebundener Antikérper erfolgte die Inkubation dem sekundaren Antikdrper. Dieser ist
ein Ziege-anti-Kaninchen-Immunglobulin-Antikdrpean welchen Meerrettichperoxidase
(horse radish peroxidasélRP) gebunden ist. Die Inkubation mit dem sekuedd\ntikbrper
erfolgte ebenfalls bei Raumtemperatur fur 60 mihenem Schiittler. Nach weiteren sechs
Waschgangen wurden die Membranen fur zwei Minutemh SuperSignal West Pico

Enhanced Chemilumineszenzldsung inkubiert. Die em sekundaren Antikorper gekoppelte
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Meerrettichperoxidase katalysiert die Oxidation Yaminol, wodurch Lumineszenz entsteht
(Gillespie und Hudspeth, 1991).
Durch das Auflegen und Belichten von Rontgenfilmemde die Lumineszenz dokumentiert

5.3. Zellbiologie

5.3.1 Allgemeine Zellkulturbedingunen

Alle Zellinien wurden in einem Zellkulturbrutschitamei 37°C, 5% C@Gehalt und 95%
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Um Kontaminationen mBakterien und Pilzen vorzubeugen,
wurden samtliche Arbeiten mit Zellen unter steriléautelen unter einer Laminar Flow-
Werkbank durchgefiihrt. Die Medien waren zudem reni@llin und Streptomycin versetzt,

wenn nicht anders angegeben.

5.3.1.1 Kultur und Passage von Zellinien

Die adharenten Zellinien 911, A549 und Hepa 1-6dearin DMEM mit Glutamax, FCS
(10% v/v), Penicillin (100 1U/ml) und Streptomyci(l00 pg/ml) kultiviert (komplettes
DMEM). Bei erreichen von >90% Konfluenz (jeweils. @dle 48 —72 h) wurden die Zellen
passagiert, d.h. abgelost und mit frischem Medium.d.R. einem sechstel neu ausgesat.
Verwendung fanden i.d.R. T175-Zellkulturflascherur ZAblésung der Zellen wurde der
Uberstand entfernt, der Zellrasen mit PBS behutgamaschen und die Zellen in Trypsin-
EDTA inkubiert.

Murine dendritische Zellen wurden in RPMI mit Glotax, FCS (10% v/v) Penicillin (100
IU/ml), Streptomycin (100ug/ml), HEPES (25 mM )3-Mercapto-Ethanol (0,05 mM)
kultiviert (DC-Medium), dem Medium wurde mGM-CSFO@ U/ml) und mll-4 (20 ng/ml)
zugesetzt (komplettes DC-Medium). Verwendung faridiell-Zellkulturplatten.

5.3.1.2 Einfrieren von Zellinien

Zur mittel- oder langfristigen Lagerung von Zeléniwurden diese in Gegenwart von DMSO
eingefroren. DMSO verhindert die Ausbildung vonkEstallen.

Die Zellen einer zu 90% dicht bewachsenen T75 Z#likflasche wurden mittels 3 ml
Trypsin-EDTA geldst. Die Trypsinwirkung wurde damurch Zugabe von komplettem

Medium gestoppt. Die Zellsuspension wurde 10 min38® rpm (Megafuge) sedimentiert
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und das Pellet in 3ml FCS mit DMSO (10% v/v) resmpert. Die Suspension wurde zu je
einem Milliliter in einem Kryoréhrchen in einer $oporverpackung bei -80°C eingefroren
und nach 24h in einen Flussigstickstofftank UbetfiiDie Zwischenlagerung in Styropor

ermdglicht eine langsame Abkihlung um ca. 1°C pguné&e.

5.3.1.3 Auftauen von Zellinien

Um in Stickstoff gelagerte Zellen aufzutauen wurai@ Kryoréhrchen im Wasserbad bei
37°C aufgetaut, der Inhalt in 10 ml komplettes Medi(DMEM oder RPMI) Gberfuhrt und 5
min bei 1 200 rpm abzentrifugiert (Megafuge), uns daMSO auszuwaschen. Das Pellet
wurde in komplettem Medium resuspendiert und ineeif75-Zellkulturflasche mit
mindestens 30 ml komplettem Medium udberfuhrt. Dielleh wurden im Brutschrank

inkubiert, das Medium nach 24 h erneuert.

5.3.1.4 Bestimmung der Zellzahlen mittels der Nexb&Zahlkammer.

Zur Bestimmung von Zellzahlen wurde eine fiBProbe einer (u.U. 1:10 verdinnten)
Zellsuspension mit 1@l einer Trypanblaulésung (0,2%) vermischt und ineeiNeubauer-
Zahlkammer ausgewertet. Trypanblau ist ein Farhst@dicher vitale Zellen nicht anzufarben
vermag, da er nur durch defekte Zellmembranen driigter 40facher Vergréf3erung wurden
die lebenden Zellen von 4 Quadranten (jeweils 16dpate) ausgezahlt und das arithmetische
Mittel fir den Verdinnungsschritt mit Trypanblaurdeppelt. Der resultierende Wert
multipliziert mit 10 entspricht der Zellzahl pro Milliliter (der u.U. exdiinnten)

Ausgangssuspension.

5.3.2 Transfektion eukaryoter Zellen mittels Lipofektion

Zur Transfektion von 911-Zellen mit den erstellterearisierten, rekombinanten Backbone-
Vektoren (pAJMAFP und pAdGFP) wurde eine Lipofektimit Lipofectamine (Invitrogen,
Mannheim) durchgefihrt. Der Vorgang der Lipofektibezeichnet das Einbringen von
Molekilen, z.B. DNA, in Zellen mit Hilfe von katigsthen Lipiden. Letztere bilden Micellen
oder Liposomen, welche negativ geladene Molekilesatilielen kdnnen und von den
Zielzellen entweder Uber Pinocytose aufgenommeuweveroder direkt mit der Zellemembran
verschmelzen. In beiden Fallen werden die zuvogesohlossenen Molekile im Zytosol

freigesetzt (Hawley-Nelson et al. 1993).
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1x1C 911 Zellen wurden in T25 Zellkulturflaschen ausgasd bis zu einer Konfluenz von

ca. 50% fur etwa 24h inkubiert. Caug Pad-verdauter rekombinanter Backbone-Vektor und
60 ul Lipofectamine wurden jeweils in 30@ Optimem-Medium gelést und im Anschluf3
miteinander vermischt. Der Ansatz wurde bei Raurptnatur 45 min inkubiert.

Die zu transfizierenden Zellen wurden dreimal mipti@em gewaschen um Serum und
Antibiotika zu entfernen und letztlich mit einer Mg von 2,4 ml Optimem bedeckt. Der
Lipofectamine/DNA-Ansatz wurde nun vorsichtig zurelldberstand hinzugegeben und die
Zellkulturflaschen 6 Stunden im Brutschrank inkubidevor der Uberstand entfernt und
durch komplettes DMEM ersetzt wurde. Das Auftretgpischer zythopathischer Effekte

innerhalb von ca. 7 Tagen zeigte den Erfolg dem3fektion und die Produktion von

adenoviralen Vektoren an. Verschiedene Inkubatiedisigungen und Enzymkonzentrationen

wurden getestet, um einen vollstandigen VerdaupAwmAFP mitPad zu erreichen.

Ansatz:
pAdmAFP 10l (14 pg)
Puffer 1 3ul (10x)
BSA 3l (10x)
Pad 14pl (140 L)

Der Ansatz wurde fir 90 min bei 37°C inkubiert,edektrophoretisch auf Vollstandigkeit des
Verdaus uberpruft und ethanolgefallt.

pAdGFP wurde ebenfalls unter diesen Bedingungesatisiert.

5.3.3 Amplifikation adenoviraler Vektoren

Nach erfolgter Lipofektion in T25-Zellkulturflascheist die Menge der produzierten
Vektoren noch sehr gering, weshalb zunachst einéengeeinzelne T25 Zellkulturflasche
transduziert werden muf3, bevor in einem weiterdmi®@ine groRere Menge von Zellen in
einer T175-Zellkulturflasche transduziert werdennrka Aus der Ernte einer T175-
Zellkulturflasche lal3t sich dann im weiteren Veflagine Vielzahl von T175-
Zellkultruflaschen simultan zur Gewinnung grol3ekdemengen transduzieren.

Bis zur Ernte der adenoviralen Vektoren aus tranedien 911 Zellkulturen wurde das
Erscheinen typischer zytopathischer Effekte abgewabies ist charakterisiert durch das
sukzessive Abkugeln und Losen der Zellen, sowie demschlag des Farbindikators im
Uberstand. Zu diesem Zeitpunkt befindet sich dienifiegende Anzahl der adenoviralen

Vektoren im Zellkern (Horwitz MS, 2001). Als optihea Zeitpunkt wurde erachtet, wenn



63

mehr als 80% der Zellen abgekugelt, aber der Ulegewvide Teil der Zellen noch adharent

war.

5.3.3.1 Ernte von adenoviralen Vektoren

Mithilfe eines Zellschabers wurden die Zellen geldsein Reaktionsgefal® tberflhrt und fir
5 min bei 1 300 rpm pelletiert (Megafuge). Der frele Uberstand enthalt nur wenige
Vektoren und wurde grél3tenteils verworfen. Einigdlier wurden u.U. jedoch als Reserve
bei —20°C eingefroren. Das Zellpellet wurde in eigeringen Menge PBS++ mit Glycerol
(10% v/v) aufgenommen: Pellets aus Lipofektiert@d-Fellkulturflaschen wurden in 3Q0
aufgenommen, wahrend Zellpellets aus infiziertarzelnen T25, T75 oder T175-Flaschen
I.LA. in 1 ml resuspendiert wurden.

Anschlie3end erfolgte die Freisetzung der adenkevir&ektoren durch die Lyse der Zellen
durch viermaliges Einfrieren in Stickstoff und Aafien im Wasserbad bei 37°C. Die
Suspension wurde anschliel3end durch Zentrifugdi@rnl 300 rpm fur 5 min sedimentiert
(Megafuge) und der vektorhaltige Uberstand entnommBer Uberstand wurde fir

Transduktionen verwendet, bzw. bei —80°C eingefrore

5.3.3.2 Transduktion von 911-Zellen zur Generagjmider adenoviraler Stocks

Die Transduktion von 911-Zellen erfolgen in mogsitigeringem Volumen zur Erh6hung der
Vektorkonzentration und zur Reduktion von Diffusstrecken. Der erste
Amplifikationsschritt nach Ernte der lipofektiert@i25-Zellkulturflaschen erfolgte in einer
weiteren T25-Flasche, in welche Tags zuvor 1,511 -Zellen ausgesat worden waren. Sie
wurde mit DMEM mit 2% Pferdeserum (v/v) gewaschea umit 700ul sowie den 30Qul
Vektorsuspension bedeckt. Die Flasche wurde unédeggntlichem Schwenken fir 2 h
inkubiert, bevor 5 ml komplettes DMEM hinzugefliginge.

Nach im Mittel 5 Tagen konnte die Flasche erne@trget werden und der Vektor in 1 ml
PBS++ mit 10% (v/v) Glycerol aufgenommen werden.

Im Anschlu3 wurden 911-Zellen in T175-Zellkultudthen ausgesét und bis zu einer
Konfluenz von ca. 70% inkubiert. Der Uberstand veuethtnommen und die Zellen zweimal
mit DMEM mit Pferdeserum (2% v/v) gewaschen. Zektion wurden die Zellen mit 0,5 ml
der Ernte einer T25-Flasche, sowie 3,5 ml DMEM Ridgrdeserum (2% v/v) bedeckt und im
Brutschrank unter gelegentlichem Schwenken inktibdach 2 h wurde 26 ml komplettes

DMEM hinzugegeben.
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Nach etwa 48 h kann sich, abhangig vom zytopdibiscEffekt, die Ernte wie oben

beschrieben anschlielRen.

Um groRBe Mengen eines Vektors (3*®FU) fiur die CsCl-Praparation zu erzielen, wurden
eine Vielzahl (>30) von T175 —ZellkulturflaschentriLl1-Zellen beschickt und diese bis zu
einer Konfluenz von ca. 70% inkubiert.

Die Zellen wurden mit DMEM mit Pferdeserum (2% vfgwaschen und anschlie3end mit
der Viruspraparation aus einer T175-Zellkulturflaes¢ransduziert. Zur Transduktion kam pro
Flasche ein Volumen von 4 ml DMEM mit Pferdeser@®(v/v) zur Anwendung. Teilweise
wurde auch bereits titrierter Vektor verwendet.slwichen Fallen kamen Multiplicities of
infection (MOIs) zwischen 0,5 und 5 zur AnwenduRtultiplicity of infectionbeschreibt das
zahlenméaRige Verhaltnis des Vektors zur zu transderzden Zelle. Wahrend der
Transduktion wurden die Flaschen unter gelegemththSchwenken im Brutschrank
inkubiert. Nach 2 h wurden 26 ml komplettes DMEMjeder Flasche addiert.

Die Ernte erfolgte analog zum bereits beschrieb&f@gehen. Die Zellen wurden mit einem
Zellschaber geldst und in der Zentrifuge bei 1 20 fir 5 min sedimentiert (Megafuge).
Die Zellpellets wurden in insgesamt 8 ml PBS++ @ligcerol (10% v/v) resuspendiert und in
einem einzelnen Reaktionsgefald vereinigt. Nach Ay&len von Einfrieren und Auftauen
erfolgte die Lagerung des vektorhaltigen Uberstarimi —80°C bis zur CsCl-Praparation.

5.34 Aufreinigung adenoviraler Vektoren

Zur Aufreinigung und Konzentration der adenoviralégktoren wurden eine zweifache CsClI-
Gradienten-Zentrifugation und eine anschlieRenddyBe durchgefiihrt (Fallaux et al. 1996,
Graham und Prevec 1991).

Zunachst fand eine Ultrazentrifugation in einemkdiginuierlichen CsCl-Gradienten statt,
um Zelltrdmmer, Protein und einen Grol3teil defedtivVektoren zu entfernen. Dazu wurden
CsClI-Losungen mit einer Dichte von 1,45 g/ml bzy2 @/ml hergestellt. Als Lésungsmittel
diente Tris-EDTA (Tris 10mM pH 8,1, EDTA 1mM). Innem Ultraclear Tube wurden 3 ml
der schweren CsCI-Losung mit 4,5 ml der leichterlCledisung vorsichtig Uberschichtet.
Dartber wurde wiederum der geerntete Vektor in PB®it Glycerol gelegt, bis die
Rohrchen vollstandig gefullt waren. Die befilltembes wurden in die Titanbuckets des
Ausschwingrotors (SW41) Uberfihrt und sorgfaltigtanert. Bei maximaler Beschleunigung
erfolgte eine Zentrifugation bei 32 000 rpm fur béi 17°C. Der Rotor lief ohne Bremse aus,

bevor die R6hrchen geborgen wurden.
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Der Vektor hat eine Dichte von ca. 1,3 g/ml undsssich i.A. in zwei Banden in der Mitte
der Tubes ab. Die obere, i.d.R. schwachere Barsteliteaus defektem Vektor.

Die unteren Banden wurden mittels einer Kantle respi(1-2 ml pro Tube) und in ein
Optisealtube Uberfuhrt. Die Tubes wurden dann lasgnfrei mit CsCl-Losung (1,33 g/ml)
maximal aufgefullt, verschlossen, in den Festwirdter (SW50TI) verbracht und sorgfaltig
austariert.

Im Anschluf} erfolgte die zweite Ultrazentrifugation kontinuierlichen CsCI-Gradienten bei
40 000 rpm fir 12 h bei 17°C bei maximaler Besahigung. Diese Zentrifugation verfolgt
den Zweck, Restkontaminationen mit defektem Veldmrutrennen. Die Zentrifuge lief bei
geringer Bremskraft (,low brake*) aus. Die Tubesrden geborgen und die Vektor-Bande,
welche sich in der Mitte der R6hrchen darstelkeimem Volumen von ca. 1 ml pro R6hrchen
aspiriert.

Die CsCI-Losung mit dem Vektor wurde im Anschlul3eimer Dialysekammer vom CsCI
befreit. Dafir erfolgten dreimal fur je 30 min Diaén gegen PBS und anschlieRend eine
Dialyse fur 30 min gegen PBS++ mit Glycerol (10%)v/ Um ein Ausfallen des CsCl zu
verhindern, erfolgte die erste Dialyse bei Raumteratur, die nachfolgenden bei 4°C.

Der resultierende Vektorstock wurde sterilfilti€dt2 um Porengrofie), aliquotiert (je %0)

und bei —80°C gelagert.

5.35 Titration adenoviraler Vektoren

Zur Titerbestimmung wurden Plague-Assays durchgefttallaux et al. 1996).

Dazu wurden 911-Zellen in 6-Well-Platten mit eiMardinnungsreihe des CsCl-préparierten
Vektorstocks transduziert und mit einem agarosgjeasitMedium tberschichtet. Die Agarose
verhindert weitgehend die Ausbreitung von nach 3daktion frisch produzierten Vektoren.
Dadurch entstehen durch den zythopathischen Effekal begrenze charakteristische
Plaques, welche sich unter dem Mikroskop, und wE#e bereits mit bloRem Auge,
guantifizieren lassen. Die Quantifikation des Vegahalts des Stocks wird in Plague forming
units (PFU) pro Milliliter angegeben. Auf ein PFuntfallen etwa 10-50 Vektorpartikel
(ungeachtet ihrer Intaktheit). Dieses Verhaltni8tl&ich durch die Quantifizierung der
Vektorpartikel mittels DNA-Bestimmung und den Verigh mit den Titern aus den Plaque-

Assays erhalten.

Fir das Plaque-Assay wurden drei 6-Well-Platten4xitG® Zellen pro Well beschickt und

bis zu einer Konfluenz von 50% inkubiert. Autoklerte Agarose Typ VII wurde in einem
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Mikrowellengerat aufgekocht, dadurch verfllissigtl dangsam in einem Wasserbad bei 42°C
abgekuhlt. In der Zwischenzeit wurde eine Verdumgysueihe des Vektorstocks hergestellt.
Dazu wurde 40ul des Stocks mit 4 ml DMEM mit 2% HS (v/v) vermisclil.
Verdinnungsstufe 1:100). 4Q0@ dieser Verdinnung wurden in ein Reaktionsgefa® mi
vorgelegten 3,6 ml DMEM mit 2% HS (v/v) Uberfuhridigemischt (2. Verdiinnungsstufe 1:
1000). Dieser Vorgang wurde bis zu einer Verdiinnwmgl: 12 wiederholt.

Die Uberstande der 6-Well-Platten wurden vorsicatigenommen und die Zellen behutsam
mit jeweils 2 ml DMEM mit 2% HS (v/v) gewaschen. gahlieRend wurden die Wells mit
den Verdiinnungsreihen 1%Gis 1:10? transduziert. Dazu wurde in jedes Well, dessen
Uberstand des Waschschrittes vorsichtig abgesaugtden war, jeweils 1 ml der
Verdunnungsstufen pipettiert. Jeweils drei Wellsrdem mit einer Verdinnungsstufe
transduziert, drei Wells wurden als Kontrolle mgktorfreiem DMEM mit 2% HS (v/v)
versehen. Die 6-Well-Platten wurden fir 2 h im Bdirank inkubiert und gelegentlich
geschwenkt. Nach der Inkubation wurde der Uberstndut abgenommen, und die Platten
Uberschichtet. Dazu wurde 40 ml MEM (2x) (37°C) dt ml der Agarose (42°C) vermischt
und jeweils 4 ml der Mischung vorsichtig in die \gepipettiert. Die Agarose erstarrte
innerhalb von ca. 10 min bei Raumtemperatur, danvagiden die 6-Well-Platten in den
Brutschrank verbracht. Nach 10 - 12 Tagen erfoldjee Auswertung. Daflr wurden die
Plaques je Well gezahlt und zunachst fir jede Mfamdiigsstufe gemittelt, diese auf eine
einheitliche Verdinnungsstufe umgerechnet und ¢mpemittelt. Ein durchschnittlicher Titer
betrug 1x18' PFU /ml.

5.3.6 Transduktion von A549-Zellen mit adenoviralen Vektaen

A549-Zellen sind empfanglich fir adenovirale Vektor da sie eine starke CAR-Expression
aufweisen. Da die Vektoren aufgrund der E1-Delet@piikationsdefizient sind, kdnnen sie
die Zellen infizieren, sich in diesen jedoch niciermehren. Die Expression des
rekombinanten Gens ist also abhéngig von der liteglast.

Um die Expression von mAFP zu udberprifen wurden 9ABdllen mit bestimmten
multiplicities of infection(MOIs) von AdmAFP transduziert und 48h spater mARP

Proteinextrakt detektiert.

2-5x1F A549-Zellen je Well wurden in 6-Well-Platten ausge Die Platten wurden im
Brutschrank mit 4 ml komplettem DMEM je Well inkelot. Bei fast vollstandiger Konfluenz
wurde die Zellzahl einzelner Wells stellvertretdrastimmt. In Reaktionsgefallen wurde die
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jeweils notwendige Menge titrierten Vektorstock (MOm ein-, zwei- und dreistelligen
Bereich) vorgelegt und mit DMEM 2% HS (v/v) ad 1 mermischt. Die Uberstande der
verbliebenen Wells wurden abgesaugt und mit jew2ilsnl DMEM mit 2% HS (v/v)
gewaschen. Nach Entfernen des Waschmediums wurdeNells mit je einem Milliliter der
vorher angefertigten Vektorlosungen beschickt. Rantrolle dienten Wells welche mit
vektorfreiem DMEM mit 2% HS (v/v) versehen wurdeowie simultane Transduktionen mit
AdGFP und AdMock in vergleichbaren MOIs nach anafog/orgehen.

Die 6-Well-Platten wurden unter gelegentlichem Sehken fir 2 h im Brutschrank
inkubiert, bevor die Uberstande gegen je 4 ml kattgs DMEM getauscht wurden.

Nach 48-72h wurden die Uberstande asserviert, RbbAeirt, sowie Proteinextraktionen

vorgenommen.

5.3.7 Isolation und Ausreifung muriner dendritischer Zellen

Murine dendritischen Zellen (DC) wurden aus Voré&iaéllen aus dem Knochenmark der
verwendeten Mause gewonnen (Inaba et al., 1992).

Die Vorlauferzellen wurden mittels magnetischer [Bgpn angereichert und in Gegenwart
von mGM-CSF und mll-4 ausdifferenziert (Labeurletl@99; Schmidt et al. 2003).

5.3.7.1 Gewinnung von Knochenmark

Im Tier-Op wurden die im Mittel 6-8 Wochen alten & (i.d.R. wurden zwei syngene
Mause verwendet und ihr Knochenmark gepoolt) nsittebflurandampfen betdubt und durch
Genickbruch getotet. Tibiae und Femura wurden Igpegipariert und in ein Reaktionsgefald
mit DC-Medium auf Eis Uberfihrt.

Unter einer Laminar-Flow-Werkbank wurden die Knatleis dem Medium geborgen und
durch kurzes Eintauchen in Ethanol (70%) desinfiztevor sie in frischem eisgekihltem
DC-Medium bis zur Verarbeitung gelagert wurden. ddrdterilen Bedingungen wurden die
Epiphysen der Knochen im metaphysaren Bereich edigdet so dald die Markrdume
beidseitig eréffnet waren. Mit Hilfe einer Kantl26G) und einer Spritze (5 ml) wurde der
Markraum mit jeweils ca. 3 ml DC-Medium durchspihd Mark und Medium in einem

Cellstrainer (10Qum Porenweite) aufgefangen. Das Filtrat wurde ireirReaktionsgefal}

aufgefangen und auf einen weiteren Cellstrainenfilbe (40 um Porenweite) und unter

Spulen mit DC-Medium weiter gesaubert. Die zweimgeklarte Suspension wurde bei 4°C
fur 7 min bei 1 700 rpm sedimentiert (Megafuge)s &®ellet in 10 ml Erythrozyten-Lyse-

Puffer resuspendiert und fir 10 min auf Eis inkubiém Anschlu? wurde wie eben
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beschrieben erneut zentrifugiert, der Uberstandveden, das Pellet in 1-2 ml PBS

aufgenommen und die Zellzahl bestimmt. Pro Mausiemica. 3-5 x10Zellen gewonnen.

5.3.7.2 MACS-Depletion

Nach einer erneuten Zentrifugation wurde der Ubeistverworfen und das Pellet in D

PBS resuspendiert. Die Suspension wurde im folgendet 6 pl einer Mixtur aus
unverdiinnten Antikérpern pro 4@ellen vermischt. Die Antikérper markieren T-Zelle
(CD4, CD8, CD45R), B-Zellen (CD45R), NK-Zellen (CBR), Granulozyten (LY6G) und
Makrophagen (MHC II) (Schmidt et al. 2003, Lai et d4998). Die prozentuale
Zusammensetzung der Mixtur sei in Tabelle 2 vermerk

Die Mischung wurde fir 20 min auf Eis inkubiert uadihrenddessen der MACS-Puffer
entgast, indem 5-10 Milliliter davon mittels einBaugpumpe einem starken Unterdruck
ausgesetzt wurden. Nach erfolgter Inkubation wurden Zellen in 10 ml MACS-Puffer
gewaschen und nach Zentrifugation inlBMACS-Puffer aufgenommen. Die Zellen wurden
nun mit sekundarem Antikorper vermischt und furmif auf Eis inkubiert. Es wurden pro
10" Zellen 20l MicroBead gekoppelter Ziege-anti-Ratte-IgG-Antiér verwendet. Das
Gemisch wurde nach Inkubation erneut abzentriftigiesr Uberstand vorsichtig entnommen
und das Pellet in 500 entgastem MACS-Puffer pro 1@ellen aufgenommen. Je 5Qp0der
Suspension wurde auf eine mit 5@0aquilibrierte MS-S&aule im Magnetfeld appliziedede
Séaule wurde dreimal mit 5@ entgastem MACS-Puffer gespult und der gesamteiiiluf3

aufgefangen.

Tabelle 2: Prozentualer Anteil unverdinnter Antpgeir eines Antikbrpergemisches fir die
MACS-Depletion. Je @il dieser Mixtur werden pro f@ellen eingesetzt.

Antikdrper (Ratte- | Anteil
Anti-Maus-)

LY6G 40%

CD45R 30%
MHC Il 10%

CD 4 10%
CD 8 10%
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5.3.7.3 Kultivierung muriner dendritischer Zellen

Die aufgefangenen Zellen wurden erneut mittels @eigation pelettiert, in 1-2 ml DC-
Medium aufgenommen und die Zellzahl bestimmt. Deleh wurden in 6-Well-Platten
ausgesat, wobei je 1,5 x 1Bellen in 2 ml komplettem DC-Medium (mit 200 U/mIiGM-
CSF und 20 ng/ml mll-4) je Well im Brutschrank iftkert wurden. Die Zellen wurden kraftig
gerittelt, um sie in den Wells gleichmaf3ig zu vikmte An Tag 3 und 5 nach Aussaht wurde
nach vorsichtigem Schwenken je Well 1,5 ml Ubem$tantnommen und durch 2 ml frisches
komplettes DC-Medium ersetzt. An Tag 6 erfolgte Siemulation mit 25 ng/ml TNFr oder

1 ng/ml LPS und/oder die Transduktion mittels ad@ader Vektoren.

5.3.8 Transduktion dendritischer Zellen mit adenoviralenVektoren

Die dendritischen Zellen wurden geerntet, fur 7 @ 1700 rpm (Megafuge) zentrifugiert
und das Pellet in DC-Medium resuspendiert. NachiBesung der Zellzahl wurden nun je
nach Experiment 5xfder 1x16 Zellen auf 15 ml ReaktionsgefaRe aliquotiert. J& tl
ReaktionsgefalRen wurde der bendtigte VektorstockOI(M00-1000) fiur jede Charge
dendritischer Zellen vorgelegt und auf 5001 mit DC-Medium aufgefillt. Die
ReaktionsgefaBe wurden zentrifugiert, die Uberséamdrworfen und die Pellets in den
bereitstehenden Vektorlosungen resuspendiert.ridektion erfolgte bei 3 500 rpm und 37°C
fur 2h in der Zentrifuge (Megafuge). Die ReaktiogiggRe wurden im Anschluld aus der
Zentrifuge geborgen, die Pellets im Uberstand @sndiert und in je ein Well von 12-Well-
Platten Uberfuhrt in welche bereits 2 ml komple@€3-Medium (mit mGM-CSF und mll-4)
je Well vorgelegt war.

Als Kontrolle wurden in jedem Experiment analog ZImansduktion DC ohne Vektor
zentrifugiert, sowie teilweise sowohl mit als awdime Vektor fur 2 h bei 37°C in geringem
Volumen in 12-Well Platten inkubiert (Gong et &997).

Transduziert wurde mit AdMock, AAGFP und AdmAFP. ilWeise wurden die zu
transduzierenden dendritischen Zellen 12 StundemleoErnte zusatzlich mit LPS (1 ng/ml)
oder TNFa (25 ng /ml) stimuliert. Nach 48h Inkubation im Bschrank wurden Uberstande
asserviert, die Zellen geerntet und flowzytomelrisentersucht, sowie Proteinextrakte

angefertigt.
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5.4. DurchfluRzytometrie

Bei der DurchflulRzytometrie werden Zellen in Susiem in einem dinnen Strahl von
Tragerflissigkeit vereinzelt und an einer Lasetfcielle (meist Argonlaser mit 488 nm
Wellenldnge) vorbeigefuhrt. Aufgrund des seitlialdworwarts gestreuten Lichtside und
forward scatte) lassen sich Aussagen zu Granularitdt und GroBeeléen treffen. Ferner
kénnen durch das Licht Fluoreszenzfarbstoffe arggeverden. Sind diese z.B. an Antikorper
gekoppelt, welche an Oberflachenproteine binden, & sich die Verteilung der
Oberflachenproteine in einer Zellsuspension quargren. Die Daten, die von jeder
einzelnen Zelle gewonnen werden, werden gesammadt kbnnen in Histogrammen
aufgetragen werden. Zur Verwendung kommen insbesendrluorescein-isothiocyanat
(FITC)- und Phycoerythrin (PE)-gekoppelte Antikérp FITC emittiert Licht mit einem
Maximum von 521 nm Wellenlange, wenn es angeré@fisregungsmaximum bei 494 nm).
PE hingegen wird bei 480 nm angeregt und emittiefit mit einem Maximum von 578 nm
Wellenlange. Auch GFP mit einem Anregungsmaximum 4% nm eignet sich fur die
DurchfluRzytometrie (Shapiro 2003).

Die dendritischen Zellen wurden durchfluRzytometris auf Ausreifung und
Transduktionseffizienz untersucht. Dargestellt veudie Expression von CD11c (Metlay et
al. 1990) als Standardmarker fur murine DC, sowiB4@ CD80 und CD86 als
Maturationsmarker (Inaba et al. 1994). Ferner wulideExpression des vektorkodierten Gens

GFP gemessen.

Dendritische Zellen wurden geerntet, fir 7 min b0 rpm zentrifugiert (Megafuge) und in
PBS/BSA (4°C) resuspendiert. Die Zellzahl wurdetibest und 5x18 Zellen fir jede
Farbung in FACS-R6hrchen vorgelegt. Die Zellen veardiir 7 min bei 800 rpm (Varifuge)
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und dd&eP& 80 pl PBS/BSA resuspendiert. Je
10 pl unverdinnter FITC-gekoppelter Antikdrper, sowee5 ul PE-gekoppelter Antikdrper
wurden zugesetzt und grundlich vermischt. Die FAG®Bwchen wurden fur 15 min bei 4°C
inkubiert, bevor sie nach Zusatz von jeweils 1 BEBSA erneut zentrifugiert wurden. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen in je 1 RBS/BSA resuspendiert. Die
Messungen erfolgten an einem EPICS XL Durchflulngter. GroRe granulare Zellen
wurden gegatet. Verstarkung und Kompensationen evuesthhand der Isotypfarbungen bzw.
Positivkontrollen eingestellt. Wenigstens 10 000llefe wurden fir jede Messung

berticksichtigt. Durch Zugabe von Propidiumjodid (284/) unmittelbar vor der Messung
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einer nicht mit PE-gekoppelten Antikdrpern versefrenProbe, wurde der Anteil
abgestorbener Zellen bestimmt.
Die Analyse und Darstellung der Daten erfolgte detn Programm FCS Express Version 3

der Firma De Novo Software.

Zudem wurde die Expression des murinen Coxsackenddrus-Rezeptors untersucht
(Bergelson et al. 1998). Daflr stand jedoch kekogeelter Antikérper zur Verfiigung.
Jeweils 5x10 Zellen wurden in 1% 1:500 verdiinntem Kaninchen-anti-Maus-CAR Serum,
bzw. in 15ul Kaninchenserum, bzw. in 13 PBS/BSA suspeniert und auf Eis fur 30 min
inkubiert. Nachdem die Zellen in jeweils 1 ml PBSMgewaschen, bei 4000 rpm fur 5 min
(Biofuge) sedimentiert und die Uberstande verworfenden waren, wurden die Zellen mit je
15 pl 1:100 verdiinnter FITC-gekoppelter Ziege-anti-Kenien-lgG-Antikdrper fur 30 min
auf Eis inkubiert. Im Anschlu3 wurden die Zellent i ml PBS/BSA gewaschen. Die in
jeweils einem Milliliter PBS/BSA resuspendierten llée wurden, wie obenstehend
beschrieben, mit dem EPICS XL Durchflusszytometertersucht und die Daten mit FCS

Express Version 3 der Firma De Novo Software aefibet.

5.5. Statistik

Zum Vergleich von Transduktionseffizienzen wurdeittéwerte und Standardabweichungen
der Versuchsgruppen bestimmt. Die Signifikanznigealer Differenzen zwischen den
Versuchsgruppen wurden mit dem zweiseitigen StisletdTest fur unverbundene

Stichproben ungleicher Varianz bestimmt. Ein Urdleisd von p< 0,05 wurde als statistisch

signifikant bewertet.
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6. Ergebnisse

6.1. Herstellung adenoviraler Vektoren

Basierend auf dem AdEasy-System von He et al. (18@8de ein fir mAFP rekombinanter
adenoviraler Vektor, sowie ein fur GFP rekombinarddenoviraler Vektor kloniert. Die
cDNA von murinem Alpha-Fetoprotein wurde aus pCInRABusgeschnitten und in den
Transfervektor pShuttle-CMV einkloniert. Der resiénde Vektor pShuttle-CMV-mAFP
wurde mit dem Backbone-Plasmid pAdEasyl zu pAdmAERombiniert. Das bereits
vorhandene Transferplasmid pAdTrackCMV wurde naimdBackbone-Plasmid pAdEasyl
zu pAdGFP rekombiniert. Die linearisierten VektonegAdmAFP und pAdGFP wurden in
911-Zellen transfiziert und die daraufhin produtgaradenoviralen Vektoren AmAFP und

AdGFP amplifiziert und aufgereinigt.

6.1.1 Herstellung eines mAFP kodierenden Transfervektors

Die gesamte cDNA von murinem Alpha-Fetoprotein veuadis pCImMAFP ausgeschnitten und
in den Transfervektor pShuttle-CMV einkloniert unend rekombinanten Transfervektor
pShuttle-CMV-mAFP zu erhalten. Um die Sequenz asdmeiden und in die Multiple
Klonierungsstelle von pShuttle-CMV einzuflgen, wamddie Restriktionsenzymi€pnl und
Sal ausgwahlt. Deren Erkennungssequenzen liegen altsemi der Klonierungsstelle von

pAdShuttle-CMV, kommen aber nicht in der Basensaguw®n mAFP vor.

LB-Kulturen wurden mit Glycerolstocks von pCImAFRw pShuttle-CMV tragende.coli
DH10B geimpft und die entsprechenden Plasmide IsittMaxiplasmidpraparation
aufgereinigt.

pCIMAFP und pShuttle-CMV wurden zunachst in gettenrAnsatzen miKpnl sowie mit
Sal mit unterschiedlichen Inkubationszeiten inkuhiern die Bedingungen flr einen jeweils
vollstandigen Verdau zu ermitteln. Der Erfolg denzymatischen Spaltung wurde
gelelektrophoretisch tberprift. Nach 420 min watenPlasmide vollstandig linearisiert.
Jeweils 20ug pCImAFP wurden daraufhin mit jeweils 100 Kpnl bzw. Sal in einem
Gesamtvolumen von Gd fir 420 min bei 37°C inkubiert.

Ferner wurden jeweils 1Hg pShuttle-CMV mit jeweils 80 WKpnl bzw. Sal in einem

Gesamtvolumen von ebenfalls gofir 420 min bei 37°C inkubiert.
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Der Erfolg des quantitativen Verdaus wurde elektoptisch Uberprift (Abbildung 4). Die

Anséatze wurden daraufhin ethanolgefallt.

kbp 1 2 3 4 56 7 Abbildung 4 Verdau von
pCimaFP und pShuttle-CMV mit
Kpnl und Sal.

. Roche Ladder Il

. pPCIMAFP verdaut miKpnl

. pCIMAFP verdaut miSal

. pPCIMAFP unverdaut

. pShuttle-CMV verdaut mipnl
. pShuttle-CMV verdaut migal
. pShuttle-CMV unverdaut

9,4
6,6

4,4

~NOoO o~ WNPE

In einem zweiten Restriktionsspaltungsschritt wurdBFP aus dem bereits linearisierten
pCImAFP exzidiert. Bei dem bereits linearisiertenShpttle-CMV wurde ein
korrespondierendes Uberh&ngendes Ende eingeflugt.

Dazu wurden die ethanolgefallten Restriktionsaresdtut dem jeweils anderen Enzym fur
420 min bei 37°C inkubiert.

Der Erfolg des quantitativen Umsatzes wurde elg@hktooetisch Uberprift. Die Anséatze
wurden kombiniert und auf einem préparativen G&etwagen (Abbildung 5).

Die gewinschten Banden wurden mit dem Kit GeneCldaaus dem Gel eluiert (Siehe:
5.1.5). Elektrophoretisch wurden grobere Kontanamen der mAFP-cDNA und des
linearisierten pShuttle-CMV mit pCImAFP bzw. lineaertem pCl ausgeschlossen
(Abbildung 6). Die Konzentration der Eluate betig0 ngfl fir mAFP und 255 ngd flr
pAdShuttle-CMV.

Die Ligation der cDNA von mAFP in das miipnl und Sal linearisierte pShuttle-CMV-
Transferplasmid erfolgte mittels der T4 DNA-Liga&ehe: 5.1.6). Fiur den Ligationsansatz
wurden verschiedene Inkubationsbedingungen erprdath der Inkubation wurden die
Ansétze inE.coli DH10B elektroporiert und die Bakteriensuspensioaeschlie3end auf
kanamycinhaltigen Agarplatten ausgestrichen.

Nach 18h-24h Inkubation bei 37°C wurden mit einedlsnden Kolonien kanamycinhaltige
LB-Kulturen (a 5 ml) beimpft und diese in einem Rlihkubator bei 37°C und 250 rpm Uber
Nacht inkubiert. Es folgten Miniplasmidpréaparationaus den Kulturen. Die gewonnene
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DNA wurde restriktionsenzymatisch untersucht, utigierte pShuttle-CMV haltige Klone
von pShuttle-CMV-mAFP haltigen Klonen zu untersdeei.

kkbp 1 2 3

9,4
6,5
4,3

2,3
2,0

Abbildung 5 Praparatives Gel der n{pnl und Sal verdauten Plasmidéd. Roche Ladder Il
2. pCImAFP3. pShuttle-CMV

Spur2 zeigt die cDNA von mAFP bei 2 Kilobasenpaaren, taridas linearisierte pCl. Auf
Laufhdhe von ca 6 Kilobasenpaaren zeigt sich ust#idig (einfach) verdautes pCImAFP
Spur3 zeigt das linearisierte pShuttle-CMV. Darunter dinéisbetont schwache Banden zu
erkennen. Diese korrespondieren mit Banden det&palnd sind als diffusionsbedingte
Verunreinigung zu werten.

kbp 1 2 3

Abbildung 6 mAFP und linearisiertes
pShuttle-CMV nach Isolierung aus dem
praparativen Gel.

1. Roche Ladder I

2. mAFP (cDNA) = 2 kbp

3. pShuttle-CMV = 7,5 kbp

Die Religation der linearisierten pShuttle-CMV tsbtz der durch Doppelverdau nipnl
und Sal unterschiedlichen Enden durchaus mdéglich. Durchn8iden mitPad &Rt sich die
erfolgreiche Ligation mit mAFP identifizieren. Bpositiver Klon wurde letztlich identifiziert,
nachdem die Inkubationsbedingungen der Ligation4f@ fur 16h gewahlt worden waren
(Abbildung 7). Mit der dem positiven Klon zugehdig LB-Kultur wurde eine
Maxiplasmidpraparation durchgefiihrt. Zur Uberprigfuder korrekten Orientierung von

MAFP wurde eine HotShot-Sequenzierung durchgef{fisbildung 8). Diese zeigte die in



75

der Basensequenz den Ubergang von pShuttle-CM¢RNA von mAFP in der erwarteten

Position und korrekten Orientierung (Abbildung 8).

Tabelle 3: Erwartete FragmentgroR3en in Basenpasein Verdau miPad

pShuttle-CMV pShuttle-CMV-mAFP
4541 6607
2921 2921

—
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Abbildung 7 Pad-verdaute Miniplasmidpraparationen von Klonen nhaigation von mAFP
mit pShuttle-CMV.Stern: Roche Ladder IIPfeil: positiver Klon mit 6,6 kbp-Bande zeigt die
erfolgreiche Klonierung von mAFP in pShuttle-CMV.

Abbildung 8 Sequenzierungergebnis der HotShot-SequenzierumgSbuttle-CMV-mAFP:

TTTTTAAACACCCANCGCCAGNAGTTTTTCTTCATTGCANCCAACACATCETA
GTCATTTTGTTCACTTCCTCCTCGGTGGCTTCCGGAACAAACTGGGTAAAGTG
ATGGTAGCTATGCTAAGCACATTCTTCTCCGTCACGCACTGGGAGGAATCAA
CGTGGAAGCTATCCCAAACTCATTTTCGTGCAATGCTTTGGACGCAGCGAAT
GTAGCAGGAGGATGAGGGAAGCGGGTGTGATCCACTTCATGGCTGCTGGTA
CAGATCTCTAGCGGATCTGACGGTTCACTAAACCAGCTCTGCTTATATAGAC
TCCCACCGTACACGCCTACCGCCCATTTGCGTCAATGGGGCGGAGTTGTTA
ACATTTTGGAAAGTCCCGTTGATTTTGGTGCCAAAACAAACTCCCATTGAGST
CAATGGGGTGGAGACTTGGAAATCCCCGTGAGTCAAACCGCTATCCACGCCA
TTGATGTACTGCCAAAACCGCATCACCATGGTAATAGCGATGACTAATACGTA
GATGTACTGCCAAGTAGGAAAGTCCCATAAGGTCATGTACTGGGCATAATEC
AGGCGGGCCATTTACCGTCATTGACGTCAATAGGGGGCGTACTTGGCATAGA
TACACTTGATGTACTGCCAAGTGGGCAGTTTACCGTAAATACTCCACCCATG
ACGTCAATGGGAAAGTCCCTATTGGCGTTACTATGGGAACATACGTCATTAT
GACGT

Oben: Dargestellt ist die auf démtisensePrimer folgende Basensequenz in 5'-3' Richtung.
Unten: Der Ubergang des Transferplasmids zu mAF&edéellt in kodierender Richtung mit
komplementadrem Strang. Jeweils grau unterlegt i€z von mAFP.

5‘...gatctggtaccagcagccatg...3’
3‘...ctagaccatggtcgtcggtac...5’
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6.1.2 Homologe Rekombination von Transfervektoren mit pAdasyl

Der neu klonierte Transfervektor pShuttle-CMV-mARRIrde mit dem Backbone-Vektor
pAdEasyl homolog rekombiniert. Dazu wurden eleldrogetente E.coli BJ5183 mit

linearisiertem pShuttle-CMV-mAFP und pAdEasyl tfansert. Der Transfervektor wurde
nicht mit Pmd linearisiert, da die Erkennungssequenz diesedriRigansenzyms in der
cDNA von mAFP vorkommt. Stattdessen wurde die En#teaseEcoR ausgewéhlt. Der

Ansatz wurde fur 4h bei 37°C inkubiert, um pShu@MV-mAFP vollstdndig zu

linearisieren. AnschlieRend erfolgte eine Ethadloif. Die Vollstandigkeit des Verdaus

wurde gelelektrophoretisch und restriktionsenzystdétitiberprift (Abbildung 9).

kbp 1 2 3 4 Abbildung 9 Vollstandiger
Restriktionsverdau von pShuttle-
CMV-mAFP mitEcoR.

1. 1kbp-GroRRenstandard

2. pShuttle-CMV-mAFP

3. pShuttle-CMV-mAFP nach
Verdau mitEcoR

4. pShuttle-CMV-mAFP nach
Verdau mitEcoR und
anschlielRendem Verdau riiad.

———
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—
—
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Erwartete Fragmentgré3en: 5582
2930, 1017 bp. Bei unvollstan-
digem Verdau miEcoR: 7600,
2930 bp.

y

200 pg des linearisierten und ethanolgefallten Plasnp@kuttle-CMV-mAFP wurden mit
100 pg pAdEasyl, sowie 20ul elektrokompetenterE.coli BJ5183 vermischt. Die
Elektroporation erfolgte bei 1700 V, 201 Ohm undu®sfir 5 msec. Die Bakterienmischung
wurde in 500pul LB-Medium aufgenommen und bei 250 rpm fur 10 naof einem
Ruttelinkubator inkubiert. Danach wurde die Suspenguf kanamycinhaltigen Agarplatten
ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

Am néchsten Tag wurden Klone selektiert, damit jsnv& ml kanamycinhaltiges LB-
Medium beimpft und diese fur 18h bei 250 rpm imtBlinkubator bei 37°C inkubiert.

Nach 18h wurden Miniplasmidpraparationen durchgefibnd die gewonne DNA
restriktionsenzymatisch mitad auf homolog rekombinierte Plasmide gescreent.
Grundsatzlich sind vier verschiedene Plasmide jenKtu unterscheiden. Aufgrund des
Kanamycinresistenzgens ist immer der Transfervaktamiviert.
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Die Mehrheit der Klone tragt den religierten Trawgektor und zeigt nach Verdau zwei
Fragmente von ca. 3 bzw. 6,5 kbp. Gelegentlichhetist ein zusétzliches Fragment von ca.
33 kbp, insofern sich das religierte Transferplasomd pAdEasyl in einem Klon befindet,
ohne rekombiniert zu sein. Ferner existieren Klonieerfolgreich rekombinierten Plasmiden.
Zwei unterschiedliche Arten der Rekombination sméglich und sind imPad-Verdau
erkenntlich an Fragmenten von 35 kbp und jeweitem Fragment von 3 bzw. 4,5 kbp
(Abbildung 10).
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Abbildung 10 Homologe Rekombination von pShuttle-CMV-mAFP mitdiZasyl
1. Homologe Rekombination durch Hybridisierung im &@eh des linken und rechten Armg
der adenoviralen Sequenzen. Bei VerdauRaid entstehen Fragmente von ca. 35 und 3 kbp.
2. Homologe Rekombination durch Hybridisierung im &eh des rechten Arms der
adenoviralen Sequenzen und des Origin of ReplicaBei Verdau miPad entstehen
Fragmente von ca. 35 und 4,5 kbp. (Grafik verangigech und mit freundlicher Genehmigung
durch MP Biomedicals, vormals QBiogene)

Das Plasmid des Klons 3 (Abbildung 11) erhielt damen pAdmAFP. Mit der DNA der
Miniplasmidpraparation von Klon 3 wurden elektrokmetenteE.coli DH10B transfomiert.
Da der Stamm DH10B RecA-defizient ist, sind damogagierte Plasmide stabiler. AuRerdem
erlaubt der Stamm DH10B hohere Ertrdge bei Plasi@pdpationen. Eine
Maxiplasmidpréaparation aus DH10B-Kulturen schlathslaher an.

Der Transfervektor pAdTrack-CMV wurde ebenfalls mém Backbone-Vektor pAdEasyl
homolog rekombiniert. Dazu wurde pAdTrack-CMV rRiind linearisiert und zusammen
mit pAdEasyl in elektrokompeteniecoli BJ5183 transferiert.

pAdTrack-CMV wurde innerhalb von 90 min bei 37°C llstiindig umgesetzt und

anschlieBend ethanolgeféllt. Die Vollstandigkeis 8erdaus wurde gelelektrophoretisch und
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restriktionsenzymatisch tberprift. 2Q@ des linearisierten und ethanolgefallten Plasmids
pAdTrack-CMV wurden mit 100ug pAdEasyl, sowie 2Qul elektrokompetenteiE.coli
BJ5183 vermischt.

Abbildung 11 Screening auf erfolgreiche
Rekombination von pShuttle-CMV-mAFP
und pAdEasylPad-Verdau verschiedener
Klone. Die Mehrheit tragt den religierten
Transfervektor und zeigt nach Verdau zwe
Fragmente von ca. 3 bzw. 6,5 kbp

1. 1kbp-GroRRenstandard

3. Rekombiniertes Plasmid mit (singularem|) 3
kbp-Fragment

4. Rekombiniertes Plasmid mit 4,5 kbp-
Fragment
2.und5.-10.pShuttle-CMV-mAFP

Die Elektroporation erfolgte bei 1700 V, 201 Ohmdu5 pF fir 5 msec. Die
Bakterienmischung wurde in 5Q0 LB-Medium aufgenommen und bei 250 rpm fir 10 min
auf einem Ruttelinkubator inkubiert. Danach wurde 8Suspension auf kanamycinhaltigen
Agarplatten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37Kuhiert. Am nachsten Tag wurden
Klone selektiert, damit jeweils 5 ml kanamycinhgdis LB-Medium beimpft und fir 18h bei
250 rpm im Ruttelinkubator bei 37°C inkubiert. Nai®h wurden Miniplasmidpraparationen
durchgefuhrt und die gewonne DNA restriktionsenzygeh mit Pad auf homolog
rekombinierte Plasmide gescreent.

Analog zur Abbildung 11 wurde ein postiver Klon mtiéiziert und dessen Plasmid fortan
pPpAdGFP genannt. Mit der DNA der Miniplasmidprapamat dieses Klones wurden
elektrokompetentde.coli DH10B transfomiert. Eine Maxiplasmidpraparatiors dDH10B-

Kulturen schlofRR sich an.

6.1.3 Transfektion von 911-Zellen mit pAdmAFP und pAdGFP

Um die generierten Plasmide in die Verpackungsuel®11 zu verbringen, wurde sie mittels
Lipofectamine transfiziert. Dazu wurden die Plasnimunéchst linearisiert. Mithilfe der
RestriktionsendonukleasBad wird das Plasmid nicht nur linearisiert, sondauth simultan
von bakteriellen Sequenzen, wie der Kanamycinesistund des Origin of Replication
befreit.

Verschiedene Inkubationsbedingungen und Enzymkdret@men wurden getestet, um einen

vollstéandigen Verdau von pAdmAFP nitad zu erreichen. Der Ansatz wurde ftir 90 min bei
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37°C inkubiert, gelelektrophoretisch auf Vollstgidit des Verdaus Uberprift und
anschlie3end ethanolgefallt.

Eine zu 50% mit 911-Zellen bewachsene T25-Zellktlasche wurde mit 5,6ug der mit
Pad verdauten und ethanolgefallten pAdmAFP-DNA tfamert. Fur die Transfektion
wurde eine Lipofektion mit Lipofectamine durchgefiifSiehe: 5.3.2). Zur Kontrolle wurde
eine weitere zu 50% dicht mit 911-Zellen bewachser2s-Zellkulturflasche nach
identischem Protokoll zeitgleich mit einem DNA-B& Lipofectamine-Ansatz behandelt.
Nach 24h, sowie nach 6 Tagen wurde das Zellkultdrame in den Flaschen ausgetauscht.
Nach acht Tagen zeigten sich in der mit pAdmAFRdfizierten Flasche, im Gegensatz zur
Kontrolle, typische zytopathische Effekte, die al#s Vorhandensein eines adenoviralen
Vektors hindeuteten (Horwitz MS, 2001). Der entdtme adenovirale Vektor wurde
AdmAFP genannt.

Analog wurde eine zu 50% mit 911-Zellen bewachsgEdg-Zellkulturflasche mit Gug der
mit Pad verdauten und ethanolgeféllten pAdGFP-DNA trameft. Zur Kontrolle wurde
eine weitere zu 50% dicht mit 911-Zellen bewachsér#h-Zellkulturflasche nach
identischem Protokoll zeitgleich mit einem DNA-B& Lipofectamine-Ansatz behandelt.
Nach 24h, sowie nach 6 Tagen wurde das Zellkultdrame in den Flaschen ausgetauscht.
Nach acht Tagen zeigten sich in der mit pAdGFPsfraierten Flasche, im Gegensatz zur
Kontrolle, typische zytopathische Effekte sowie eeimeutliche Griunfloureszenz im
Durchlichtmikroskop unter blauem Licht. Der entstane adenovirale Vektor wurde AAGFP

genannt.

6.1.4 Amplifikation und Aufreinigung der adenoviralen Vektoren

Die Gewinnung von ausreichenden Mengen der Vektd@GFP und ADmAFP erfolgte in
mehreren Amplifikationsschritten von TransduktiomduLyse (Siehe: 5.3.3). Zunachst
wurden 911-Zellen in einer weiteren T25-Zellkultasthe transduziert, nachdem der Vektor
aus der transduzierten T25-Zellkulturflasche, wesdbhrieben, geerntet worden war. Der
gewonnene Vektor diente zur Transduktion von 91lleAan einer T175-Zellkulturflasche,
welche wiederum die Vektormenge produzierten, welahsreichte, um 911-Zellen in 30
oder mehr T175-Flaschen zu transduzieren.

Produktionen von AdMock erfolgten direkt in 30 odeehr Flaschen, ausgehend von einem

CsCl-praparierten und bei -80°C gelagerten Vekboist
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Die Ernte der Flaschen erfolgte jeweils zum optenaleitpunkt nach 2-3 Tagen. Gelang dies

nicht, so war die Ausbeute der ViruspraparatiorhrasCl-Aufreinigung gering.

Abbildung 12 Ultrazentrifugation von
AdGFP

1. Diskontinuierlicher CsCI-Gradient
mit  Zelllysat von  911Zellen
Uberschichtet. Die Grinfluoreszenz
des GFP ist deutlich zu erkennen.
2. Nach der ersten Zentrifugatign:
Zwei Banden sind deutlich zu
erkennen. Die untere Bande enthalt
den intakten Vektor.
3. Nach der zweiten Zentrifugation im
kontinuierlichen  Gradienten. Dle
Bande enthalt den hochkonzentrierten
1 2 3 und aufgereinigten Vektor.

Die Aufreinigung der adenoviralen Vektoren erfolgte einer zweistufigen CsCl-
Dichtegradientenzentrifugation (Siehe: 5.3.4). Dazude zunéchst eine Ultrazentrifungation
in einem diskontinuierlichen CsCI-Stufengradientrathgefiihrt um Zelltrimmer, Protein und
einen Grolteil defektiver Vektoren zu entfernen.sétnielend erfolgte eine weitere
Ultrazentrifugation in einem kontinuierlichen CsGtadienten um Restkontaminationen mit
defektem Vektor abzutrennen.

Der Vektor stellte sich nach den Zentrifugation®auals dinne Bande dar und konnte
mittels einer Kanile aspiriert werden (Abbildung).1Rlach viermaliger Dialysation zur
Entfernung des CsCl wurde der Vektor aliquotied bei -80°C gelagert.

Die Titer der aufgereinigten Vektoren wurden incRl@ Assays ermittelt. Erste Plaques waren
lichtmikroskopisch nach im Mittel 3-4 Tagen zu itiénieren, mit blolRem Auge nach im
Mittel 5 Tagen. Die Auswertung erfolgte nach 10 dagDie erzielten Titer lagen zwischen
5x10 und 162 pfu/ml, je nachdem, ob die Ernte zum optimalerieikt oder verspétet

durchgefuhrt worden war.

6.2. Transduktion eukaryontischer Zellinien mit adenoviralen Vektoren

Die titrierten adenoviralen Vektoren wurden in &9 Zellinie auf ihre Transgenexpression

hin Gberprift. Die A549-Zellinie ist humanen Urspgs und exprimiert kein mAFP.
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Aufgrund der starken Expression des Coxsackie-Adem®Rezeptors lassen sich A549-
Zellen leicht mit adenoviralen Vektoren transdueier Die Expression der Transgene ist
aufgrund der Replikationsdefizienz der Vektoren&aigig von der Vektorlast. Transduzierte
A549-Zellen wurden auf die Expression von mAFP-mRMNAd mAFP hin untersucht. Als

Positivkontrolle diente die murine Hepatomzelliiepal-6. Zeitgleich erfolgten jeweils

Kontrollexperimente mit AdMock und AdGFP.

6-Wellplatten wurden mit 2x£@ellen je Well beschickt und fiir 24h inkubiert.el#ellzahl

je Well wurde am Tag der Infektion exemplarischatiuErnte einzelner Wells bestimmt.

Die Infektion erfolgte mit verschiedenen MOIs. Na2#h wurde die Expression von GFP
durchlichtmikroskopisch unter blauem Licht gescha&NA isoliert und Proteinextrakte

gewonnen. Die Experimente wurden mehrfach wiederhol

Durchlichtmikroskopisch war die Expression von Gahangig von der MOI nachweisbar.
Bei MOI 10 waren bereits vereinzelt fluoreszieredeéen auszumachen. Bei MOI 50 lag die
Expression von GFP bei etwa 50% der Zellen. Eineandduktion von nahezu 100% der
Zellen war bei MOI 200 zu beobachten.

6.2.1 Nachweis der mMAFP-mRNA in mit AmAFP transduziertenA549-Zellen

Aus den transduzierten 6-Wellplatten wurde mit déenElute Mammalian Total RNA
Miniprep Kit von Sigma-Aldrich nach den Vorgabensdderstellers RNA isoliert (Siehe:
5.1.9). RNA aus nativen A549-Zellen, AdmAFP-, AdGRihd AdMock- transduzierten
Zellen sowie Hepal-6-Zellen (als Positivkontrolurde gewonnen und nach DNAse-
Verdau mittels der rT-Reaktion in DNA umgeschriebB®aran schlol3 sich eine PCR mit
mMAFP-spezifischen Oligonukleotiden als Primer aks Rositivkontrolle diente pCImAFP.
Humane bzw. muring3-Actin-spezifische Oligonukleotide dienten als Kiotle fur die
erfolgreiche rT-PCR. Um eine Kontamination der Rmimoder Master-PCR-Ansatze
auszuschliel3en, liefen Proben dieser ebenfalls mit.

Die PCR-Produkte wurden auf Agarosegelen aufgetragd unter UV-Licht ausgewertet.
A549-Zellen waren negativ fiur mAFP-RNA. Ebenfallgegativ fir mAFP-RNA waren
AdMock- und AdGFP-transduzierte A549-Zellen. AdmA&&nsduzierte Zellen zeigten
Banden ab einer MOI von 10 (Abbildung 13).
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Abbildung 13 Nachweis von mAFP-mRNA in A549-Zellen mittels rTIRC
Gelelektrophorese der rT-PCR-Produkte

1. AmAFP transduzierte A549-Zellen (MOI 10)

2. AdGFP transduzierte A549-Zellen (MOI 10)

3. native A549-Zellen

4. PCR-Ansatz

5. pCImAFP

1 2 3 4 5 6
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Abbildung 14 Nachweis von mAFP in A549-Zellen mittels Westermnbdurch Luminol
geschwarzter Rontgenfilm. Jeweils [1@ Proteinextrakt. Farbung mit Anti-mAFP-
Kaninchenserum, Ziege-anti-Kaninchen-Immunglobgkkoppelt an Meerettichperoxidasé
als Sekundarantikorper.

1. A549-Zellen, transduziert mit AdmAFP MOI ) A549-Zellen, transduziert mit AdmAHRP
MOI 50 3. A549-Zellen, transduziert mit AdmAFP MOI 1d0A549-Zellen, transduziert mit
AdmAFP MOI 2005. A549-Zellen, native. Hepal-6

Y%

6.2.2 Nachweis von mAFP in mit AmAFP transduzierten A549%ellen

Aus den transduzierten A549-Zellen in 6-Wellplatteurde Protein extrahiert und mittels
Westernblot auf mAFP untersucht (Siehe: 5.2). Rretgrakte aus nativen A549-Zellen,
AdmAFP-, AdGFP- und AdMock- transduzierten Zelleowge Hepal-6-Zellen wurden
gewonnen. Mit Hilfe einer SDS-PAGE wurden die Piregeaufgetrennt und mit einem
halbtrockenen Verfahren auf Nitrozellulosemembrandsertragen. Zum Nachweis von
MAFP diente ein polyklonales Anti-mAFP-Kaninchemnsarals priméarer Antikorper und ein
an Meerrettichperoxidase gekoppelter Ziege-antitk@ren-Immunglobulin-Antikérper als
sekundarer Antikorper. Letzterer katalysierte dianddtzung von Luminol, welches
aufgelegte Rontgenfilme schwarzte. Da reines mA&#rkerziell nicht erhaltlich ist, dienten

die Proteinextrakte von Hepal-6-Zellen als Positntkolle. Deutliche Banden bei 69
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Kilodalton waren in den Proteinextrakten von mitm&FP transduzierten A549-Zellen
schon bei einer MOI von 10 zu erkennen (Abbildudg Eine MOI von 50 reichte aus, um
ahnliche Intensitaten wie Hepal-6 zu erzeugen.ddstiuzierte, oder mit AdMock bzw. mit
AdGFP transduzierte A549-Zellen zeigten kein SigBaten werden nicht abgebildet).

6.3. Generierung von murinen dendritischen Zellen

Vorlaufer muriner dendritischer Zellen wurden aesndKnochenmark von C57L/J-Mausen
gewonnen, magnetisch angereichert und in GegemoarGM-CSF und Il-4 ausdifferenziert
(Siehe: 5.3.7). Aus Femura und Tibiae wurden praidawischen 3x10und 5x10 Zellen
gewonnen und magnetisch depletiert. Durch Negdéksen der mit einem Antikorpermix
gegen LY6G, CD45R, MHC Il, CD4 und CD8 markierterellguspension wurden
undifferenzierte Vorlauferzellen angereichert. DMatikbrper markieren T-Zellen (CD4,
CD8, CD45R), B-Zellen (CD45R), NK-Zellen (CD45R),rgBulozyten (LY6G) und
Makrophagen (MHC II) (Schmidt et al. 2003, Lai et 4998). Die Ausbeute nach
magnetischer Depletion betrug etwa 30% der iselerZellen. Diese wurden in Kultur
genommen und in Gegenwart hoher Dosen von GM-CSFlleth zu dendritischen Zellen
ausdifferenziert. An Tag 6 waren durchschnittlicx10 Zellen pro Maus verfiigbar. Die
Zahl schwankte dabei zwischen 6,5%10d 4,2x10Zellen je Experiment. Als MaR fiir den
Anteil vitaler Zellen wurde duchflu3zytometrischedPropidiumjodidaufnahme gemessen.
Der Anteil positiver Zellen schwankte zwischen 2@ B0%. Somit waren regelmafidig mehr
als 70% der Zellen als vital einzuordnen. An veilstbnen Tagen wurden
durchflul3zytometrische Bestimmungen von typischeer@achenmarkern von dendritischen
Zellen bestimmt (Siehe:5.4). Diese Versuche dieatenCharakterisierung der dendritischen
Zellen und zum Nachweis ihrer Ausreifung. Dazu veurdie dendritischen Zellen mit FITC-
bzw. PE-gekoppelten monoklonalen Antikorpern gegemrine Oberflachenantigene
inkubiert. In den anschlielBenden isotypkontroléartMessungen zeigten an Tag 6 bereits
47% ©E= 9,9; n=5) der Zellen den DC-typischen Oberflacharker CD11lc. Nach
Stimulation mit LPS konnte ein Anstieg der Markeobachtet werden. An Tag 8 waren ca.
61% der Zellen positiv fir CD11c. Der Anteil stibgg zum Tag 11 auf 76,5% (n=3) der
Gesamtpopulation. Etwa 27%= 10,1) waren positiv fuir den Marker CD40 und 268% (
3,9) bzw. 44%d¢= 8,1) waren positiv fur die kostimulatorischen gkilile CD80 und CD86.
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Abbildung 15 Durchflu3zytometrie. Oberflachenmarker murineraté@ischer Zellen. CD40
und CD80: FITC-markierte Antikérper (griin), CD11nduCD86: PE-markierte Antikdrper
(rot). Jeweils gegen Isotypenkontrolle aufgetra@ehwarz). Dargestellte Populationen
wurden als |arge granular cellsim forward undsidewardscattergegatet (jeweils >85% dg¢

14
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Der Anteil CD40 exprimierender Zellen stieg auf 6a% an Tag 8 (n=2). 42% der Zellen
waren positiv fir CD80. Bis zu 70% der Zellen erpdrten CD86. In den inforward und
sidewardscatterals grof3 und granular gegateten Populationen ldgeAnteile der Marker
z.T. deutlich hoher, selbst wenn tber 85% der Gesalmahl erfaldt wurden (Abbildung 15).
Zur Infektion nutzen Adenoviren den Coxsackie-Adang-Rezeptor (CAR) dieser wird in
hohem Mal3e von A549- und 911-Zellen exprimiert. 2Nachweis des murinen Coxsackie-
Adenovirus-Rezeptors (MCAR) wurden murine dendtiesZellen zunachst mit einem Anti-
MCAR-Kaninchenserum und ferner mit einem FITC-mentkin Sekundarantikorper
inkubiert. In der darauf folgenden DurchfluRzytornssthen Messung zeigten nur 5% der

Zellen ein Signal.

6.4. Transduktion muriner dendritischer Zellen mit AAGFP

An Tag 6 wurden murine dendritische Zellen geeratet unter verschiedenen Bedingungen
mit adenoviralen Vektoren transduziert. AdGFP dientzur Uberpriifung der
Transduktionseffizienz. Quantifiziert wurde die msduktionseffizienz
durchflul3zytometrisch anhand der Expression von GRPh nach der Transduktion.
Gemessen wurde gegen AdMock-transduzierte derdritisZellen. Die Markerregionen
wurden so gewahlt, dafld weniger als 2% der AdMoaksduzierten Zellen positiv fur grines
Signal waren. GroRe granulare Zellen wurden geghitittden Gates wurden mehr als 45%

der Zellen erfaf3t.

In einem Pilotexperiment zeigte sich eine lberleg@nansduktionsrate bei MOI 500 im
Gegensatz zu MOI 100. MOI 1000 fuhrte zu hohen Ketteavitaler Zellen, gemessen an der
Propidiumjodidaufnahme und der Anfarbbarkeit miy@anblau (>70%). Niedrigere MOls
resultierten in niedrigeren Anteilen Propidiumjo@idfnehmender Zellen sowie geringerer
Streubreite irfforward undsidewardscatter wodurch bis zu 80% der Zellen durch die Gates
bei MOI 100 erfasst wurden. In einem Pilotexperitneraren keine Unterschiede sichtbar
zwischen DC welche in PBS oder DC-Medium mit odene FCS transduziert worden

waren.
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Abbildung 16 Murine dendritische Zellen nach Transduktion natG*P MOI 500.

Die Zellen wurden nach Stimulation mit LPS unten#ifugationsbedingungen transduzie
Der gleiche Bildausschnitt ist unter dem Durchliohdroskop vergro3ert dargestellt. Links
unter blauem Licht. Die Fluoreszenz von GFP istldguzu erkennen.

t.

=

In die Auswertung wurden insgesamt 26 Experimedtechgefiihrt an 15 verschiedenen
Tagen, einbezogen, in denen dendritische Zellemrumergleichbaren Bedingungen mit
AdGFP transduziert worden waren. 5 mal wurden Betlane Zentrifugation transduziert,
weitere 4 mal nach vorheriger Stimulation mit LRSveils 2 Experimente wurden zeitgleich
durchgefuhrt. Unter Zentrifugationbedingunen wurdaensgesamt 13 Experimente
durchgefuhrt, 8mal nach Stimulation mit LPS, daverfolgten jeweils 2 Versuche
gleichzeitig. Zeitgleich zu den Transduktionen wunientrifugationsbedingungen nach
Stimulation mit LPS wurden 4 Transduktionen unten#ifugationsbedingungen nach
Stimulation mit TNFe durchgefuhrt. Der Anteil transduzierter Zellen vedigemein hoher
innerhalb der gegateten Zellpopulationen. Ohne rdagation war der Anteil grin
fluoreszierender Zellen nach Transduktion mit AAGEN?OI 500) gering und lag im
Durchschnitt bei 3,6%c(= 1,5). Durch Stimulation mit LPS stieg der Antednsduzierter
Zellen signifikant auf 10,7%wo(= 2,1) (p= 0,01). Unter Zentrifugationsbedingungéeg der
Anteil GFP-positiver Zellen auf durchschnittlich ,2% © = 2,9) (p=0,001). Durch
Stimulation mit LPS 12 Stunden vor Zentrifugatiourde der Anteil der GFP-positiven
Zellen zusatzlich signifikant auf durchschnittlizB,2% 6 = 9,3) (p=0,001) erh6ht. Durch die
Stimulation mit LPS vor Zentrifugation resultierbdhere Transduktionsraten als durch die
Stimulation mit TNFe (17,6%;c = 1,8; p=0,01). Werden nur die gegateten Zellpajahen
betrachtet (large granular cell$), so liel3 sich eine Transduktionsrate von bis 48%
erzielen. Im Mittel wurden 38,2% (= 11,8) gemessen. Ohne Stimulation oder Zentrifaga

wurden in der gegateten Population 4,36 (0,8) gemessen.
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Abbildung 17 Transduktionseffizienz. Durchflu3zytometrische tBemung von GFP 48h
nach Transduktion von dendritischen Zellen mit A@GHter verschiedenen Bedingungen.
a) Gesamte Zellpopulatiot) Im forward undsideward scatteals grof3 und granulér
gegatete Zellen (>45%). Alle Transduktionen bei N5OO.
1. Transduktion unter Standardbedingungen (n=5)
2. Transduktion nach Stimulation mit LPS ohne Zeuagé#tion (n=4)
3. Transduktion unter Zentrifugation (n=5)
4. Transduktion unter Zentrifugation nach Stimulaton LPS (n=8)
5. Transduktion unter Zentrifugation nach Stimulatioit TNF-a (n=4)

Die Steigerung der Transduktionsrate durch Stimardat und Zentrifugation ist
hochsignifikant (p = 0,0001). Die Propidiumjodidaahme unterschied sich nicht signifikant
voneinander und schwankte zwischen 25% und 30%.eObentrifugation, aber mit

Stimulation, wurden durchschnittlich 13,6% erzi@t= 2,5), mit Zentrifugation, aber ohne
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Stimulation, 18,7%d = 5,9). Beide Modi erzielten signifikant untersadiiche Ergebnisse im
Vergleich mit der konventionellen Transduktion (p0003 bzw. p = 0,005). Durch die
Stimulation mit LPS vor Zentrifugation resultiereihere Transduktionsraten als durch die

Stimulation mit TNFe auch in der gegateten Population (26,46%:;4,3; p = 0,03).

6.5. Transduktion muriner dendritischen Zellen mit AmAF P

48h nach Transduktion muriner dendritischer Zellemit AdmAFP unter
Zentrifugationsbedingungen bei MOI 100 und MOI 5@dch Stimulation mit LPS wurden
Proteinextrakte gewonnen und mittels WesternblétnadFP untersucht (Siehe: 5.2). Zum
Nachweis von mAFP diente ein polyklonales Anti-mAK&ninchenserum als primarer
Antikérper und ein an Meerrettichperoxidase gekdippe Ziege-anti-Kaninchen-
Immunglobulin-Antikorper als sekundarer Antikorpéetzterer katalysierte die Umsetzung
von Luminol, welches aufgelegte Rontgenfiime sclaigir Da reines mAFP kommerziell
nicht erhaltlich ist, dienten die Proteinextrakn\Hepal-6-Zellen als Positivkontrolle.
Bereits bei MOI 100 lie3 sich bei 69 kD eine deini Bande nachweisen. Eine starkere
Bande war bei MOI 500 sichtbar, wenn auch schwaelerdie des, als Positivkontrolle
verwendeten, Proteinextrakts aus Hepal-6. Proteaddg untransduzierter bzw. AdGFP-
transduzierter dendritischer Zellen zeigten wie atet kein Signal im Westernblot
(Abbildung 18).

“"“" *== 9 kD
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Abbildung 18 Nachweis von mAFP in murinen dendritischen Zelieittels Westernblot:
Durch Luminol geschwarzter Rontgenfilm. Jeweils i Proteinextrakt. Farbung mit Anti-
mMAFP-Kaninchenserum, Ziege-anti-Kaninchen-Immungliob gekoppelt al
Meerettichperoxidase als Sekundarantikorper.
1. Hepal-62. mDC, transduziert mit AdmAFP MOI 58 mDC, transduziert mit AdmAFP
MOI 1004. mDC, unransduziei. mDC, transduziert mit AGFP MOI 500

—
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Abbildung 19 Durchflu3zytometrie. Oberflachenmarker AdmAFP-s@duzierter muriner
dendritischer Zellen. CD 80: FITC-markierte Antigér (griin), CD 86: PE-markierte
Antikdrper (rot). Jeweils gegen Isotypenkontrollggeetragen (schwarz). Dargestellte
Populationen wurden al$arge granular cells im forward undsidewardscattergegatet
(jeweils >85% der Gesamtpropulation). Repraserdativxperiment. Die Expression von CD
80 ist im Vergleich zu stimulierten untransduzienteDC reduziert, CD 86-positive Zellen
zeigen weniger Signalintensitat. (Siehe Abbildubgy 1

Um den Einflul? sowohl der adenoviralen Transdukaésiauch der Expression von mAFP
durch die dendritischen Zellen auf die Ausreifurgy dellen zu beurteilen, wurden mit
AdmAFP transduzierte Zellen 48h nach Transduktiarclflu3zytometrisch untersucht.

Die Transduktion mit adenoviralen Vektoren hattén&e Einflul3 auf die Expression von
CD11c und CD40. Jedoch zeigten sich nach Transaluktit AmAFP tendentiell geringere
Raten CD80 positiver Zellen (24%, n=2) und die rst&t der CD86-positiven Zellen war
geringer (Abbildung 19). AdMock transduzierte Zelleeigten den LPS-stimulierten

untransduzierten DC vergleichbare Expressionsmarker
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7. Diskussion

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) zahlt zu denfigaten Tumorerkrankungen weltweit
(Kew 2002). In den westlichen Industrienationen egt Anstieg der Erkrankungszahlen
aufgrund erhdhter Pravalenzen von chronischen Hisp&tVirusinfektionen zu beobachten
(EI-Serag und Rudolph 2007, Jepsen et al. 2007¢ Biognose des hepatozellularen
Karzinoms ist schlecht. Ausgehend von der Barcelina@c-Liver-Cancer (BCLC)-
Einteilung werden unter Therapie 5-Jahres-Uberlgtatan von bis zu 70% im Friihstadium,
3-Jahres-Uberlebensraten von bis zu 40% im Zwiscimed fortgeschrittenen Stadium, sowie
1-Jahres-Uberlebensraten von 10% im Endstadiumrsahieden (Bruix et al. 2005).
Angesichts der in der Regel spaten Diagnosesteliaggn heute die Gesamtiberlebensraten
trotz Therapie immer noch unter 10% auf finf Jghlevet et al. 2003). Die im Vergleich zu
historischen Kollektiven verbesserten Uberlebeesram Frithstadium werden durch die
chirurgischen Methoden der Resektion und der THansgtion erreicht. Diese kurativen
Anséatze werden durch zugrundeliegende Zirrhosefttjlakuléares Auftreten der Tumore, die
schnelle Progression des HCC und nicht zuletztrddre knappe Organverfugbarkeit in ihrer
Anwendbarkeit und ihrem Erfolg eingeschrankt. Sys¢éehe Chemotherapien zeigen in der
Regel keine Wirksamkeit (Trojan et al. 2007). Ingéter Zeit wurde eine Verlangerung des
progressionsfreien Uberlebens unter Therapie min ddultikinaseinhibitor Sorafenib
berichtet (Llovet et al. 2008). Derartige auf malieke Zielstrukturen gerichtete
Therapieansatze sind vielversprechend, auch weslangi nur in wenigen Fallen eine
Regression des Tumors beobachtet werden kann. Dakezht weiterhin dringender Bedarf

an effektiveren Therapieverfahren.

Ein grundsatzliches Charakteristikum von Tumoren Aflgemeinen und dem HCC im
Besonderen ist die Tatsache, dal3 sie der Detefitioch das Imunsystem entgehen, obwohl
sie aufgrund von Mutationen, Re- und Uberexpressioe Vielzahl von tumorspezifischen
Antigenen tragen. So wurde in jungerer Zeit eineh®evon sogenannten Cancer/Testis
Antigenen beschrieben, wie etwa NY-ESO und ProddeteVIAGE-A Genfamilie (Xiao und
Chen 2004). Das am langsten bekannte und am bedtnschte Tumorantigen ist Alpha-
Fetoprotein (Deutsch 1991). Ein Grol3teil der HC@rawiert AFP (Ruoslahti und Seppéala
1979).

Obwohl AFP-spezifische Effektorzellen in HCC-Patean nachgewiesen wurden (Mikuzoshi
et al. 2006, Alisa et al. 2005, Hanke et al. 200Xommt es in der Regel nicht zu einer

tumorkontrollierenden Immunantwort. Dies konnteanrdnderem auch in der Besonderheit
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des Lebergewebes begrindet sein, welches in dere L&y, vermittelt durch
Sinusendothelzellen, insbesondere gegenuber léslidintigenen Toleranz zu induzieren
(Berg et al. 2006, Knolle und Limmer 2003). Die Bhisrechung der Immuntoleranz und
Herbeifihrung einer tumorspezifischen Immunabwelinnke eine vielversprechende
Therapiestrategie gegen das HCC sein. Selbst wienmicht zur Herbeifiihrung kompletter
Remissionen groRerer Tumore geeignet sein sobit&bante sie doch die Rezidivrate nach
Tumorresektionen senken. Unterschiedliche Strategierden dazu verfolgt. Ein Ansatz ist
die Induktion einer Immunantwort durch die Verwendu professioneller
antigenprasentierender Zellen, welche AFP prasentitn vitro zeigen humane dendritische
Zellen, welche mittels AFP-rekombinanten adenogimd¥ektoren transduziert wurden, grof3e
Effektivitat in der Stimulation von AFP-spezifischdffektoren (Gonzalez-Carmona et al.
2006). Diesen Ansatz wollten wir in ein Tiermod#hertragen, um ihim vitro undin vivo zu
optimieren. Ziel dieser Arbeit war die Klonierunmpes mAFP-rekombinanten adenoviralen
Vektors, die Etablierung der Gewinnung von muridendritischen Zellen aus Knochenmark
in unserem Labor und die Transduktion derselberdemt erwéhnten Vektor.

7.1. Herstellung adenoviraler Vektoren

Zur Induktion einer antigenspezifischen Immunantworissen dendritische Zellen das
Antigen den Effektorzellen zusammen mit kostimuliatthen Signalen prasentieren (Janeway
2001). Eine Reihe von Faktoren spricht fir die Beftegy von dendritischen Zellen mit
Tumorantigenen durch adenovirale Transduktion:dastird, im Gegensatz zur Inkubation
von DC mit Protein, durch genbasierte Beladungi@ttedald die dendritische Zelle alle
MHC-restringierten Epitope selbst produziert unelish MHC I-Kontext prasentiert. Zudem
werden sezernierte Proteine, nebenaess presentatignwieder aufgenommen, prozessiert
und in MHC Il-Kontext préasentiert. Zweitens miussenRNA oder gewdhnliche
Expressionsvektoren mittels Elektroporation odepofgktion in die dendritische Zelle
verbracht werden. Diese Verfahren sind toxisch wmedfektiv (Arthur et al. 1997). Drittens
ist die zuséatzliche immunologische Stimulation #uden adenoviralen Vektor im Rahmen
einerex viveBeladung unter Umstanden von Vorteil (Korst et28l02). Viertens wurde mit
adenoviralen Vekoren bereits viel praklinische ukthische Erfahrung gewonnen, im
Gegensatz zu anderen viralen Vektoren, weena-associated virusder lentiviralen
Vektoren (Ribas 2005, Mahadevan et al. 2007, Waiad 2006).
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Da der von uns verfolgte Ansatz eiag vivoBeladung von dendritischen Zellen vorsieht,
ergeben sich aus der Verwendung der Vektoren kiénebleme hinsichtlich systemischer

Toxizitat oder neutralisierender Antikorper.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ein mAFP-rekombieasrtdenoviraler Vektor sowie ein
GFP-kodierender Vektor hergestellt. AdMock, ein Kolivektor ohne Transgen, stand im
Labor bereits zur Verfugung und mufdte lediglich hfmapert und titriert werden.
Verwendung fand das AdEasy-System von He et aB§l9elches replikationsdefiziente
Adenoviren vom Serotyp 5 zur Basis hat. Die in eliesrbeit erstellten Vektoren gehéren zur
sog. ersten Generation adenoviraler Vektoren (Daméhund Imperiale 2000). Dies bedeutet,
daf’3 durch Deletion der sog. E1-Region im Genom\@ddors, eine Replikation aul3erhalb
von speziellen Verpackungszellinien nicht méglish Die Verpackungszellinien sind stabil
mit der E1-Region transfiziert und exprimieren di@& die Replikation notwendigen
Genprodukte konstitutiv (Fallaux et al. 1996). Dudas Fehlen der adenoviralen E3-Region
im Genom des Vektors wird zudem die PrasentationMelC-Molekilen auf den Zielzellen
nicht unterdriickt (Shenk 2001), ein fur den hiergdatellten immuntherapeutischen Ansatz

wesentliches Merkmal.

Die cDNA von mAFP stand bereits zur Verfigung (Hargdt al. 2002a). Sie wurde in den
Transfervektor pShuttle-CMV kloniert und dieser ndiéem Backbone Vektor pAdEasyl
rekombiniert. Die Verwendung eines Transfervektmtseiner der Vorteile des AdEasy-
Systems, da die Handhabung des grof3en adenovizd@oms wahrend der Klonierung
schwierig ware. Der zweite Vorteil des AdEasy-Sydst die homologe Rekombination des
Transfervektors mit dem Backbone-Vektor Encoli. Die Elektroporation der Plasmide in
Bakterien ist einfach und effizient. Die Anzahl dem analysierenden Klone ist durch
bakterielle Resistenzgene gering, deren Wachstwsuobgendigkeit grol3. Wildtyp-
Rekombinationen entstehen, im Gegensatz zu Systemvegiche die homologe
Rekombination mit dem Transfervektor in eukaryont&rpackungszellinien vorsehen, in
deutlich geringerer Anzahl (Danthinne und Imper20€0).

Ebenso wurde der Transfervektor pAdTrackCMV mit déackbonevektor homolog
rekombiniert. Die  Transfektion der rekombinanten kMeplasmide in die
Verpackungszellinie erfolgte jeweils mittels Lipofamine. Die Produktion infektibser
Vektoren war im Falle des GFP-kodierenden Vekt&dGFP) unter blauem Licht anhand
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der Fluoreszenz direkt zu beobachten. Auf die Fetoln von mAFP-kodierenden Vektoren
(AdmAFP) mulite hingegen durch das Auftreten zytapeher Effekte geschlossen werden.
Die Vektoren wurden in mehreren Runden von Amgdifien und Lyse vermehrt, mittels
Ultrazentrifugation im CsCI-Gradienten aufgereinigtd durch Plaque Assays titriert. Die
erzielten Titer reichten von 5xi®is 132 pfu/ml, je nachdem, ob die Ernte zum optimalen
Zeitpunkt oder verspatet durchgefihrt worden wat entsprachen den Literaturangaben (He
et al. 1998).

Der Nachweis der GFP-Produktion erfolgte im Durdtinikroskop unter blauem Licht. Der
Nachweis der Expression von mAFP nach adenoviraleansduktion erfolgte in
empfanglichen A549-Zellen. Diese exprimieren nicle E1-Regionen des adenoviralen
Genoms. Transduzierte A549-Zellen produzieren demri@ine neuen Vektoren und die
Expression des adenoviralen Transgens ist somitdeorinfektionslast abhangig. Zusatzlich
zum Nachweis des mAFP-Proteins anhand eines paolglda Serums mittels Westernblot
wurde eine Bestimmung der mRNA-Transkription von FRA durch eine reverse
Transkriptase-Polymerasekettenreaktion durchgefGlutch den hochspezifischen Nachweis
auf transkriptionaler Ebene sollte der methodisedimgt wenig spezifische Nachweis auf
translationaler Ebene erganzt werden.

Der Nachweis von mAFP-mRNA gelang in transduzie®&d9-Zellen regelhaft bei einem
MOI von 10 oder mehr. Ebenso gelang der NachwemsmdFP-mRNA in Hepal-6-Zellen
in Ubereinstimmung mit der Literatur, welche die pd#&-6-Zellinie als mAFP-positiv
beschreibt (Darlington et al. 1980, Darlington 1P83tets negativ bei positiv-Actin-
Kontrolle blieben die untransduzierten A549-Zellend jene welche mit AdMock oder
AdGFP transduziert worden waren.

Proteinextrakte der transduzierten Zellen wurdemeie im Westernblot untersucht, als
Positivkontrolle wurde Hepal-6 verwendet. Proteirekte aus Hepal-6 ergaben regelmalig
ein kraftiges Signal im Gegensatz zu A549-Zeller|clve untransduziert oder mit AdMock
oder AdGFP transduziert worden waren. Eine Band& lsich nach Transduktion mit
AdmAFP regelhaft bereits ab einer MOI von 10 nadker® Dosisabhangig zeigte sich ein
starkeres Signal. Die Bande war unquantifizierrketiéd ab einer MOI von 50 als die
Positivkontrolle bei gleicher eingesetzter Protesnge.

Die dosisabhangige Expression von mAFP in mit AdiRAFansduzierten Zellen war somit

nachgewiesen.
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7.2. Herstellung muriner dendritischer Zellen

Dendritische Zellen gehdren zu den professional@igenprasentierenden Zellen. Sie filtern
Antigene aus ihrer Umgebung, prozessieren diesesimtin der Lage, sie in MHC-Kontext
zu préasentieren. Dabei ist es ihnen mdglich, dudieh Bereitstellung kostimulatorischer
Signale in der Interaktion mit CD4- und CD8-postivT-Zellen eine adaptive Immunantwort
zu induzieren (Janeway et al. 2001). Die am waiteserbreitete Methode zur Gewinnung
von murinen dendritischen Zellem vitro ist von Inaba et al. (1992) beschrieben wordea. Di
Generierung muriner dendritischer Zellen war in aresn Labor nicht etabliert und ein
wesentlicher Aspekt der vorgestellten Arbeit wae didaption und Standardisierung der
notwendigen Protokolle. Das von Inaba et al. (19883chriebene Protokoll wurde in einer
weit verbreiteten Modifikation verwendet. Die aritigerabhangige komplementvermittelte
Lyse von ausdifferenzierten leukozytaren Zellen @niginalprotokoll wurde durch eine
magnetische Depletion ersetzt. Dies beschleungPdatokoll und toxische Nebeneffekte des
Komplements entfallen. Die murinen dendritischefiebe(DC) wurden aus Vorlauferzellen
aus dem Knochenmark der Mause gewonnen, mittelsn@tiggher Depletion angereichert
und in Gegenwart von mGM-CSF und mll-4 ausdiffererizZLabeur et al. 1999; Schmidt et
al. 2003). Die Addition von II-4 zu den Kulturenhéht die stimulatorische Aktivitat der so
gewonnenen Zellen (Wells et al. 2005). Der verwendédausstamm war die C57L/J-Maus
welche syngen zur Hepatomzellinie Hepal-6 ist (@riet al. 2000, Shen et al. 1982). Die
Maglichkeit der spateren Verwendung der dendritscEellenin vivo zur Behandlung von

MAFP-positiven Tumoren war eine grundlegende Badiggoereits im Planungsstadium.

Aus Femura und Tibiae wurden pro Maus zwischen 3xh@ 5x16 Zellen gewonnen und

magnetisch depletiert. Die Ausbeute nach magnetis€epletion betrug etwa 30% der
isolierten Zellen. Nach Ausdifferenzierung warenatischnittlich 1,5x10Zellen pro Maus

verfugbar. Die Zellen waren positiv fur CD11c ungemierten an Tag 6 CD40, CD80 und
CD86. 48h nach Stimulation mit TN&-oder LPS wurden die Marker CD40, CD80 und
CD86 vermehrt exprimiert. An Tag 11 waren etwa 78 Zellen positiv fir CD11c.

Beriicksichtigt man das Protokoll sowie die Exprassles typischen Markers CD11c und der
kostimulatorischen Molektle CD80 und CD86 sowie Megkers CD40, so zeigt sich, dal3
dendritische Zellen vom myeloischen Typ in gutetinReit vorlagen. Diese dendritischen
Zellen eignen sich zur Induktion von reaktiven Eftezellen und bilden ein gutes Modell fur

die humanen dendritischen Zellen, welche aus méokeh Blutmonozyten gewonnen
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werden kénnen, da sie ihnen in Phanotyp und Vexhadthneln (Sato und Fujita 2007,
Lipscomb und Masten 2002).

7.3. Transduktion dendritischer Zellen mit adenoviralenVektoren

Dendritische Zellen, welche adenoviral transduarrtden und AFP exprimieren, scheinen
in der Lage zu sein, effizient anerge Effektorzell®n HCC-Patienten zu stimulieren. Sie
scheinen ferner, wie jingere Ergebnisse bestatigeptid-gepulsten DC darin tberlegen zu
sein (Evdokimova et al. 2007). Die Transduktiondté@rscher Zellen erfordert jedoch hohe

MOI, da dendritische Zellen keinen Coxsackie-AdenmssRezeptor (CAR) exprimieren.

Zur Infektion nutzen Adenoviren den Coxsackie-Adenss-Rezeptor, welcher in hohem
Maf3e von A549- und 911-Zellen exprimiert wird (Belspn et al. 1998). Zum Nachweis des
murinen Coxsackie-Adenovirus-Rezeptors (MCAR) wordaurine dendritische Zellen

zunéchst mit einem Anti-mCAR-Kaninchenserum unchdermit einem FITC-markierten

Sekundarantikorper inkubiert (Bergelson et al. 129981 der darauf folgenden

durchflul3zytometrischen Messung zeigten, Uberemmgnd mit den in der Literatur

beschriebenen geringen Transduktionseffizienzen agenoviralen Vektoren, nur 5% der
Zellen ein Signal.

Wir transduzierten die dendritischen Zellen an Tégnach der Isolierung aus dem
Knochenmark mit AdGFP. Die Transduktionseffizienzurde durchflul3zytometrisch

bestimmt und entsprach der Quantifizierung untaudm Licht im Durchlichtmikroskop. Die

Transduktionsraten waren gering und lagen unterBigithten einiger Arbeitsgruppen in der
Literatur. Mit MOI 500 wurde im Durchschnitt eingahsduktionsrate von 4,3% innerhalb
der gegateten Zellpopulation erzielt. Im Vergleisdgen die Transduktionsraten anderer
Arbeitsgruppen fur murine dendritische Zellen beigteichbaren MOI in Bereich von 50%
oder mehr (z.B.: Miller et al. 2003, Korst et aD02). Andere Arbeitsgruppen hingegen
berichten ebenfalls von geringen Transduktionseffizen (Melero et al. 1999).

Ein durchfluRzytometrisches MelRartefakt konnte nskkopisch ausgeschlossen werden. Da
Vektoren, welche auf dem humanpathogenen Adenovigs5 beruhen, bereits mehrfach
zur Transduktion muriner dendritischer Zellen eseget worden waren, scheint auch kein
grundsatzliches Problem mit der Art des Vektorszubegen. Ein Defekt des neu
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rekombinierten Vektors oder fehlerhafte Durchfilyam der Titrierungen wurde durch den
Vergleich mit bereits vorhandenen Stocks aus é&tdfonierungen und Produktionen

ausgeschlossen. Zudem zeigten mit dem neu rekoaentgini AAGFP transduzierte A549-

Zellen unauffallige Transgenexpressionen. In Pxpéimenten wurde durch die Gegenwart
von Serum wahrend der Transduktion kein Unterscimater GFP-Expression deutlich. Dies
stimmt mit den sehr variablen aber dennoch effektiBedingungen in der Literatur Gberein.
Wahrend viele Arbeitsgruppen an Tag 8 nach Isalatias dem Knochenmark transduzieren,
verwenden Korst et al. (2002) und Miller et al.0@3) ebenfalls 6 Tage alte DC. Auch der
Mausstamm scheint nicht ausschlaggebend zu seennvRilotexperimenten zu sehen watr, in
denen C57BL/6- und C3H-Mause mit ahnlichen Ergedams/erwendung fanden. Korst et al.
und Miller et al. gebrauchen fir ihre Transduktexygerimente verschiedene Mauslinien,
unter anderem auch C57BL/6-Mause. Miller et alidmen, im Gegensatz zu Korst et al.,
deutliche Unterschiede in der Transgenexpressioischen Balb/c und C57L/J Méausen.

Jedoch zeigten die aus den -mit den C57BL/6-Méawesgn verwandten- C57L/J-Méausen

gewonnenen DC deutlich mehr Fluoreszenz als dggender Balb/c-Mause.

Einstimmig berichtet die Literatur aber von der Wendigkeit hoher MOI bei der
Transduktion dendritischer Zellen. Dafur wird dashlen des CAR verantwortlich gemacht.
Eine weitere Ursache flr unsere, im Vergleich ménchen Arbeitsgruppen, geringen
Transduktionsraten bei hohen MOI konnte von unsghdhicht identifiziert werden, so dafl3
wir Strategien erprobten, um dennoch zu akzeptabl@msgenexpressionen zu gelangen.
Nishimura et al. (2001) hatten fir humane dendtigsZellen eine Zentrifugationsmethode
vorgeschlagen, welche durch unser Labor bereitstataworden war (Gonzalez-Carmona et
al. 2006). Mit der Ubertragung dieses Ansatzesdaiimurinen DC gelang eine signifikante
Steigerung der Expressionsraten auf durchschhittli8,7% bei MOI 500. Der genaue
Mechanismus der erhthten Transduktion durch dier&@t& ist nicht bekannt. Analog zu
Nishimura et al. (2002) la3t sich spekulieren, dg® adenoviralen Vektoren starker an
niedrig affine alternative Rezeptoren, binden urtdrnalisiert werden kénnen, oder direkt mit

den als Korezeptor fungierenden Integrinen interagi (Noureddini und Curiel, 2005).

Die Arbeitsgruppe um DeMatteo verdffentlichte wéttteler Etablierung unserer Protokolle
mit der Zentrifuge einen Artikel, welcher eine §erung der Transduktionsraten durch
Stimulation mittels LPS oder TN&-12 Stunden vor Transduktion beschreibt (Millerakt

2003). Dieser Ansatz wurde ebenfalls Ubernommen wigte Effizienzen von
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durchschnittlich 13,6%. Durch die Kombination votinglation und Zentrifugation konnten

Ergebnisse von bis zu 48% erzielt werden. Dabegteesich eine Uberlegenheit der
Stimulation von LPS im Gegensatz zu der mit ToNF-

Der zugrundeliegende Mechanismus der verbessertarsduktionsraten nach Stimulation ist
unklar. Unter Umstéanden erhdhen immature dendniéisc Zellen nach Stimulation

kurzfristig ihre pinozytotische Aktivitat und sontdite Aufnahme von adenoviralen Vektoren.

Nach Standardisierung des Transduktionsprotokalisdesrauch die Expression von mAFP in
dendritischen Zellen nach Transduktion mit AdmAHRBenprift. Dazu wurden, 48h nach
Transduktion mit verschiedenen MOI, Proteinextra&ts dendritischen Zellen angefertigt
und im Westernblot untersucht. Als Positivkontrallenten Proteinextrakte aus Hepal-6-
Zellen. Bereits bei einer MOI von 100 war eine Baad erkennen, MOI 500 erzielte kraftige
Signale. Untransduzierte oder AAGFP-transduzief@eviaren durchweg negativ. Trotz der
aufwendigen Transduktionsbedinungen erwies sich Aleihsomit als geeigneter Vektor, um

in DC die Expression von mAFP zu induzieren.

7.4. Immunologische Effekte

Zur effektiven Stimulation der Effektoren missemdi@ische Zellen mit diesen interagieren,
indem sie Antigene prasentieren und kostimulatbes8ignale bereitstellen. Diese Signale
bestehen aus Oberflachenmarkern wie z.B. CD80 WbCwelche als Ligand flur CD28 auf
T-Zellen fungieren, und Interleukinen, welche paralauf die Effektorzellen wirken. Zu
diesen Interleukinen gehdrt beispielsweise IlI-12)ciwes fur das Schlusselsignal zur Thl-
Differenzierung angesehen wird, sowie Il-4 welchesgeinfacht gesprochen, als Antagonist
dazu wirkt (Reiner 2007). Die Ausreifung von dehidchen Zellen, welche auf ein
Gefahrensignal hin geschieht, geht mit erhdhter&sgion dieser Marker bzw. Sekretion von
Cytokinen einher und bewirkt eine verstarkte antibvale Wirkung (Labeur et al. 1999). Zu
diesen Gefahrensignalen werden T&FRind auch LPS gezéahlt. Die Verwendung dieser

Substanzen im Rahmen der Transduktion erscheimtr amtht als Nachteil.

7.4.1 Einfluld adenoviraler Vektoren auf dendritische Zellen
Der Effekt von adenoviraler Transduktion an sicl @e stimulatorischen Fahigkeiten von
DC wird allgemein als verstarkend beurteilt (Hirsaltz et al. 2000). Korst et al. (2002)
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berichten von erhdhten Expressionraten von CD408@ D86 und MHC Il auf murinen
dendritischen Zellen nach Transduktion mit einererizektor. Auch die Sekretion von 11-12
wurde gesteigert. Miller et al. (2003) bestétigesdkonnte jedoch keinen zuséatzlichen Effekt
durch die Stimulation durch TN&-oder LPS nachweisen, was auf einen Ceiling-Efiekt
Gefahrensignalen hinweisen konnte. Die Expressi@r Marker 48 Stunden nach
Transduktion mit Admock und LPS war vergleichbat oer Expression 48 Stunden nach
Stimulation mit LPS alleine in Ubereinstimmung riiller et al. (2003). Insgesamt wurden
aber geringere Expressionsraten erzielt, als vdreivgt al. (2003) beschrieben. Dies kénnte
durch die Reinheit der Zellpopulation bedingt sestts auch durch weniger restriktive

Gateparameter wahrend der durchflul3zytometrischessihgen.

7.4.2 Einflu3 von AmAFP und AFP auf dendritische Zellen

Die mit AdmAFP transduzierten dendritischen Zelemrden auf die Expression von CD80
und CD86 untersucht. Dabei wurde festgestellt, di@3Expression von CD80 und CD86
vermindert war, im Vergleich mit stimulierten bzmit AdMock transduzierten dendritischen
Zellen. CD80 war in Intensitat und der Anzahl pesit Zellen deutlich vermindert, CD86

insbesondere in der Intensitat.

Ahnliche Ergebnisse wurden von Um et al. (2004)ffentlicht. Sie zeigten anhand von
humanen dendritischen Zellen, dal3 die GegenwartAfea zu geringeren Expressionraten
von CD86 und einigen anderen Markern fuhrt. Im ®eg& zu unseren Daten war
insbesondere auch die Expression von CD40 heregidiert. Dies korrelierte mit
verminderter Produktion von Zytokinen und reduserEtimulation von Effektorzellem
vitro. Ferner war die Apoptoserate der dendritischette@etrhoht. Das AFP war in diesen
Arbeiten jedoch dem Uberstand beigefiigt worden nataktiv hohe Konzentrationen waren
notwendig (min. 2500 ng/ml) um die beobachteterld# zu erzielen. Die Konzentration von
mAFP in den Uberstanden der mAFP-transduziertenli€€ sich leider nicht ermitteln, da
monoklonale Antikorper fir ein ELISA und rekombites mAFP fur eine Eichreihe nicht zur
Verfigung standen. Es |3t sich aber spekulierad vdrksame AFP-Spiegel erreicht worden
sein kénnten, insbesondere wenn vorrausgesetzt dafél fur die beobachteten Effekte eine
Internalisierung bzw. eine zytoplasmatische Fornm voAFP bzw. AFP nétig ist. AFP-
Rezeptoren wurden bereits auf Lymphozyten besatmiebbenso die Internalisierung von
AFP (Suzuki et al. 1992, Torres et al. 1990).
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7.5. Ist AFP immunsuppressiv?

Bereits in den 70er Jahren wurden Zusammenhangelzen AFP und Immunsuppression
im Sinne der gestorten Lymphozytenfunktion festgéstDiverse Beobachtungen zwischen
dem Auftreten von HCC und derartigen Phanomenemevuseither verdffentlicht (Kakumu
2000, Saibara et al. 1993, Lee 1991). Spezielllalgbition von antigenprasentierenden
Zellen scheint mit AFP assoziiert zu sein (Um e804). Die Beobachtungen von Um et al.
(2004) bzw. aus unserem Labor stehen in Einklartgamderen Vero6ffentlichungen, welche
blockierende Effekte von AFP auf antigenprasentiéeeZellen beschreiben (Laan-Putsep et
al. 1991, Lu et al. 1984). Ferner lassen sie sighBarichten vereinbaren, wonach AFP-
Spiegel in HCC-Patienten mit Stérungen der Lymphkerziyinktion einhergehen (Murgita et
al. 1978, Lester et al. 1976 und 1978). Allerdigist es ebenfalls experimentelle Evidenz
dafur, daR AFP-Spiegel keinen Einflul3 auf die Aiisregy von dendritischen Zellen haben,
welche aus HCC-Patienten gewonnen wurden (Rittat. @004). Im Zusammenhang mit der
letzten Studie an HCC-Patienten durch Butterfieldale (2006) wurden Daten erhoben,
welche andeuten, dal’3 die Zahl reaktiver AFP-sgehér CD4-Zellen in HCC-Patienten
reduziert ist. Ferner scheint zwar die Anzahl vdRrPAspezifischen CD8-Zellen erhdht zu
sein, diese sind aber offenbar anerg (Butterfieldl.e2007).In vitro lie3en sich die ohnehin
reduzierten reaktiven CD4 Zellen der HCC-Patientemch gepulste dendritische Zellen
signifikant weniger stimulieren, als durch die ao\aral transduzierten dendritischen Zellen
(Evdokimova et al. 2007). Leider stehen derzeit den Arbeitsgruppe um Butterfield keine
Daten zur Verfugung, welche die Transduktionsedfizien oder die Markerprofile der
dendritischen Zellen beschreiben, welche mit AF&erdn der Vergangenheit mit mAFP-

rekombinanten adenoviralen Vektoren transduziertem.

Eine mdgliche Interpretation der Studienlage wédefd AFP von dendritischen Zellenvivo
aufgenommen wird und diese an der Ausreifung hindeeaktive CD4- und CD8-Zellen
wurden somit ohne kostimulatorische Signale wahamrdnteraktion mit den DC zu anergen
Phanotypen ausdifferenzieren. Durch die adenovBaladung der DC mit AFP scheinen sie
aber grundsatzlich zur Ausreifung und DurchbrechdegAnergie in der Lage zu sein, dies

suggerieren zumindest unsere humanentro-Daten (Gonzéalez-Carmona et al. 2006).
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7.6. Ausblick

Die vorgestellten Arbeiten waren in ein Projektgabunden, welches zum Ziel hatte, die
stimulatorische Aktivitat der mit AdmAFP transduzén dendritischen Zellen auf
Lymphozyten in vitro zu untersuchen. Dazu wurden im weiteren Verlaufrimeu
Lymphozyten aus der Milz der Mduse gewonnen unddenit transduzierten DC kokultiviert.
In daraufhin folgenden Zytotoxizitatsassays bewnede mit AdmAFP-transduzierten DC
zunachst keine signifikant hohere stimulatorisclagdzitat als untransduzierte DC, gemessen
an der Lyse von Hepal-6-Zellen durch die kokultiee Lymphozyten. Hingegen zeigten
Lymphozyten, welche mit DC kokultiviert worden waralie zuvor mit Admock transduziert
worden waren, vergleichsweise hohe Lyseraten. Dieschah in Ubereinstimmung mit
unseren Beobachtungen bezlglich der Expressionkestimulatorischen Molekllen nach
Transduktion und in Widerspruch zu unseren humametitro-Daten (Gonzalez-Carmona et
al. 2006). Der Ansatz wurde daraufhin dahingeheraidterentwickelt, da? zusatzlich zu
AdmAFP adenovirale Vektoren eingesetzt wurden, eléir kostimulatorische Signale
kodieren. Durch die Expression von CD40Ligand ollld2 zusatzlich zu mAFP konnten
starke mAFP-spezifische Immunreaktionen hervorgerwierden. Nachdem die Ausreifung
der mAFP-exprimierenden DC optimiert worden war,rd@m diein vitro gewonnenen
Erkentnisse in ein Mausmodaéti vivo Ubertragen. Diesbezigliche Daten werden derzeit zu

Veroffentlichung vorbereitet.
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8. Zusammenfassung

Das hepatozellulare Karzinom ist eine haufige Twerlaankung mit schlechter Prognose. In
Deutschland ist mit Gber 3 000 Erkrankungsféllehrljgh zu rechnen, bei steigenden
Fallzahlen (Schurr et al. 2006). Die 5-Jahres-Uthenmhsrate betragt insgesamt lediglich 10%
(Llovet et al. 2003). Dies ist in den unzureichandt@rativen Therapieansatzen begrindet.
Chirurgische oder lokoregiondre MalRnahmen koénneneinem Teil der frihzeitig
diagnostizierten Félle zu einer definitiven Ausbhed fuhren. Immuntherapeutische
MalRnahmen haben in klinischen Studien bei Patienteh kurativer Resektion zu einer
Verbesserung der Prognose gefiihrt (Peng et al. )20B%e Optimierung dieser
Therapiestrategien konnte auch zu einer erfolgezidBehandlung von Patienten beitragen,
welche aufgrund ihres Tumorstadiums fur die Resekhicht mehr in Betracht kommen.
Einer der verfolgten immunologischen Therapiearsédst die Induktion einer Alpha-
Fetoprotein (AFP)-spezifischen Immunantwort mitt€lsrchbrechung der Immuntoleranz
gegen AFP durch manipulierte dendritische Zellenvitro-Daten zeigen, dal3 mit einem
AFP-rekombinanten adenoviralen Vektor transduzideedritische Zellen eine potente und
spezifische Immunantwort induzieren konnen (Gorzzélarmona et al. 2006). Tierversuche
sind jedoch vor der Durchfihrung von Therapieerprgen im Menschenn vivo

unabdingbar.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Herstellunges adenoviralen Vektors, welcher fir
murines Alpha-Fetoprotein (MAFP) kodiert, die Gésgreing von dendritischen Zellen aus
dem Knochenmark von Mausen sowie die Transduktesedben mit dem erwéhnten Vektor
mit dem Ziel, die Immuntoleranz gegenuber mAFP arclbrechen. Zudem werden, anhand
eines GFP-kodierenden adenoviralen Vektors, vesdelme Strategien erprobt und
verglichen, um die Transduktion der dendritischetieh zu verbessern.

Es wird gezeigt, dal3 der klonierte Vektor dosisalgigi zu starker mAFP-Expression in

Zielzellen fuhrt. Die aus Knochenmark gewonnen efellweisen den Phé&notyp von

dendritischen Zellen auf und reifen nach entspredée Stimulation in typischer Weise aus.
Die Transduktionsraten der dendritischen Zellenneindurch ein Zentrifugationsverfahren
oder durch vorherige Stimulation oder durch einemkmation der genannten Faktoren
erheblich gesteigert werden. Es wird ferner gezeigR dendritische Zellen, welche mit dem
mAFP-rekombinanten adenoviralen Vektor transduzisertden, murines Alpha-Fetoprotein
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exprimieren. Die Daten weisen weiterhin daraufhda mAFP zu einer reduzierten
Ausreifung der dendritischen Zellen fiihrt, gemessam der Expression von
kostimulatorischen Markern. Diese Beobachtung steHEinklang mit bereits publizierten

Berichten, welche AFP eine immunsuppressive Raltekreiben.

Die dargestellten Arbeiten bildeten die Grundlage die Untersuchung der Induktion einer
MAFP-spezifischen zellularen Immunantwant vitro und im weiteren Verlauf fur die

Erprobung der Wirkung von kostimulatorischen Signabhuf die Induktion einer mAFP-

spezifischen zellularen Immunantwartvitro undin vivo.
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