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| Einleitung

A. Ubersicht iiber das | mmunsystem

Die Hauptaufgabe des Immunsystems ist der Schutz des Organismus vor Infektionen.
Das Immunsystem von Vertebraten besteht zu diesem Zweck aus zwei Teilen: das angeborene

und das adaptive Immunsystem.

1. Das angeborene | mmunsystem und Entziindungsr eaktionen

Unter dem angeborene Immunsystem, dem entwicklungsgeschichtlich dteren Teil,
versteht man Zellen und Molekiile, die an einer sehr schnellen Abwehrreaktion gegen wenige
weit verbreitete Strukturen von Mikroorganismen beteiligt sind. Eine zweite Reaktion gegen

das gleiche Pathogen verlauft mit der gleichen Kinetik, wie die erste Reaktion, d.h. es findet
beim Erstkontakt keine sogenannte Gedachtnisbildung statt.
Im Folgenden werden die zellulédren und molekularen Komponenten des angeborenen

Immunsystems im Rahmen einer Immunreaktion gegen Bakterien angesprochen und die

Bedeutung einer Entziindungsreaktion fur deren Ablauf erlautert.

2. Entziindung

Das erste Zeichen, dal3 ein Erreger in den Korper gelangt ist, ist das Auftreten einer
Entzindungsreaktion (Inflammation) am Ort der Infektion (Fearon et al., 1996). Der Begriff
Entzindung wurde urspringlich von Cornelius Celsus rein symptomatisch definiert.
Entzindete Korperstellen zeichnen sich durch Erwéamung (calor), Rétung (rubor),
Schwellung (tumor) und Schmerz (dolor) aus. Diese Symptome konnen mittlerweile auf
definierte zellulare und molekulare Prozesse zurtickgefuihrt werden. Beim Eintritt von
Mikroorganismen in den Korper, z.B. wenn Bakterien in eine Hautwunde gelangen, werden
diese zuerst von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten gebunden. Hierflr besitzen
Makrophagen sogenannte ,Pattern Recognition Receptors® (PRR), die weit verbreitete
bakterielle Strukturen erkennen (Janeway, 1992), wie z.B. Lipopolysaccharide (LPS; Wright
et a, 1990 und 1995), Mannose- und Fukose-reiche Glykoproteine und Glykolipide (Stahl,
1992), N-formylmethionylierte Peptide sowie Lipoteichonsduren u.a. (Medzhitov und
Janeway, 1997). Die Bindung dieser Liganden an PRR hat zwei Konsequenzen. Erstens
phagozytieren Makrophagen und Neutrophile die Pathogene und téten sie intrazelluldr mittels
Proteasen (Elastase, Kollagenase, Lysozym), bakterizide Peptide (Defensin) und Radikalen
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(Superoxid, Wasserstoffperoxid, Stickoxid) (Bogdan et al., 2000) ab. Zweitens sezernieren
Makrophagen Botenstoff (Zytokine) wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-1 (IL-
1), IL-6, IL-8, IL-12 und IL-15. TNF-a fuhrt zu einer Vergrof3erung der Durchmesser lokaler
Gefal3e (Vasodilatation) und damit zu einem verstéarkten lokalen Blutfluf3, der Erwérmung und
R6tung zur Folge hat. AuRerdem erhoht TNF-a die Permesbilitdt der Geféliendothelien
(Endothelperforation) was zu einer lokalen Flissigkeitsansammlung fuhrt, die sich durch
Schwellung und Schmerz bemerkbar macht (Robbins et al., 1979). Dieser Plasmaeinstrom ist
mit der Akkumulation von Komplementproteinen (Carroll, 1998) und Akutphaseproteine (C-
reaktives Protein, Mannose bindendes Lektin; Sastry, 1993; Gewurz, 1995) am Infektionsort
verbunden, die an Oberflachenstrukturen der Bakterien binden, was die Phagozytose der
Bakterien effizienter macht (Opsonisieren). Bei der Aktivierung der Komplementkaskade
werden aulRerdem niedermolekulare Proteine (Anaphylatoxine wie C5a) freigesetzt, die
zusammen mit TNF-a und IL-1 lokale Gefallendothelien zur Expression von
Adhésionsmol ekiilen stimulieren (Issekutz, 1990; Shimizu et al., 1992) und damit den Austritt
von Neutrophilen Granulozyten und Monozyten aus der Blutbahn ins Gewebe (Extravasation)
ermdglichen bzw. beschleunigen.

Die Extravasation von Neutrophilen verlauft in 3 Schritten (Springer, 1994; Dianzani
und Malavasi, 1995). Zuerst werden Leukozyten, die durch den Blutstrom rasch fortbewegt
werden, abgebremst (rollende Adhasion). Dies wird durch eine relativ schwache Bindung von
Kohlenhydratstukturen (wie Sialyl-Lewis”, ein sialysiertes Laktosaminoglykan) auf Mucin-
ahnlichen Molekllen auf Leukozyten an Selektine (zuerst P- dann E-Selektin) auf vaskuléren
Endothelzellen ermoglicht. Eine feste Bindung wird durch die Wechselwirkung von
immunglobulinghnlichen Molekilen auf Endothelien (ICAM-1, VCAM-1) mit Leukozyten-
Integrinen (LFA-1, Mac-1) (Staunton et al., 1990) induziert. LFA-1 und Mac-1 missen
jedoch erst durch eine Konformationsanderung aktiviert werden, die durch das Chemokin IL-
8, das von Makrophagen sezerniert wird und an Heparansulfat von Glycosaminoglykanen der
vaskuléren Epithelzellen gebunden ist, induziert wird (Baggiolini, 1998). Der dritte Schritt ist
die Wanderung der L eukozyten durch das Endothel (Diapedese), an der LFA-1 und Mac-1 auf
Leukozyten und PCAM (CD31) auf Leukozyten und Endothelzellen beteiligt sind. Sowohl
die Induktion von Adhésionsmolekilen auf Endothelien (durch LPS) als auch die Wirkung
von Chemokinen (z.B. N-formylmethionylierte Peptide) kann direkt von mikrobiellen
Molekilen tUbernommen werden.

Fir den Ablauf einer Reaktion des angeborenen Immunsystems spielen neben
Neutrophilen und Makrophagen auch Naturliche Killer(NK)-Zellen eine entscheidende Rolle
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(Biron et al., 1999). Sie werden durch IL-12 und IL-15 von Makrophagen aktiviert und
sezernieren  daraufhin  grof’e Mengen Interferon-g (IFN-g), den potentesten
Makrophagenstimulator. Die Bezeichnung Natirliche Killerzellen ssammt von ihrer Féhigkeit
virusinfizierte Zellen sehr schnell nach Infektion direkt zu lysieren.

Die schnelle Ansammlung von Phagozyten am Infektionsort und positive
Rickkopplungsmechanismen Uber NK-Zellen, fihrt bei den meisten Infektionen zu
vollstdndiger Eliminierung des Erregers. Bei bestimmten Pathogenen jedoch ist die
Aktivierung des angeborenen Immunsystems nicht ausreichend und es kommt zur Stimulation

einer adaptiven Immunantwort.

3. Das adaptive | mmunsystem

Nur ein kleiner Teil der Fremd-Antigene entkommt dem angeborenen Immunsystem
und kann eine adaptive Immunantwort hervorrufen. Die Bezeichnung adaptiv beschreibt die
Fahigkeit dieses Systems sich im Laufe der Zeit an die Mikroorganismen anzupassen, mit
denen esin Kontakt gekommen ist. Esist in der Lage sehr spezifisch auf einzelne Erreger zu
reagieren und eine Art Gedachtnis zu bilden, das erlaubt bel folgenden Kontakten eine

Immunreaktion schneller und effizienter einzuleiten. Die adaptive Antwort bedarf jedoch

einer Anlaufphase von mehreren Tagen, die von der angeborenen |mmunantwort tberbrickt
werden mul3. Das adaptive Immunsystem ist auf3erdem fir seine Aktivierung, Differenzierung
und Austibung der Effektorfunktionen vom angeborenen Immunsystem abhéngig. Alle drel
Phasen sind sehr stark von verschiedenen Zelltypen der angeborenen Immunantwort und dem
von ihnen geschaffenen Zytokin- und Chemokinmilieu beeinfluf3t.

Das adaptive Immunsystem bestent aus B- und T-Lymphozyten, die nach ihrem
Reifungsort (primére lymphatische Organe) benannt sind. B-Zellen entwickeln sich im
Knochenmark, das der Bursa Fabricii bei Vogeln guivalent ist. T-Zell-Vorlaufer werden
ebenfalls im Knochenmark gebildet, reifen jedoch im Thymus heran. Die hohe Spezifitét der
adaptiven Immunantwort beruht auf der stochastischen Generierung der Rezeptoren von B-
(B-Z€ll-Rezeptor, BZR, Immunglobulin) und T-Zellen (T-Zell-Rezeptor, TZR). Hierbel
werden auf genetischer Ebene DNA-Fragmente nach dem Zufallsprinzip miteinander
verknlpft (somatische Rekombination) und damit nahezu unbegrenzt viele verschiedene
Rezeptor-Spezifitdten gebildet. Wahrend die Generierung der Rezeptoren von B- und T-
Zellen noch recht @hnlich ist, ist die Struktur der erkannten Antigene sehr verschieden. Der
BZR besitzt zwei identische Antigenbindungsstellen, die direkt an die Oberflache von
l6slichen oder oberfléchenstandigen Molekillen mit sehr hoher Affinitat (107 — 10 M)
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binden kdnnen. Der TZR hingegen ist monovalent und erkennt nur kleine Bruchstticke von
Proteinen ausschliefdlich im Kontext mit korpereigenen Molekilen, die im sogenannten
Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC von engl. ,, Major-Histocompatibility-Complex”,)
kodiert sind. Der MHC des Menschen wird als HLA (fur humanes L eukozyten-Antigen) und
der der Maus als H-2 bezeichnet. MHC-Molekiile sind heterodimere Glykoproteine, die tGber
eine Furche Peptide von antigenen Proteinen binden konnen. Um eine moglichst grof3e Zahl
verschiedener Peptide binden und prasentieren zu konnen besitzt jedes Individuum mehrere
hochpolymorphe MHC-Gene, die sich vorwiegend in den Aminosdureresten im Bereich der
Peptidbindefurche unterscheiden.

Es gibt zwei Arten von MHC-Molekilen, die sich in ihrer Struktur und der Herkunft
der Peptide unterscheiden (Neefjes und Momburg, 1993; Hammerling et al., 1999). MHC
Klasse | Molekiile bestehen aus einer grof3eren polymorphen (@-Kette) und einer kleineren
monomorphen (2-Mikroglobulin) Untereinheit. MHC Klasse | Molekile sind mit Peptiden
beladen, die aus dem Zytosol der Zelle stammen (Jardetzki et al., 1991). Sie entstehen bei der
Degradation von endogenen Proteinen, die die Zelle selbst trandatiert hat und entweder vom
Genom der Zelle oder eines eingedrungenen Virus kodiert sind. Der Abbau der Proteine
erfolgt durch Proteasomen im Zytosol. Die generierten Peptide werden durch TAP
(Transporter associated with antigen-processing) ins Lumen des Endoplasmatischen
Retikulums (ER) transportiert und binden unter Mitwirkung von Tapasin in die Bindefurche
des MHC-Klasse | Molekils. Der MHC-Peptid-Komplex gelangt Gber den Golgi-Apparat auf
die Zelloberflache und dient sogenannten CD8" T-Zellen, die mit ihrem CD8-K orezeptor
MHC Klasse | Molekile binden konnen, als antigene Erkennungsstruktur. Fast ale
Korperzellen exprimieren MHC Klasse | Molekiile.

Im Unterschied dazu ist die Expression von MHC Klasse |1 Molekile auf professionelle
antigenprésentierende Zellen (APZ) beschrankt. Dazu gehéren vor alem Zellen der
angeborenen Immunantwort (Dendritische Zellen und aktivierte Makrophagen) als auch
aktivierte B-Zellen. MHC Klasse Il Molekile sind aus zwei verschiedenen Untereinheiten
vergleichbaren Molekulargewichts (a- und b-Kette) zusammengesetzt. MHC Klasse I
Molekile werden mit Peptiden aus phagozytierten extrazelluldren und membranstandigen
Proteinen beladen. Die extrazelluldren Antigene werden durch rezeptorvermittelte
Phagozytose (bei B-Zellen durch den BZR, bei Phagozyten durch Fc- oder andere spezifische
Rezeptoren) aufgenommen und in Endosomen durch saure Proteasen (Kathepsin B, D und E)
zu Peptiden unterschiedlicher Lange abgebaut. In den Endosomen binden Peptide an MHC
Klasse II Molekile und die beladenen MHC Klasse |1 Molekile werden anschlief3end an die
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Zelloberflache transportiert und sogenannten CD4" T-Zellen prasentiert. CD4 ist dhnlich CD8
ein Korezeptor zum TZR, der entsprechend die Bindung an MHC Klasse Il Molekile
vermittelt.

Der H-2 Lokus der Maus besitzt meist 2 Genloci fur MHC Klasse Il (1-A, I-E) und 3 fir
MHC Klasse | (H-2K, H-2D, H-2L). Die entsprechenden Allele fir jeden Lokus werden
durch hochgestellte kleine Buchstaben angegeben (z.B. H-2K"). Die Expression von MHC
Molekulen kann durch proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und IFN-g erhéht werden,
was erneut die Relevanz des Zytokinmilieus einer Entzindungsreaktion fir das adaptive
Immunsystems deutlich macht. Der MHC enthdt noch zusétzliche immunrelevante Gene, die
als MHC 111 zusammengefaldt werden. Dazu gehdren Gene, die fur den Peptidtransporter der
ER-Membran (TAP), fir zwei Proteasomenuntereinheiten (LMP2 und LMP7) sowie
Komplementproteine (C2, C4, Bf) und Zytokine (TNF-a, TNF-b) u.a. kodieren.

4. Entstehunq, Aktivierung und Effektorfunktionen von T-Zellen

Unreife T-Zell-Vorlaufer werden im Knochenmark aus pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen gebildet und entwickeln sich Uber lymphatische Stammzellen zu T-Zell-
Vorléaufern, die das Knochenmark tber die Blutbahn verlassen und in die subkapsuldre Zone
des Thymus einwandern. Nach einer Proliferationsphase beginnen die Thymozyten mit der
somatischen Rekombination ihrer TZR-Genfragmente. Bei erfolgreicher Rekombination der
a- und der b-Kette wird der TZR auf der Oberfléche des Thymozyten exprimiert und die
Zelle gelangt in den Thymuskortex. Jetzt sorgen 2 Selektionsprozesse fir die Ausbildung des
Repertoirs immunkompetenter T-Zellen. Unreife Thymozyten, deren TZR an korpereigene
MHC-Peptid-Komplexe auf dem Epithel des Thymuskortex binden kénnen, werden positiv
selektioniert (Kisielow et al., 1988). T-Zellen, die korpereigenen MHC nicht erkennen kénnen
sind ohne Nutzen fir das Immunsystem und sterben ab. Die positive Selektion fuhrt dazu,

daid reife T-Zellen nur Peptide erkennen, die von individueneigenen MHC-Allelen prasentiert
werden (MHC-Restriktion; Zinkernagel et al., 1979). Gleichzeitig oder erst nach der
Wanderung der Thymozyten an die Grenze zwischen Kortex und Medulla werden digjenigen
unreifen T-Zellen deletiert, die MHC zusammen mit gebundenem (kérpereigenem) Peptid
erkennen (Kappler et al., 1987). Diese negative Selektion wird als klonale Deletion
bezeichnet und beruht auf der Induktion des programierten Zelltods (Apoptose; Murphy et al.,
1990). Sie eliminiert T-Zellen, deren TZR korpereigene Strukturen mit hoher Aviditét binden
konnen (Sprent et al., 1988), und somit das Risiko in sich bergen Autoimmunreaktionen

auszulosen. Der Thymus ist das Hauptorgan fur die Toleranzinduktion gegen Selbst (zentrale
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Toleranzinduktion). Diese klonale Deletion ist sehr sensitiv. Die Rezeptoraviditét, die fur die

klonale Deletion im Thymus verantwortlich ist, ist niedriger as die der Aktivierung in der
Peripherie (Pircher et al., 1991; Knobloch et al., 1992). Neben der Deletion konnen T-Zellen
auch funktionell inaktiviert werden (van Ewijk et al., 1988; Speiser et al., 1990; Schonrich et
al., 1992a).

Im Thymus findet auch die Differenzierung der T-Zellen in 2 Subpopulationen statt, die
nach der Expression von Korezeptoren CD4 und CD8 benannt sind. CD4-Zellen werden auf
MHC Klasse Il Molekile, CD8 auf MHC Klasse | Molekile selektioniert. Unreife
Thymozyten exprimieren nach der somatischen Rekombination zuerst CD4 und CDS8,
verlieren dann jedoch eine der beiden Korezeptoren, so daR sie als einzelpositive CD4" oder
CD8" T-Zéellen die Reifungsphase beendet haben.

5. ,Homing" von T-Zellen

Sobald Thymozyten selektioniert und zu CD4" bzw. CD8" T-Zellen herangereift sind
verlassen sie den Thymus als naive T-Zellen und zirkulieren im Blutgefal3- und Lymphsystem
um den Organismus nach Antigenen abzusuchen. Eine T-Zell-Antwort kann jedoch nicht auf
jeder beliebigen Korperzelle induziert werden, sondern bedarf der Antigenexpression durch
professionelle APZ (vorwiegend Dendritische Zellen), die hauptsachlich in sekundéren
lymphatischen Organen (Milz, Lymphknoten, Peyersche Plaques) lokalisiert sind und
Bestandteile des angeborenen Immunsystems darstellen. Naive T-Zellen missen deswegen
das Blutgefal3system verlassen und in sekundére lymphatische Organe einwandern, um die
Oberflache von DZ auf Antigen abtasten zu kdnnen. Die Extravasation erfolgt dhnlich der von
Neutrophilen, verwendet jedoch teilweise andere Chemokine (Campbell und Butcher; 2000)
und Adhéasionsmolekiile (Butcher und Picker, 1996). So bindet L-Selektin der naiven T-Zellen
an sulfatierte Glucosaminoglykane (Imai et al., 1991; Berg et al., 1991). Glykoproteine, die
diese Zuckerstrukturen tragen (GlyCAM-1, CD34, MadCAM) kommen nur auf sogenannten
HEVs (,,High Endothelial Venules*) in Lymphknoten vor und erlauben somit ortsspezifische
Extravasation. Sie werden deswegen auch als Addressine und ihre Bindungspartner auf T-
Zellen as ,homing* Rezeptoren bezeichnet. ,Homing“ Rezeptoren spielen auch eine
entscheidende Rolle in der Migration von Effektorzellen an die Orte, an denen sie ihre

Funktionen austben.
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6. Aktivierungq, Differenzierung und Effektorfunktion von CD4 T-Zédllen

Sobald naive CD4" T-Zellen in den Lymphknoten eingewandert sind, tasten sie die
Oberflache von Dendritischen Zellen (DZ) auf die Anwesenheit ihrer Epitope ab. DZ
erwerben die Epitope, indem sie durch Gewebe patroullieren und Antigene durch
Phagozytose aufnehmen, prozessieren und einzelne Peptide auf MHC Klasse 11-Molekiilen
prasentieren, sobald sie in Lymphknoten Uber afferente Lymphe migriert sind (Banchereau et
al., 2000). Die Bindung von TZR und CD4-Korezeptor an den MHC-Klasse |1-Peptid-
Komplex (1. Signal) ist jedoch nicht ausreichend, um eine naive T-Zelle zu stimulieren. Sie
bendtigt zusétzlich ein 2. Signal (Bretscher und Cohn, 1970; Lafferty und Cunningham,
1975), das von B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) (Lindley et al., 1991) auf der APZ gegeben
werden kann und das als Kostimulation bezeichnet wird (Liu et al., 1992; Chambers et al.,
1997). Die Bindung von B7.1 oder B7.2 an CD28 auf T-Zellen |6st Proliferation der T-Zelle
aus (Juneet al., 1994). Neben B7.1 und B7.2 haben auch LFA-3, ICOS-R und CD40 auf APZ
kostimulatorische Wirkung. Ihre Bindungspartner auf CD4 T-Zellen sind CD2, ICOS und
CD40L. Fur die Expression von Kostimulatoren missen DZ jedoch aktiviert werden
(Freeman et al., 1989). Das geschieht direkt durch mikrobielle Produkte (z.B. LPS) oder
durch proinflammatorische Molekile (TNF-a, IFN-g) als Mediatoren fir eine Infektion
(Janeway, 1992; Medzhitov, 1996). Dies erklart, dal3 bei Vakzinierungen die entsprechenden
Antigene mit Adjuvantien appliziert werden mussen, denn sie enthalten mikrobielle
Bestandteile, die auf APZ kostimulatorische Molekile induzieren. Zum Beispiel besteht
Komplettes Freund's Adjuvanz (CFA) aus hitzeabgetoteten Mykobakterien in einer Wasser-
in-Mineral6l Suspension. Das 2. Signal durch Adjuvanz-vermittelte APZ-Aktivierung besteht
neben der Hochregulation von Kostimulatoren auch in der Sekretion von Zytokinen (z.B. IL-
12) sowie in der erhdhten Oberflachenexpression von MHC Klasse | und Il Molekilen und
Adhasionsmolekilen, die nur gemeinsam vollsténdige Aktivierung von T-Zellen ermdglichen
(Juneet al., 1994).

Nachdem naive CD4 T-Zellen beide Signale erhalten haben [0st das eine
Signaltransduktionskaskade aus, die vor allem in der Expression des |L-2 Gens resultiert, dem
wichtigsten T-Zell Wachstumsfaktor (Kane et al., 2000). IL-2 bindet an den schwach
exprimierten IL-2R und erhoht auf autokrine Weise die Expression des Rezeptors.

Nach der klonalen Expansion differenzieren aktivierte CD4 T-Zellen in Effektorzellen,
deren Aufgabe es ist die Aktivitat von CD8-Zellen, Makrophagen und B-Zellen durch die
Sekretion spezifischer Zytokine zu regulieren. Auch die T-Zell-Differenzierung wird durch

das Zytokinmilieu des angeborenen Immunsystems entscheidend beeinflufét. IL-12 von
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aktivierten Makrophagen und DZ fiuhrt zur Entwicklung von naiven CD4-Zellen (ThO) zu
sogenannten Thl-Zellen, die IFN-g, IL-2 und TNF-a sezernieren und dadurch eine zelluldre
Immunreaktion gegen intrazellulére und phagozytierte Bakterien und Viren in Gang setzen
(Seder et al., 1994). IFN-g aktiviert bakterizide Aktivitét von Makrophagen und fihrt bei B-
Zellen zu einem Wechsel zum 1gG2a Isotyp, der Pathogene fir die Phagozytose opsonisiert
und Komplement aktiviert. Eine CD4 Zelle stimuliert nur digjenigen Makrophagen oder B-
Zellen, wenn sie ihr Antigen auf MHC Klasse Il dieser Zellen erkennen (Lanzavecchia,
1985). So ist die Antigenspezifitét der T-Helfer-Antwort gewahrleistet.

Fehlt IL-12 im Mikromilieu fuhrt vermutlich die geringe aber akkumulierende IL-4
Sekretion von ThO Zellen zur Induktion von Th2 Zellen, die durch die Freisetzung von IL-4,
IL-5 und IL-13 charakterisiert sind. Uber IL-4 werden B-Zellen zum Wechsel des | sotyps von
IgM zu 1gG1 und IgE angeregt. IgE bindet an Eosinophile und Mastzellen und vermittelt
Schutz gegeniiber parasitischen Infektionen. AulRerdem ist IgE ein zentrales Molekdl in der
Entstehung von Allergien. Somit fihren Th2 Zellen vorwiegend zu einer humoralen
Immunantwort gegen extrazellul&re Pathogene und deren Molekdile.

Th1 und Th2 unterscheiden sich nicht nur in den sezernierten Zytokinen, sondern auch
in ihrem unterschiedlichen Migrationsverhalten. Thl-Zellen zeigen héhere Expression von
Liganden for E- und P-Selektin sowie CXCR3, den Chemokinrezeptor fur 1P10 (IFN-g
inducible protein) und Mig (monokine induced by IFN-g), die ihnen erméglichen in
Entziindungsherde einzuwandern und dort Makrophagen sowie CD8-Zellen zu stimulieren.
Th2 Zellen hingegen exprimieren préferentiell CCR (Chemokin-Rezeptor) 3 und CCRA4.
CCR3 ist der Rezeptor fur Eotaxin, RANTES (regulated on activation norma T cell
expressed and secreted) und MCP-(monocyte chemoattractant protein)-2, -3 und —4, die bei
allergischen Entziindungen freigesetzt werden.

Jede Subpopulation verstérkt die eigene Entwicklung und inhibiert die Entstehung der
entgegengesetzten Subpopulation. So sezernieren Thl Zellen IFN-g, das ihre eigene
Differenzierung antreibt, Th2 Zellen jedoch in ihrer Entwicklung unterdriickt. Umgekehrt
fordern Th2 Zellen tUber 1L-4 weitere Th2-Differenzierung, inhibieren aber Uber IL-10 Thl
Entstehung. Dies fuhrt bel fortschreitenden Immunreaktionen zu verstérkter Polarisierung,
deren Umpolung mit der Zeit immer schwieriger wird.

Die Differenzierung von T-Zellen Dbeinhatet die Verdnderung der
Oberflachenexpression von Adhésionsmolekilen, und fihrt damit zu modifiziertem
Wanderungsverhalten. L-Selektin, das Lektin, das die Migration Gber HEV in Lymphknoten
ermoglicht, wird herunterreguliert und LFA-1 (Lymphozyten assoziiertes Antigen) und VLA-
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4 (very late antigen) erscheinen verstérkt auf der Oberflache. Die Liganden fur LFA-1
(ICAM-1 und ICAM-2) und VLA-4 (VCAM) sind auf entziindeten Endothelien verstéarkt
exprimiert und erméglichenso das,,Homing* aktivierter T-Zellen an den Ort der Entziindung.

7. Aktivierung und Effektorfunktion von CD8 T-Zellen

Die Aktivierung von CD8 Zellen ist wie die der CD4 Zellen von der
Antigenprasentation durch professionelle APZ in sekunddren lymphatischen Organen
abhéngig. Da nicht jedes intrazelluldre Pathogen APZ infiziert stellt sich die Frage wie
Antigene dieser Erreger auf MHC Klasse | von APZ gelangen. Der Mechanismus beruht
vermutlich auf der Aufnahme infizierter (oft apoptotischer) Zellen durch professionelle APZ
und dem Transport mikrobieller Antigene aus dem Phagolysosom ins Zytosol, um hier wie
zelleigene zytosolische Proteine degradiert und im ER auf MHC Klasse | Molekile beladen
zu werden, um sie CD8-Zellen zu prasentieren (Albert et al., 1998). Dieser Vorgang wird als
Kreuz-Présentation bezeichnet (Kurts et al., 1996; Heath und Carbone, 1999). Professionelle

APZ erwerben auf diesem Weg wahrscheinlich auch Tumorantigene fur die Stimulation von
tumorspezifischen CD8 T-Zellen.

Ein zweiter wichtiger Punkt bei der Aktivierung von CD8 T-Zellen ist die haufig
beobachtete Abhangigkeit von Thl-Zellen (Keene und Forman, 1982; Cardin et al., 1996). Es
gibt 2 Hypothesen. Einerseits sezernieren Thl Zellen grof3e Mengen IL-2, ein Zytokin, das die

Expansion und Differenzierung von CD8 Zellen stimulieren kann (Husmann und Bevan,
1988). Andererseits binden CD4 Zellen tber CD40L an CD40 von pAPZ und erhdhen deren
Aktivitétsstatus, so dal’ diese Uber gesteigerte Zytokinsekretion CD8 Zellen stimulieren
konnen (Ridge et al., 1998; Bennett et al., 1998; Schoenberger et al., 1998).

Auf die Aktivierung folgt eine Phase ausgepragter Proliferation. Wahrend einer viralen
Infektion in der Maus kann eine Zunahme der CD8 Zellzahl am das 500-fache nachgewiesen
werden. Virusspezifische CD8 Zellen kdnnen dann bis zu 70% aller aktivierten CD8
Milzzellen ausmachen (Murali-Krishna, 1998; Gallimore et al. 1998). Nach der Proliferation
differenzieren CD8-Zellen vorwiegend zu zytotoxischen T-Lymphozyten (ZTL), die an den
Ort der Infektion wandern und dort an antigentragende Zielzellen binden. Der Zell-Zell-
Kontakt wird durch Adhésionsmolekile (LFA-1 mit ICAM-1) verstérkt. Es folgt die
Sekretion von Perforin (Lowin et al., 1994), Granzym, IFN-g Lymphotoxin (LT) und TNF-a.
Perforin polymerisiert in Anwesenheit der hohen extrazelluléren Kalzium-Konzentration und
lagert sich unter Ausbildung von wassergefillten Poren in die Membran der Zielzelle ein.

Dies fuhrt einerseits zu osmotischem Anschwellen und andererseits zum Eindringen von
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Granzym B ins Zytosol, wo es Kaspasen spaltet um so Apoptose zu induzieren. Ein zweiter
Mechanismus der Apoptose-Induktion ist die Bindung von oberflachenstandigem FasL an Fas
der Zielzelle, was ebenfalls in der Aktivierung der Kaspasenkaskade und Apoptose resultiert
(Lowin et al., 1994). Neben infizierten Zellen dienen auch Zellen allogener Transplantate und
Tumorzellen als Zielzellen fir ZTL. Aul3erdem gibt es Berichte, die eine direkte MHC-
unabhangige antimikrobielle Aktivitdt von T-Zellen beschrieben (Levitz et al., 1995).
Aktivierte CD8 Zellen kdnnen auch &hnlich wie CD4 Zellen Zytokine sezernieren und werden
ahnlich wie Helfer T-Zellen aufgrund ihrer unterschiedlichen Zytokinmuster in Tcl und Tc2
unterteilt (Croft et al., 1994). I hre unterschiedlichen Funktionen im Immunsystem sind jedoch
nicht so gut charakterisiert wie bei CD4 Zellen.

8. Abschalten der | mmunantwort und Gedéachtnisbildung

Dadas Immunsystem bei der Eliminierung eines Pathogens auch korpereigenes Gewebe
schadigt, mul? der Verlauf der Immunantwort streng reguliert und schnellstmdéglich wieder
abgeschaltet werden, um unnétige Schadigung zu vermeiden. Dies wird zum einen durch die
lokale Freisetzung antiinflammatorischer Zytokine, wie TGF-b, IL-4 und IL-10 sowie
Prostaglandinen und Kortikosteroiden (z.B. Kortison) erreicht. Ebenso kénnen anfénglich
proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, IFN-g und IL-12 in einer spaten Phase der
Immunreaktion antiinflammatorisch wirken und die Effektorfunktionen von aktivierten T-
Zellen inhibieren (Falcone und Sarvetnick, 1999).

Ebenso mul3 ein Grofdeil der aktivierten Lymphozyten eliminiert werden, um die
zelluldre Homoostase aufrecht zu erhalten (Osborne, 1996). Uberschiissige T-Zellen werden
vorwiegend durch Apoptose eliminiert. Hierzu nutzen T-Zellen denselben Mechanismus wie
fir das Toten der Zielzelle. Nach Aktivierung wird neben CD95-Ligand auch CD95 auf der
Oberflache hochreguliert, so dal3 die aktivierte T-Zelle bel sich (Suizid) oder bei benachbarten
T-Zellen (Fratrizid) Apoptose induzieren kann. Der Prozess wird als Aktivierungs-induzierter
Zelltod (AICD) bezeichnet (Van Parijs, 1998). Ist dieser Regulationsmechanismus nicht
funktionsfahig, z.B. bei Mutationen in den Genen, die fur CD95 (Ipr-Mutation; Takahashi et
al., 1994) oder CD95-Ligand (gld-Mutation; Watanabe-Fukunaga et al., 1992) kodieren,
kommt es zu Hyperproliferation von Lymphozyten und autoimmunen Schadigungen (Adachi
etal., 1993, 1995).

Nach einer Immunantwort werden jedoch nicht alle Lymphozyten aus dem Korper
eliminiert. Ein kleiner Teil der spezifischen T- und B-Zellen tberleben und kdnnen bel einem
Zweitkontakt mit dem gleichen Erreger, schneller und effizienter reagieren as bei der
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Ertsreaktion. Dieses Phdnomen wird als immunologisches Gedachtnis bezeichnet. Es ist ein
entscheidender Vorteil des adaptiven Immunsystems (Dutton et al., 1998). Es herrscht noch
Unklarheitheit dartiber, ob Gedachtniszellen kontinuierlichen Antigenkontakt oder anhaltende
Proliferationstatigkeit benétigen, um reaktiv zu bleiben (Sprent, 1997).

9. Periphere Toleranz

Verldldt eine reife naive T-Zelle den Thymus kann sie wie eben beschrieben in
sekundéren lymphatischen Organen aktiviert werden. Derzeit geht man davon aus, dal3 fir die
Aktivierung einer naiven T-Zelle 2 Signale notwendig sind. Das 1. Signal stellt das Antigen
dar. Das 2. Signal soll durch kostimulatorische Molekile vermittelt werden. Erhdt die T-Zelle
nur Signal 1 ohne Signal 2, dal3 heil} sieht sie ihr Antigen in Abwesenheit einer Infektion
(Selbstantigen), soll sie nicht aktiviert, sondern tolerisiert werden (Boussiotis et al., 1994;
Lenschow et al.,, 1996). Dieser Schutzmechanismus ist notwendig, da nicht alle
Selbstantigene im Thymus préasentiert werden und gegen diese Antigene somit keine zentrale
Toleranz induziert werden kann. Naive T-Zellen begegnen somit manchen Selbst-Antigenen
zum ersten Ma in der Peripherie. Die Toleranzinduktion im Thymus ist auf Antigene
beschréankt, die in kortikalen oder medulldren Thymusepithel zellen exprimiert werden und auf
Antigene, die Uber die Blutzirkulation in den Thymus gelangen und von
knochenmarksabstammenden Zellen aufgenommen, prozessiert und prasentiert werden.
Gewebespezifische Antigene, die nicht in die Zirkulation freigesetzt, oder erst spéter in der
Entwicklung exprimiert werden (Neoantigene) kénnen keine zentrale Toleranz induzieren.
Obwohl fur einige gewebespezifische Proteine thymische Expression in transgenen (humanes
CRP unter murinem CRP-Promotor; Klein et al., 1998) und nichttransgenen Mausmodellen
(Insulin, SAP, CRP, PLP u.a.; Smith et al., 1997; Hanahan, 1998; Klein et al., 2000) gezeigt
wurde, hat man in zahlreichen Modellsystemen in der Maus periphere Toleranzinduktion
nachgewiesen.

Deletion selbstspezifischer T-Zellen ist der sicherste Mechanismus der peripheren
Toleranzinduktion. So fuhrt die Injektion grof3er Mengen des bakteriellen Superantigens SEB
(Staphylococcus aureus Enterotoxin B), zur Eliminierung von CD4'Vb8.1,2" T-Zellen, an die
SEB spezifisch bindet (Kawabe und Ochi, 1991). Periphere Deletion kann ebenso beobachtet
werden nach Injektion von Superantigen-exprimierenden CD8" Zellen (Webb et al., 1990;
Huang und Crispe, 1993), H-Y-Antigen-positiven Milzzellen aus mannlichen Mé&usen in
Weibchen (Carlow et al., 1992) und Peptidantigene in der Abwesenheit von Adjuvanz
(Kearney et al., 1994; Kyburz et al., 1993). Auch die endogene Expression eines Antigens,
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wie z.B. H-2K" in der Leber, kann zu Deletion spezifischer T-Zellen filhren (Bertolino et al.,
1995). In einigen dieser Systeme konnte gezeigt werden, dal3 Deletion durch die Induktion
von CD95 vermittelter Apoptose erfolgt (Kawabe und Ochi, 1991; Bertolino et al., 1995).

T-Zellen kénnen durch peripheren Antigenkontakt auch anerg gemacht werden. Unter
Anergie versteht man die Unfahigkeit einer T-Zelle auf einen Antigenstimulus in irgend einer
Form zu reagieren. So gelang die Anergieinduktion in vitro bei humanen CD4" Klonen mit
Peptidantigenen (Lamb et al., 1983; Jenkins et al., 1987) und anschlief3end in vivo durch
Injektion von Superantigenen (Kawabe und Ochi, 1991) oder von Cytochrom-c-Peptiden
(Falbet al., 1996).

Im Unterschied zu Anergie ist die Herunterregulierung von TZR und/oder Korezeptor
ein reversibler Prozeld der Tolerisierung. Dies konnte in Mé&usen gezeigt werden, die das
MHC Klasse | Molekiil KP auf Zellen des Neuroektoderms und den KP-spezifischen TZR
exprimieren. Die Zahl CD8" DesTZR® Zellen war in Lymphknoten und Milz
doppeltransgener Tiere stark reduziert. In vitro Stimulation brachte den TZR auf den Zellen
wieder zum Vorschein (Schonrich et al., 1991). Auch die alleinige Herunterregulierung des
Korezeptors CD8 ist beschrieben (Zhang et al., 1995).

Eine autoreaktive T-Zelle kann nicht nur durch Deletion, TZR-Herunterregulierung oder
Anergie, sondern auch durch regulatorische T-Zellen in Schach gehalten werden.
Immunregulatorische T-Zellen sind meist CD4" Zellen, die Uber antiinflammatorische
ZytokinewielL-4, IL-10 oder IL-13 (Saoudi et al., 1995) autoreaktive Zellen inhibieren bzw.
ihre Differenzierung zu Th2 bzw. Tc2 Zellen und somit die Entwicklung einer humoralen statt
einer zelluléren Immunreaktion fordern (Mosmann et al., 1989a+b; Singer et al., 1993; Seder
et al., 1994). Dieser Prozef3 wird als Immundeviation bezeichnet.

Voraussetzung fir die antigen-spezifische Tolerisierung ist der Kontakt peripherer T-
Zellen mit dem Antigen. Dieser Erstkontakt in Abwesenheit eines kostimulatorischen Signals
kann wahrend einer neonatalen Phase auf parenchymalen Zellen der einzelnen Gewebe
stattfinden, da naive CD8" T-Zellen in diesem Zeitfenster in Gewebe infiltrieren konnen
(Alferink et al., 1998). Das Selbst-Antigen kann jedoch auch von Dendritischen Zellen in den
Lymphknoten prasentiert werden, um Toleranz in CD8" T-Zellen zu induzieren (Kurts et al.,
1997).

Aber nicht jedes periphere Antigen fuhrt zu einer Tolerisierung autoreaktiver T-Zellen.
So konnen T-Zellen ihr Antigen auch ignorieren, dal3 heif3t sie sind morphologisch und
funktionell nicht von naiven T-Zellen zu unterscheiden und kdnnen bei Aktivierung eine
Autoimmunreaktion einleiten (Ohashi et al., 1991; Oldstone et al., 1991).
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B. Schadlicher Verlust der Toleranz gegen Selbst — Autoimmunitéat

Ignorante T-Zellen und Zellen, die durch zentrale und periphere Toleranzinduktion
nicht physisch eliminiert wurden, sind in den meisten Individuen zu finden und bilden ein
Reservoir  selbstspezifischer  Lymphozyten, die far die Entstehung von
Autoimmunerkrankungen verantwortlich sind. 5-7% aller Menschen leiden an einer
Autoimmunerkrankung.  Wichtige Beispiele fur  Autoimmunerkrankungen  sind
insulinabhéngiger Diabetes mellitus (IDDM), Multiple Sklerose (MS) und Hashimoto's
Thyreoditis (HT), die durch T-Zellen und Systemischer Lupus Erythematosus (SLE) sowie
Myasthenia Gravis (MG), die durch B-Zellen vermittelt werden. Seit der Entdeckung, daf3 das
Immunsystem neben seiner protektiven auch eine schadliche Rolle im Organismus spielen
kann, wird versucht diese Erkrankungen zu behandeln. Bisher Uberwiegen bei weitem
antigen-unspezifische Behandlungsmethoden, wie z.B. anti-inflammatorische Agentien
(Corticosteroide wie Dexamethason und Prednison), Substanzen, die Zellproliferation tber
die Inhibierung der DNA-Replikation (Methotrexat, Azathioprin, Cyclophosphamid) oder der
Signaltransduktion in T-Zellen (Cyclosporin A, FK506, Rapamycin) blockieren. Diese haben
den Nachteil, dai3 sie nicht nur die Immunreaktion gegen Selbst sondern auch gegen Fremd,
sprich Pathogene, inhibieren, was zu einer erhohten Anféligkeit fir Infektionen
verschiedenster Art fuhrt. Aullerdem treten eine Reihe von Nebenwirkungen, wie z.B.
K nochenmarkschadigung, Ubelkeit, Durchfall, Hautausschlag und Niereninsuffizienz auf. Um
antigenspezifische Therapien oder praventive Mal3nahmen entwickeln zu konnen, ist es
notwendig ein besseres Verstandnis fur die Entstehung von Autoimmunreaktionen zu
gewinnen. Hierfir wurden in den letzten Jahrzehnten zahlreiche Untersuchungen
durchgefuhrt die folgende Kriterien fur die Entstehung von Autoimmunerkrankungen

identifizierten. Die Faktoren lassen sich grob in genetische und epigenetische unterscheiden.

1. genetische Faktoren

Aus zahlreichen Untersuchungen an Patienten und Tiermodellen geht hervor, dai
genetische  Faktoren eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen spielen konnen (Vyse und Todd, 1996). So liegt die
Konkordanzrate bei eineligen Zwillingen an IDDM zu erkranken bei 35-50%. Und bestimmte
Maus-Inzuchstémme entwickeln spontan Autoimmunerkrankungen, wie z.B. SLE bei
(NZBXNZW)F1-Tieren und IDDM bei weiblichen NOD-Méuse. Der genetische Lokus, der
die stérkste Assoziation mit dem Auftreten von Autoimmunerkrankungen hat, ist der
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Haupthistokompatibilitdts-Komplex (MHC fir ,Magor Histocompatibility Complex*). So
haben Menschen mit dem HLA-B27-Allel (MHC Klasse 1) ein 90- bis 100-fach erhohtes
Risiko an ankylosierender Spondylitis, einer entziindlichen Gelenkerkrankung, zu erkranken
as Individuen mit anderen HLA-B-Allelen. Die meisten der haufigen
Autoimmunerkrankungen zeigen jedoch eine Assoziation mit MHC-Klasse |1 statt mit MHC
Klasse |. So erhoht das DR-4-Allel (MHC-Klasse I1) das Risiko an Rheumatoider Arthritis zu
erkranken um das zehnfache und DR3/4-Heterozygotie das IDDM-Risiko um das 20-fache.
Neben dem MHC-Lokus sind noch andere Gene mit Autoimmunerkrankungen assoziiert. Bel
NOD-Maéusen konnten 20 Loci auf 13 verschiedenen Chromosomen identifiziert werden.
Diese Loci enthaten Gene fur verschiedene Zytokine (IL-1, IL-2, IL-4), sowie Rezeptoren
von Lymphozyten (TCRa und TCRb, Igk, CTLA-4) und gewebespezifische Antigene (z.B.
Insulin).

Genetische Faktoren sind jedoch nicht ausreichend um die Entstehung von
Autoimmunerkrankungen zu erkléren, denn wie schon erwahnt betrégt die Konkordanzrate
bei eineiigen Zwillingen ,nur‘ 35-50%. Die restlichen 50-65% werden durch epigenetische
Faktoren bestimmt.

2. Epigenetische Faktoren

Unter den epigenetischen Faktoren sticht heraus, da3 dreimal so viele Frauen an
Autoimmunerkrankungen erkranken als Méanner. In den USA sind 6,7 Mio. Frauen und nur
2,3 Mio. Manner betroffen. Bei einzelnen Autoimmunerkrankungen ist das Verhdtnis noch
auffélliger. So erkranken 9 Frauen pro Mann an SLE. Dieser frappierende Unterschied legt
nahe, dal? Sexualhormonen eine entscheidende Rolle im Erkrankungsprozef3 zukommt.
Tatsachlich fuhrt eine Verringerung der Testosteronkonzentration durch Kastration
mannlicher NOD-Mause, die sonst nicht erkranken, zu einer hdheren Inzidenz von IDDM.
Ebenso kann die Injektion von Ostrogen im Mausmode!l zu SLE fuhren.

Neben dem Geschlecht spielen auch die geographische Region und der Lebensstil
(Bach, 1994; Berdanier, 1995) eine Rolle bei der Entstehung von Autoimmunierkrankungen.

3. Infektionen und Autoimmunitéat

Die Beobachtung, dal3 manchen Autoimmunerkrankungen bestimmte bakterielle oder
virdle Infektionen vorausgehen, hat die Vermutung aufgebracht, dal3 sie ursachlich
zusammenhangen (Whitton und Fujinami, 1999). So hatten manche Patienten, die an

Rheumatoider Arthritis leiden, eine Infektion mit Streptokokken der Gruppe A durchlaufen.
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IDDM st assoziiert mit Coxsackie B Virus und Rubella-Virus Infektionen (Gamble, 1980).
Ebenso kann eine Infektion mit Borrelia burgdorferi durch einen Zeckenstich chronische
Arthritis ausldsen (Aberer et al., 1989). Allerdings nur bei Betroffenen, die HLA-Allele DR2
oder DR4 tragen, was erneut zeigt, dal? fur die Entstehung von Autoimmunerkrankungen
meist mehrere Voraussetzungen zusammenkommen mussen. Infektionen bestimmter Erreger
korrelieren auch mit Multipler Sklerose (Kurtzke, 1993; Panitch, 1994), Ankylosierender
Spondylitis (Gilliland und Mannik, 1986) und anderen Autoimmunerkrankungen. Ein weiterer
Hinweis fur die Relevanz von Infektionen bei Autoimmunerkrankungen ist die Moglichkeit in
bestimmten Mausstammen Autoimmunerkrankungen auszuldsen, indem ihnen ein
Homogenat des betreffenden Gewebes zusammen mit bakterienhaltigen Adjuvantien
verabreicht wird. Auf diese Weise kann z.B. EAE (Experimentelle Autoimmune
Enzephalomyélitis), das Mausmodell fur Multiple Sklerose, induziert werden.

Der Mechanismus, wie Infektionen Autoimmunerkrankungen induzieren konnen, ist
immer noch eine offene Frage. Verschiedene Szenarien werden diskutiert. Eine Méglichkeit
ist die Expression von Superantigenen durch das Pathogen, die eine Subpopulation von T-
Zellen unabhangig von ihrer Spezifitdt aktivieren und dabei auch autoreaktive Zellen
stimulieren, die anschlieRend eigenes Gewebe angreifen (Conrad et al., 1994). Dieser
Mechanismusist sowohl fir bakterielle (Brocke et al., 1993) als auch fir virale Superantigene
(Scherer et al., 1993) beschrieben.

Der zweite Mechanismus beruht auf einer direkten Aktivierung autoreaktiver T-Zellen
durch bakterielle oder virale Epitope. Ursache ist eine strukturelle Ahnlichkeit von Selbst-
und Fremd-Epitop, die als molekulare Mimikry bezeichnet wird (Oldstone, 1998; Fujinami et
al., 1985). So kreuzreagieren T-Zellen einer IDDM-Risikogruppe, die gegen ein Glutamat-
Decarboxylase-(GAD)-Epitop gerichtet sind auch mit einer Determinante des P2C Proteins
von Coxsackie B Virus. (Atkinson et al., 1994; Tian et al., 1994). Auch konnten MBP-
spezifische T-Zell-Klone aus MS-Patienten durch finf verschiedene Epitope von
unterschiedlichen Mikroorganismen (Herpes Simplex Virus, Epstein Barr Virus, Adenovirus,
Influenza Typ A Virus, Pseudomonas aeruginosa) zu Proliferation angeregt werden
(Wucherpfennig und Strominger, 1995).

Ein weiterer Mechanismus wird als sogenannte ,, bystander“ Aktivierung bezeichnet, bel
der in Abwesenheit von struktureller Mimikry selbstreaktive T-Zellen wéhrend einer
Immunantwort gegen ein Pathogen stimuliert werden (Whitton und Fujinami, 1999). Um
dieses Phanomen erkléren zu kénnen werden verschiedene Szenarien diskutiert. So konnte
durch einen anfénglichen Gewebeschaden, der entweder durch einen direkten zytolytischen
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Effekt des Erregers oder durch die antimikrobielle Immunantwort verursacht wird, grof3e
Mengen Selbst-Antigen freigesetzt werden, die durch professionelle APZ aufgenommen
werden und zur Stimulation autoreaktiver T-Zellen fuhren (Horwitz et al., 1998). Das wiirde
bedeuten, dal? die Immunantwort zuerst gegen pathogene Antigene gerichtet ist, dann aber auf
korpereigene Antigene Ubergeht, ein Vorgang der as , Epitop-Spreading” bezeichnet wird
(Lehmann et al., 1992; Miller et al., 1997). , Bystander Aktivierung* kdnnte durch die hohe
lokale Konzentration von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen, die wahrend
einer Immunreaktion gebildet werden, angetrieben werden (Tough et a., 1996). Dazu gehtren
TNF-a, IFN-g, IFN-a/b, IL-1, IL-6, IL.12 u.a, die vorwiegend von Thl-Zellen und
Makrophagen vor Ort sezerniert werden. So fuhrt auch die konstitutive transgene Expression
von proinflammatorischen Zytokinen in einigen Mausmodellen zu Autoimmunitét (Sarvetnick
et al., 1990; Horwitz et al., 1997; Green et al., 1998). Hier zeigt sich erneut die zentrale Rolle
von Entziindungsreaktionen bei der Regulation der Aktivitét von T-Lymphozyten.

Bel allen angesprochenen Mechanismen muf3 bedacht werden, daf3 sowohl im Patienten
als auch im Tiermodell das infizierte Organ haufig auch das Ziel der Autoimmunreaktion ist
und die Unterscheidung zwischen einem autoimmunen Gewebeschaden und einer
Immunreaktion gegen ein persistierendes Pathogen schwierig ist (Rose, 2000) und
vorwiegend von der Empfindlichkeit der Nachweismethoden fir die Existenz einer
mikrobiellen Infektion abhangt. So scheint z.B. die Immunantwort gegen das Rabies-Virus
und nicht eine Autoimmunreaktion Nervenzellen zu schadigen.

4. Autoimmunerkrankungen der L eber

Ein relativ grofer Prozentsatz der Weltbevolkerung entwickelt entzindliche
Lebererkrankungen (Hepatitis, Blumberg, 1997). In den meisten Falen verlaufen die
Krankheiten mild und, wie im Fall von Hepatitis B Infektionen, schnell und vom Patienten
unbemerkt. Einige Patienten entwickeln jedoch chronische Leberschaden, die mit
Leberzirrhose und Hepatozel luldrem Karzinom todlich enden konnen (Chisari, 1996; Krawitt,
1996). Autoimmunreaktionen gegen Lebergewebe konnen entweder Hepatozyten
(autoimmune Hepatitis, AH) oder Gallengangsepithelzellen (primére billidre Zirrhose, PBC;
primére sklerotisierende Cholangitis, PSC) betreffen.Von viralen Hepatitiden werden sie in
erster Linie durch die Abwesenheit viraler Proteine (z.B. Oberflachenantigen des Hepatitis B
Virus, HBSAQ) im Serum der Patienten und der Sensitivitét gegeniiber der Behandlung mit
dem Immunsuppressivum Prednisolon unterschieden (Rose und Mackay, 1985).
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Symptome von AH sind chronische Appetitlosigkeit, Gelbsucht, Fieber, Muskel- und
Gelenkschmerzen, Splenomegalie und Schmerzen im oberen Bauchraum. Die Mortalitéat
unbehandelter AH ist mit 80% innerhalb von 5 Jahren sehr hoch. In Europa erkranken 5 bis 8
Menschen pro 100.000 Einwohner an AH (Bjarnason et al., 1982). Frauen erkranken viermal
haufiger als Ménner (Meyer-zum-Bischenfelde et al., 1992).

AH ist durch erhdhte Serumwerte an g-Globulin und Transaminasen (Alanin-, Aspartat-
Aminotransferase), einer ausgepragten lymphozytéren Infiltration in Leberparenchym und der
Existenz von Autoantikdrpern gekennzeichnet (Rose und Mackay, 1985). Das sind im
Wesentlichen Antikorper, die als Folge einer Th2-vermittelten Immunantwort, gegen
ubiquitére intrazelluldre Antigene wie Aktin, Proteine des Zellkerns, der Mitochondrien und
Proteine der glatten Muskulatur entstehen. Eines der wenigen bekannten zelluldren Antigene
der Autoantikdrper in AH ist der Asiaoglykoprotein-Rezeptor, ein |eberspezifisches
Membranmolekil. Sie dienen al's zuverlassige diagnostische Marker fur AH. Ihre Funktion in
der Pathogenese ist jedoch unklar (Meyer-zum-Blischenfelde et al., 1990).

Fur eine Beteiligung von T-Zellen an der Pathogenese sprechen mehrere Faktoren.
Erstens ist AH wie viele andere Autoimmunerkrankungen mit bestimmten MHC-Allelen
(HLA-A1, -B8, -DR3) assoziiert (Rose und Mackay, 1985). Zweitens enthdlt das
lymphozytéare Infiltrat neben Plasmazellen vorwiegend CD8- und CD4-abT-Zellen (Eggink et
al., 1982; Bach et al., 1992). Aus Patienten isolierte CD4-Zell-Klone sind spezifisch fur
LKM-1(liver-kidney-microsomal1)-Antigen, dal3 die immundominante Region des
Zytochroms P45011D6 Antigens enthdlt. Drittens gehoren die Autoantikérper dem IgG-1sotyp
an, dessen Bildung von Th2-Zellen abhéngt. Aul3erdem gibt eine Reihe von Tiermodellen
Hinweise fir eine dominierende Rolle von CD8" T-Zellen in der Pathologie von
Leberschaden. Ein Grofdteil der Daten wurde mit transgenen Mausen erhaten, die das
Oberflachenantigen des Hepatitis B-Virus (HBsSAQ) in der Leber exprimieren (Chisari, 1996).
Ergebnisse aus verschiedenen Modellen fur autoimmunen Leberschaden zeigen, dal3
L eberschaden, die durch LCMVirus-Infektionen, Propionibakterien/LPS oder Concanavallin-
A induziert worden sind, letztendlich auf T-Zellen und die von ihnen sezernierten Molekile
TNF-a, IFN-g und CD95L zuriickgehen (Ldbler et al., 1994; Chisari und Ferrari, 1995;
Kondo et al., 1997; Matsui et al., 1997).

Obwohl die genaue Krankheitsursache nicht bekannt ist, geht man davon aus, dafi
Infektionen als auslésende Faktoren eine Rolle spielen. Klinische Beobachtungen lassen den
Schluf3 zu, daid virale Infektionen, wie durch Masern-, Hepatitis- und Epstein-Barr-Viren, as

Krankheitsursachen in Frage kommen, wobel AH auch als Nebenreaktion einer IFN-g-
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Behandlung gegen virale Hepatitis beobachtet wurde (Krawitt, 1996). Eine Rolle der CD8" T-
Zellen wurde in AH und vor allem bei der viralen Hepatitis (B und C) nachgewiesen, jedoch
sind die genauen Mechanismen im Menschen unbekannt.

5. Induktion von Autoaggression gegen Lebergewebe in  unserem
Tiermoddll

Um der Frage nachzugehen, unter welchen Bedingungen eine Immunreaktion gegen
L ebergewebe zustande kommt, wurde folgendes System gewahilt.

Mause, die unter der Kontrolle des Albumin-Promotors das MHC-Klasse | Molekil H-
2K® auf Hepatozyten (Schonrich et al., 1992) und auRerdem den K spezifischen TZR
(DesTZR) auf einem grof3en Teil der T-Zellen exprimieren (Schonrich et al., 1991), zeigen
eine funktionelle Tolerisierung der transgenen T-Zellen. Dies zeigt sich sowohl im
Ausbleiben einer spontanen Autoimmunerkrankung als auch im subkutanen Wachstum des
Transplantationstumors P815, der mit dem K°-Gen transfiziert ist (P815.K"). Obwohl K"-
spezifische T-Zellen in vivo aktiviert werden konnten, war weder Autoaggression gegenuber
L ebergewebe noch Infiltration aktivierter K -spezifischer T-Zellen in Leberparenchym zu
beobachten. Erst wenn nach der T-Zell-Aktivierung zusétzlich noch eine Infektion mit dem
Bakterium Listeria monocytogenes, das nach iintravendser (i.v.) Injektion vornehmlich Milz
und Leber beféllt (Harty et a.,1996), infiltrieren und attackieren die aktivierten T-Zellen
Leberwebe. Dies &% sich durch eine erhdhte Aktivitét des leberspezifischen Enzyms Alanin-
Aminotransferase (ALT) im Plasma der Tiere nachweisen |&3t (Limmer et al., 1998; Abb. 1).
Teile dieser Studien wurden im Rahmen der Diplomarbeit durchgefhrt.

In weiterfihrenden Studien sollte untersucht werden, ob es sich bei dem beschriebenen
L eberschaden ausschliefdlich um eine Autoaggression handelt, oder ob der transgene DesTZR
nicht mit einem von Listerien stammenden Peptid kreuzreagiert, ein Vorgang der as
molekulare Mimikry bekannt ist. Aus diesem Grund sollte eine Entziindung in der Leber nicht
durch eine Infektion mit einem komplexen Erreger, sondern durch ein Reagenz induziert
werden, das die Prasentation eines korperfremden Peptids auf KP ausschlief. Zu diesem
Zweck konnten sogenannte CpG-Oligodeoxynukleotide (CpG-ODN), in das System
eingefuhrt werden.

6. Bakterielle DNA und CpG-ODN

CpG-ODN sind einzelstrangige DNA-Sequenzen, die ein oder mehrere unmethylierte

CpG-Dinukleotide in konservierten Hexanukleotid-Strukturen (Purin-Purin-C-G-Pyrimidin-
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Pyrimidin) enthalten (Wagner, 2000; Raz, 2000). Solche Sequenzen (CpG-Inseln) sind in der
DNA von Vertebraten 5-fach seltener anzutreffen as statistisch erwartet (sogenannte CpG-
Suppression; Bird, 1980) und aufRerdem zu 70% methyliert. Die verbleibenden CpG-Inseln
sind meist nicht von den entsprechenden Nukleotiden benachbart um ein stimulatorisches
Hexanukleotid zu bilden. Man findet CpG-Dinukleotide jedoch in normaler Frequenz in der
DNA von Bakterien, Hefen, Avertebraten (Nematoden, Mollusken, Insekten) und Pflanzen.
Sie stellen somit ahnlich wie z.B. Lipopolysaccharide (LPS), Lipoproteine, Mannose, N-
formylmethioninhaltige Peptide und doppelstrangige RNA mikrobielle Strukturen dar, die
dem angeborenen Immunsystem als Signal fur eine Infektion dienen konnen (Wagner 1999)
und es stimulieren. CpG-ODN werden deswegen auch als immunstimulatorische Sequenzen
(ISS) bezeichnet.

Der erste Beweis, daf3 bakterielle DNA als Immunstimulanz fungieren kann, kam 1992
als entdeckt wurde, dal3 eine MY-1 bezeichnete Fraktion von Mycobakterium bovis BCG
(Bacillus Calmette Guerin) Uber die Aktivierung von NK-Zellen Tumorwachstum inhibieren
kann (Yamamoto et al., 1988; Tokunaga et al., 1992). MY-1 enthadlt 70% (einzelstrangige)
DNA, 28% RNA, 1,3% Proteine und 0,2 % Kohlenhydrate. Die Aktivitét der MY -1 Fraktion
konnte durch DNase- aber nicht durch RNase-Verdau zerstort werden. Daraufhin wurden 13
einzelstrangige 45-mere Oligodeoxynukleotide (ODN) aus der cDNA-Sequenz von
mykobakteriellen Proteinen synthetisiert und erkannt, dal3 nur die CpG-haltigen ODN NK-
Zell-Aktivitdt in Milzzellkulturen induzieren konnten (Yamamoto et al., 1992). cDNA-
Sequenzen von humanen Proteinen waren nicht stimulatorisch. Wird das Cytosin im CpG-
Dinukleotid in 5 -Position methyliert (Krieg et al., 1995), oder die Sequenz zu GpC invertiert
erlischt die immunstimulatorische Aktivitdt. Doppelstrangige CpG sind ebenfals
immunstimulatorisch. Sie aktivieren Dendritische Zellen und Makrophagen direkt, vermutlich
Uber einen noch unbekannten Rezeptor, zur Hochregulation von MHC- (Klasse | und I1) und
kostimulatorischen Molekilen (B7.1, B7-2, CD40) und Sekretion von proinflammatorischen
Zytokinen (wie z.B. IL-12, TNF-a, IFN-a/b/g IL-1, IL-6, u.a) (Krieg et al., 1995;
Yamamoto et al., 1992). IL-12, TNF-a und IFNa/b aktivieren NK-Zellen (Ballas et al., 1996;
Chace et al., 1997; Halpern et al., 1996), die 90% der frihen IFN-g produzierenden Zellen
ausmachen (Cowdery et a., 1996). B-Zellen werden direkt von CpG-ODN zu Proliferation
(Splenomegalie), polyklonaler IgM-Sekretion, Zytokinsekretion (IL6, 1L-12) und
Hochregulierung von Oberflachenmolekilen (MHC Klasse | und Il, B7.1, B7.2, CD40,
ICAM, FcaR, IL-2R, IFNQR) stimuliert (Krieg et al., 1995; Messina et al., 1991; Sun et al.,
1997). Ein intrinsischer Effekt von CpG-ODN auf T-Zellen ist sehr schwach. Eine direkte
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Aktivierung in Abwesenheit des Antigens (1. Signal) ist nicht beschrieben. Auch
Kostimulation (2. Signal) mittels CpG-ODN ist beschrénkt. So kdnnen in vitro naive T-
Zéellen, dieihr 1. Signal Uber a-CD3-Vernetzung erhalten, nur schwach kostimuliert werden
(Bendigs et al., 1999; Lipford et al., 2000). T-Zellen unterliegen aber einem deutlichen
extrinsischen Effekt. Werden Antigene mit CpG-ODN als Adjuvanz in vivo appliziert, wird
eine starke Thl-Reaktion induziert, da CD4 T-Zellen nach der Aktivierung in der
Anwesenheit groler Mengen IL-12 (von professionellen APZ) zu Effektorzellen
differenzieren (Seder et al., 1994). Th2 Immunantworten werden durch CpG-ODN
unterdriickt. Sie inhibieren IgE-Induktion und damit allergische Reaktionen, wie Eosiniophil-
vermittelte Lungenentzindung in einem Maus-Model fur Asthma (MacAry et al., 1998;
Roman et al., 1997) und allergische Konjunktivitis (Magone et al., 2000a).

Bel intraperitonealer Applikation kommt es unter anderem zu systemischen
Entziindungsreaktionen, die von Infiltrationen von Immunzellen in verschiedene Gewebe wie
Niere, Leber, Pankreas, Lungen und Lymphknoten in unterschiedlichem Ausmal? begleitet
werden (Branda et al., 1993; Mclntyre et al., 1993; Zhao et al., 1996). Da 80% aller sessilen
Makrophagen in der Leber resident sind (Cope et al., 1990), das entspricht 15% aller Zellenin
der Leber, und diese durch CpG-ODN stark stimuliert werden, ist eine préferenzielle
Inflammation in diesem Organ zu erwarten.

CpG-ODN sind Nuklease-sensitiv und weisen nur eine geringe Halbwertszeit im Serum
von Versuchstieren auf. Um die Stabilitét zu erhohen werden ausschliefdlich Phosphorothioat-
ODN in Experimenten eingesetzt. Dabel ist ein Sauerstoff-Atom im Phosphatrest durch ein
Schwefelatom ersetzt, was die Stabilitdt um das 200-fache erhoht (Campbell et al., 1990;
Hoke et al., 1991). Die Modifikation hat keine Auswirkung auf die geringe Toxizitét der
ODN.

C. Autoimmunitat und Antitumorimmunitéat

Die Anwesenheit selbstreaktiver T-Zellen birgt jedoch nicht nur das Risiko der
Entstehung von Autoimmunerkrankungen — den unerwiinschten Immunreaktionen gegen
gesundes korpereigenes Gewebe, sondern weckt auch die Hoffnung protektive
Immunreaktionen gegen malignes Selbst (benigne und maligne Tumoren) induzieren zu
konnen.

Nach der ersten Identifizierung von Tumorantigenen konzentriert sich heute ein grof3er
Teil tumorimmunologischer Forschung auf die Entwicklung von Immunisierungsstrategien

fur eine optimale Aktivierung tumorspezifischer T-Zellen. Nach unseren oben beschriebenen
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Studien zur Brechung von Toleranz und Induktion von Autoaggression konnte die
Aktivierung tumorspezifischer T-Zellen allein nicht ausreichen, um Tumore in einem intakten
Gewebe anzugreifen. Komponenten eines Entziindungsprozesses konnten dazu notwendig
sein. Diese Annahme wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dal3 in Tumormodellen
Transplantationstumore - die Injektion von vielen Tumorzellen verursacht natirlich eine
Entzindunsgreaktion am Injektionsort - durch eine Aktivierung des Immunsystems sehr
erfolgreich eliminiert werden, wahrend beim Menschen mit langsam wachsenden Tumoren in
intakten Organen ahnliche Erfolge ausblieben. Die Entwicklung induzierbarer, autochthoner
Tumor-Modelle im Tier, die der menschlichen Situation eher entsprechen, ist daher essentiell.
Die zweite Aufgabe im Rahmen dieser Arbeit war deshalb der Aufbau eines derartigen
Systems. Im Folgenden werden die theoretischen Grundlagen fir diese Studien erlautert.

1. Ubersicht ilber Tumorimmunitét

Nach der Beherrschung von Infektionskrankheiten sind gutartige (benigne) und
bosartige (maligne, Krebs) Tumoren in der westlichen Welt nach Erkrankungen des
Herzkreidaufsystems die Haupttodesursache. Jahrlich erkranken 340.000 Menschen in
Deutschland an Krebs und mehr as 210.000 erliegen dem Leiden. Die klassischen
Behandlungsmethoden sind Chemotherapie, Bestrahlung und chirurgische Entfernung der
Geschwulst. In Abhangigkeit von der Tumorart sind mit diesen Therapien eher méaldige
Erfolge erzielt worden. Sie weisen aber auch entscheidende Nachteile auf. So sind
Chemotherapie und Bestrahlung unspezifische Anwendungen, die neben Tumoren auch
normales Gewebe schédigen konnen. Folge von chemotherapeutischer Behandlung sind unter
anderem  Haarausfall, Ubelkeit und  Immunsuppression  mit  resultierender
Infektionsanfélligkeit. Lokale Bestrahlung ist nur bei nicht-metastasierten Tumoren
wirkungsvoll. Chirurgische Entfernung erhoht das Risko von Metastasierung, der
Verbreitung von Tumorzellen Uber die Blutbahn im gesamten Korper.

Mit der Erforschung des Immunsystems stieg auch die Hoffnung dieses korpereigene
Abwehrsystem fir die Bekdmpfung von Tumoren zu nutzen. Man verspricht sich
antigenspezifische statt unspezifischer Antitumorreaktivitdt und deswegen das Ausbleiben
von Nebenwirkungen herkémmlicher Therapien.

2. Effektor mechanismen gegen Tumoren

Im Laufe der letzten Jahrzehnte konnten verschiedene Immunzellen, die fir

Antitumorantworten verantwortlich sind, identifiziert werden.
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Die ersten Tumorantigene wurden mit Hilfe von Antikdrpern entdeckt.
Dementsprechend lag es nahe Antikorper as tumorspezifisches Reagenz in Therapien
einzusetzen (Scott und Welt, 1997; Glennie und Johnson, 2000). Die Effektormechanismen
sind die gleichen, wie bei humoralen Immunreaktionen gegen Pathogene. Neben
Opsonisierung der Tumorzellen fur die Phagozytose durch Makrophagen und Aktivierung
von Antikorper-abhangiger Zytotoxizitét (ADCC) durch NK-Zellen wird auch Komplement
aktiviert. Diese Mechanismen kénnen aul3erdem aktiviert werden, durch die Verwendung
bispezifischer Antikorper, die Effektorzellen mit Tumorzellen vernetzen (Van de Wink et al.,
1997; Little et al., 2000). Neben diesen physiologischen Effektormechanismen werden
vermehrt auch artifizielle Mechanismen eingesetzt. Dazu gehort die Kopplung von
tumorspezifischen  Antikorpern  mit  Toxinen wie Rizin oder Diphtherie-Toxin
(Immunotoxine), mit Radioisotopen (Goldenberg et al., 1995) oder antitumor-M edikamenten.
Problem der meisten antikdrper-vermittelten Immuntherapien ist das Auswachsen von
Tumorvarianten, die das Oberfldchenantigen verloren haben, da diese haufig nicht fur die
Aurechterhatung des Tumorwachstums notwendig sind. Immunotoxine induzieren Antitoxin-
Antikdrper und Nebenwirkungen wie z.B. Leberschadigung.

NK-Zellen kénnen Tumorzelllinien (Leuk&mie) in vitro téten, besitzen aber nur eine
sehr geringe Zytotoxizitét gegen frisch isolierte Tumorzellen. Als Zielzellen kommen nur
solche Tumorzellen in Betracht, die MHC Klasse | herunterreguliert oder verloren haben, da
NK-Zellen durch MHC Klasse | Molekile inhibiert werden (Biron et al., 1999). Sie spielen
als Lymphokin-aktivierte Killerzellen (LAK) zusammen mit CD8" T-Zellen eine
entscheidende Rolle bei adoptiven Immuntherapien (Lotze et al., 1981; Rosenberg et al.,
1985). Ihre Relevanz in der Antitumorantwort in Patienten ist noch unklar.

T-Zellen wird eine dominierende Rolle in der Antitumorantwort zugesprochen.
Trotzdem fehlt bis jetzt ein klarer Bewels ihrer tumorzerstorenden Wirkung im Menschen,
80% aller humanen Tumore sind von T-Zellen infiltriert, die als sogenannte Tumor-
infiltrierende-Lymphozyten (TIL) bezeichnet werden (Rosenberg, 1997). Die in vitro
Aktivierung von TIL (Rosenberg et al., 1986 und 1988) mit anschliefendem Transfer in
Tumorpatienten konnte nur partielle Erfolge gegen humane Tumoren erzielen (Rosenberg et
al., 1991). Im Mausmodell hingegen gelang die Abstof3ung chemisch bzw. UV-induzierte
Tumoren (North et al., 1984; Awwad und North; 1990; Ward et al., 1988 und 1990).
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3. T-Zell Tumorantigene

Grundlage fur die Hoffnung T-Zellen im Kampf gegen Tumoren einzusetzen, kam
durch Arbeiten von Prehn und Main Ende der 50er Jahre (Prehn und Main, 1957). Sie zeigten
as erste, dal Tumoren spezifisch von CD8" T-Zellen abgestoRen werden konnen. Sie
bestrichen Haut von M&usen mit dem chemischen Karzinogen Methylcholanthren (MCA) und
entfernten anschlief3end die Sarkome, um sie as Zellsuspension in syngene Tiere subkutan zu
transplantieren. Die Rezipienten haben den Transplantationstumor akzeptiert, wahrend sieim
Donor abgestolRen werden. Transferiert man jedoch vor Injektion der Tumorzellen CD8" T-
Zellen der Donorméuse in die syngenen Tiere, stol3en diese die Tumorzellen ab. Da die
Antigene durch die Abstol3ung von Transplantationstumoren definiert waren, wurden sie als
Tumor-spezifische-Transplantations-Antigene (TSTA) bezeichnet.

Welche Antigene T-Zellen auf Tumoren erkennen, wurde erst Anfang der 90er Jahre
entdeckt (Pardoll, 1994; Tsomides und Eisen, 1994; Boon et al., 1995; DePlaen et al., 1997;
Van den Eynde und Van den Bruggen, 1997). Grundlage hierfir war die Isolierung von
tumorspezifischen  T-Zell-Klonen, die as sensitive Detektionsmittel  dienten.
Tumorspezifische T-Zell-Klone wurden generiert, indem T-Zellen aus Blut, Lymphknoten
oder Tumor isoliert und mit Tumorzellen desselben Patienten kokultiviert wurden. Die
meisten T-Zell-Epitope wurden entweder mit der biochemischen oder genetischen Methode
identifiziert. Beim biochemischen Ansatz (Cox et al., 1994) werden Peptide durch
Séaurebehandlung von MHC Klasse | Molekilen der Tumorzellen eluiert und der Peptid-Pool
mittels HPLC fraktioniert. Die Peptid-Fraktionen werden auf Zielzellen geladen, die einen
passenden MHC tragen. Anschlief3end wird getestet, ob die Zielzelle durch die
Peptidbeladung sensitiv fur die Lyse durch tumor-spezifische T-Zell-Klone geworden ist. Ist
das der Fall, kann durch Massenspektroskopie die Aminosauresequenz festgestellt und im
Vergleich mit Proteindatenbanken auf Mutationen untersucht werden. Die genetische
Methode (Boon et al., 1989; Van den Bruggen et al., 1991) beruht auf der Herstellung einer
cDNA-Bibliothek von einer Tumorzelllinie und der anschliefienden stabilen Transfektion
einer Zelllinie, die die MHC-Allele der Tumorzelle exprimiert, mit cDNA-Pools. cDNA-
Pools, die die Lyse der Transfektanten durch tumorspezifischen T-Zell-Klone ermdglichen,
werden subfraktioniert und die Prozedur so lange wiederholt, bis eine einzelne cDNA
identifiziert ist. Anhand deren Sequenz konnen dann Peptide synthetisiert und wie oben
beschrieben auf Aktivierung von T-Zell-Klonen getestet werden.

Grob konnen 2 Klassen von Tumorantigenen unterschieden werden. Antigene von

mutierten und nicht mutierten Strukturgenen.
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3.1. Antigene mutierter Strukturgene

Mutierte Gene kénnen Onkogene (Disis und Cheever, 1996), Tumorsuppressorgene
oder Gene sein, deren Produkte keine Funktion in der Tumorentstehung haben. Der Vortell

von mutierten Genen besteht in der Generierung von tumorspezifischen Antigenen und damit

der Mdoglichkeit, dal’3 hochaffine nicht tolerisierte T-Zellen auf diese Neoantigene effektiv
stimuliert werden konnen. Epitope von Onkogenen (ras, Bcr/Abl, p210, Her-2/neu) und
Tumorsuppressorgenen (p53) sind geeignete Zielstrukturen fur T-Zellen (Abrams et al., 1996;
Gjertsen et al., 1995), da sie fur die Erhaltung des transformierten Zustands notwendig sind
und die Tumorzellen diese Antigene nicht ,verlieren® kdnnen um der Immunantwort zu
entgehen. Das haufige Auftreten von Mutationen in Onko- und Tumorsuppressorgenen (p53-
Mutationen bei 50% aller humanen Tumoren, mutiertes ras bel 10% aler Karzinome) ist
Grundlage fur zahlreiche Studien (Greenblatt et al., 1994). Ein Problem ist jedoch, dal in
Tumorpatienten Peptide von mutierten Antigenen nur selten von ZTL erkannt werden und sie
deswegen fur Immuntherapien nur eingeschrankt verwendbar sind (Abbas et al., 2000).
Aulerdem liegen Mutationen oft on verschiedenen Bereichen der Molekile, so dal3 jeder
Patient andere Epitope aufweist (Hollstein et al., 1991), was eine breitanwendbare Therapie
weiterhin erschwert. Mutierte Gene, die keine Funktion in der Kanzerogenese haben, dazu
gehdren die meisten der schon angesprochenen TSTA, sind selten in spontan entstehenden
Tumoren, sondern vorwiegend in chemisch oder Strahlungs-induzierten Tumoren in
Tiermodellen zu finden. So z.B. p91A vom murinen Mastozytom P815 (DePlaen et al., 1988).
Auch Produkte von onkogenen Viren stellen @nlich wie mutierte Gene fremde Antigene dar,
gegen die keine Toleranzinduktion stattgefunden hat. Dazu gehdren E6 und E7 Proteine von
Papillomaviren in Cervixkarzinomen (Ressing et al., 1995; Evans et al., 1996), EBNA-1 von
Epstein-Barr Virus (EBV) in B-Zell-Lymphomen (Thorley-Lawson et al., 1982) und T-
Antigen von SV40 in experimentellen Maustumoren. Virus-induzierte Tumoren zahlen

deswegen zu den immunogensten Tumoren Uberhaupt (A bbas, 2000).
3.2. Antigene nicht-mutierter Strukturgene

Der weitaus grofite Teil der Tumorantigene wird von nicht-mutierten Strukturgenen
kodiert und stelten somit Selbst-Antigene dar, die der zentralen oder peripheren
Toleranzinduktion unterworfen sein kdnnen.

Differenzierungsantigene sind in Tumorzellen und ihren nichtmalignen Vorléuferzellen
vorhanden. Dazu gehOrt das Prostata-spezifische Antigen und Antigene auf B-Zell-

Lymphomen, wie CD10, CD20 und der Immunglobulin-ldiotyp. Letzterer ist ein Sonderfall
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unter alen nicht-mutierten Antigenen, da der Idiotyp einer B-Zelle klonspezifisch und das
daraus resultierende Tumorantigen somit einmalig ist (Abbas, 2000). Andere, gut
charakterisierte Beispiele fur Differenzierungsantigene sind Tyrosinase, gp100 und MART,
die in Melanozyten und Melanomzellen exprimiert sind (Boon et al., 1995). Da diese
Antigene in Melanom-Zellen Uberexprimiert, in Melanozyten jedoch so schwach exprimiert
sind, dal3 keine Toleranzinduktion stattfindet, stellen sie interessante Zielstrukturen fur
Therapien dar.

Die zweite Kategorie von Tumorantigenen sind Onkofetale Antigene (Gold und
Freedman, 1965). Dabel handelt es sich um Proteine, die vermutlich aufgrund einer
Retrodifferenzierung von transformierten Zellen in ,fotale® Zellen, erneut exprimiert werden.
Die prominentesten Vertreter sind a-Fetoprotein (AFP) und carcinoembryonales Antigen
(CEA). Bis jetzt gibt es noch keinen Bewels, dal’ diese Antigene Zielstrukturen fur T-Zellen
sein konnen.

Testis und Plazenta Antigene werden im Unterschied zu Onkofetalen Antigenen nicht
zur falschen Zeit, sondern am falschen Ort exprimiert. Hierzu gehéren die Melanoma-
Antigene (MAGE), BAGE und GAGE, die eigentlich spezifisch fur Plazenta und Testis sind
(DePlaen et al., 1994), aber auch in Melanomen, Karzinomen der Blase, Haut, Brust, Lunge
und Prostata sowie einigen Sarkomen produziert werden konnen (Boon et al., 1996). Da
Plazenta und Testis zu imunprivilegierten Organen zdhlen, werden hier exprimierte Antigene
haufig vom Immunsystem ignoriert (Haas et al., 1988), was in der Anwesenheit hochaffiner
T-Zellen in der Peripherie resultiert sollte, die fur die Bekampfung des Tumors dienen
konnten.

Zur letzten Gruppe zdhlen Glykolipide und Glykoproteine, die aufgrund gestorter
Synthese modifizierte Zuckerstrukturen tragen oder Proteinbestandteile anormal exponieren,
die as Antigene dienen kdnnen. Zu den Glykolipiden gehéren die Ganglioside GM, , GD;
und GD3; von Melanomzellen, die alerdings in erster Linie als Antigene fir Antikorper und
weniger fur T-Zellen dienen (Abbas, 2000). Unter den Glykoproteinen sind besonders Mucine
zu nennen, deren Polypeptidkette zahlreiche O-gekoppelte Kohlenhydratseitenkette tragen.
Neben CA-125 und CA-19-9 auf Ovarialkarzinom ist MUC-1 bei Brustkrebs und Melanomen
ein regelméalig modifiziertes Glykoprotein. MUC-1 ist nur in Tumorzellen unpolar statt sonst
apikal auf der Zelloberflache exprimiert. Interessanterweise sind manche T-Zellen in der Lage
an das freigelegte Polypeptidriickgrat direkt ohne Beteiligung von MHC-Molekilen zu binden
(Barnd et al., 1989).

Einleitung Seite 37



4. Induktion von Autoimmunitdt durch Immuntherapie gegen nicht-

mutierte Selbst-Antigene

Die meisten Antigene, die von T-Zellen auf Tumoren erkannt werden sind somit Selbst-
Antigene (Nanda et al., 1995). Damit besteht das Risiko, dal3 nach Aktivierung dieser
autoreaktiven Zellen nicht nur der Tumor, sondern auch gesundes korpereigenes Gewebe
angegriffen wird (Moudgil und Sercarz, 1994; Nanda et al., 1995; Houghton, 1994). Ein
Beispiel fur Antitumor-begleitende Autoimmunitét ist die Immuntherapie gegen Melanome.
Tyrosinase, ein Enzym das an der Melanin-Synthese beteiligt ist, wird von Melanozyten nur
in geringen Mengen hergestellt. Melanomzellen Uberexprimieren Tyrosinase jedoch. Nach
dem Transfer von Tyrosinase-spezifischen TIL zusammen mit IL-2 Behandlung werden
einerseits Melanomzellen abgestol3en, andererseits aber auch nichtmaligne Melanozyten
angegriffen, was in einer harmlosen Depigmentierung der Haut (Vitiligo) bei 16% der
behandelten Patienten resultiert (Rosenberg et al., 1996). AulRerdem Korreliert spontane
Vitiligo bei Melanom-Patienten mit einer guten Prognose (Nordlund et al., 1983). In einigen
Mausmodellen konnte ebenfalls eine erfolgreiche Antitumoraktivitét ohne schadliche
Autoimmunitét gegen ubiquitdre Selbst-Antigene beobachtet werden (Hu et al., 1993;
Vierboom et al., 1997; Morgan et al., 1998; Overwijk et al., 1999).

5. DieRolleder Aktivierung tumor spezifischer T-Zellen

Es ist auffdlig, dal’ nur ein geringer Anteil der Krebspatienten deren T-Zellen gegen
Selbsttumorantigene aktiviert wurden oder die einen adoptiven Transfer aktivierter T-Zellen
erhalten haben, eine vollstandige Abstol3ung der Tumoren erkennen 1&/3%. Die meisten der
behandelten Patienten zeigen nur einen partiellen oder gar keinen Effekt der Immuntherapie
(Rosenberg et al., 1996). Tumore kdnnen sich durch eine Reihe von Mechanismen einer
Immunantwort aktivierter T-Zellen entziehen. Zu diesen Ausweichstrategien zahlen Verlust
des Antigens (Jager et al., 1996), Herunterregulation von MHC-Klasse I-Molekulen (Moller
et a. 1991; Rivoltini et al., 1995; Garrido et al., 1997) oder anderen Komponenten der
Antigenprasentation (Momburg et al., 1996at+b, 1989), Sekretion von immunsuppressiven
Molekilen wie z.B. TGF-b (Torre-Amione et al., 1990; Ranges et al., 1987) oder IL-10
(Becker et al., 1994; Matsuda et al., 1994) und Toleranzinduktion in tumorreaktiven T-Zellen,
z.B. durch die Expression von CD95L auf der Oberflache der Tumorzellen (O"Connell et al.,
1996; Hahne et al., 1996).
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Neben diesen Mechanismen gibt es Hinweise auf weitere Ausweichstrategien von
Tumoren. So scheint der Ubertritt der T-Zellen aus der Blutbahn in das Tumorgewebe
blockiert zu sein (Ganf3 et al., 1998). Das korreliert bei einigen Tiermodellen mit der
fehlenden Expression von Adhésionsmolekilen auf Gefawéanden der Tumoren, die
aktivierten T-Zellen das ,,Homing“ erméglichen konnten (Ganss et al., 1999). Auch das
Tumorstroma, ein Begriff, der Gefél3e, sessile und migratorische Zellen sowie extrazelluldre
Matrix zusammnefaldt, kann die Abstof3ung eines Tumors verhindern (Singh et al., 1992).

6. Tumorsystemein der Maus

Die meisten Studien in der Tumorimmunologie wurden mit Hilfe von transplantierbaren
Tumorzellen (Transplantationstumoren) durchgeftihrt. Hierbei werden aus spontanen oder
induzierten Tumoren Zellsuspensionen hergestellt, die, meist nach in vitro Kultivierung, in
ein Emfangertier transplantiert werden. Die Vorteile dieses Tumorsystems sind neben
schnellem Tumorwachstum (t6tet den Wirt meist innerhalb von 4 Wochen) auch leichte
Charakterisierung (Expressionsstatus) sowie Manipulation (Transfektion) der Tumorzelllinie
vor Applikation, die meist subkutan aber auch intramuskul&ar oder intravends erfolgen kann.
Bei oberflachlich wachsende Transplantationstumoren kann das Wachstum und der Erfolg
von Behandlungen in vivo leicht verfolgt werden. Somit konnen viele Parameter bei
Experimenten mit Transplantationstumoren standardisiert werden.

Die meisten dieser Vorteille liegen jedoch auf der experimentellen Seite. Die
Aussagekraft von Experimenten mit Transplantationstumoren auf die Tumortherapie von
humanen Priméartumoren ist jedoch eingeschrankt, denn sie unterscheiden sich in einer Reihe
biologischer Parameter.

Humane Primartumoren entstehen, nach heutigem Kenntnisstand, aus einer einzigen
transformierten Zelle und wachsen dann allmahlich im Verlaufe von Monaten und Jahren
Uber mehrere Zwischenstufen zu Priméartumoren heran (Hanahan, 1988; Barrett, 1992;
Weinberg, 1989). Humane Primértumoren bilden sich somit am Ort ihrer Entstehung und
werden deswegen als autochthone (von lat.-griech. ,am Fundort entstanden®) Tumoren
bezeichnet. Sie entwickeln sich im Umfeld von nicht transformierten Zellen desgleichen
Organs bzw. Gewebes. Im Unterschied dazu entwickeln sich Transplantationstumoren
ektopisch. So werden z.B. Nierenzellkarzinomzellen subkutan injiziert und wachsen dort aus.

Schon in den 50er Jahren wurde festgestellt, dal’3 Transpl antationstumoren immunogener
sind al's autochthone Tumoren (Old et al., 1962; Johnson, 1968; Prehn und Bartlett, 1987).
Wird aus enem autochthonen  Methylcholanthren-induzierten  Tumor  eine
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Tumorzellsuspension hergestellt und in dasselbe Tier transplantiert, so kommt es zur
Abstof3ung der injizierten Tumorzellen (Prehn und Main, 1957; Klein et al., 1960). Auch die
Injektion von Tumorzellen in tumortragende Mause kann zur Abstof3ung der transferierten
Tumorzellen fuhren, ohne den etablierten Tumor anzugreifen (concomitant immunity).
Hierflr gibt es verschiedene Erklérungsmdglichkeiten. Autochthone Tumoren entstehen aus
normalen Korperzellen durch allméhliche Akkumulation von kanzerogenen Mutationen. Die
graduelle Transformation geschieht in der permanenten Anwesenheit des Immunsystems, was
zu Selektion von schwécher immunogenen Varianten fuhren kann (Vaage, 1968; Carswell,
1970; Morton et al., 1969; Bahler et al., 1987). Transplantierte Tumorzellen sind schon
vollstandig transformiert wenn sie in den Rezipienten gelangen, und wachsen deswegen sehr
schnell (Heike et al., 1994). Auch die Applikation von Tumorzellen als Suspension erhoht die
Chancen eine Immunreaktion zu stimulieren (Singh et al., 1992). Einzelne Zellen kdnnen sich
vom Injektionsort I6sen und in den drainierenden Lymphknoten gelangen, wo sie nach
Aufnahme durch Dendritische Zellen T-Zellen aktivieren konnen (Yang et al., 1997).
Autochthone Tumoren wachsen im Zellverband aus dem erst durch absterbende Tumorzellen
oder metastasierende Zellen Tumorantigene in Blut oder Lymphe gelangen. Die hohere
Immunogenitdt von Tumorzellsuspensionen gegeniber solidem Tumorgewebe konnte in
einem Tumortransplantationsmodel gezeigt werden (Singh et al., 1992). So wurde eine
Suspension eines Spindel zelltumors abgestol3en, solide Tumorfragmente des gleichen Tumors
jedoch akzeptiert. Das gleiche Ergebnis ergaben Experimente mit einem Fibrosarkom
(Ochsenbein et al., 1999).

Der Applikationsort des Transplantationstumors kann ebenfalls entscheidend sein bel
der Induktion einer Immunantwort. Die Haut ist ein Organ, das beim Eindringen von
Pathogenen sehr effektiv Immunreaktion einleiten kann. Tumorzellen, die subkutan appliziert
werden, konnen dhnlich einer Infektion eine effiziente Immunantwort ausldsen. Dies steht im
starken Kontrast zu Tumoren, die in anderen Organen als der Haut, wie z.B. in der Niere, im
Auge, im zentralen Nervensystem oder in der Leber, wachsen.

7. Maligne Erkrankungen der L eber

Mit ca 1 Mio Neuerkrankungen pro Jahr gehdren Tumoren der Leber und des
Gallengangs zu den haufigsten Erkrankungen weltweit (Parker et al., 1996). In den USA
erkranken jahrlich 15.400 neue Patienten an Lebertumoren, von denen 50% die Gallenblase,
30% die Gallengéange und 20% Hepatozyten (Hepatozelluldres Karzinom, HCC) betreffen
(Simonetti et al., 1991). Ahnlich wie bei den autoimmunen Erkrankungen sind viermal mehr
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Frauen als Manner betroffen. In westlichen Industrielandern ist Alkohol die Hauptursache fir
HCC. Die hohen Inzidenzraten in afrikanischen und asiatischen Léandern sind hingegen mit
Mykatoxin-kontaminierten Nahrungsmitteln (vorw. Aflatoxin B; von Aspergillus flavus) und
chronischen hepatotropen Infektionen (Hepatitis B- und C-Viren) assoziiert (Lutwick, 1979).
Die wichtige Rolle von HBV-Infektionen bei HCC zeigt sich ebenfalls in der Bildung von
Lebertumoren bei transgener Expression des gesamten HBV-Genoms (Chisari et al., 1989)
oder nur des HBx-Gens (Kim et al., 1991) in M&usen.

Hepatozellulére Karzinome werden im klinischen Alltag in erster Linie durch
chirurgische  Entfernung der  betroffenen  Leberbereiche  mit  nachfolgender
Lebertransplantation behandelt. Es werden jedoch auch zahlreiche Studien unternommen
HCC durch lokale Chemotherapie Uber die Leberarterie (Infusion von Doxorubizin und
Cigplatin) in der Proliferation zu hemmen (Carr et al., 1991). In Tiermodellen mit transgenen
Lebertumoren konnte mittlerweile auch die Effektivitdt von adoptiver T-Zell Immuntherapie
gezeigt werden (Romieu et al., 1998), was die Hoffung auf eine antigenspezifische Therapie
anfacht.

8. Autochthoner L ebertumor-Modelle

Um den Einfluss der Aktivierung von T-Zellen und der Abhangigkeit ihrer
Effektorfunktion von einer Entziindungsreaktion in der Leber untersuchen zu kénnen wurde
nach Moglichkeiten gesucht in der Leber einen autochthonen Tumor zu induzieren.

Spontane L eberkarzinogenese ist zwar in suzeptiblen Mausstdmmen wie z.B. B6C3F1
oder C3H gehauft anzutreffen aber trotzdem noch zu selten, als dal3 die vorgesehenen
Experimente mit ihnen durchgefiihrt werden konnen. Mannchen von B6C3F1-Hybriden
bilden mit einer Wahrscheinlichkeit von 7 bis 58% Hepatozellulares Karzinom aus (Tarone et
al., 1981), bendtigen dafir jedoch Uber ein Jahr (Ward et al., 1979). Es muféte somit eine
Moglichkeit gefunden werden, um Lebertumoren induzieren zu kénnen.

Die Leber von Nagern ist besonders empfindlich gegentiber einer Reihe chemischer
Substanzen (Karzinogene), die die Entstehung von Tumoren (Karzinogenese) induzieren
konnen (Ubersichstartikel : Williams et al. 1997; Beer and Pitot 1989). Ursache dafiir ist
vermutlich die physiologische Funktion der Leber, Giftstoffe oder hydrophobe Verbindungen
aus dem Blutkreislauf zu filtern und Uber das Piso-System zu oxidieren, um sie einerseits zu
inaktivieren und andererseits wasserl6slich zu machen, was die Ausscheidung Uber die Niere
ermoglichen soll. Ist die Leber jedoch nicht in der Lage die anfallende Menge an

Kanzerogenen zu inaktivieren, kénnen diese sich in das Genom einlagern (Interkalieren) oder
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es kovalent modifizieren und Mutationen ausl6sen. Viele dieser Mutationen sind unbedeutend
fur die Zelle, da sie nichtkodierende Bereiche betreffen, ein rezessives Allel treffen oder zu
keiner Verdnderung in der Genexpression fuhren. Andere Mutationen sind schédlich fur die
Zelle und fuhren im &ullersten Fall zum Zelltod. Entscheidend sind Muationen, die ein
Wachstums-inhibierendes Gen (Tumorsuppressorgen) inaktivieren (Hooper, 1998) oder ein
Wachstums-aktivierendes Gen (Protoonkogen) aktivieren und es so in ein Onkogen
verwandeln (Buzard et al., 1996). Jedoch ist eine einzige Mutation nicht ausreichend, um eine
Zelle zu transformieren. Es bedarf einer Akkumulation von Mutationen (Mehr-Schritt-Modell
der Tumorentstehung) um unkontrollierte Proliferation einzuleiten (Williams, 1980; Farber,
1992). Bel menschlichen Zellen sind hierzu mindestens 3 Faktoren notwendig (SV40Tag,
Telomerase, H-ras) (Hahn et al., 1999). Diesen Prozess haben transplantierte Tumorzellen
schon vollstandig durchlaufen, wenn sie appliziert werden. Er bedarf bei der Induktion von
autochthonen Tumoren in Abhangigkeit der verwendeten Substanz jedoch einiger Zeit
(Vesselinovitch und Mihailovich, 1983). Nahezu ale L eberkarzinogene bendtigen mindestens
8 Monate kontinuierlicher Applikation (injiziert, gasformig, geldst). So fuhrt Safrol nach 52
Wochen in 50% und erst nach 75 Wochen in 100% der permanent befitterten Tiere zu HCC
(Lipsky et al. 1981). Um die Kinetik zu beschleunigen sind deutlich héherer Dosen
notwendig, die zu toxischen Nebenwirkungen fihren konnen, die in unserem System
vermieden werden sollen. Die Applikation von Karzinogenen ist meist systemisch und fuhrt
somit nicht nur in der Leber, sondern auch in anderen Organen zu Tumorbildung
(Ubersichtsartikel : Drew et a. 1983). Vinylchlorid induziert bei chronischer Applikation
neben HCC auch Mammakarzinom, Adenokarzinom des Magens, Karzinom der Haut und der
Lunge sowie Lymphome in der Maus (Emmerich et a. 1981). Ein weiterer entscheidender
Nachteil von chemisch induzierten Lebertumoren ist auch, dal3 jeder Tumor andere
Mutationen aufweist und es somit kein tumorspezifisches Antigen gibt gegen das
antigenspezifische T-Zell Antitumorimmunitdt untersucht werden kann. Mutationen in
definierten Genen treten zwar 6fter auf (wie z.B. ras) sind jedoch im Auftreten fir die
geplanten Experimente nicht zuverléassig genug. Aul3erdem zeigen einige der potentesten
Leberkarzinogene bel Mausen auch kanzerogene Wirkung fur humanes Lebergewebe (z.B.
Vinylchlorid; 1ARC 1987b) und erfordern bel  dauerhaften Umgang erhdhte
Sicherheitsvorkehrungen. Ethanol, das HCC beim Menschen ausldsen kann und in der
Applikation unbedenklich ware, ist interessanterweise aus noch nicht geklérten Griinden nicht
kanzerogen fur die Leber von Nagern. Aus den angefiihrten Grinden sind chemische
Karzinogene somit nicht geeignet um ein Mausmodel| fir unsere Fragestellung zu etablieren.
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Physikalisch (Rontgen-, UV -, radioaktive Strahlung) induzierte Tumoren sind zwar fur
bestimmte Organe beschrieben (vor allem Melanom) fuhrt aber nicht zu Lebertumoren.
Aulerdem fuhrt systemische Bestrahlung zur Induktion von Immunsuppression und scheidet
schon aus diesem Grunde aus (Ullrich und Kripke, 1984).

Die dritte M6glichkeit Lebertumoren zu induzieren, sind biologische Methoden. Dazu
gehoren einerseits Biomolekile (wie z.B. Aflatoxin) und Infektionen (Hepatitis-B-Virus,
HBV beim Menschen; Helicobacter hepaticus bei der Maus). Aflatoxin ist wie schon
Vinylchlorid auch fir den Menschen schon in geringen Mengen leberkarzinogen und verbietet
sich ebenfalls aus Sicherheitsgrinden (IARC 1987a). HBV-Infektionen sind in Asien und
Afrika die Hauptursache fur humane HCC. Bei der Maus fuhrt die Infektion mit HBV nicht
zu HCC. Aul¥erdem induziert eine virale Infektion in der Leber eine Entziindung, deren Rolle
im System ja erst untersucht werden soll und somit bei der Tumorinduktion vermieden

werden muf3.

9. Onkogen-transgene Tiere

Eine weitere biologische Methode ist die transgene Expression eines Onkogens in
Versuchstieren. Transgene Tiere tragen in ihrem Genom ein zusétzliches Gen (Transgen).
Dazu wird lineare DNA des gewiinschten Gens in den méannlichen Vorkern von befruchteten
Eizellen injiziert (Gordon et al., 1980). Einige behandelte Eizellen integrieren die DNA an
beliebiger Stelle ins Genom und geben sie durch Zellteilung an alle Korperzellen und somit
auch Uber die Keimbahn an die Nachkommen weiter. Sie exprimieren das Transgen abhangig
vom verwendeten Promotor. Durch gewebespezifische Promotoren kann die Expression des
Transgens auf bestimmte Organe und Entwicklungsstadien beschrankt werden. Seit
Entwicklung der Methode Anfang der achtziger Jahre (Gordon et al., 1980; Brinster et al.,
1981; Harbers et al., 1981; Wagner et al., 1981) sind transgene Mausmodelle mittlerweile in
zahllosen Experimenten verwendet worden und haben grof3en Anteill am Versténdnis
biologischer Prozesse im |ebenden Organismus.

Transgenese wird seit 1984 (Brinster et al., 1984; Stewart et al., 1984) auch benutzt, um
Uber die Expression von Onkogenen organspezifisch autochthone Tumore zu generieren.
Onkogen-transgene Tiere haben einen grofRen Beitrag an der Erforschung von humanen
Primartumoren (Adams und Cory, 1991; Hanahan et al., 1996; Hursting, 1997; Rosenberg,
1997). Es wurden eine Reihe von Onkogenen (c-myc, ras u.a) unter verschiedenen
gewebespezifischen Promotoren auf ihr kanzerogenes Potential in vivo Uberprift. Unter ihnen
ist das grof3e Tumor-Antigen des Simian Virus 40 (SV40 grofdes T-Antigen, kurz Tag) das
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einzige, das sowohl zu Immortalisierung als auch zu Transformation fuhrt (Butel et al.,
1986at+b; Righy et al., 1983; Stahl et al., 1987) und somit eine fur autochthone Tumoren
schnelle Karzinogenese ermoglicht. Das grof3e T-Antigen ist zu 90% im Nukleus und zu 10%
Uber eine Palmitylierung an der Plasmamembran lokalisiert (Klockmann et al., 1983; Butel et
al., 1986a). Tag-Expression kann in nahezu allen Organen (selbst in der Linse des Auges) zu
Tumorbildung fiihren (Mahon et al., 1987; Cory et al., 1988; Hanahan, 1988). Tag ist ein
auBergewohnlich multifunktionelles Protein, das eigene enzymatische Aktivitéten besitzt
(ATPase, Helikase), Replikation und Transkription viraler und zelluldrer DNA aktiviert und
mit verschiedenen zelluléren Proteinen (p53, Rb, Hsp70, Proteinkinasen, DNA-Polymerase a)
komplexiert (Butel et al., 1990). Dabei spielt die Bindung an die Tumorsuppressorgen-
Produkte p53 und Rb (Produkt des Retinoblastomgens) im Kern eine entscheidende Rolle bel
der Transformation (Bradley et al., 1982; Rigby et al., 1983; Butel et al., 1986a; DeCaprio et
al., 1988). Trotz der Vielzahl an Interaktionen ist das grof3e T-Antigen nicht in der Lage eine
Zelle vollsténdig zu transformieren. Esist auf die Akkumulation von Mutationen im Genom
der Wirtszelle angewiesen. Beweis dafur ist die Tatsache, dald in Mausen, die das grof3e T-
Antigen unter der Kontrolle des Ratten-Insulin-Promotors in den b-Zellen der Langerhans-
Inseln des Pankreas exprimieren, zwar alle Inseln Tag herstellen, aber nur 50% hyperplastisch
werden und letzendlich nur 2% ein Insulinom entwickeln (Hanahan, 1985; Teitelman et al.,
1988). Die Tag-Expression erhtht somit nur die Pradisposition, dal3 weitere Mutationen die
Zéelle vollstandig transformieren und nimmt somit nur einige Schritte im Mehr-Schritt Modell
fur Karzinogenese vorweg.

Fir die Generierung von transgenen Mausen wird meist nicht nur die kodierende
Sequenz des grofRen T-Antigens (Tag) verwendet, sondern die gesamte friihe Region des
Virus, die auRerdem noch fur das kleine T-Antigen (tag) kodiert. Alternatives Spleif3en
generiert beide mRNAs aus einem RNA-Vorlaufer. Die Kooperation beider T-Antigene ist fir
die Transformation von sich langsam teilenden Epithelzellen von Lunge und Niere notwendig
(Chai et al., 1988). Fur Tumorbildung in Lymphozyten und Epithelzellen anderer Organe ist
die Expression des groféen T-Antigens ausreichend. Fir die Transformation von Hepatozyten
ist die aminoterminale Region des grof3en T-Antigens ausreichend (Bennoun et al., 1998).

Die Verwendung des grof3en T-Antigens hat einen weiteren wichtigen Vorteil. Esist das
einzige Onkogen fir das sowohl eine CD4 as auch eine CD8 TZR-transgene Mauslinie
hergestellt wurde. Eine Linie besitzt CD4-T-Zellen, die das Tag-Epitop 362-384 auf dem
murinen Klasse Il Molekiil I-A* erkennen (Forster et al., 1995). Der CD8" abhangige TZR
der zweiten Linie ist spezifisch fiir den Komplex aus MHC Klasse | Molekiil H-2K* und den
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Aminosauren 559-576 von Tag (Geiger et al., 1992). Hieraus erklart sich auch die
Bezeichnung als T-Antigen, da es in Mausmodellen zu T-Zell-Aktivierung fuhren kann
(Gooding et al., 1983; O"Connell und Gooding, 1984; Schirmbeck et al., 1992).

Spezifische Tag-Expression in der Leber fihrt in verschiedenen Mausmodellen zu
Lebertumor (HCC). Kinetik, Gewebespezifitat und Metastasierung unterscheiden sich jedoch
aufgrund der verwendeten Promotoren (Macri et al., 1993). Der al-Antitrypsin-Promotor
(Sepulveda et al., 1989) fuhrt neben HCC auch zu Hyperplasien in Pankreas, Niere und
Magen. Der Promotor des a-Amylase-Gens ergab auch Tag-Expression und maligne
Tumoren im braunen Fettgewebe (Fox et al., 1989). Der humane Antithrombin [11 Promotor
(Dubois et al., 1991; Romieu et al., 1997, 1998) ergibt makroskopisch sichtbare
Lebertumoren erst nach 5 Monaten. Der Albumin-Promotor ermdglicht als einziger
ausschliefdliche Tag-Expression in der Leber und schnelle Entwicklung von HCC innerhalb
von 3 bis 6 Monaten nach Geburt (Sandgren et al., 1989; Hino et al., 1989). Die Tiere bilden
erst in den spaten Stadien des HCC L ungenmetastasen (nach 20 Wochen).

Ein Nachteil der konstitutiven Tag-Expression unter dem Albumin-Promotor besteht
jedoch in der neonatal beginnenden Tag Expression und Transformation in Hepatozyten. Der
Zeitpunkt der Onkogenese kann nicht frel bestimmt werden. Humane Tumoren entstehen
jedoch vorwiegend im Erwachsenen.

Ein zweiter gravierender Nachteil konventioneller transgener Tiere liegt in der
vollstandigen Penetranz der Tag-Expression im Lebergewebe. Nahezu jeder Hepatozyt
exprimiert Albumin und folglich auch Tag und kann transformieren. Eine Situation die im
Menschen nicht angetroffen wird und die Bekdmpfung des transgenen Tumors noch
erfolgloser macht als die Behandlung humaner Geschwulste. Dies zeigt sich darin, dal3 es
bisher in keinem transgenen Tiermodell gelungen ist, das Tumorwachstum vollstandig und
nachhaltig zu unterdriicken. Konventionelle Onkogen-transgene Systeme sind auch aus rein
praktischen Grinden problematisch. So kann die schnelle Tumorentstehung die
Verpaarungsfahigkeit der Tiere beeintrachtigen.

Um diese Probleme zu vermeiden soll ein induzierbares (konditionales)
|eberspezifisches transgenes System verwendet werden. Um solch ein System zu etablieren
sind drei Ansdtze mit Konstrukten aus induzierbaren Promotoren und Tag als Onkogen
unternommen worden. Der Metallothionein-Promotor kann durch Schwermetalle induziert
werden, fuhrt jedoch neben Leber auch in Pankreas und Niere zu Tumorbildung (Dyer et al.,
1989). Der Promotor der L-Typ Pyruvat-Kinase (LPK) wird Uber Kohlenhydrate aktiviert
verursacht aber zusétzliche Tumoren im endokrinen Pankreas (Cartier et al., 1992). Das dritte
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System verwendet den Promotor des C-reaktiven Proteins (CRP), dessen Induktion tber LPS,
IL-1 oder IL-6 (Ganter, 1989) jedoch zu Entzindung in der Leber fuhrt, die wie schon
erl&utert vermieden werden soll (Ruther et al., 1993).

Die derzeit existierenden induzierbaren leberspezifischen Systeme sind folglich nicht
fUr die angestrebte Fragestellung geeignet. Da wie oben beschrieben der Albumin-Promotor
die verléasslichste Gewebesperzifitét und Kinetik der Karzinogenese liefert soll dieser Promotor
verwendet werden, um ein neues induzierbares |eberspezifisches transgenes System zu
etablieren. Eine Mdglichkeit der Induktion von Transgenen unter Verwendung eines
konstitutiven Promotors liefert das cre/l oxP-System.

10. cre/loxP System

Cre (von engl. cyclization recombinase) Rekombinase ist ein 38 kDa Protein des E. coli
Bakteriophagen P1, das Rekombination zwischen zwel 34 Basenpaare (Bp) langen
Erkennungsstellen, die als loxP Seuenzen bezeichnet werden (von engl. locus of X-over of
P1), katalysiert (Hamilton und Abremski, 1984). Jede |oxP-Sequenz besteht aus zwei 13 Bp
langen invertierten Sequenzen, die eine 8 Bp lange asymmetrische Kernsequenz flankieren
(Abb. 1A). Abhangig von der relativen Orientierung und Lokalisation der |oxP-Sequenzen
resultiert die cre-vermittelte Rekombination in Inversion, Exzision/Integration oder
Translokation der dazwischen liegenden DNA-Bereiche (Abb. 1B,C,D) und ermdglicht
dadurch zahlreiche Eingriffe in das Genom von Zellen und ganzen Organismen. Zwar sind
alle Reaktionen reversibel, aber aufgrund unterschiedlicher Reaktionskinetiken sind
intramolekulare Rekombinationen (Inversion, Exzision) effizienter als intermolekulare
(Integration, Translokation) (Metzger und Feil, 1999).

Das cre/loxP-System stellt somit ein geeignetes System dar, um Genom-M odifikationen
in Zellen und vor allem in Versuchstieren vorzunehmen. Die grundlegende Strategie dabei ist
es, loxP-flankierte (,gefloxte’) DNA-Segmente ins Genom zu integrieren und anschlief3end
cre-Rekombinase einzubringen. So kann mit Hilfe des cre/loxP-Systems die Expression eines
Transgens angeschaltet werden. Dies wird ermdglicht durch das Einfigen eines DNA-
Segments zwischen regulatorischer und kodierender Sequenz des Transgens, das sowohl
Polyadenylierungssignal als auch Trandationsstop enthdt und von zwei gleichsinnig
orientierten loxP-Stellen umrahmt ist. Erst nach cre-vermittelter Deletion der ,, Stop-K assette”
kann das Transgen exprimiert werden. Mit diesem Ansatz konnte eine Stop-Kassette
zwischen dem murinen a-A-Kristallin-Promotor und der Tag-kodierenden Sequenz entfernt

und so Tumorentwicklung in der Linse des Augesinduziert werden (Lakso et al., 1992; Pichel
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Inversion Exzision ﬂ Integration Trandlokation

—_—
5 ATAACTTCGTATA ATGTATGC TATACGAAGTTAT 3
3 TATTGAAGCATAT TACATACG ATATGCTTCAATA S

—

Abb. 1: Das cre/loxP-Rekombinations-System.

A) Eine loxP-Sequenz besteht aus 34 Basenpaaren (Bp). Die 8 Bp lange asymmetrische Kernsequenz wird
von zwei je 13 Bp langen invertierten Sequenzen (horizontale Pfeile) flankiert. Die beiden vertikalen Pfeile
geben die Schnittstellen der cre-Rekombinase an. B) Rekombination zwischen 2 loxP-Stellen, die in
umgekehrter Orientierung im gleichen DNA-Molekil (intramolekulare Rekombination; cis) orientiert sind,
fuhrt zu Inversion des dazwischenliegenden DNA-Abschnitts wéhrend C) gleiche Orientierung der 1oxP-
Stellen Exzision des flankierten DNA-Abschnitts als zirkuléres Produkt zur Folge hat. Wenn zwei 1oxP-
Stellen auf zwei verschiedenen DNA-Molekilen liegen (intermolekulare Rekombination; trans) kann
Rekombination entweder zu C) Integration oder D) Trand okation fihren.

et al., 1993). Diese gefloxten Tiere wurden dazu mit Mé&usen verpaart, die cre-Rekombinase
schon frih in der Embryogenese ubiquitdr exprimieren. Das Zielkonstrukt ist deswegen in
allen Organen der Maus rekombiniert und die Tag-Synthese in der Linse beginnt schon frih
in der Ontogenese. Auch der umgekehrte Ansatz ist realisiert. Das heifdt, das gefloxte Gen
steht unter der Kontrolle eines ubiquitdren (CMV, b-Aktin, HSV-Thymidinkinase) und cre
unter der eines gewebsspezifischen Promotors. Da die Zahl gewebsspezifischer Cre-Méause
immer weiter ansteigt, kann mit einer einzigen ubiquitdren gefloxten Maus eine ganze Reihe
doppeltransgener Tiere generiert werden, die das Zielgen cre-abhangig gewebsspezifisch
exprimieren. Hier zeigt sich der modulare Charakter des cre/loxP-Systems. Die vorhandenen
gewebsspezifischen cre-Mause erlauben mittlerweile spezifische Rekombination in T-
Lymphozyten (Gu et al., 1994), B-Lymphozyten (Rickert et al., 1997) und Makrophagen
(Takedaet al., 1999), im Nervensystem (Tsien et al., 1996), in b-Zellen des Pankreas (Postic
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et al., 1999), in der Leber (Postic et al., 1999), in Keratinozyten (Tarutani et al., 1997), im
Muskel (Wang et al., 1999; Miniou et al., 1999) und anderen Zelltypen. Einen groben
Uberblick tiber bereits gemachte oder geplante cre-Méause gibt ein Ubersichtsartikel (Metzger
und Feil, 1999) und eine Datenbank im Internet (www.mshri.on.ca/nagy/cre.htm).

Soll die Deletion der Stop-K assette erst im adulten Tier erfolgen, mul3 der Zeitpunkt der

cre-Rekombination bestimmbar sein. Das ist mdglich Uber die Regulation der Expression,
Aktivierung oder Applikation der cre-Rekombinase. Cre-Expression kann mit Hilfe von
induzierbaren Promotoren reguliert werden. Zum Beispiel kann cre, das unter der Kontrolle
des Mx1-Promotors steht, durch die Injektion von IFN-a, -b oder polyl:C induziert werden.
Der Promotor weist jedoch keine ausgesprochene Gewebespezifitdt auf und fihrt somit zu
Rekombination in nahezu allen Organen. Die Gewebespezifitat wird bestimmt, durch die
Verpaarung der cre-Maus mit einer Reportermaus, die nach Deletion einer Stop-Kassette
leicht detektierbare Reportermolekile (b-Galaktosidase, Alkalische Phosphatase) exprimiert
(Akagi et al., 1997; Michagl et a, 1999; Soriano, 1999; Lobe et al., 1999; Mao et al., 1999).
Die zweite Moglichkeit Rekombination zu regulieren besteht in der zeitlich bestimmbaren
Aktivierung von cre. Hierzu machte man sich einen nattrlichen Regulationsmechanismus
zunutze. Steroidhormonrezeptoren, die Uber ihre Ligandbindedomédne (LBD) an den
ubiquitéren Hitzeschockprotein-90-Komplex (Hsp90c) im Zytosol binden, |6sen sich nach
Steroidbindung an LBD, vom Hsp-Komplex ab, wandern in den Kern und tben dort ihre
genregulatorische Funktion aus (Abb. 2). Wird nun cre auf genetischer Ebene mit einer LBD
fusioniert wird es ebenfalls nach Steroidapplikation in den Nukleus transloziert und kann dort
loxP-Stellen rekombinieren. Durch mutierte LBDen konnte sichergestellt werden, dal3 nur
synthetische und nicht endogene Steroide binden und cre aktivieren kdnnen. So bindet der
Ostrogen-Antagonist Tamoxifen, aber nicht Ostrogen selbst, an die mutiete LBD des
Ostrogen-Rezeptors (ER). Das gleiche gilt fir das synthetische Steroide RU486 im und der
LBD des Progesteronrezeptors (PR) bzw. RU38486 und der LBD des
Glukokortikoidrezeptors (GR). Mittlerweile existieren mehrere Steroid-induzierbare cre-
Mé&use. Uber Tamoxifen kann cre im Nervensystem (Danielian et al., 1998), in B-Zellen
(Schwenk et al., 1997), in Keratozyten (Vasioukhin et a., 1999; Indra et al., 1999) oder
ubiquitér (Feil et al., 1996; Brocard et al., 1997) aktiviert werden. RU486 induziert in zwei
Mauslinien gehirnspezifische cre-Aktivierung (Kellendonk et al., 1999).
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Abb. 2: Prinzip der zeitlich gesteuerten Deletion eines Gens.

Durch Kreuzung einer cre-Maus mit einer loxP-Maus wird eine Situation erzeugt, in der ein crelbd-
Fusionsgen und ein Zielgen mit Stop-flankierenden loxP-Stellen gemeinsam in allen Zellen der Maus
vorliegen. Obwohl das CrelL BD-Fusionsprotein exprimiert wird (abhéngig vom Promotor vor dem crelbd-
Gen in der gesamten Maus oder nur in einzelnen Geweben), kann das Fusionsprotein das Zielgen nicht
rekombinieren, weil es durch Bindung an den zelluldren Hsp90-Komplex inaktiviert ist (links). Wird von
aul3en ein Induzierer verabreicht, so 10st sich das Crel BD-Fusionsprotein vom Hsp90-Komplex, und kann
das Zielgen rekombinieren (rechts). Die deletierte Stop-Kassette ist nicht eingezeichnet. Abkurzungen:
crelbd: crelbd-Fusionsgen; CreLBD: Fusionsprotein aus Cre-Rekombinase und mutierter Ligandenbinde-
doméne eines Steroidrezeptors, KDS: kodierende Sequenz des Zielgens; stop: Polyadenylierungssigna und
Trandationsstopcodon; blaue Dreiecke: Zielprotein; braune Dreiecke: Steroid; schwarze Dreiecke: |oxP-
Stellen.

Die dritte Moglichkeit cre-vermittelte Rekombination zeitlich zu bestimmen, ist die
Applikation von cre-Rekombinase zu einem definierten Zeitpunkt. Ein gutes Beispiel dafir ist
die Infektion von gefloxten Tieren mit rekombinanten adenoviralen Vektoren, die fir Cre
kodieren. So konnte sowohl in der Leber (Lee et al., 1997; Rohlmann et al., 1998; Chang et
al., 1999b) as auch im Kolorektum (Shibata et al., 1997) cre-vermittelte Rekombination
induziert werden. Es konnte in Reportermausen gezeigt werden dald durch intraventse
Injektion eines cre-kodierenden adenoviralen Vektors vorwiegend in der Leber aber auch in
anderen Organen wie Herz, Lunge, Pankreas, Darm, Muskel und Niere Rekombination
stattfindet (Akagi et al., 1997). Die hohe anfangliche Expression des Reportergens in der
Leber sinkt jedoch von 65% innerhalb der nachsten 60 Tage aufgrund einer starken zelluléren
Immunreaktion auf unter 1% ab. Besteht Interesse an langfristiger Expression des induzierten
Produkts scheinen virale VV ektoren aufgrund der hohen Immunogenitét somit ungeeignet.
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II. Fragestellung

Im Thymus wird ein Grof3eill autoreaktiver T-Zellen durch negative Selektion
eliminiert. Da nicht alle Antigene im Thymus bzw. erst spdt in der Entwicklung des
Organismus exprimiert werden, gelangen autoreaktive T-Zellen in die Peripherie. Obwohl
periphere Toleranzmechanismen existieren, besteht doch immer die Gefahr, dal’ autoreaktive
T-Zellen aktiviert werden und Gewebeschaden verursachen. Unser System ist ein Beispiel
dafur, wie Autoantigene und autoreaktive T-Zellen ohne Anzeichen von Autoimmunitét
koexistieren kdnnen.

Méuse, die unter der Kontrolle des Albumin- oder C-reaktiven-Protein- (CRP)
Promotors das MHC-Klasse | Molekil H-2K® auf Hepatozyten und auRerdem den KP
spezifischen TZR (DesTZR) auf T-Zellen exprimieren, sind funktionell tolerant und stof3en
KP-positive Tumortransplantate nicht ab. Auch nach Aktivierung der KP-spezifischen T-
Zellen in vivo durch Injektion eines Tumors, der neben K® auch IL-2 sezerniert, fihrt dies zu
keiner Autoaggression gegeniber Lebergewebe, obwohl dieselben Tiere KP-positive
Transplantate abstofRen. Erst nach einer zusétzlichen Infektion der Leber mit dem Bakterium
Listeria monocytogenes infiltrieren und attackieren die aktivierten T-Zellen K -tragendes
Lebergewebe. Ob es sich bei dem beschriebenen Leberschaden ausschliefdlich um eine
Autoaggression handelt, oder ob der transgene DesTZR mit einen von Listerien stammenden
Peptid auf K® kreuzreagiert, ein Vorgang der als molekulare Mimikry bekannt ist, war bisher
unklar.

Im ersten Teil der Arbeit sollte daher der Einfluf3 von Entziindungsprozessen auf die
T-Zell-vermittelte Zerstérung korpereigenen Gewebes untesucht werden. Dazu boten sich
sogenannte CpG-Oligodeoxynukleotide (CpG-ODN) an, die neben systemischen Effekten
auch eine Entzindungsreaktion in der Leber induzieren, ohne eine antigenspezifische
Immunantwort hervorrufen zu konnen. Kreuzreaktivitéaten, wie bei Infektionen mit

komplexen Erregern (molekulare Mimikry), sind daher ausgeschlossen.

Die Anwesenheit selbstreaktiver T-Zellen in der Peripherie birgt jedoch nicht nur das
Risiko der Entstehung von Autoimmunerkrankungen — den unerwiinschten Immunreaktionen
gegen gesundes korpereigenes Gewebe - sondern weckt auch die Hoffnung erwinschte
Immunreaktionen gegen malignes Selbst (Tumoren) induzieren zu konnen. Befunde der
letzten Jahre haben gezeigt, dal? die meisten Tumoren Antigene exprimieren, die von CD8-
positiven T-Zellen erkannt werden kénnen. Obwohl in klinischen Studien tumorspezifische T-

Zellen erfolgreich aktiviert werden konnten, fuhrte dies nur sporadisch zur Eliminierung des
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Tumors. Im Unterschied dazu fuhrt die Aktivierung von T-Zellen zahlreichen Mausmodellen
jedoch zu Abstoung des Tumors. In diesen Systemen wurden jedoch vorwiegend
Transplantationstumoren  verwendet. Transplantationstumoren  entstehen durch das
Auswachsen von Tumorzellen, die als Suspension vollstandig transformierter Zellen meist
subkutan appliziert werden und somit nur ein schlechtes System fir primére humane Tumoren
darstellen. AufRerdem kann die Injektion von Tumorzellen zu lokalen Entziindungen an der
Einstichstelle fuhren, die eine Immunantwort gegen Transplantationstumoren begunstigen.
Aus diesem Grund mochten wir ein Tumorsystem entwickeln, das der klinischen Situation
naher kommt.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte somit ein Lebertumormodel in der Maus etabliert
werden, bei dem der Tumor nicht injiziert wird, sondern am Ort der Entstehung auswéchst
(autochthoner Tumor). Auch die Entstehung einer Entztindung soll bei der Induktion des
Tumors vermieden werden.

Autochthone Tumoren entstehen auf schnelle und zuverléassige Weise durch die
gewebespezifische transgene Expression von Onkogenen. Ihr Nachteil besteht darin, dal3 ale
Zellen des Gewebes das Onkogen exprimieren und somit potentiell transformieren kénnen.
Eine Situation die im Patienten nicht anzutreffen ist und eine erfolgreiche Behandlung im
Mausmodell erheblich erschwert. Das Tumorsystem sollte gewéhrleisten, dal3 nur ein
begrenzter Anteil der Gewebezellen das Onkogen exprimiert. Dies méchten wir durch die
Verwendung des cre/loxP-Systems realisieren, mit dessen Hilfe Onkogene raumlich und
zeitlich definiert angeschaltet werden konnen.

Ziel des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit war somit die Etablierung eines
induzierbaren autochthonen Lebertumormodels in der Maus mit Hilfe des cre/loxP-
Systems, um die Rolle von T-Zel-Aktivierung und Entziindungsreaktion in der

Tumorimmuntherapie untersuchen zu kdnnen.
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[11. Material und Methoden

A. Material

1. Bezugsguellen

1.1. Chemikalien

Es wurden Chemikalien und Grundsubstanzen von den Firmen Sigma (Deisenhofen), Serva
(Heidelberg), Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim), Gibco-BRL (Eggenstein), und Roth

(Karlsruhe) bezogen.
1.2. Enzyme

Der weitaus Uberwiegende Teil der Restriktionsenzyme und anderer DNA/RNA modifi-
zierender Enzyme wie T4 DNA-Ligase, CIP (calf intestine phosphatase), Klenow-Enzym, T4-
DNA-Polymerase, DNase, RNaseA, Reverse Transcriptase wurde von der Firma MBI Fermentas
(Vilnius, Littauen) bezogen. Vereinzelt wurden Enzyme der Firmen Roche (Mannheim), Promega
(Mannheim), New England Biolabs (Bad Schwalbach), Stratagene (Amsterdam, Niederlande) und
Gibco BRL (Eggenstein) verwendet.

1.3. Gebrauchswaren

Die Plastikartikel fur die Zellkultur und die molekul arbiol ogischen Arbeiten wurden von den
Firmen Eppendorf (Hamburg), Gilson (Villiers le Bel, Frankreich), Greiner (Frickenhausen),
Falcon (Becton Dickinson), Nalgene, Nunc, und Renner (Darmstadt) bezogen.

2. Verwendete Kits

DNA Labelling and Detection Digoxigenin-Markierung von DNA zur Verwendung als Sonde

Kit-Nonradioactive (Boehringer) zur Hybridisierung

Qiaguick Gel Extraction Kit (Qiagen) | Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen Uber
Séulchen

RNeasy Total RNA Kit (Qiagen) Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebehomogenisaten Uber
Saulen

Expand High Fidelity PCR System| PCR-Reaktionen bis zu 5 kb mit geringer Fehlerrate durch

(Boehringer Mannheim) proofreading-Aktivitét einer beigemengten Pwo-Polymerase
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3. Gerate

Brutschrank 3029

Forma Scientific

Elektrophoresekammern Easy Cast

MWG Biotech GmbH (Ebersberg)

Eismaschine Wessamat

Zugck (Leimen)

FACScan

Becton Dickinson

Fllssigstickstoff-L agerbehalter Messer Griesheim (DUsseldorf)
Fluoreszenz-Mikroskop Axiophot 2 Zeiss
Gamma-Strahlungsmef3gerét Cobra Packard (Dreieich)
Gefriertrockner Alpha 1-2 Christ (Osterode)
Gewebehomogenisator PolytronPT 2100 Kinematica

Kaltlichtlampe KL 1500-Z

Schott (Gottingen)

Kryostat 2800 Frigocut E

Reichert-Jung

Kuhlzentrifuge Biofuge fresco Heraeus (Osterode)
Kuhl- und Gefrierschrénke Liebherr; Bosch
Lumi-Imager Boehringer Mannheim
Magnetrihrer, Heizplatte MR 3002 Heidolph

Mikroskop Olympus

PCR-Block Peltier Thermal Cycler 200

MJ Research Inc. (Watertown, USA)

pH-Meter 761 Calimetric

Knick

Photometer Ultraspec 2000

Pharmacia Biotech

Rotationsverdampfer

Heidolph

Schuttelinkubator Incubator Shaker 6725

New Brunswick Scientific GmbH

(Schittel-)Wasserbad

K 6ttermann (Hanigsen)

Schiittler HS 501 digital

IKA Labortechnik; Janke+Kunkel

Spannungsgerate Biometra P25

Biotron (Gottingen)

Stereolupe

Leitz

Sterilbank Biogard Hood

Baker Company Inc. (Maine, USA)

Thermomixer compact

Eppendorf (Hamburg)

Tischzentrifuge Biofuge pico

Heraeus (Osterode)

Ultraschallgerét Sonofier 250

Branson (Connecticut, USA)

UV-Flachenstrahler

Konrad Bender (Wiesloch)
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Vakuumofen Heraeus (Osterode)
Videografikdrucker UP 890CE Hitachi

Waagen Satorius (Gottingen); Mettler
Zentrifuge Minifuge 2 Heraeus Christ (Osterode)
Zentrifuge Omnifuge 2,0 S Heraeus Sepatech (Osterode)
Zentrifuge TJ-6 Beckmann (Palo Alto, CA, USA)
Zentrifuge Sorvall RC5C Plus Kendro

4. Puffer und L 6sungen

In der Regel wurden die Losungen mit doppelt deionisiertem und autoklaviertem Wasser
angesetzt. Fir die Elektrophoresepuffer gentigte einfach deionisiertes Wasser. Bei Losungen, die
als konzentrierte Stammlésung angesetzt werden, ist der Konzentrationsfaktor in Klammern
angegeben. Losungen, die feucht autoklaviert werden (121°C, 25 min) sind mit * gekennzeichnet.
Bei Losungen, die nicht bel Raumtemperatur aufbewahrt werden, ist die Temperatur in Klammern
angegeben. Die Prozentangaben beziehen sich sofern nicht anders angegeben auf Gewicht pro
Volumeneinheit (w/v).

BCIP-LOsung : 50 pg/ml in 70 % DMF/H20

CIP-Puffer (10x) (-20°C) : 100 mM Tris/HCI pH 7.5; 100 mM MgCl,

Denaturierungslosung : 0.5 M NaOH; 1 M NaCl

Denhardt's (-20°C)* : 1% Ficoll; 1% BSA; 1% Polyvinylpyrrolidon

dNTP-Mix (10x) (-20°C) : 2mM dATP; 2 mM dTTP; 2mM dCTP; 2 mM dGTP

Fixierlosung B : 2% Formaldehyd; 0.2% Glutaraldehyd

Gewebepuffer (Southern Blot) : 100 mM Tris/HCI pH 8.5; 200 mM NaCl; 5 mM EDTA; 0.2%
SDS

Hybridisierungsldsung (-20°C) : 5x Denhardt's; 4x SSPE; 1% SDS; 100ug/ml Heringssperma-
DNA

KaAc/HCOOH-Puffer (4°C) : 3 M KaAc; 5% HCOOH

Ladepuffer (-20°C) :  0.1% Bromphenolblau; 0.1% Xylen Cyanol FF;
15% Glyzerol

Ligationspuffer (10x) (-20°C) : 500 mM Tris/HCI pH 7.5; 100 mM MgClz; 20 mM DTT;
20 mM Spermidin

Lysepuffer (Maxi) : 200 mM NaOH; 1% SDS
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Neutralisierungslosung (SB): 0.5 mTris/HCI pH 7.4; 3 m NaCl
NaOH/SDS-Puffer : 200 mM NaOH; 1% SDS

NBT-LOsung : 75 mg/ml in DMF
PBS (10x)* : 1.3 M NaCl; 1 M NaHPO4 mit 1 M NaH2PO,4 auf pH7.0 eingestellt
PCR-Puffer (10x) : 100mM Tris (pH 8,3), 500mM KCI, 25mM MgCl,-6H,0O

Prahybridisierungslsg.: (-4°C) : 2% Blockierungsreagenz (Boehringer) in Hybridisierungslsg.
Pralyse-Puffer (Maxi) : 50mM Glukose; 25mM TrisHCI (pH 8,0); 10mM EDTA

Puffer-1 (SB): 100 mM Trig/HCI pH 7.5; 150 mM NaCl

Puffer-2 (SB): 2% Blockierungsreagenz (Boehringer) in Puffer-2

Puffer-3 (SB): 100 mM Tris/HCI (pH 9.5); 100 mM NaCl; 50 mM MgCls

Restriktionspuffer (-20°C)

B* (10x) : 100 mM Tris/HCI (pH 7.5); 100 mM MgCl,; 1Img/ml BSA

G (10x) : 100 mM Tris/HCI (pH 7.5); 100 mM MgCl,; 500mM NaCl, Img/ml
BSA

O" (10x) : 500 mM Tris/HCI (pH 7.5); 100 mM MgCly; 1M NaCl, Img/ml BSA

R (10x) : 100 mM Tris/HCI (pH 8.5); 100 mM MgCl,; 1M KCI, Img/ml BSA

Y*/Tango (2x) : 66mM Tris-Azetat (ph 7,9); 20mM Mg-Azetat; 132 mM KaAzetat;
0,2mg/ml BSA

Rf 1: 100 mM RDbCI; 50 mM MnCly; 30 mM KaAc;
10 mM CaCly; 15% Glyzerin

RF2: 10 mM MOPS; 10 mM RDbCI; 75 mM CaCl,; 15% Glycerin

SSC (20x) : 3 M NaCl; 0.3 M Natriumcitrat pH 7.0

SSPE (20x) : 3.6 M NaCl; 200 mM NaH,PO,; 20 mM EDTA; mit NaOH pH auf 7.0

TAE (10x) : 400 mM Tris/lHAc pH 7.4; 50 mM NaAc; 10 mM EDTA

TE (10x) : 100 mM Tris’HCI pH 8.0; 100 mM EDTA

Waschlésung : 0.3x SSC; 0.1% SDS

5. Medien

Die fur die Zell- und Bakterienkultur verwendeten Medien und Medienzusatze wurden von
den Firmen Gibco BRL (Eggenstein), Difco (Detroit/USA), Sigma (Minchen) und Boehringer

(Mannheim) bezogen.
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5.1. Medien fur Bakterien

LB-Medium:  Trypton: 10 g/l
Hefeextrakt: 5 g/l
NaCl: 10 g/l

Antibiotika Stammlésungen: Amp> (50 mg/ml Ampicillin (Na-Salz) in H,0)

Das LB-Medium fir die Bakterienkultur wird mit deionisiertem H,O angesetzt, der pH auf
7.5 eingestellt und anschlieRend autoklaviert (25 min, 121°C). Zum Giefen von Agarplatten wird
dem Medium vor dem Autoklavieren 1.5% Agar zugesetzt, und der Bakterien-Agar nach dem
Abkuhlen auf Handwéarme in 10cm Petrischalen gefiillt (ca. 20 ml/Schale). Die Platten werden mit
leicht gedffnetem Deckel unter der Sterilbank stehen gelassen, bis der Agar erstarrt und
ausreichend getrocknet ist. Fur Selektiv-Medium bzw.-Agar wird nach dem Abkuhlen auf ca
60°C das entsprechende Antibiotikum aus der 1000x Stammlésung zugesetzt. Nicht sofort
verwendete Platten kénnen bei 4°C maximal 3 Monate gelagert werden.

5.2. Medien fur die Zdlkultur

Die Grundmedien werden durch Zugabe von Medienzusétzen ausin der Regel 100x Stamm-
[6sungen komplettiert. Das FCS wird vor Gebrauch 45 min bei 56°C erhitzt, um Komplement-
faktoren zu inaktivieren. L-Glutamin ist instabil, und wird angesetztem Medium nach 2 Wochen

erneut zugesetzt.

RPMI| oder DM EM Standard-M edium:

RPMI 1640 oder DMEM (1000mg/l Glucose) (beides Gibco, Eggenstein)

Zusatz Endkonzentration ~ Hersteller

FKS 10% (Gibco, BRL)
L-Glutamin (200mM) 2mM (Gibco, Eggenstein)
Na-Pyruvat (100mM) 1 mM (Gibco, Eggenstein)
Pen/Strep (10000E/10mg/ml) 100 U/ml (Linaris)
2-Mercaptoethanol (20pM) 0.1 mM (Merck, Darmstagt)
Hepes (1M, pH 7,3) 10mM
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6. Bakterienstamme

DH1
294-Cre (Buchholz et al., 1996): Stamm mit stabil integrierter Cre-Rekombinase, zum
Testen der Rekombinationsfahigkeit von loxP-Stellen in

Plasmiden
7. Maudlinien
Name (MHC-Haplotyp) Referenz

Inzuchtstamme C57BL/6 (H-2)
CBA (H-2
DBA/2 (H-2%

Transgene Mauslinien Alb-KP (H-29) Schonrich et al., 1992
CRP-KP (H-2% Ferber et al., 1994
Ker-KP° (H-2% Schénrich et al., 1992
Des-TZR (H-29) Schénrich etal., 1991
cre-deleter Schwenk et al. 1995

Die homozygoten einzeltransgenen Méause wurden mit CBA oder DBA/2 gekreuzt und
hemizygot in den Experimenten eingesetzt (MHC-Haplotyp : H-2*%). Doppeltransgene
(doppelhemizygote) Tiere wurden durch Kreuzung der oben aufgeflhrten homozygoten
einzeltransgenen Mauslinien erhalten. Die Inzuchtlinien CBA, DBA/2 und C57BL/6 entstammen
eigener Zichtung oder wurden von WIGA (Hannover), BRL oder Jackson Laboratories bezogen.
Die transgenen Linien exprimieren das MHC Klasse I-Molekil unter der Kontrolle des Promotors
des C-reaktiven Proteins (CRP-KP) oder des Albumin-Promotors (Alb-KP) auf Hepatozyten oder
unter dem Keratin-1V-Promotor auf Keratinozyten (Ker-KP). DesTZR-Tiere exprimieren einen
transgenen TZR, der von dem KP-spezifischen T-Zell-Klon KB5.C20 aus B10.BR (H-2%) stammt,
und K zusammen mit den Selbst-Peptiden B1 (KVITFIDL), B2 (KULHFYNV), B3 (KIITYRNL)
oder INFDFNTI erkennt (Schmitt-Verhulst, personliche Kommunikation). Die Antigene, von
denen die Peptide abstammen sind nicht bekannt.
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8. Antikorper

Antikor per aus Spezifitat | sotyp Referenz

Désiré-1 Maus |a-KP-TZR (Maus) |IgG2ak |Huaetal., 1986

B20.2.2 Ratte |a-KP-TZR (Maus) | unbek. | Malissen, unverdffentlicht
Y3P Maus |MHCKIlassel IgG2a | Janeway et al., 1984
P7/7 Ratte [I-APdTK IgG2b | Momburg et al., 1986
53-6.7 Ratte | CD8a (Maus) lgG2a | Ledbetter & Herzenberg, 1979
GK15 Ratte | CD4 (Maus) IgG2b | Diadynasetal., 1983
YNLV/1.7.4 Ratte ICAM-1 IgG2b | Prietoet al., 1989

429 Ratte |VCAM-1 IgG2a | Bevilacquaet al., 1993
H100.27.55 Maus |H-2K¥ (Maus) IgG2alk |Lemkeetal., 1979

K 10.56-1 Maus |H-2KP (Maus) IgG2b/k | Hammerling et al., 1982
K9-18 Maus |H-2K9 (Maus) IgG2a | Arnoldetal., 1985
C17.8 Ratte |IL-12p70 (Maus) lgG2a | Wysockaet al., 1995
C15.6 Ratte | IL-12p40 (Maus) 1gG1 Wysockaet al., 1995

H100.27.55 und K9-18 wurden als FITC-Konjugate, K10.56-1 as FITC-Konjugat
eingesetzt. Désiré-1 wurde in vitro als FITC-Konjugat und in vivo zur Depletion von a-K”
spezifischen T-Zellen ungekoppelt verwendet. 53-6.7 ist as PE-Konjugat zur Verwendung
gekommen. C17.8 und C15.6 wurden in vivo zur Neutralisierung von IL-12 ungekoppelt

eingesetzt.

9. PCR-Primer

Die folgenden PCR-Primer wurden entweder frei ausgewahlt und um gewilnschte
Sequenzen erweitert, um zusétzliche Schnittstellen oder loxP-Stellen an den Enden einzufihren,

oder sie wurden mit dem Computerprogramm Primer-Select aus dem Lasergene Software-Paket

ausgewahlt.

Primer zum Erstellen der DNA-Konstrukte :

5'floxstop (72-mer)

3’ floxstop (84-mer)

5-AAGCTTGAATTCTCGCGAATAACTTCGT
ATAGCATACATTATACGAAGTTATGGCCTGA
ACTGCCAGCTGGC-3
5-CTGCAGAATTCTCGCGATAACTTCGTAT
AATGTATGCTATACGAAGTTATTACTTACCT
GCATAAAAAACCTCCCACACCTCCC-3
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5floxTaginvers (72-mer)

3’ floxTaginvers (78-mer)

5'-GAATTCGTCGACGGTACCATAACTTCG
TATAGCATACATTATACGAAGTTATCGCCTC
GGCCTCTGAGCTAT-3
5'-GAATTCCTCGAGTCTAGAATAACTTCGT
ATAGCATACATTATACGAAGTTATAGACATG
ATAAGATACATTGATGAGT-3

Primer zum Nachweis von SV40Tag und bom in Schwanz-DNA :

bom-1 (22-mer)
bom-2 (22-mer)
Tag-1 (26-mer)
Tag-2 (21-mer)

5-CACCGGAGAATGGGAAGCCGAA-3
5-TCCACACAGATGGAGCGTCCAG-3
5-GGACAAACCACAACTAGAATGCAGTG-3
5-CAGAGCAGAATTGTGGAGTGG -3

Primer zum Nachweis von Rekombination von loxP Stellen im Mausgenom :

5 floxstop-del-Tag (19-mer) 5'-GTCGACGGTATCGATAAGC-3
3’ floxstop-del-Tag (19-mer) 5'-CAGAAGCCTCCAAAGTCAG-3

ATI1 s (19-mer)
ATI2 s (24-mer)
ATI2 as (24-mer)
ATI3 s (24-mer)
ATI3 as (24-mer)

5'-GTGGGGGTGGGGTTAGAGG-3
5'-TAGAAGAATGGATGGCTGGAGTTG-3
5'-CAACTCCAGCCATCCATTCTTCTA-3
5'-GGGGAGTCCAGAGATTTGCCTTCA-3
5'-TGAAGGCAAATCTCTGGACTCCCC-3

Folgende Primer wurden fir die RT-PCR benutzt :

HGPRT1 (25-mer)
HGPRT2 (23-mer)
SV6 (25-mer)
SV9 (24-mer)
cre3 (19-mer)
cred (17-mer)

5'-GTTGGATCAAGGCCAGACTTTGTTG-3
5'-GAGGGTAGGCTGGCCTATAGGCT-3
5'-GGAGTAAAATATGCTCATCAACCTG-3
5'-GTAGCCTCATCATCACTAGATGGC-3
5-GACCAGGTTCGTTCACTCA-3
5-TAGCGCCGTAAATCAAT-3
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10. CpG -haltige Oligodeoxynukleotide (ODN)

ODN 1668: TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (Lipford et al., 1997; Bendigset al., 1999)
ODN 1826: TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (Walker et al., 1999; Chu et al., 1999)
ODN 1720: TCC ATG AGC TTC CTG ATC CT (Lipfordet al., 1997; Bendigset al., 1999)

Alle 3 CpG-ODN wurden vollstandig thioatstabilisiert, um die in vivo Halbwertszeit im
Serum der Versuchstiere zu erhohen. Die CpG-ODN wurden von TIB-MOLBIOL (Berlin)
synthetisiert. Je 500nmol wurden fir ca. 60 Minuten in 1Iml ddH,O geldst (3,2ug/pl), dann
diquottiert und bei —20°C gelagert.

Je 40ug der verschiedenen CpG-ODNe wurden in 250ul PBS intraperitoneal in die
Versuchstiere injiziert.

11. Lipide

Cholesterol (CH) Sigma, Deisenhofen
L-a-Phosphatidylcholin (PC) Sigma, Deisenhofen
Phosphatidylserin (PS) Sigma, Deisenhofen

Die Lipide wurden in Diethyl-Ether gel6st und bei —20°C aufbewahrt.
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B. Methoden

1. Molekularbiologische Arbeitstechniken

1.1. Lagerungvon Bakterien

Bakterienstdmme werden auf (Selektiv-) Agarplatten ausgestrichen, 24 h bei 37°C
bebritet und bel 4°C aufbewahrt. Sie sind so einige Wochen haltbar. Zur langfristigen
Lagerung werden 0.5 ml einer UN-Kultur mit 0.5 ml Glyzerin gemischt, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bel -70°C gelagert. Zur Entnahme wird mit einem sterilen
Skalpell ein kleines Stiickchen von den gefrorenen Bakterien geschabt und auf eine (Selektiv)
Agarplatte ausgestrichen.

1.2. Praparation CaCl,-kompetenter E. coli Zellen

Mit einer Einzelkolonie DH1 Zellen wird eine UN-Kultur in 50 ml LB Medium
herangezogen. 400ml frisches LB Medium werden mit 10 ml der DH1 UN-Kultur angeimpft.
Die Bakterien werden im Schittelinkubator ca. 3 h bei 37°C bis zu einer optischen Dichte
(ODgpo) von 0.3-0.5 wachsen gelassen, in 50 ml Falcon-Rohrchen aliquottiert und
abzentrifugiert (2500 Upm, 10 min, 4°C). Alle folgenden Arbeiten werden steril und bei 4°C
im Kdhlraum durchgefiihrt. Die Pellets werden in je 16.5 ml eiskaltem, frisch hergestelltem
Rf 1 resuspendiert. Die Suspension wird 20 min auf Eis inkubiert, und die Zellen erneut
abzentrifugiert (2500 Upm, 10 min, 4°C), in je 4 ml Rf 2 resuspendiert und 15 min auf Eis
inkubiert. Die Fraktionen werden gepoolt (gesamt 32 ml) und mit gekihlten Pipettenspitzen
nach Wunsch in 1.5 ml Reaktionsgeféf3e aliquotiert. Die kompetenten Zellen werden sofort in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

Eine Testtransformation mit 1 ng doppelstrangiger, zirkul&rer Plasmid-DNA auf 100 pl
kompetente Zellen sollte mehr als 3x10° K olonien ergeben.

1.3. Transformation von kompetenten E. coli Zellen

Ein Aliquot (50 pl) eingefrorene kompetente Zellen wird fir zehn Minuten auf Eis
aufgetaut, mit einem Drittel (7ul) eines Ligationsansatzes gemischt und fir eine halbe Stunde
auf Eis inkubiert. Anschlief3end wird der Transformationsansatz fir 2 min bei 42°C einem
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Hitzeschock ausgesetzt und nach 2 Minuten bei 4°C auf eine (Selektiv-)Agarplatte aus-
plattiert.

1.4. DNA-Minipréparation (alkalische Lyse)

Der Deckel eines 1.5 ml Reaktionsgefales wird mit einer Kanile durchstochen und mit
1 ml Selektivmedium gefillt. Das Medium wird mit einer Bakterienkolonie angeimpft und im
Schittelinkubator GN bei 37°C inkubiert. Die Bakterien werden abzentrifugiert (5 min, 13000
Upm) und in 150 pl Prélyse-Puffer resuspendiert. Durch Zugabe von 300ul Lyse-Puffer und 5
min Inkubation auf Eis werden die Zellen lysiert und bilden einen klaren Schleim. Die Zugabe
von 250 pl KAc/HCOOH-Puffer fuhrt zur sofortigen Neutralisierung der Losung, wodurch
Proteine und genomische DNA vernetzt ausfallen. Nach 15 min Inkubation auf Eis wird die
Probe abzentrifugiert (5 min, 13000 Upm) und aus dem in ein neues Reaktionsgefal
Uberfiihrten Uberstand die Plasmid-DNA mit 400ul Isopropanol geféllt (5 min, RT). Die
Plasmid-DNA wird abzentrifugiert, (5 min, 13000 Upm), das Pellet an der Luft getrocknet
und in 30 pl TE gelost. Zur Degradierung von verunreinigender RNA wird 0.5 pl RNase
(20mg/ml) zur Plasmid-DNA pipettiert. Fur einen analytischen Verdau wird 1 pl der Plasmid-
DNA verwendet.

1.5. DNA-Maxipraparation (alkalische Lyse)

Ben6tigt man eine gréfdere Menge von sauberer und oft verwendeter Plasmid-DNA so
wird eine Maxipréparation aus Bakterien gemacht. Dazu werden 100-200 ml Selektivmedium
mit einer Einzelkolonie angeimpft und UN im Schittelinkubator bei 37°C in einem 1000ml
Kolben inkubiert. Die Bakterienkultur wird geerntet (5 min, 6000 Upm, 4°C), und das
Bakterienpellet in 6 ml Prélyse-Puffer in 50 ml Falconréhrchen resuspendiert. Die Bakterien
werden durch Zugabe von 14 ml Lyse-Puffer lysiert (5 min, 4°C). Die Zugabe von 10,5 ml
KACc/HCOOH-Puffer unter mehrmaligem Schwenken fuhrt zur sofortigen Neutralisation der
L 6sung, wodurch Proteine und genomische DNA vernetzt ausfallen. Nach 15 min Inkubation
auf Eis wird die Probe abzentrifugiert (5 min, 6000 Upm) und der Uberstand durch einen
locker mit Glaswolle gestopften Trichter filtriert. Aus dem Uberstand wird die Plasmid-DNA
mit 0.6 Volumen Isopropanol geféllt (5 min, RT) und abzentrifugiert (5 min, 6000 Upm). Das
Pellet wird in 4 ml TE resuspendiert und weiter aufgereinigt indem 4 ml 4 M LiCl zupipettiert
und nach der Falung von Verunreinigungen (5 min, 4°C) erneut abzentrifugiert wird (5 min,
6000 Upm). Die Plasmid-DNA im Uberstand wird anschliefend mit 20 ml eiskaltem 100%
igem Ethanol gefdlt (15 min, -20°C), abzentrifugiert (5,min, 6000 Upm), mit 70 % Ethanol
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gewaschen und in 1 ml TE aufgenommen. In einem 1.5 ml Reaktionsgeféld werden 5 pl
RNase (10 mg/ml) zugegeben und die RNA verdaut (30 min, 37°C). Nach Salzzugabe (8ul
4M NaAc pH5.6 pro 100 pl DNA-Lsg.) wird die Plasmid-DNA 3x mit Phenol/Chloroform
und 2x mit Chloroform extrahiert, mit Isopropanol gefdlt und mit 70 % 2-Propanol
gewaschen. Das getrocknete (15min, 37°C) Pellet wird in 0.1-1 ml TE aufgenommen. Die
Préparation liefert ca 0.5-2 mg Plasmid-DNA.

1.6. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Spektroskopische Konzentrationsbestimmung: Die Basen der DNA und RNA haben
ein Absorptionsmaximum bel 260 nm, das zu Konzentrationsbestimmung von nukleinsiure-
haltigen Losungen benutzt werden kann. Das Spektrum einer 1:200 Verdinnung wird im
Bereich 300-220 nm gegen H,O gemessen. Die Extinktion sollte zwischen 0.1-1.5 liegen, da
in diesem Bereich Extinktion und Nukleinsdurekonzentration proportional zueinander sind.
Zur Umrechnung gilt:

1 OD260 = 50 g dsDNA/m
1 OD260 = 40 pug sSSDNA/m
1 OD260 = 33 g ssOligonukleotide/ml

Da die aromatischen Aminosdurereste in Proteinen bei 280 nm absorbieren, kann eine
Verunreinigung der isolierten Nukleinsduren nach der Warburgschen Formel ((1.45 x OD2gp)
— (0.74 x ODg2g0) = mg Protein/ml) berechnet werden. Der Quotient OD2s0/OD2go €iner
sauberen DNA-Praparation sollte bel 1.8 liegen.

Konzentrationsbestimmung Uber Vergleich mit Markerbanden im Gel: Die
Methode liefert einen Schétzwert, gibt dafir aber Auskunft Uber die Plasmid- bzw.
Fragmentgrof3e und Nukleinsdureverunreinigungen wie RNA und chromosomale DNA.

Eine definierte Markermenge 1 pg 1lkb-Leiter (Gibco) und 1-5 pl Probe werden
gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Intensitdten von Probe und Referenzbande unter UV -
Licht verglichen. Die 1.6 kb-Bande dient als Anhaltspunkt, sie enthalt 10 % der aufgetragenen
Marker-DNA, d.h. 100 ng.

1.7. Phenol-Chlor ofor m-Extraktion nukleinsdurehaltiger L 6sungen

Die Methode dient der Abtrennung von verunreinigenden Proteinen aus einer nuklein-

saurehaltigen L 6sung.
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Zu der DNA-Lo6sung wird 1 Vol. Phenol-Chloroform-1soamylalkohol (25:24:1)
gegeben, und kréftig gemischt, bis sich eine Emulsion bildet. Die Emulsion wird zentrifugiert
(13000 Upm, 2 min, RT) und die obere wél¥rige Phase ohne das weil3e Proteinprazipitat in der
Interphase in ein neues Reaktionsrohrchen gegeben. Die Losung wird nun wie oben
beschrieben mit 1 Vol. Chloroform-l1soamylalkohol (24:1) extrahiert. Um die von Protein
gereinigte DNA zu isolieren, wird die DNA aus der wassrigen Phase Uber eine Ethanolfadlung
prazipitiert und in TE aufgenommen. Fur die Extraktion von RNA-haltigen Ldsungen wird

ein spezielles Phenol mit anderem pH verwendet.
1.8. DNA-Prazipitation

Ethanolfallung: Zu nukleinsurehaltigen Lésungen werden 1/10 Volumen 3 M NaAc
(pH 6.0) und 2 Vol. Ethanol gegeben. Nach griindlichem Mischen wird fir 15 min auf Eis
inkubiert und anschlief3end abzentrifugiert (13000 Upm, 10 min). Das Pellet wird mit 70%
Ethanol gewaschen (2 min, RT), erneut abzentrifugiert (13000 Upm, 5 min), getrocknet
(Heizblock 37°C, 5 min) und in TE aufgenommen.

| sopropanolfallung: Die Fallung erfolgt im Prinzip wie oben beschrieben. Nach
Zugabe von 3 M NaAc (pH 6.0) wird jedoch das 0.7-fache Vol. Isopropanol zugegeben,
gemischt und far 10 min bei RT inkubiert. Sedimentation, Waschen und Trocknen, der DNA
werden wie bei der Ethanolféllung durchgefihrt.

1.9. Restriktionsverdau

Fur analytische Zwecke werden 1 pg Plasmid-DNA mit 1-5 U Restriktionsenzym in
einem Volumen von 20 pl fir mindestens 1 h bei 37°C inkubiert. Zur Prgparation von
Fragmenten wurden in einem Volumen von 50 pl 10 pg DNA mit 10 U Restriktionsenzym 3
h bis UN bei 37°C verdaut. Ansdtze mit Enzymen, die bei abweichenden Temperaturen
schneiden (z.B. Smal bel 30°C) werden bel diesen Bedingungen inkubiert. Gemald den
Pufferanspriichen der Enzyme werden die Restriktionsverdaus in verschiedenen Puffertypen
(Blue, Red, Green , Yellow und spezielle Puffer fur einzelne Restriktionsenzyme)
durchgefihrt. Genomische DNA wurde immer GN mit zusétzlich 5mM Spermidin verdaui.

1.10. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Mittels Schleudersdulchen (Qiaquick spin colums): Die DNA-Bande wird bei 366
nm unter dem UV-Transilluminator aus dem Gel geschnitten, gewogen und in 300 pl QG/100
pg Gel vollstdndig aufgeldst (50°C, 10 min Schitteln). Die Probe wird auf ein Schleuder-
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saulchen in einem 2 ml Abfallréhrchen gegeben und zentrifugiert (13000 Upm, 1 min). Die
Saule wird mit 750ul PE gewaschen (13000 Upm) und durch eine zweite Zentrifugation
getrocknet (13000 Upm/1 min). Das Fragment wird mit 50 pl EB von der Séule geldst (20
min RT), und das Fragment in eine 1.5 ml Reaktionsgefal eluiert (13000 Upm, 1 min). Zur
Kontrolle werden 5ul des Fragments auf einem Gel analysiert.

Mittels Elektroelution : DNA, die fir eine Mikroinjektion in Zygoten zur Herstellung
transgener Méause vorgesehen ist, wird mittels Elektroelution extrahiert, die eine hohere
Reinheit aufweist. Das Gelstiick mit der gewiinschten DNA-Bande wird in ein TAE-gefilltes
Glasréhrchen des Obergefél3es der Elektroelutionsapparatur blasenfrei transferiert, das am
unteren Ende mit Hilfe eines Gummiringes durch ein DEAE-Papier verschlossen ist
(geschitzt durch einen Diayseschlauch). Das Obergefad (mit der Kathode) wird auf das
Untergefal (enthdlt Anode) gesetzt, beide Kammern mit TAE-Puffer gefillt und die DNA aus
dem Gel auf das DEAE-Papier transferiert (200V, 10-12 min., 10-12 mA pro Glasrohrchen).
Das DEAE-Papier wurd entnommen, fir 30 min bei RT getrocknet und fur 20 Sek. in 100%
Ethanol geschwenkt. Nach 10 minitigem Trocknen wird das Papier fir 20 Sek. in TE (pH
8,0) geschwenkt und erneut fir mind. 30 Min. getrocknet. Nach einem zweiten Waschschritt
in 100% Ethanol wird das trockenen DEAE-Papier auf den DNA-enthaltenden Teil
zurechtgeschnitten und in ein 0,5 ml Eppendorfreaktionsgefald (mit einem Loch im Boden)
gegeben, das auf ein deckelloses 1,5ml Eppendorfreaktionsgefald gesetzt wird. Das Papier
wird mit 30ul 1,5M NaCl in TE betréufelt, beide Gefalie mit Parafilm abgedichtet und fur 30
min in einem 65°C Wasserbad inkubiert. Nach einem schnellen Zentrifugieren wird dieser
Elutionsschritt wiederholt und das Endvolumen von 50ul mit 70pl H,O verdinnt, um ein
Ausfallen des Salzes bei der nachfolgenden Ethanolféllung zu verhindern, die mit 300ul
eiskaltem 100% Ethanol fiir 15 min. bei -80°C erfolgt. Nach der Zentrifugation (13000rpm, 3
min, £C) wird der Uberstand verworfen und das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen. Das
Pellet |&sst man fiir 37°C bei RT trocknen und nimmt es dann in 50pl Mikroinjektionspuffer
auf. 5ul werden auf ein 1% Agarosegel aufgetragen und daraufhin die DNA-Konzentration
auf 2-6ng/pl eingestellt. Nach dem Sterilfiltrieren durch einen 0,22um Porenfilter kann die
DNA in befruchtete Eizellen injiziert werden.

1.11. Ligation von DNA-Enden

Bel der Ligation von zwei DNA-Fragmenten zu einem zirkuléren Produkt wird das

Insertfragment in einem 3-fachen UberschuR zum dephosphorylierten Vektorfragment (50-
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100 ng) eingesetzt. Die Ligation erfolgt in Ligationspuffer mit 5 U T4-Ligase fur 1-15 h bei
RT in einem Volumen von 15 pl. Die Halfte eines Ligationsansatzes wird zur Transformation
verwendet.

1.12. Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um eine Selbstligation von gedffneten Vektoren zu verhindern, wird die 5'-Phosphat-
gruppe an den DNA-Enden durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase (CIP; Calf
Intestine Alkaline Phosphatase) entfernt. In der Regel wird nach Ende des praparativen
Restriktionsverdaus 1-10 U CIP pro pug DNA direkt in den Verdau pipettiert und fir 30 min
weiter bei 37°C inkubiert. Ein Entfernen der CIP ist nicht nétig, wenn der Verdau tber ein
Gel gereinigt wird. In Fallen, in denen dies nicht ausreichend ist, wird die DNA mit Ethanol
gefdlt, in 20 pl CIP-Puffer aufgenommen und mit 1-10 U CIP pro pg DNA fir 1 h bei 37°C
inkubiert. Die CIP kann alternativ zum Gel durch 20 min Erhitzen auf 70°C deaktiviert und
anschlief3ende Ethanolfdllung entfernt werden. Die vollsténdige Dephosphorylierung wird
Uber eine Kontrolligation des Vektorfragments getestet, es dirfen nur sehr wenige Bakterien-

kolonien wachsen.
1.13. Auffallen und Abdauen tGiberhangender DNA-Enden

Uberhangende 5'-Enden: Um fiir bestimmte Ligationen glatte Enden (blunt ends) zu
erzeugen, werden bei 5'-Uberhangen die auf dem Gegenstrang fehlenden Basen aufgefilllt.
Dazu werden direkt im Anschlufd an den préparativen Verdau dNTPs (Endkonzentration 0.2
mM/dNTP) und Klenow-Polymerase (2-5 U/ug DNA) zum Verdau pipettiert und 10 min bei
RT inkubiert.

Uberhangende 3'-Enden: Zur Herstellung von glatten Enden wird hier das
Uberstehende 3'-Ende durch die Exonukleaseaktivitdt der T4-Polymerase abgedaut. Dazu
werden direkt im Anschlul3 an den prégparativen Verdau dNTPs (Endkonzentration 0.2
mM/dNTP) und T4-Polymerase (2-5 U/ug DNA) zum Verdau pipettiert und 10 min bei RT

inkubiert.

1.14. Elektrophoretische Auftrennung von DNA- und RNA-Fragmenten in Agarose-
gelen

DNA-Gelelektrophorese: DNA-Fragmente im Bereich von 12-0.1 kb werden in
Abhangigkeit von ihrer Lange in verschieden konzentrierten Agarosegelen (0.6-2 %) elektro-
phoretisch aufgetrennt. Die Agarose wird in 2x TAE-Puffer durch Aufkochen in der
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Mikrowelle gelost, mit 1Vol. H>O gemischt und zum Erstarren in eine Gelwanne gegossen. In
die Gelwanne wird ein Kamm zum Aussparen der Geltaschen eingehangt. Nach dem Erkalten
des Gelswird der Kamm entfernt und das Gel in die Elektrophoresekammer gelegt.

Die DNA-Proben werden mit 1/6 Ladepuffer gemischt, der die Referenzfarbstoffe
enthalt und das Absacken der DNA in die Taschen gewéhrleistet, und in die Geltaschen
pipettiert. Die Elektrophorese wird im Spannungsbereich von 20-110 Volt durchgefihrt. Fur
praparative Gele erfolgte die Elektrophorese mit max. 7 V/cm Gellange. Zur Abschéatzung der
Fragmentgrofen wird ein L&ngenmarker (1lkb-Leiter) mit aufgetrennt. Nach der
Elektrophorese wird das Gel fur 15 min in eine Schale mit 500 ml Ethidiumbromid-L 6sung
(Ix TAE, 0.5ug/ml ETBr) gelegt. Die DNA-Banden werden auf dem UV-Transilluminator fur
praparative Gele bei 366 nm sichtbar gemacht und zur Dokumentation mit einer
Videokamera-Thermodrucker-Einrichtung fotografiert. Analytische Gele werden mit einem
Lumi-Imager (Boehringer Mannheim) dokumentiert.

1.15. Herstellung nicht-radioaktiver Digoxigenin DNA-Sonden

Zur Herstellung einer DIG-markierten Sonde fur die Southern-Hybridisierung wurde
der DIG-labeling Mix (Boehringer Mannheim) verwendet. Zwischen 50-500 ng
aufgereinigtes Fragment in 14 pl TE werden 10 min bel 95°C denaturiert, schnell
abzentrifugiert (13000 rpm, 10 sec) und auf Eis abgekihlt. Zu dem Fragment werden 2 pl
DLB, 1 ul Zufals-Hexamere und 2 pl dNTP-Markierungsgemisch pipettiert, gemischt und
die Reaktion durch Zugabe von 1 ul Klenow-Enzym (5 U) gestartet. Die Markierungsreaktion
erfolgt fur 3 h bis GN bei 37°C. Nicht eingebaute Nukleotide werden durch eine
anschlief3ende Gelfiltration Uber eine P60 Sepharose-Saule entfernt und die DIG-markierte
Sonde mit 400ul 50mM NaCl in TE eluiert.

1.16. Neutraler Kapillartransfer von DNA auf Membranen und Filter (Souther n-Blot)

Nach dem Verdau der genomischen DNA, der gelelektrophoretischen Auftrennung und
Dokumentation wurde das unter Schitteln zur Denaturierung der DNA fir 30 min in
Denaturierungsldsung behandelt. Das Gel wird nachfolgend unter Schitteln 2 x 15 min in
Neutralisierungsl6sung behandelt. In einem Kapillartransfer wird GN die DNA aus dem Gel
auf Nitrozellulosefilter (spéatere Entwicklung mit NBT/BCIP) Ubertragen. Dazu werden
folgende Lagen unter Vermeidung von Luftblasen stapelférmig Ubereinander gelegt: zwei
Bahnen Whatman-Papier, die mit den Enden in Reservoirs mit 20xSSC as Transferpuffer
tauchen; das DNA-Gel; der (die) mit Wasser vorbenetzte Filter (Membran); 1-2 Lagen
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Whatman-Papier; 15 cm saugfahige Einmal -Papierhandtiicher. Durch den Flissigkeitssog aus
dem Reservoir in den Papierhandtuch-Stapel wird die DNA zum Filter gezogen und haftet an
ihm fest. Die DNA wird am folgenden Tag auf dem Tragermateria fixiert. Dazu werden
Nitrozellulosefilter 2 him Vakuumofen bei 80°C gebacken.

1.17. DNA-DNA-Hybridisierung mit DIG-markierten Sonden

Der Filter mit der DNA wird bei 65°C in einem Schuttelwasserbad mindestens 1 h in
100 ml Prahybridisierungslosung vorhybridisiert, um unspezifische Bindung der Sonde an
den Filter zu minimieren. Die Prahybridisierungslosung wird 10-20 x wiederverwendet und
bei 4°C gelagert. Der Filter wird anschlief3end UN bei 65°C im Schittelwasserbad in 100 ml
Hybridisierungsldsung inkubiert. Die Hybridisierungslésung enthédlt die Hélfte einer Sonde
aus einer DIG-Markierungsreaktion, und wird vor Zugabe des Filters 10 min im Wasserbad
aufgekocht, um die Sonde zu denaturieren, kurz auf Eis abgekuhlt und im Schittelwasserbad
auf 65°C temperiert. Die Hybridisierungsldsung mit der Sonde wird ca. 10 x wiederverwendet
und eingefroren bei —20°C gelagert. Am Morgen nach der Hybridisierung wird der Filter 2 x
15 min in je 100ml vorgewdrmter 65°C Waschlésung stringent gewaschen, um ungebundene
Sonde zu entfernen, und ist jetzt bereit fir die Signal detektion.

1.18. Signaldetektion nach der DNA-DNA-Hybridisierung

Farbliche Detektion mit NBT/BCIP: Die Signale auf dem hybridisierten
Nitrozellulosefilter werden bei RT detektiert, indem der Filter nach den stringenten
Waschschritten zunéchst 1 min in Puffer-1 aquilibriert wird. Anschlief3end wird der Filter
durch Schwenken in 30 ml Puffer-2 (30 min, RT) geblockt, um spéter eine unspezifische
Bindung des Antikorpers zu verhindern. Puffer-2 wird 10-20x wiederverwendet und bei -
20°C gelagert. Der Filter wird nach dem Blocken kurz in Puffer-1 gewaschen und fir 30 min
in 10 ml Puffer-1 mit 150 mU/ml Alkalische-Phosphatase gekoppeltem anti-DIG-Antikorper
(aDIG-AP, Boehringer) inkubiert. Nicht gebundener Antikdrper wird durch 2 x 10 min
Waschen mit Puffer-1 entfernt. Zur Farbentwicklung wird der Filter kurz in Puffer-3 umge-
puffert und unter Lichtausschluf3in die Férbe 6sung gelegt (20 ml filtrierter Puffer-3, mit 90ul
NBT-Lsg. und 70 pl BCIP-Lsg.). Die blau-violetten Signale entwickeln sich innerhalb von 1-
15 Stunden. Als Referenz wird ein Uber Klenow-Fragment End-Markierung mit DIG-dUTP
erhaltener DIG-markierter DNA-Marker mitentwickelt.
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1.19. PCR

Sowohl fur das Klonieren von DNA-Konstrukten, als auch fir Analyse und Expression
von Transgenen im Mausgenom wurde die PCR (Polymerase-K etten-Reaktion) eingesetzt.
Diese Methode erlaubt die spezifische Amplifikation einer definierten Region eines DNA-
Molekile in vitro. Die PCR verlauft in 3 Schritten, die in 20-40 Zyklen immer wieder
durchlaufen werden. Im ersten Schritt wird ein nachzuweisendes Stiick DNA (Template)
durch Erhitzem auf 95°C denaturiert. Durch Abkiihlung auf eine Temperatur zwischen 45°C
und 70°C wird kurzen (17-80 Nukleotide langen) einzelstréngigen Oligonukleotiden (Primer)
die sequenzspezifische Hybridiserung an die Template-DNA ermdglicht (Annealing). Im
dritten Schritt erfolgt die Verlangerung der 3'-Enden der angelagerten Primer entlang der
Template-DNA mit Hilfe der hitzestabilen Tag-Polymerase (Elongation). Da die Primer so
gewdhlt werden, dass die neu entstandenen DNA-Strénge beider Template-Strange
zueinander teilweise komplementéar sind, erhdlt man durch den zyklischen Ablauf der 3
Schritte eine Verdopplung der DNA-Molekile pro Zyklus.

Pipettieransatz (50ul):  27,5ul ddH.O

2ul dNTP (10 mM)

5ul 10x PCR-Puffer

je5ul 5" bzw. 3 -Primer (je 3-10uM)
0,5ul Tag-Polymerase

5ul Proben DNA-LGsung

1.20. RT-PCR

Zum Nachweis der Expression der Transgene auf mRNA Ebene wurde RT-PCR
(Reverse Transkriptase PCR) elngesetzt.

RNA-Isolierung aus Geweben der Maus

Die Organe werden unverziglich nach dem Tod des Tieres in flussigem Stickstoff
schockgefroren. Zur RNA-Isolierung werden ca. 30mg (3mm?®) Organ in 600pl RLT/6ul b-
Mercaptoethanol fir ca. 20-30 Sekunden in einem 2ml Eppendorfgefald homogenisiert und
Gewebereste  anschlieBend  abzentrifugiert  (13000rpm,  15min,  4°C).  Der
Gewebehomogenisator wird zwischen verschiedenen Proben mit 0,AM NaOH und ddH,O
gewaschen. 600ul Uberstand werden mit gleichem Volumen 70% Ethanol gemischt und auf
ein RNA-Schleudersaulchen gegeben. Nach der Zentrifugation (13000rpm, 30Sek.) wird die
abzentrifugierte Fllssigkeit verworfen und das Séulchen zuerst mit 700ul RW1 Puffer
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(13000rpm, 30 Sek.), dann zweimal mit 500ul RPE-Puffer gewaschen (13000rpm, 1. 30 Sek.,
2. 2min). Das Saulchen wird fir 10 Minuten bel RT getrocknet und die RNA nach 2 Minuten
Inkubation mit DEPC-H»0 in ein 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefald zentrifugiert (13000rpm, 1
min). Die RNA-Menge wird photometrisch bestimmt und die Qualitét Gelelektrophorese von
1pg RNA auf einem 1% Agarosegel kontrolliert. Unversehrte RNA zeigt sich in 3 Banden
(18SrRNA der kleinen 40S und 28S- sowie 5/5,8S-TRNA der grof3en 60S ribosomalen
Untereinheit).

Umschreiben von RNA in cDNA

Um DNA zu verdauen werden 3ug RNA in 10pl DEPC-H,O aufgenommen und mit
40pl DNAse-Mix (10ul 10x DNasepuffer, 5ul 10mM DTT, 21ul DEPC-H0O, 2ul RNA-Out,
2ul RQ1 DNase) fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert. DNase und andere Proteine werden durch
Phenol/Chlororform Extraktion entfernt (Zugabe von 50ul Phenol/Chloroform, vortexen, 3
min bei 13000rpm abzentrifugieren). Nach dem Uberfilhren des Uberstands in ein neues
Eppendorfreaktionsgefad wird 50ul Chloroform zugegeben, gevortext und erneut
abzentrifugiert (13000rpm, 3 min). Der Uberstand wird mit 1ug Glykogen versetzt und die
DNA mit 125ul 100% eiskaltem Ethanol fir 10 min bei - 80°C gefallt. Nach dem
Abzentrifugieren (13000 rpm, 15 min, 4°C) wird das Pellet mit 125pl eiskaltem 75% Ethanol
gewaschen, fir 2 Minuten bei RT getrocknet, mit 10ul Primer-Mix aufgenommen (9ul
DEPC-H0, 1ul 100uM dTis), gevortext, kurz abzentrifugiert und nach einer 10-minitigen
Inkubation bei 68°C (schmilzt RNA-RNA-Hybride auf) schnell auf Eis gebracht, um eine
Rehybridisierung der RNA zu vermeiden. Nach kurzem Zentrifugieren (13000rpm, 20 Sek.)
wird 30ul RT-Mix (8ul 5xRT-Puffer, 4ul 100mM DTT, 2ul 10mM dNTPs, 13ul DEPC-H20,
1ul RNA-Out, 2ul M-MLV Reverse Transkriptase) zugegeben und die mRNA fur 2 Std. bei
37°C in DNA revers transkribiert. Umspannen die Primer der nachfolgenden PCR-Reaktion
kein Intron, so wird der Primer-Mix in 2 5ul Fraktionen geteilt und nur eine Fraktion mit RT
versetzt. Dies erlaubt ein ldentifizieren einer DNA-Kontamination der Probe. Nach der
reversen Transkription wird der Ansatz mit 60pl MQ-H2O verdinnt und 5pl in einer RT-PCR
eingesetzt. Das erfolgreiche Umschreiben zu cDNA wird durch den Nachweis der cDNA fur
das Haushalts-Gen HGPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase) kontrolliert.
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Rahmen-Programm fir PCR und RT-PCR :

Temperatur

1. Schritt (Denaturierung) :
2. Schritt (Denaturierung) :
3. Schritt (Annealing) :

4. Schritt (Elongation) :

5. zurlick zu Schritt 2:

6. Schritt (Auffallen) :

7. Schritt ;

95°C
95°C
variiert
72°C

Anzahl der Zyklen variiert

72°C
4°C

Zeit
5min
30 sek
variiert

variiert

10 min

unbegrenzt

V erwendete Reaktions-Bedingungen der einzelnen Primer-Paare :

Primer paar Annealing |Elongation |Zyklen Produktgroiie (bp)

(5" /3 Primer)

Préparative PCR

Floxstop5'/ Floxstop3™ | 50°C 30 Sek | 40 Sek. 35 949

FloxTaginvers 5/ 56°C 1min 2min 35 2700

FloxTaginvers 3

Analytische PCR

bom-1/b,m-2 60°C 30 Sek. 34 ca. 300

Tag-1/ Tag-2 60°C 30 Sek. 34 474

Floxstop-del-Tag5'/ 50°C 30 Sek. | 40 Sek. 40 | unrekombiniert : 1370

floxstop-del-Tag3" rekombiniert : 410

ATI1s/ATI2s 50°C 30 Sek. 2min 38 | unrekombiniert :1512

ATI1s/ATl2as 50°C30Sek.| 2min 38 | rekombiniert : 1966

ATI1s/ATI3s 50°C 30 Sek. 2min 38 | unrekombiniert :1225

ATI1s/ATI3as 50°C 30 Sek. 2min 38 | rekombiniert : 1253

RT-PCR

HGPRT1/HGPRT2 60°C 20 Sek. | 40 Sek. 338 ca. 350

SV6/SV9 50°C30Sek. | 1 Min. 40 |cDNA: 180
genom. DNA : 500

cre3/cred 55°C Sek. 40 Sek. 38 ca 400
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2. Zdllbiologische Arbeitstechniken

2.1. Einfrieren und Auftauen von Zdllen

Die einzufrierenden Zellen einer konfluenten Platte werden trypsiniert, der Trypsin-
verdau mit 2 Vol. serumhaltigem Medium abgestoppt und die Zellen abzentrifugiert (3 min,
1500 Upm). Das Zellpellet wird in 400ul/Kryorohrchen gekihltes Medium (0°C) resuspen-
diert und in gekihlte Kryoréhrchen, in die 400 pl gekihltes 2x Einfriermedium (0°C)
vorgelegt sind, aliquotiert. Die Kryorohrchen werden kurz gemischt und zigig auf -70°C
weggefroren. Nach einem Tag werden die Zellen zur langfristigen Lagerung von -70°C in
einen Tank mit Flissigstickstoff transferiert.

Zum Auftauen werden die Kryoréhrchen aus dem Flussigstickstoff entnommen, 2 min
bei RT gehalten und unter Schwenken in einem 37°C Ethanolbad zur Vermeidung von Konta-
minationen zigig aufgetaut bis nur noch ein kleiner Eiskern vorhanden ist. Die Zellen werden
in 5 ml kates Medium (0°C) Uberfuhrt, abzentrifugiert (1500 Upm, 3 min), mit kaltem
Medium resuspendiert und erneut abzentrifugiert, um Reste von DMSO zu entfernen. Nach
dem Waschschritt werden die Zellen in Medium aufgenommen und auf der gleichen
Plattengrofie ausplattiert, von der sie weggefroren wurden.

3. Methoden zur Arbeit mit M ausen

3.1. Isolierung von DNA aus Schwanz und L eber

Die zur Southern-Analyse benttigte genomische DNA wird aus einem 1.5 cm Stiick
Schwanzspitze von Mé&usen gewonnen (Laird et al., 1991). Das Schwanzgewebe wird in 700
pl Gewebepuffer aufgenommen und mit einer Schere zerkleinert. Es werden 10 pl Proteinase
K-L6sung (10 mg/ml) zupipettiert, und das Schwanzgewebe UGN bei 56°C inkubiert. Am
folgenden Tag wird die Probe abzentrifugiert (1500 rpm, 5 min) und der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefald Uberfihrt. Durch Zugabe von 550 pl Isopropanol und mehrmaliges
Schwenken wird die genomische DNA as Flocke ausgeféllt. Sie wird mit einer
zugeschmol zenen Glaskapillare zur Schmel zpunktbestimmung aufgefischt und 10 Sek zuerst
in 70 % Ethanol und dann in 100 % Ethanol gewaschen. Die an der Glaskapillare anhaftende
DNA wird an der Luft 5 min getrocknet und das Kapillarenende in ein Reaktionsgefald mit je
nach DNA-Menge 100-500 pl TE abgebrochen. Durch Schiitteln bei 65°C auf einem
Thermoschiittler [6st sich die DNA. Fir die Southern-Analyse werden 20 pul DNA verdaut.
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Wird Schwanz- oder Leber-DNA zur Verwendung in einer PCR-Reaktion gewonnen
wird vorgegangen wie eben beschrieben mit folgenden Anderungen, um die
Kontaminationsgefahr zu reduzieren : 1. Reinigung der Schere nach jedem genommenen
Schwanzende bzw. Leberstlicks. 2. Die Waschschritte mit 70% und 100% Ethanol erfolgen
flr jede Probe in eigenen Eppendorfreaktionsgefalien.

3.2. Aufbau einer Mikroinjektionsanlage

Ein inverses Stereomikroskop mit einer Vergrof3erung von 5x-200x ist mit zwei Mikro-
manipulatoren bestiickt. Mit ihnen werden Injektions- und Haltenadels bewegt. Die Nadeln
sind Uber mit Paraffindl gefillte Schlauche mit einem Paraffindl-Reservoir verbunden. Uber
eine Randelschraube und Kolben an den Enden der Schlduche kann Sog und Druck auf die
Nadeln ausgelibt werden. Der Objekttisch ist mit einem Einsatz fir eine 6 cm Petrischale
ausgestattet.

3.3. Herstellung von Injektions- und Haltenadeln

Injektionsnadeln: Die Glaskapillaren werden in einen Mikropipetten-Puller
eingespannt und nach Erhitzen ausgezogen. Die Rohlinge werden in der Mikroschmiede an
der Spitze gebrochen. Ihr Innendurchmesser betragt 15 pm. Anschlie3end werden sie in
einem Winkel von 50° geschliffen. Die Spitze der Nadel wird zusétzlich um 30° abgebogen.

Haltenadeln: Die Haltenadeln werden ebenfalls mit einem Mikropipetten-Puller
gezogen. Die Nadeln werden bel einem Innendurchmesser von 90-100 um gebrochen und die
Spitzein der Schmiede auf einen Innendurchmesser von 15-20 pm eingeschmol zen.

3.4. Praparation von Zygoten austréachtigen Mausen

Damit eine gentgend grofRe Anzahl von befruchteten Eizellen zur Verfigung steht,
werden die Welbchen aus denen die Zygoten prapariert werden superovuliert. Als
Zygotenspender werden 10 (CBA x DBA/2) F1 Weibchen verwendet. Thnen wird 3 Tage vor
der Praparation morgens 5-10 U Gonadotropin in 0,5 ml PBSi.p. zur Eireifung, und 1 Tag vor
der Prgparation morgens 5-10 U Chorionic-Gonadotropin in 0.5 ml PBS i.p. zum Eisprung
gespritzt und die Weibchen anschlief3end mit (CBA x DBA/2) F1 Mannchen verpaart. Am
darauf folgenden Tag werden die Weibchen auf einen Vaginalpfropf getestet und positive
Weibchen mit CO, getotet. Die Mause werden gedffnet, und die Eileiter mit einem Stlick
Uterus entnommen. Dazu wird der Uterus 1 cm vor dem Eileiter mit einer Pinzette gefal3t,
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Fettgewebe und Mesometrium abgestreift, und dann der Uterus hinter der Pinzette und der
Eileiter direkt am Ovar durchtrennt. Die Eileiter werden in ein Glasblockschél chen mit M2-
Medium, dem im ersten Schritt der Préparation Hyaluronidase zugesetzt wird (300 pg/ml),
transferiert. Mit zwei spitzen Pinzetten werden die unter der Stereolupe in der Ampulle des
Eileiters sichtbaren Zygoten freiprapariert, indem eine Pinzette die Ampulle abklemmt und
mit der anderen die Ampulle aufgerissen und ausgestreift wird. Die Eizellen werden mit einer
Kapillare, an die ein Schlauch und Mundsttick angeschlossen sind, aufgelesen, und 2x in M 2-
Medium gewaschen. Bis zur Injektion der DNA in den mannlichen Vorkern werden sie in
eine Tropfenkultur M16-Medium transferiert und bei 37°C inkubiert.

3.5. Mikroinjektion der DNA-Konstrukte

Die linearisierten DNA-Konstrukte werden in einer Konzentration von 2-6 ng/ul in den
mannlichen Vorkern der Zygote injiziert, wobei dieser sichtbar an VVolumen zunimmt.

3.6. Zygotentransfer in scheinschwangere Ammenmause

Drei Tage vor der Préparation der Zygoten aus den C57BI/6 Mausen werden 20 NMRI
Weibchen im Alter von 10-20 Wochen zum Austragen der injizierten Zygoten mit
vasektomierten Mannchen verpaart. Am folgenden Morgen werden die Weibchen auf einen
vorhandenen Vaginalpfropf getestet und positive Weibchen bis zum Transfer der Zygoten
gesondert gehalten.

Zum Transfer der Zygoten werden die Ammenméause durch i.p.-Injektion von
Ketanest/Rompun narkotisiert. Der Ricken wird zwischen Rippenbogen und Beckenkamm
beidseitig mit einer Schermaschine rasiert und die Maus auf den Bauch gelegt. Die Haut wird
mit einem sagitalen 1 cm Schnitt neben der Wirbel séule unmittelbar hinter dem Rippenbogen
eroffnet. Der Hautschnitt wird Uber den Fettkorper oberhalb des Uterus geschoben, die
Bauchdecke mit einer spitzen Uhrmacher-Pinzette gefaldt und mit einem Schnitt gedffnet. Der
am Ovar anliegende Fettkorper wird gesucht, mit einer stumpfen Pinzette gefald und
zusammen mit Ovar, Ovidukt und Uterushorn aus der Bauchhohle disloziert. Der Fettkorper
wird mit einer Arterienklemme fixiert. Der Uterus wird mit einer feinen Pinzette nahe dem
Ovidukt fixiert und mit einer 26g Kaniile unterhalb der Pinzette perforiert. In diese Offnung
wird die Kapillare mit den injizierten Zygoten (ca. 10 Zygoten/Uterushorn in 10-20 pl M16-
Medium) eingefihrt und die Embryonen mit leichtem Druck tber den Schlauch an der
Kapillare in das Lumen des Uterus gespullt. Die Arterienklemme wird entfernt und der Uterus
mit Ovar, Ovidukt und Fettkorper reponiert. Der Hautschnitt wird mit einer Wundklemme
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versorgt, und die M&use bis zum Aufwachen aus der Narkose in Kleenex-Tucher gewickelt
und unter einer Rotlichtlampe vor Unterkiihlung geschiitzt.

4. Gemischte Lymphozytenkultur

In der gemischten Lymphozytenkultur (Mixed Lymphocyte Reaction = MLR) werden
T-Zellen gegen Alloantigene in vitro stimuliert - in diesem Fall KP-spezifische Des T-Zellen
aus den Milzen von a-K° Des TZR Tieren (H-2*¥) (= Effektoren) gegen H-2° prasentierende
professionelle Antigen-prasentierende Zellen (pAPZ) aus den Milzen von C57BL6 Tieren (=
Stimulatoren). Milzen beider Gruppen (gleichen Geschlechts) werden steril entnommen, in
DPBS aufgenommen, durch Metallsiebe gerieben und abzentrifugiert (1200rpm, 8min, £C,
Minifuge 2, Heraeus). Dabel wird mind. ein Sieb fur 3 Milzen und mind. 1 50ml Falcon-
Gefal pro 4 Milzen verwendet. Der Uberstand wird verworfen, die Pellets in  speziellem
RPMI-Medium aufgenommen (enthdt FKS, das nur eine sehr geringe spontane Lyse von
Zellen aud0st) und die lebenden Lymphozyten in einer Neubauer Zahlkammer ausgezahit
(Anfarbung toter Zellen durch Trypanblau). Die Milzzellen der C57BL6 Mause werden durch
radioaktive Bestrahlung (3000 Rad bzw. 30 Gray) an der Proliferation gehindert. Effektoren
und bestrahlte Stimulatoren werden auf eine Zelldichte von 2 x 10° Zellen /ml eingestellt, in
einem Verhéltnis von 1:1 gemischt und je 40ml in 75cm? Zellkulturflaschen tberfiihrt. Nach 5
Tagen bei 37°C, 80% L uftfeuchtigkeit und 7-8% CO,-Konzentration werden die Zellen in
50ml Falcon-Gef&Re tiberfiihrt, abzentrifugiert (1200rpm, 8min, 4°C, Minifuge 2, Heraeus), in
DPBS aufgenommen und erneut in der Anwesenheit von Trypanblau ausgezahlt. Je 10’
aktivierte T-Zellen werden in 500ul DPBS in eine Schwanzvene der Versuchstiere (vorher
mit Rotlicht erwdrmt) injiziert.

5. Zytotoxizitatstest

Die erfolgreiche Stimulation der Effektoren der gemischten Lymphozytenkultur kann
durch diesen Test (Brunner, 1968) in vitro kontrolliert werden. Hierzu werden Zellen, die das
entsprechende Antigen prasentieren, gegen das die T-Zellen stimuliert worden sind, mit
radioaktivem Na;°*CrO4 markiert, das bei Lyse durch aktivierte T-Zellen in den Uberstand
freigesetzt wird. Wiederaufnahme des >'Cr von nichtlysierten Zellen ist nicht méglich, da die
Zielzellen nur die hexavalente und nicht die trivalente Form des >'Cr aufnehmen konnen, das
aber nach der Aufnahme intrazelluléar gebildet wird. Die Menge an Radioaktivitéat (g
Strahlung) im Uberstand entspricht der zytotoxischen Aktivitat.
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Je 10° Zelen der Zielzellen (1T und 1T-KP) werden in 1ml RPMI-Medium
aufgenommen, mit 1ml FK'S gemischt, kurz abzentrifugiert und der Uberstand bis auf ca. 200-
300p! abgegossen. 100uCi >'Cr pro Zielzelllinie werden zugegeben (ca. 100-200ul da ti, =
28d) und fir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wird 4 mal mit 2ml RPMI-Medium
die nicht aufgenommene Radioaktivitét weggewaschen, die Zellen nach Aufnahme in 1ml
RPMI-Medium in ener 1.2 Verdinnung mit Trypanblau ausgezéhlt und auf eine
K onzentration von 3x10° Zellen/100p! eingestellt.

Wiéhrend der *'Cr-Markierung der Zielzellen werden die Effektoren fir den Test
vorbereitet. Pro Zielzelllinie werden 3 Vertiefungen (Triplikate) auf einer 96-well Platte mit je
6x10° Effektor-Zellen aus der MLR in 200ul beladen. Aus diesen Vertiefungen werden 100l
in die néchste Reihe Ubertragen, in die schon jeweils 100ul RPMI-Medium vorgelegt sind.
Dieser Schritt wird noch 4 mal wiederholt. 100ul aus der 6. Reihe werden verworfen. Die 7.
Reihe erhalt nur 100ul RPMI-Medium (Messung der spontanen Lyse) und die 8. Reihe 100ul
10% SDS (maximale Lyse).

Nun werden zu jeder Vertiefung 100ul der Zielzellen gegeben (entspricht 3x10° Zellen)
und gemischt. In der ersten Reihe betrdgt somit das Verhdltnis von Effektorzellzahl zu
Zielzellzahl (E:Z) 100:1 und nimmt mit jeder Reihe um den Faktor 2 bis 3:1 ab. Der Ansatz
wird fir 4h bei 37°C inkubiert, anschlieRend abzentrifugiert (1 min bei 2000 rpm) und pro
well 100ul Uberstand in kleine Plastikrohrchen Gberfihrt, diese mit flissiigem Wachs
versiegelt und die Starke der radioaktiven Strahlung an einem gCounter (Cobra Auto-
Gamma, Packard, Dreieich) gemessen. Von alen Mef3werten wird die durchschnittliche
spontane Lyse abgezogen und prozentual zur maximalen Lyse berechnet. Die Mittelwerte der
Triplikate werden als,, Prozent spezifische Lyse* graphisch dargestellt.

6. Herstellung anionischer Liposomen

Mit Hilfe anionischer Liposomen soll ein DNA-Konstrukt in die Leber der
Versuchstiere transportiert werden. Das Protokoll zur Herstellung dieser V ektoren wurde von
der Gruppe um Salvadore Alino in Barcelona entwickelt und ist bis auf wenige eigene
Modifikationen in Biochemical Pharmacology (Crespo et al., 1996) publiziert. Die
Herstellung der Liposomen beruht auf dem Prinzip der aufeinanderfolgenden De- und
Rehydratisierung eines Lipid-DNA-Gemisches.

Folgende ethergel 6ste Lipide werden in einem 15ml Correx-Glasréhrchen gemischt :
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5umol Cholesterol (CH) + 4pmol Phosphatidylcholin (PC) + 1umol Phosphatidylserin
(PS) Der Ether wird fiir ca 1 Stunde in einem Rotationsverdampfer evaporiert (ca. 40°C
Wasserbad) und die dinne Lipidschicht mittels Ultraschall in 1ml destilliertem Wasser
suspendiert. Grof3e Lipidaggregate und Titanpartikel werden abzentrifugiert (20min,
13500rpm, Sorvall RC5C Plus mit SS34 Rotor) und der Suspension 40ug ungeschnittenem
Plasmid (pUC19-Alb-cre) in 40ul TE zugegeben. Das Gemisch wird in flussigem Stickstoff
schockgefroren und tiber Nacht lyophilisiert (-50°C, 0,01mbar). Rehydratisierung erfolgt mit
40ul ultrareinem Wasser unter gelegentlichem leichtem Vortexen innerhalb von 1 Stunde.
Nach dem langsamen Auffillen mit 270mM Hepes auf 600ul werden 100 — 300 pl intravends
in die Schwanzvene von Mé&usen, die loxP-Stellen in ihrem Genom tragen, injiziert.

7. Nachweisvon AL T-Aktivitat im Mausplasma

Als Nachweis einer Leberschadigung wurde der Anstieg der Konzentration des
leberspezifischen Enzyms Alanin-Aminotransferase (ALT oder ALAT, auch GPT fir
Glutamat-Pyruvat-Aminotransferase) im Blut verwendet. Die Blutabnahme erfolgte nach
Ganzkorperbestrahlung mit Rotlicht fur 5 bis 10 Minuten an einer der Schwanzvenen. Ca.
200-300p! Blut wurden in 100ul PBS/Heparin (5u) aufgenommen und das verdiinnte Plasma
durch zweimalige Zentrifugation (1. 5500rpm fur 5 Min, 2. 8000rpm fur 5 Min, Biofuge Pico
Heraeus) von der Zellfraktion abgetrennt. 100pl des verdinnten Heparin-Plasmas wurden zu
500ul Reagenzlosung (MPR1, Boehringer Mannheim) gegeben. Die Reagenzldsung enthalt
L-Alanin, a-Ketoglutarat, Laktat-Dehydrogenase (LDH) und NADH. Ist ALT im Plasma
vorhanden wird die Umsetzung von L-Alanin und a-Ketoglutarat zu L-Glutamin und Pyruvat
katalysiert. Letzteres wird durch die LDH unter Oxidation von NADH zu L-Laktat reduziert.
Der Verbrauch von NADH der Reagenzlosung wird photometrisch (Ultraspec 2000,
Pharmacia Biotech) durch die Abnahme der Extinktion bei 340nm detektiert und korreliert
mit der ALT-Aktivitdt im Plasma.

Berechnung der ALT-AKtivitét aus der Extinktionsabnahme :

ALT-Aktivitst (wl) = DE340nm/min - 926 - TF - VF

TF (Temperaturumrechnungsfaktor : von 25°C auf 37°C) : 1,85

Methoden Seite68



VF (Verdunnungsfaktor) : VF = (x [ul] +100pl) / x [ul]

X [ul] = (Gesamtvolumen [pl] — 100 [pl]) / 2

8. Histologische M ethoden

8.1. Einfrieren von Organen fur Kryoschnitte

Ein Schockgefrieren von entnommenen Organen der Maus in flissigem Stickstoff fihrt
oft zum Zerplatzen der Organe. Daher werden die Organe zur Anfertigung von Kryoschnitten
mit Hilfe von I sopentan eingefroren, was ein Zerspringen weitestgehend verhindert und spéater
morphologisch bessere Schnitte liefert. Ein Becherglas mittlerer Grof3e wird in ein Stropor-
gefa? mit Flussigstickstoff gestellt und durch einen flaches Metallgewicht am Boden
gehalten. Ein kleines Becherglas wird mit 20 ml Isopentan geflllt, das Isopentan in
FlUssigstickstoff auf -30 bis -50°C abgekihlt und auf Eis gestellt. Die Organe der Maus
werden entnommen und im Isopentan eingefroren (2-5 min). Anschlief?end wird das kleine
Becherglas mit den Organen in das grol3e Becherglas gestellt, und weiter abgekihlt (5-10
min). Bevor das Isopentan zu frieren beginnt werden alle Organe entnommen und direkt in
flissigen Stickstoff transferiert. Die Lagerung der Organe erfolgt bei -80°C. Weiche Organe
wie Pankreas, Thymus und Lymphknoten werden nicht direkt in Isopentan weggefroren,
sondern in kleinen Plastikschélchen in 200-500ul OTC eingerthrt und dann eingefroren. Die
Plastikschalen werden nach dem Einfrieren kurz angetaut, so dal3 die OTC-Blécke entnom-
men und ohne Schale bei -80°C gelagert werden kdnnen.

8.2. Immunhistologische Phosphatase-Far bung an Kryoschnitten

Von den eingefrorenen Organen werden Kryoschnitte (5-15um Dicke) auf Objekttrager
aufgebracht. Die Schnitte werden 30 min bel RT luftgetrocknet, 10 min in Aceton fixiert, und
erneut 10 min luftgetrocknet. Die Schnitte kdnnen sofort geféarbt, oder fir einige Monate bei -
20°C gelagert werden.

Eingefrorene Schnitte 18% man 5 min auftauen, refixiert 5 min in Aceton und
[ufttrocknet den Schnitt 10 min bei RT. Die Farbung erfolgt sofern nicht anders angegeben bel
RT in einer Feuchtkammer. Mit einem Fettstift wird ein Ring um die Schnitte gezogen, und
der Primérantikorper (unverdiinnter Hybridomuiberstand) auf den Schnitt gegeben. Nach der
Inkubation (1 h RT) wird ungebundener Antikorper durch Waschen mit TBS (3 x 3 min in

Methoden Seite68



Standkiivette) entfernt. Der Schnitt wird dann 30 min mit Zweitantikdrper (Kaninchen-anti-
Ratte-1gG, 1:500 in TBS) inkubiert (Verdinnung 1:200 in TBS) und anschlieflend erneut
gewaschen. Der DrittantikOrper (Ziege-anti-Kaninchen-APAAP; 1:300 in TBS) bleibt
ebenfalls mind. 30 min auf den Schnitten. Nach einem letzten Waschen werden die Schnitte
in TBS, dann Entwicklungspuffer transferiert und mit der Farblosung inkubiert, die
folgendermassen hergestellt wird : 88,5 ml Entwicklungspuffer wird mit 90ul Levamisol
gemischt und zu 480ul NaNitrit/189ul Neufuchsin gegeben und durch Schwenken in einem
Erlenmeyer Kolben gut gemischt. Hierzu wird 48mg Naphtol, das in 564ul DMF gel6st
wurde hinzugefugt. Die Farbereaktion dauert zwischen 2 und 10 Minuten und wird durch
Transfer der Schnitte in Wasser gestoppt. Eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin fir 3 Sek. hebt
die Gewebestrukturen hervor. Die Schnitte werden mit Kayser”s Glyzerol gel atine betropft und
eingedeckelt.

8.3. Herstellung von Par affin-Schnitten und anschliel3ender HE-F&rbung

Alle Paraffinschnitte mit nachfolgender HE-Farbung wurden in der Anbteilung von Prof.
Grone im DKFZ angefertigt.

Direkt nach der Organentnahem wurden die Organe mit 4% Formalin in PBS fixiert und
falls nicht zu vermeiden bei 4°C gelagert. Nach dem Einbetten in Paraffin wurden Sum-dicke
Schnitte angefertigt fur 2 mal 10 Minuten mit Xylol entparaffinisiert und mit einer
absteigenden Ethanolreihe (je 2 Minuten : 2x100%, 2x96%, 1x80% 1x70%, 1xVE-H,0)
entwassert.

HE bedeutet eine Doppelfarbung mit Hamalaun (H) und Eosin (E). Hamalaun ist ein
positiv geladener Farbstoff, der allgemein negativ geladene Strukturen (Nuklei) blau anférbt.
Eosin fuhrt zu einer rétlichen Gegenfarbung des Plasmas und Bindegewebes.

Die Schnitte werden 5 min in Hamalaun inkubiert, anschlieffend fir 5 min mit
Leitungswasser geblaut um dann fir 15 min mit Anilinblau-Eosin angeféarbt zu werden. Nach
zweimaligem Spulen mit ddH,O (je 30 Sek.) wird mit 96% Ethanol differenziert (bis zu 30
Sek.) und mit 100% Ethanol (20 Sek.) entwéssert. Die Schnitte werden 2 mal mit Xylol
gewaschen und mit Entelan eingedeckelt.

9. Durchflul3zytometrie

Zum Nachweis der Expression von Oberfldchenmolekilen wurden die zu testenden
Zéellen geerntet und in Waschmedium (1xPBS mit 2% FKS und 0,1% Na-Azid) aufgenommen
und gewaschen. Anschliefend wurden sie 20 Minuten mit 50pl des monoklonalen
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Antikoérpertberstands oder entsprechenden Verdiinnungen von aufgereinigten Antikdrpern bei
4°C im Dunkeln inkubiert. Wurde ein biotinylierter Ertsantikorper verwendet erfolgte nach
einem zweimaligen Waschen die Inkubation mit einem Sekundarreagenz (Strepatavidin-
Red670 bzw. —PE) fiir 10 Minuten bei 4°C. Nach erneutem zweimaligem Waschen wuden die
Zellen in 100l Waschmedium aufgenommen und an einem FACScan Durchfluf3zytometer
(Becton-Dickinson, Heidelberg) gemessen. Die Daten wurden anschlief?end mit Hilfe der
Software Cell-Quest analysiert.
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V. Ergebnisse

A. Entzindung und Autoimmunitat

1. Induktion von Autoagoression gegen Lebergewebe in  unserem
Tiermoddll

Um der Frage nachzugehen, unter welchen Bedingungen tolerante T-Zellen
korpereigenes Gewebe angreifen, wurde folgendes System gewéhlt. Méuse, die unter der
Kontrolle des Albumin-Promotors das MHC-Klasse | Molekiil H-2KP auf Hepatozyten
(Schonrich et al., 1992) und auRerdem den KP spezifischen TZR (DesTZR) auf einem grofRRen
Teil der T-Zellen exprimieren (Schonrich et al., 1991), zeigen eine funktionelle Tolerisierung
der transgenen T-Zellen. Dies zeigt sich sowohl im Ausbleiben einer spontanen
Autoimmunerkrankung al's auch im subkutanen Wachstum des Transplantationstumors P815,
der mit dem K°-Gen transfiziert ist (P815.K”). Obwohl die KP-spezifischen T-Zellen sich in
vivo, durch Injektion von P815.K-Zellen, die zusétzlich IL-2 sezernieren, aktivieren lassen,
fahrt dies weder zu einer Autoaggression gegentiber L ebergewebe noch zu einer Infiltrationin
L eberparenchym. Erst wenn nach der T-Zell-Aktivierung zusétzlich noch eine Entziindung in
der Leber gesetzt wird (durch eine Infektion mit dem Bakterium Listeria monocytogenes, das
nach i.v. Injektion vornehmlich Milz und Leber befallt (Harty et al., 1996), infiltrieren und
attackieren die aktivierten T-Zellen Leberwebe, was sich durch eine erhdhte Aktivitét des
leberspezifischen Enzyms Alanin-Aminotransferase (ALT) im Plasma der Tiere nachweisen
a3t (Limmer et al., 1998; Abb. 1). Die Listerien-induzierte Infiltration korreliert mit einer
erh6hten Expression von Adhasionsmolekilen, wie ICAM-1 und VCAM-1 auf sinusoidalen
Leberendothelzellen (LSEC) und der Hochregulation von MHC Klasse Il, das vermutlich
Uber IFN-ginduziert wird.

Ob es sich bei dem beschriebenen L eberschaden ausschliefdlich um eine Autoaggression
handelt, oder ob der transgene DesTZR nicht mit einem von Listerien-abstammenden Peptid
kreuzreagiert, ein Vorgang der als molekulare Mimikry bekannt ist, kann mit diesem
Versuchsansatz nicht beantwortet werden. Aus diesem Grund sollte eine Entziindung in der
Leber nicht durch eine Infektion mit einem komplexen Erreger sondern durch ein Reagenz
induziert werden, das die Prasentation eines kérperfremden Peptids auf K ausschlieft. Zu
diesem Zweck sollten sogenannte CpG-Oligodeoxynukleotide (CpG-ODN), in das System
eingefuhrt werden
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1. Toleranz brechen 2. Zielorgan konditionieren
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Abb. 3: Zwei Schritte sind notwendig, um transienten autoimmunen L eber schaden zu induzieren.
TCRxAIb-KP Tiere (schwarze Balken) wurden zweimal mit P815.KP.IL-2 injiziert (d-14 mit 5x10° Zellen
s.c. und d-7 mit 5x10° je hélftig s.c. und i.p.) und an Tag O mit Listerien (10* CFU) i.v. infiziert. Innerhalb
der folgenden 20 Tage wurde den Tieren an den angegebenen Tagen Blut angenommen und die Aktivitét
von ALT im Plasma bestimmt. Als Kontrollen dienten Tiere, die entweder nur mit P815.KP.IL2 (weiRe
Balken) oder Listerien (graue Balken) behandelt wurden. Abkirzungen : p.i. = post infectionem.

2. Transfer aktivierter T-Zellen in ODN-behandelte CRP-K "

CpG-ODN sind einzelstrangige DNA-Sequenzen, die ein unmethyliertes CpG-
Dinukleotid in einer konservierten Hexanukleotid-Struktur enthalten (Wagner, 2000; Raz,
2000). CpG-ODN aktivieren Dendritische Zellen und Makrophagen direkt, vermutlich tber
einen noch unbekannten Rezeptor, zur Hochregulation von MHC- (Klasse | und II) und
kostimulatorischen (B7.1, B7-2, CD40) Molekulen und Sekretion von proinflammatorischen
Zytokinen (wie z.B. IL-12, TNF-a, IFN-a/b/g IL-1, IL-6, u.a). Be intraperitoneaer
Applikation kommt es unter anderem zu systemischen Entziindungsreaktionen, die von
Infiltrationen von Immunzellen in verschiedene Gewebe wie Niere, Leber, Pankreas, Lungen
und Lymphknoten in unterschiedlichem Ausmald begleitet werden (Branda et al., 1993;
Mclntyre et al., 1993; Zhao et al., 1996). Da 80% aller sessilen Makrophagen in der Leber
resident sind (Cope et al., 1990), das entspricht 15% aller Zellen in der Leber, und diese durch
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CpG-ODN stark stimuliert werden, ist eine préferenzielle Inflammation in diesem Organ zu
erwarten.

Folgende Oligodeoxynukleotide wurden im Verlauf der Arbeit verwendet. Das CpG-
ODN 1826 (Yi et al.1996; Weiner et al., 1997) ist ein 20-mer und enthdlt zwei
Hexanukleotid-Kassetten mit je einem CpG-Dinukleotid. Diese Sequenz fuhrt in
Milzzellkulturen zur Freisetzung grof3er Mengen IL-6, IL-12, IFN-g und TNF-a in den
Uberstand (Walker et al., 1999). Das ODN 1668 (Krieg et al., 1995; Sato et al., 1996) enthalt
nur ein CpG-Dinukleotid und ist weniger potent in der Induktion von proinflammatorischen
Zytokinen im Vergleich zu ODN 1826. Die Nuleotidsequenz von ODN 1720 (Cowdery et al.,
1996) ist bis auf das invertierte CpG-Dinukleotid identisch mit ODN 1668, besitzt jedoch
keine immunstimulatorischen Eigenschaften mehr. Es dient in verschiedenen Experimenten

als Negativkontrolle.

ODN 1826 : TCCAT|GACGTT|CCT GACGTT

ODN 1668 : TCCAT [GACGTT|[CCT GATCCT

ODN 1720 : TCCAT GAGCTT CCT GATCCT

Abb. 4: In der Arbeit verwendete Oligodeoxynukleotide (ODN).

Die verwendeten ODN enthalten entweder zwei (1826), eine (1668) oder keine (1729) immunstimulatorische
CpG-Dinukleotide in Hexanukleotid-Sequenz. Alle 3 Oligodeoxynukleotide sind durch Phosphorothioat-
Modifikation signifikant Nuklease-resistenter und weisen dadurch in vivo deutlich hohere Halbwertszeiten auf.

Um festzustellen, ob CpG-ODN-Injektion in unserem System eine Listerieninfektion
ersetzt, und aktivierten Des-T-Zellen ermdglicht Lebergewebe anzugreifen, wurde folgendes
Experiment durchgefiihrt. Mause, die das K™-Molekiil unter der Kontrolle des C-reaktiven-
Protein(CRP)-Promotors ausschlieflich auf Hepatozyten exprimieren (CRP-K®, Ferber et al.,
1994) werden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit 40pg CpG-ODN 1826 i.p. injiziert
(siehe Abb. 4). Am zweiten Tag werden gleichzeitig mit der ODN-Behandiung 10" T-Zellen
aus Milzen von DesTZR-transgenen Tieren i.v. transferiert (adoptiver Transfer = AT), die 5
Tage lang gegen bestrahlte C57BL6-Milzzellen in einer Gemischten-Lymphozyten-Kultur
stimuliert wurden. Die K -spezifische Zytotoxizitét der transferierten T-Zellen wurde in
einem *'Cr-Freisetzungstest kontrolliert (Abb. 5) und lag bei den verschiedenen Experimenten
zwischen 45% und 65% spezifischer Lyse bei einem Effektor-zu-Zielzellen-Verhédtnis von
100:1. Der adoptive Transfer wurde als Model gewahlt, um die Phase der Aktivierung der T-
Zellen und die Phase der Entziindungsreaktion unterscheiden zu kénnen.
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Abb. 5: Nachweis K P-spezifischer Zytotoxizitét transferierter T-Zellen.
Milzzellen von DesTZR-transgenen Tieren wurden in einer gemischten Lymphozytenkultur mit bestrahlten B6-
Milzzellen fur 5 Tage kokultiviert und anschlief3end in einem 4 stiindigen Zytotoxizitétstest auf ihre Fahigkeit
hin Zielzellen KP-spezifisch zu lysieren untersucht. Als Zielzellen wurden die Zelllinie 1T und die Transfektante

1T-K® verwendet. Die Standardabweichungen sind als senkrechte Balken angegeben. Abkiirzungen : E:T =
Verhdltnis von Effektorzellen zu Ziel zellen.
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Um zwei Tage nach adoptivem Transfer Leberschaden zu messen, wurde den Tieren
aus einer Schwanzvene Blut entnommen und das Plasma auf die Aktivitdt des Enzyms
Alanin-Aminotransferase (ALT) hin untersucht, das bei Leberschaden ins Plasma freigesetzt
wird. Im Folgenden werden die Ergebnisse aus zwei unabhangigen umfangreichen
Experimenten in zwei separaten Abbildungen (Abb. 6 und 7) prasentiert, um verschiedene
Fragestellungen deutlich zu machen.

Abbildung 6 zeigt, da’ CRP-K" transgene Tiere, die mit ODN 1826 behandelt und mit
aktivierten DesT-Zellen adoptiv transferiert wurden, einen deutlich erhdhten ALT-Wert (x =
198 U/l) an Tag 2 nach Transfer aufweisen. Der Leberschaden in CRP-K Tieren, die nur
ODN 1826 erhalten haben, liegt mit 83 U/l signifikant niedriger, allerdings erkennbar héher
als die ALT-Aktivitat im Plasma unbehandelter Tiere (x = 31 U/l). Das zeigt, dal} zwar ein
Teil des Leberschadens unspezifisch durch die Behandlung mit CpG-ODN induziert wird, der
Grofl3teil des Leberschadens jedoch durch die transferierten aktivierten T-Zellen verursacht ist.

Der adoptive Transfer aktivierter T-Zellen fihrt in  Abwesenheit einer
Entziindungsreaktion zu keinem Leberschaden. Dies wird gezeigt durch CRP-K Tiere, die
vor dem Transfer nicht mit dem immunstimulatorischen CpG-ODN 1826, sondern mit dem
CpG-freien ODN 1720 behandelt wurden. CRP-K Tiere, die mit ODN 1720 (Bendigs et al.,
1999) vor Transfer behandelt wurden, weisen an Tag 2 nach Transfer nur eine moderate
Erhéhung des ALT-Wertes auf 56 U/l auf.

Ergebnisse Seite114



400
o Exp.1l o

3901 o Exp.2

300
250+ °

200 —198

1504 ¢ o

100 o o
° 8 o © so-83
o© 000 _ ¢
504 o 0°0 . 5,54 028 57 . o © 3-56 00
099,31 00 o o o

Plasma-Alanin-Aminotransferase [w/1]

CRP-K" Ker-KP CRP-K"

unbehandelt + 1826 + 1826 + 1826 + 1720 + 1826
+AT +AT +AT

Abb. 6 : CpG-ODN-Behandlung erlaubt aktivierten T-Zellen L eber gewebe zu schadigen.

Aktivierte KP-spezifische Milzzellen von DesTZR-transgenen Tieren wurden in CRP-K® bzw. Ker-K® Mause
transferiert, die einen Tag vorher und zeitgleich mit dem Transfer i.p. mit jeweils 40ug CpG-ODN 1826 bzw.
1720 behandelt wurden. 2 Tage nach Transfer wurde die Aktivitét der Alanin-Aminotransferase im Plasma der
Tiere bestimmt. Als weitere Kontrollen dienten Ker-K” und CRP-K®, die nur 40pg CpG-ODN 1826 erhielten.
Unbehandelte CRP-K® Tiere geben das Grundniveau der Aktivitdt von ALT im Plasma der Versuchstiere an.
Dargestellt sind die Ergebnisse von 2 unabhangigen Experimenten (Kreise und Romben). Die Mittelwerte der
Mef3werte jeder Gruppe aus beiden Experimenten sind als waagerechte Striche angegeben. Abkirzungen : AT =
adoptiver Transfer (i.v.) von 10" akt. Milzzellen aus DesTZR-Tieren; 1826 = CpG-ODN 1826, 1720 = CpG
freies ODN.

Die Autoaggression ist antigen-spezifisch, da Kontrolltiere, die das K°-Molekiil statt auf
Hepatozyten auf Keratinozyten der Haut exprimieren (2,4-KerlV-KP, Schénrich et al., 1992)
nur einen sehr milden Leberschaden aufweisen (x = 57 U/l) nachdem sie mit ODN 1826 und
adoptivem Transfer aktivierter T-Zellen behandelt wurden. Dieser leichte Leberschaden
beruht ausschliefllich auf dem K -unspezifischen Effekt des ODN 1826 auf die Leber, wasim
Vergleich zu Ker-K Tieren, die ausschlieflich mit ODN 1826 behandelt wurden, deutlich
wird (54 U/).

Dieses Experiment zeigt, dald die Induktion einer Entziindung im Zielorgan in diesem

System ausreicht, um préaktivierten selbstreaktiven T-Zellen Autoaggression zu ermdglichen.
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3. Neutralisation von CpG-ODN induziertem IL-12 in vivo fuhrt zu 75%

verringertem L eber schaden.

Die inflammatorische Wirkung CpG-haltiger ODNs beruht in erster Linie auf der
Aktivierung von Dendritischen Zellen und Makrophagen zur Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen. Unter ihnen spielt I1L-12 eine entscheidende Rolle, da es
NK- und T-Zellen zur Proliferation, zytolytischen Aktivitét und vor allem zur IFN-g Sekretion
anregt (Trinchieri et al., 1994). Aulferdem fuhrt IL-12 zur Entstehung von Thl-Zellenin vitro
(Manetti et al., 1993; Hsieh et al., 1993) und in vivo (Afonso et al., 1994). I1L-12 Applikation
fahrt in mehreren Tiermodellen zur Induktion, Beschleunigung oder Verstdrkung von
Autoimmunreaktionen, wie z.B. bel Diabetes mellitus (Mosman et al., 1989ath),
Experimenteller Autoimmuner Enzephalomyelitis (AbehsirasAmar et al., 1992) und
Kollagen-induzierter Arthritis (van Reijsen et al., 1992).
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Abb. 7: IL-12 neutralisierende Antikorper verringern autoimmunen L eberschaden.

Aktivierte K"-spezifische Milzzellen von DesTZR-transgenen Tieren wurden in CRP-K® bzw. Ker-K® Méuse
transferiert, die einen Tag vorher und zeitgleich mit dem Transfer i.p. mit jeweils 40ug CpG-ODN 1826 bzw.
zusétzlich mit 500pg allL-12 (250ug C17.8, 250ug C15.6) behandelt wurden. 2 Tage nach Transfer wurde
die Aktivitét der Alanin-Aminotransferase im Plasma der Tiere bestimmt. Die Mittelwerte der Mef3werte
jeder Gruppe sind als waagerechte Striche angegeben. Abkiirzungen : AT = adoptiver Transfer (i.v.) von 10’
akt. Milzzellen aus DesTZR-Tieren; 1826 = CpG-ODN 1826.

Um die Rolle von IL-12 bei der durch ODN 1826 vermittelten Sensibilisierung des
L ebergewebes firr aktivierte T-Zellen zu untersuchen, wurden CRP-KP Tiere einen Tag vor
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und wahrend des adoptiven Transfers von 107 aktivierten DesT-Zellen gleichzeitig mit 40ug
ODN 1826 und a-IL-12 i.p. injiziert. Um IL-12 moglichst effizient zu neutralisieren wurde
ein Gemisch aus 2 verschiedenen Antikérpern (je 0,5mg pro Injektion) eingesetzt, die
verschiedene Epitope des IL-12 Heterodimers erkennen (C17.8 und C15.6).

Abb. 7 zeigt, dal’3 Applikation von ODN 1826 zusammen mit Antikérpern gegen IL-12
den autoimmunen Schaden von 198 auf 94 U/I senkt. Da der K -unabhangige L eberschaden in
Ker-KP bei 57 U/l liegt, betragt die Reduktion des autoimmunen Schadens von 141 U/l (198 —
57 U/l) auf 37 U/l (94 — 57 U/l) ca. 75 %. Der verbleibende Schaden von 25 % beruht
vermutlich auf nicht vollsténdig neutralisiertem IL-12 oder auf anderen ODN induzierten
Zytokinen wie z.B. TNF-a oder IFN-g

Somit spielt 1L-12 eine entscheidende Rolle beim ODN vermittelten Effekt, der es

aktivierten T-Zellen erlaubt L ebergewebe antigenspezfisch zu attackieren.

4. Der autoimmune L eberschaden ist transient, kann jedoch durch weitere

ODN-Injektionen reinduziert oder prolongiert werden.

Alb-KP x DesTZR Tiere, deren Des" T-Zellen durch eine Injektion von P815.KP.IL-2
aktiviert und deren Leber durch eine Listerieninfektion konditioniert wurden, wiesen nur eine
transiente Autoimmunreaktion an Tag 2 auf. Schon an Tag 5 nach Listerieninfektion war die
Autoaggression deutlich zuriickgegangen. Ob die ODN-vermittelte Autoimmunitét in diesem
Transfersystem der gleichen Kinetik folgt, sollte im folgenden Experiment festgestellt
werden.

10" in vitro aktivierte Des T-Zellen wurden in ODN-behandelte CRP-K” , Alb-K® und
Ker-K® Tiere i.v. injiziert und der Leberschaden (ALT-Wert) an Tag 2, 5 und 12 bestimm.
Fir diesen Versuch wurde das ODN 1668 verwendet, das nur ein CpG-Dinukleotid enthélt,
sonst jedoch nahezu identische Sequenz aufweist, wie das ODN 1826. ODN 1668 (Bendigs et
al., 1999) induziert in vitro geringere Zytokinmengen als ODN 1826 (Walker et al., 1999).
Um den Vergleich mit dem Listerienexperiment zu erleichtern wurden neben den CRP-K"
auRerdem Alb-KP Tiere eingesetzt, die K® ebenfalls |eberspezifisch exprimieren, das Klasse--
Molekil wahrend einer Entziindung jedoch nicht verstarkt exprimieren.
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Abb. 8: Der autoimmune L eber schaden ist transient.

Je 4 CRP-K" (schwarze Balken), Alb-K® (graue Balken) und Ker-K® (weiRe Balken) Tiere wurden an Tag —1 und
Tag O mit je 40ug ODN 1668 i.p. injiziert und an Tag O mit 10’ in vitro aktivierten DesT-Zellen adoptiv
transferiert (i.v.). An Tag 2, 5 und 12 nach Transfer wurde den Tieren Blut abgenommen und der ALT-Wert im
Plasma bestimmt.

CRP-KP Tiere zeigen nach Transfer und ODN-Behandlung zwar an Tag 5 noch
L eberschaden, der jedoch bis Tag 12 vollstandig abgeklungen ist (Abb. 8). Eine einmalige
Autoimmunattacke ist somit nicht in der Lage eine chronische Leberschadigung zu
verursachen. Aul3erdem ist der Leberschaden, den das ODN 1668 induziert vergleichbar mit
dem des ODN 1826. Die hoheren Zytokinkonzentrationen, die durch ODN 1826
hervorgerufen werden sind nicht notwendig um aktivierten T-Zellen den Angriff auf
L ebergewebe zu ermoglichen.

CRP-K® Tiere weisen im Unterschied zu Alb-KP-Tieren auch an Tag 5 noch
L eberschaden auf. Ursache fur die mindestens um 3 Tage langer anhaltende Autoimmunitét
konnte darin liegen, dal3 die durch ODN-verursachte Freisetzung von IL-1 und IL-6 den CRP-
Promotor induziert und das Zielantigen (K®) auf der Zelloberflache erhoht présentiert wird
(Ferber et al., 1994).

Der autoimmune Leberschaden ist sowohl in CRP-K® als auch in Alb-K® Tieren nur
transient. Die in CRP-KP Tieren langer anhaltende Autoaggression mag auf die durch den
ODN-Effekt vermutlich hohere K-Expression auf Leberzellen zuriickzufiihren sein.

CpG-ODN induzieren eine schnelle Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen,
die ebenso schnell wieder abklingt. Die Serumkonzentration von IL-12, IL-6 und TNF-a nach
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invivo Injektion von ODN 1668 in C57BL/6-Tiere erreichen ein Maximum nach 2-3 Stunden
und fallen in den néchsten 6 Stunden schnell wieder auf Hintergrundwerte ab (Lipford et al.,
1997; Sparwasser et al., 1997). InBALB/c hingegen fihrt die einmalige INjektion der
gleuichen Menge (10pg) CpG-ODN zu erhdhten IL-12 Konzentrationen im Serum der Tiere
flr mindestesn 8 Tage (Krieg et al., 1998). Sollte der transiente Leberschaden auf dem
kurzzeitigen Effekt des ODN beruhen und nicht auf der nachlassenden Aktivitét der
transferierten T-Zellen, sollte die Moglichkeit bestehen die Autoimmunitét zu reinduzieren
oder zu verlangern, indem die ODN-vermittelte Entziindung erneut induziert oder aufrecht
erhalten wird. Um diese Fragen zu beantworten, wurden Alb-K® und K er-KP Tiere nach ODN-
Vorbehandlung und adoptivem Transfer aktivierter T-Zellen entweder nach Abklingen des
Schadens an Tag 7 oder noch wahrend des Leberschadens an Tag 2 erneut mit 40ug ODN
1668 behandelt.
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Abb. 9 : Der autoimmune L eber schaden kann durch zusétzliche ODN-Gaben reinduziert oder verléngert
werden. Alb-KP (schwarze Balken) und Ker-KP (weile Balken) Tiere wurden an Tag —1 und Tag O mit je 40pg
ODN 1668 i.p. injiziert und an Tag 0 mit 10” in vitro aktivierten DesT-Zellen i.v. adoptiv transferiert. A) Bei der
Blutabnahme zur ALT-Bestimmung an Tag 7 wurden 6 Alb-K® und 4 Ker-K” erneut mit 40ug ODN 1668 i.p.
injiziert und 2 Tage spéter der AL T-Wert gemessen. B) 13 Alb-K® und 6 Ker-K® wurden an Tag 2, 5 und 7 nach
Transfer erneut mit je 40ug ODN 1668 i.p. injiziert und an Tag 2, 5, 7 und 9 wurden die ALT-Werte
festgestellt.Die Zeitpunkte der ODN-Injektionen sind durch Pfeile markiert.

Abb. 9 fald die Ergebnisse beider Experimente zusammen. Abb. 9a zeigt, dal’ der
Leberschaden an Tag 7 in vergleichbarer Hohe in Alb-K® Tieren reinduziert werden kann

Ergebnisse Seite114



wahrend die Ker-K® Kontrollen keinen nennenswerten Leberschaden aufweisen. Somit liegt
die transiente Autoimmunitét nicht in der nachlassenden T-Zell Aktivitét begriindet, sondern
in einem Abklingen der ODN-Wirkung. Diese Interpretation wird gestiitzt durch das Ergebnis
des zweiten Experiments (Abb. 9B). Injiziert man in Alb-K® Tiere noch wéhrend des
anfanglichen Leberschadens an Tag 2 erneut ODN 1668 kann die Autoaggression bis Tag 5
aufrecht erhalten werden. Der Schaden kann durch eine weitere Injektion an Tag 5 sogar bis
Tag 7 bei 167 U/l induziert bleiben. Trotz kontinuierlicher ODN-Injektion (Tag 7) fallen dann
jedoch die ALT-Werte an Tag 9 auf 69 U/l ab.

Das schnelle Abklingen der Autoaggression ist nicht durch nachlassende Aktivitéat
der transferierten Des” T-Zellen zu erklaren, sondern durch einen kurzristigen ODN-
Effekt. Leberschaden laft sich durch weitere ODN-Injektionen sowohl reinduzieren —
zumindest einmal — als auch prolongieren. Allerdings ist selbst durch anhaltende
I njektionen des ODN 1668 keine chronische Autoimmunitét zu erzielen.

5. kontinuierliche Entziindung fuhrt zu transienten autoimmunen
L eber schaden in CRP-K” x DesTZR-Tieren.

In den vorangegangenen Transferexperimenten konnte gezeigt werden, dafd in vitro
praaktivierte antigenspezifische T-Zellen das konditionierte antigen-exprimierende Zielorgan
unabhangig von molekularer Mimikry attackieren konnen. Es stellt sich nun die Frage, wie
antigen-spezifische T-Zellen in vivo aktiviert und zu einem Angriff auf korpereigenes Gewebe

veranlaldt werden und welche Rolle dabel CpG-ODN-vermittelte Entzindungen spielen
kénnen. Die Entziindungsreaktion in der Leber kénnte toleranten T-Zellen Zugang zu K® auf
Hepatozyten ermdglichen und gleichzeitig ein fur T-Zellen stimulatoisches Mikromilieu
schaffen, das eine Aktivierung autoreaktiver T-Zellen in der Leber ermdglicht.

Zu diesem Zweck wurden statt eines Transfers von aktivierten DesTZR"™ T-Zellen in
CRP-K® Tiere CRP-K" Tiere mit DesTZR transgenen Tieren verpaart. Die resultierenden
doppeltransgenen CRP-K® x DesTZR Tiere wurden 4-mal in einem Abstand von 2 Tagen mit
je 40ug ODN 1826 behandelt und der ALT-Spiegel im Plasma der Tiere 4 und 8 Tage nach
der ersten ODN-Injektion bestimmt. Im Unterschied zu den Transfer-Experimenten wurden
die Tiere Uber 8 Tage mit ODN behandelt, um den T-Zellen ausreichend Zeit fur Aktivierung,
Differenzierung und Effektorfunktion zu geben. Abbildung 10B stellt die Ergebnisse aus 2
Experimenten graphisch dar.
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Abb. 10A : Depletion von DesT ZR-positiven Zellen in CRP-K ® x DesTZR-Tieren.

CRP-K® x DesTZR-Tiere wurden zweimal im Abstand von 5 Tagen mit je 0,5mg Désiré-1 Antikorper i.p.
injiziert. Zwei Tage nach der letzten Injektionen wurde den Tieren Blut entnommen, periphere
Blutlymphozyten isoliert und mit FITC-gekoppeltem Antikdrpern spezifisch fir DesTZR (Désiré-1) und PE-
gekoppelten a-CD8 Antikorper gefarbt und durchfluBzytometrisch analysiert. Als Kontrollen wurden
nichttransgene CBA- und nicht-depletierte CRP-K® x DesTZR-Tiere verwendet.

CRP-K" x DesTZR Tiere weisen schon nach 2 Injektionen von ODN 1826 (Tag 4) einen
Leberschaden von 166 U/l auf, der durch zwei weitere Injektionen auf 388 U/l (Tag 8)
ansteigt. Ein Grofteil des Leberschadens ist abhangig von der K°-Expression in der Leber, da
Ker-K" x DesTZR Tiere nach viermaliger Injektion von ODN 1826, nur“ einen Schaden von
188 U/l aufweisen. Ursache dieses erhdhten ALT-Wertesin Abwesenheit von K in der Leber
ist noch ungeklért, konnte aber auf einem Defekt der TCR-transgenen Tiere (Linie 10402)
aufgrund einer Integrationsmutation sein. Dies konnte die Tiere empfindlicher gegentiber der
entzindlichen Wirkung von CpG-ODN machen. Dieser Umstand wird derzeit mit einer
anderen DesTZR-transgenen Maudlinie, die die a- und b-Kette des TZR an anderer
Genomstelle integriert hat (Linie 10395), untersucht. Die Relevanz des transgenen TZR zeigt
sich ebenfalls in dem geringeren Leberschaden in Ker-KP Tieren, die ein nicht-transgenes
TZR-Repertoir aufweisen.

Als weitere Kontrolle fir die Abhangigkeit der Leberschadigung vom transgenen TZR-
Repertoir dienten sowohl CRP-KP Tiere, die keinen transgenen TZR exprimieren, als auch
CRP-KP x DesTZR Tiere, deren Des" Zellen vor den ODN-Injektionen depletiert wurden
(Abb. 10A). Beide Gruppen weisen nach ODN-Injektion einen deutlich geringeren
L eberschaden an beiden Meftagen auf als ODN-behandelte CRP-K® x DesTZR Méuse. Der
etwas geringere Leberschaden in Des-depletieten CRP-K® x DesTZR Tieren ist
moglicherweise verursacht durch die reduzierte Des™ T- und NK-Zell Population, die durch
ODN induziertes IL-12 zu IFN-g Sekretion angeregt werden (Trinchieri 1994; Halpern et al.

1996; Chace et al. 1997) und dadurch die Entziindung vorantreiben konnten.
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Abb. 10B : Leberschaden in mehrfach CpG-ODN-behandelten CRP-KP xDesTZR Tieren ist von

transgenen K -spezifischen T-Zellen und bedingt von K P-Expression auf Hepatozyten abhangig.

CRP-K® , CRP-KP x DesTZR, Des-T-Zellen depletierte CRP-K” x DesTZR; Ker-K® x DesTZR und Ker-K"
wurden mit jeweils 40ug CpG-ODN 1826 an Tag 0, 2, 4 und 6 i.p. injiziert und Plasma-AL T-Aktivitét nach 2
Injektionen an Tag 4 und nach 4 Injektionen an Tag 8 bestimmt. Als Kontrollen dienten unbehandelte CRP-K"
X DesTZR Tiere. Die Ergebnisse aus 2 unabhdngigen Experimenten sind getrennt angegeben (Kreise :
Experiment 1; Diamanten : Experiment 2). Der Mittelwert der einzelnen Gruppen ist neben dem Querstrich

vermerkt.
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Dieses Experiment zeigt, dal transgene T-Zellen durch ene anhaltende
Entzindungsreaktion im antigenexprimierenden Organ, aktiviert und autoaggressiv
werden konnen. Die Autoimmunitdt ist jedoch abhangig von der erhodhten Frequenz
transgener T-Zellen. Diese Situation ergibt sich mdglicherweise bei T-Zell Proliferation im
Laufeeiner viralen Infektion. Virusspezifische T-Zellen kdnnen kurz nach I nfektion biszu

80% der gesamten T-Zellpopulation ausmachen.

6. CpG-ODN induziert eine Entzindungsr eaktion in der L eber.

Bei den Vorarbeiten im System konnte gezeigt werden, dal3 eine Listerieninfektion der
Leber zu Hochregulierung von MHC Klasse || Molekilen und Adhé&sionsmolekilen fihrt, die
eine verstarkte Infiltration von aktivierten T-Zellen in Leberparenchym und damit
autoimmunen Schaden erméglicht (Limmer et al., 1998). Um den Effekt der CpG-ODN
Injektion auf Lebergewebe genauer zu untersuchen und mit den Prozessen wahrend einer
Listerieninfektion zu vergleichen, wurden mittels Immunhistologie verschiedene
inflammatorische Marker in den Lebern untersucht. Dazu wurden die Lebern von CRP-
KPxDesTZR und Ker-K’xDesTZR Tieren, die 4 Injektionen innerhalb von 6 Tagen CpG-
ODN 1826 erhalten hatten an Tag 2 nach der letzten Injektion, in Stickstoff-gekihltem
Isopentan schockgefroren und anschliefRend Kryoschnitte mittels Immunhistologie auf die
Expression von VCAM-1, ICAM-1, MHC Klasse || und DesTZR hin untersucht (Abb. 11 und
12).

CRP-K"xDesTZR-Tiere, die mit CpG-ODN behandelt wurden zeigen erhohte
Expression von VCAM-1 (12C), ICAM-1(12J) und MHC Klasse Il Molekilen (11J) auf
sinusoidalen Leberendothelien, meist in den Bereichen mit starker Infiltration von Des’™ T-
Zellen (11C). AuRerdem infiltrieren MHC Klasse 1" Zellen in das Leberparenchym, wobei es
sich vermutlich um Kupffer-Zellen und Makrophagen handelt. Ker-K°xDesTZR-Tiere, die auf
die gleiche Weise behandelt wurden, unterscheiden sich histologisch nicht (11F und M, 12F
und M). Die Abwesenheit des Antigens hat somit keinen Einfluss auf die Infiltration von Des"
T-Zellen oder die Hochregulierung von Adhasionsmolekillen. CRP-K°xDesTZR-Tiere, die
mit ODN 1720 behandelt wurden zeigen keine Unterschiede zu unbehandelten Tieren, bis auf
die etwas schwéachere Expression von ICAM-1 auf den Endothelien der grof3en Lebergefalie
(221). Dies kénnte durch die Induktion von TGF-b erklért werden, was in vitro gezeigt
werden konnte (Limmer A, persotnliche Kommunikation). Hier zeigt sich erneut die begrenzte
Zuganglichkeit des Lebergewebes fir Des” T-Zellen in Abwesenheit einer
Entziindungsreaktion.
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Abb. 11 : Anwesenheit von DesTZR- und MHC-Klasse Il - positiven Zellen in Lebern von ODN-
behandelten.

Kryoschnitte der Lebern von verschiedenen Gruppen wurden hergestellt : 4-maligei.p. Injektion von CpG-
ODN 1826 in CRP-KxDesTZR- (C, J), Des-depletierten CRP-KxDesTZR- (D, K), CRP-K"- (E, L), Ker-
KPxDesTZR- (F, M) sowie Ker-KP-Tieren (G, N). AuRerdem Lebern unbehandelter (A, H) und 4x mit
ODN-1720-behandelter CRP-KP xDesTZR-Tiere (B, ). Die Schnitte wurden mit Ratten-Antikdrpern gegen
DesTZR (B20.2.2; A-G) oder MHC Klasse Il (P7/7; H-N) inkubiert und Bindung des Erstantikorpers mit
Kaninchen-anti-Ratten-1gG-Zweitantikorper und  Alkalische Phosphatase-gekoppelten  Ziege-anti-
Kaninchen-1gG-Drittantikodrper und anschlief3ender Substratreaktion sichtbar gemacht.
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Abb. 12 : Immunhistologischer Nachweis von VCAM-1 und ICAM-1 in Lebern unterschiedlich
behandelter Gruppen.

Kryoschnitte der Lebern von verschiedenen Gruppen wurden hergestellt : 4-maligei.p. Injektion von CpG-
ODN 1826 in CRP-K"xDesTZR- (C, J), Des-depletierten CRP-K’xDesTZR- (D, K), CRP-K"- (E, L), Ker-
KPxDesTZR- (F, M) sowie Ker-KP-Tieren (G, N). AuRerdem Lebern unbehandelter (A, H) und 4x mit
ODN-1720-behandelter CRP-KPxDesTZR-Tiere (B, ). Die Schnitte wurden mit Ratten-Antikdrpern gegen
VCAM-1 (MK-2; A-G) oder ICAM-1 (YN1/1.7.4; H-N) inkubiert und Bindung des Erstantikorpers mit

Kaninchen-anti-Ratten-1gG-Zweitantikorper

und Alkalische Phosphatase-gekoppelten  Ziege-anti-

Kaninchen-1gG-Drittantikdrper und anschlieffender Substratreaktion sichtbar gemacht.
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Die Abwesenheit von Des” Zellen in Lebern von 1826 behandelten Des-depletierten
Tieren zeigt die Vollstandigkeit der Depletion (11D). Alle anderen getesteten Parameter sind
schwacher ausgepragt als bei nicht-depletierten CRP-K°xDesTZRTieren. Das betrifft die
Expression von ICAM-1 (12K), VCAM-1 (12D) und MHC-Klasse Il (11K) aber auch die
Infiltration von DesTZR-negativen Zellen ins Leberparenchym (11D). Dies wirde fur eine
Beteiligung von Des” Zellen an der Konditionierung der Leber sprechen. Welche
Subpopulation (CD8*, CD4" oder CD8 CD4'NK 1.1%) hierfiir verantwortlich ist kann auf diese
Weise nicht unterschieden werden. Die Sekretion von IFN-g durch NK1.1" Zellen scheint
jedoch ein guter Kandidat fir die Beteiligung an der Konditionierung der Leber zu sein. ODN
1826-behandelte CRP-K" Tiere weisen eine dhnlich starke Infiltration mononuklesrer Des
Zellen auf (11E) wie gleichbehandelte CRP-KPxDesTZR. Die Anwesenheit von Des” Zellen
in der Leber hat somit keinen zusétzlichen Effekt auf die Infiltration. Adhasionsmolekiile und
MHC Klasse I1™-Zellen scheinen jedoch dhnlich reduziert wie in Des-depletierten CRP-
KPxDesTZR-Gruppe. Ker-K® Tiere, die mit ODN 1826 injiziert wurden zeigen nur bei der
etwas schwicheren VCAM-1-Expression (12G) einen Unterschied zur Ker-KPxDesTZR-
Gruppe.

Die histologische Analyse zeigt, da die in vivo Behandlung mit CpG-ODN
Adhéasionsmolekile wie ICAM-1, VCAM-1 und MHC Klasse |1 Molekile hochreguliert
und Infiltration mononukledrer Zellen ins Leberparenchym induzert. In Bezug auf die
gemessenen Parameter ersetzen CpG-ODN somit eine Listerieninfektion und kdnnen
L ebergewebe konditionieren.

7. ODN induziert Anreicherung von CD8' Des" Zdlen selektiv in der L eber

Um zu untersuchen, ob die Anwesenheit von K in einer CpG-ODN konditionierten
Leber von DesTZRxCRP-KP Tieren zu einer selektiven Anreicherung von CD8 Des™ Zellen
fuhrt, wurden jeweils drei CRP-K°xDesTZR-, Ker-K°xDesTZR- und DesTZR-Tiere zweimal
im Abstand von 2 Tagen mit je 40pg CpG-ODN 1826 i.p. injiziert und 2 Tage nach der
letzten Injektion Lebern und Milzen entnommen. Nach Isolierung der Leber-assoziierten
Lymphozyten und Herstellung einer Milzzellsuspension wurden diese Zellen in einer
Dreifarbenfluoreszenz-Farbung auf die Oberflachenexpression von DesTZR, CD8 und CD4
durchflufRzytometrisch untersucht. DesTZR-Tiere exprimieren den transgenen TZR nicht nur
auf CD8", sondern auch auf CD4" T-Zellen. Ursache dafir ist die nicht stringente alele
Exklusion der a-Kette des TZR (Blithmann et al.; Berg et a.; Sha et al., alle 1988). Es
kommt in einem Teil der transgenen T-Zellen zu einer Rekombination der endogenen a-Kette
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Abb. 13: CpG-ODN induziert eine praferentielle Zunahme von CD8" Des" T-Zellen in der Leber.
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DesTZR, Ker-K® x DesTZR und CRP-K® x DesTZR-Tiere blieben unbehandelt oder wurden zweimal innerhalb
von 2 Tagen mit 40ug ODN 1826 i.p. injiziert. Zwei Tage nach der zweiten Injektion wurden Lebern und Milzen
entnommen. Suspensionen aus Milzzellen (A) und Leber-assoziierten Lymphozyten (B) wurden mit Antikdrpern
gegen DesTZR (Désiré-1-FITC), CD8 (PE) und CD4 (Bictin) inkubiert. CD4-bio wurde mit dem Zweitreagenz
Streptavidin-Red670 detektiert. DesTZR™ mononukleire Zellen der Suspensionen wurden analysiert auf die

Expression von CD4 und CD8.
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und damit zur Expression eines zweiten Rezeptors auf der Zelloberflache, der fir MHC
Klasse II-Molekiile spezifisch sein kann und so zur Ausbildung einer CD4" Des'-T-Zéelle
fuhrt. Das Verhdtnis von CD4" zu CD8" Des'-T-Zellen kann zur Anayse einer
préferentiellen relativen Ansammlung von CD8"-DesT-Zellen genutzt werden.

Abbildung 13 und Tabelle 1 fassen die Ergebnisse zusammen. In der Leber kann eine
selektive Anreicherung von CD8" gegeniiber CD4" Des™ Zellen festgestellt werden, die am
starksten in ODN-behandelten CRP-KPxDesTZR Tieren ausfallt (um das 17-fache). Dies
kénnte auf die Anwesenheit von K® in der Leber hindeuten, die zu einem Zuriickhalten der
Des'CD8" T-Zellen fiihrt.
Anreicherung von CD8" T-Zellen nach ODN-Applikation allerdings auch einen recht hohen
Faktor im Vergleich zu DesTZR-Tieren (2,5-fach) auf. Dieser Effekt der CD8-Ansammlung
ist leberspezifisch, daer nicht in der Milz beobachtet werden kann.

Ker-KPxDesTZR weisen mit einer 11-fachen relativen

ODN 1826 DesTZR™ MilzZlymphozyten DesTZR" LAL
T TxK TxC T TxK TxC
- 1.2 0,06 0,02 0,5 0,1 0,1
+ 10 0,06 0,01 1,2 11 1,7
rel. Zunahme der x0,8 x1 x0,5 X2,5 x11 x17,5
CD8'Des’ Zdllen

Tabelle 1 : Verhaltnis von CD8 zu CD4 Des” T-Zellen in Leber und Milz vor und nach CpG-ODN-
Applikation.

DesTZR, Ker-KPxDesTZR und CRP-K xDesTZR wurden mit ODN wie in Abbildung 13 beschrieben behandelt
Das Quotient von CD8* zu CD4* Des" Zellen wurde von unbehandelten und ODN 1826-Tieren fur Milz und
L eber-assoziierten Lymphozyten berechnet. Zusétzlich ist die faktorielle Veranderung des relativen Anteils von
CD8-Zéllen zwischen unbehandelten und ODN-behandelten Tieren angegeben. Abkirzungen; T : DesTZR; TxK
: DesTZRxKer-KP®; TxC : DesTZRxCRP-K®; LAL : Leber-assoziierte Lymphozyten.

Applikation von ODN 1826 fiihrt innerhalb der Des"-Population zu einer selektiven
Anreicherung von CD8 T-Zellen in der Leber und nicht in der Milz. Dieser Effekt ist nur
zum Teil abhangig von der KP-Expression in der Leber.

8. Anhaltende

selbster haltender Autoaggr ession

Injektion von ODN fiihrt nicht zu chronischer

Abbildung 10B zeigt, dald nach 4-maliger Injektion von ODN 1826 ein signifikanter
L eberschaden von 350 U/l an Tag8 in CRP-KP x DesTCR zu beobachten ist. Im Folgenden
soll geklért werden, ob in diesen doppeltransgenen Tieren im Unterschied zum Transfer-
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Model der autoimmune L eberschaden durch kontinuierliche ODN-Injektion chronisch werden
kann.

Abbildung 14 zeigt das Ergebnis dieses Experiments. CRP-K® x DesTZR Tiere, die 24
mal alle 2-3 Tage mit ODN 1826 i.p. behandelt wurden, zeigen an Tag 9 ein Maximum im
Leberschaden und fallen dann kontinuierlich auf leicht erhdhte ALT-Werte ab, wahrend bei
ODN 1720 behandelten Kontrollen zu keinem Zeitpunkt der Behandlung erhthte Werte
nachweisbar sind und somit nicht von unbehandelten Tieren zu unterscheiden sind. Setzt man
bei ODN 1826 behandelten CRP-KP x DesTZR Tieren die ODN-Injektion nach 53 Tagen ab
SO0 ist der Leberschaden 12 Tage spater zwar noch nicht auf Hintergrundwerte abgesunken

erreicht diese jedoch nach weiteren 12 Tagen.

450.
400 A
S s
%300_ W 1826
J2 [ 1720
:250-
S [0 unbehandelt
£
<
= 150
| '
|
& 100 -
0 \\
4 7 9 11 16 23 30 37 44 65 77
rA A A AR ODN-Injektionen
024 7 9 11 14 16 1821 232528 303235 37 39 42 44 46 49 5153

Tage nach erster ODN-Injektion

Abb. 14 : Anhaltende I njektionen von CpG-ODN fiihren zu starkem transienten L eberschaden in CRP-K "
X DesTZR Tieren.

CRP-K® x DesTZR Tiere wurden in Abstanden von 2 - 3 Tagen beginnend an Tag 0 mit jeweils 40pg ODN 1826
(schwarze Balken; 13 Tiere) oder 1720 (graue Balken; 10 Tiere) Uber einen Zeitraum von 53 Tagen i.p. injiziert
(Pfeile). An den angegebenen Tagen wurden die Tiere geblutet und die Plasma-ALT-Aktivitdt bestimmt. Die
Bestimmung des ALT-Wertes an Tag 65 erfolgte 12 Tage nach der letzten ODN-Applikation. Als weitere
Kontrollen dienten unbehandelte CRP-K” x DesTZR Tiere (weile Balken).

Selbst durch fast 2-monatige anhaltende I njektion von ODN 1826 ist es nicht mdglich
eine selbsterhaltende autoimmune Schadigung der Leber zu induzieren. Nach einem
Maximum an Tag 9 fallt der Leberschaden allmahlich auf normale ALT-Werte ab. Grund
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CD8

hierfir mag das immunsuppressive Mikromilieu in der Leber (TGF-b, IL-10, PGE; u.a.)

oder I naktivierung bzw. Deletion von Des” T-Zellen sein.

9. Zuriickgehender Leberschaden ist mit reduzierter CD8-Zelzahl im

L eber gewebe assoziiert.

Um zu untersuichen, ob der transiente Charakter des Leberschadens auf eine
Verénderung der Quantitét infiltrierter T-Zellen beruht wurden Lymphozyten aus Milz und
Leber von CRP-KP x DesTZR Tieren aufgereinigt, die entweder langfristig mit ODN 1826
bzw. ODN 1720, 3x mit ODN 1826 oder nicht behandelt wurden. Diese Zellen wurden mittels
DurchflulRzytometrie auf die Oberflachenexpression von CD4 und CD8 hin untersucht.

unbehandelt 3x 1826 24x 1826 24x 1720

L eber-Lymphozyten
A o
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Zahl isolierter Leber-Lymphozyten (x 10°)
Abb. 15: ODN induziert in vivo Anreicherung von CD8" Zellen selektiv in der Leber :

AN
»

A. CD4 und CD8 Oberfléchenexpression auf Leber-Lymphozyten und Milz-Lymphozyten von CRP-KbxDesTCR-
Tieren, die entweder nicht, 3 mal bzw. 24 mal mit ODN 1826 oder 24 mal mit je 40ug ODN 1720 i.p. behandelt wurden.

B. Zahl isolierter Leber-assoziierter Lymphozyten (x10°).
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Abbildung 15A zeigt, dald kurzzeitig mit ODN 1826 behandelten im Vergleich zu
unbehandelten CRP-K” x DesTZR Tiere eine selektiv Zunahme der CD8" T-Zellen in der
Leber aber nicht in der Milz zu sehen ist. Diese Zunahme an CD8 Zellen in der Leber spiegelt
sich in der Zunahme der Gesamt-Lymphozytenzahl, die aus der Leber isoliert wurden wieder
(Abb. 15 B). Sie steigt von 4,7 x 10° bei unbehandelten auf 14,8 x 10° bei 3x ODN injizierten
CRP-K® x DesTZR Tieren um das Dreifache an. Betrachtet man die absoluten Zahlen von
CD4 und CD8 Zellen, dann nimmit die Zahl der CD4 Zellen von 1,3 auf 1,9 x 10° um das 0,5-
fache zu. CD8 Zellen steigen jedoch von 0,4 auf 6,2 x 10° Zellen um das 15-fache an.
Betrachtet man nun die CRP-K® x DesTZR Tiere, die 24 mal mit ODN 1826 injiziert wurden,
ist das Verhdltnis von CD8 zu CD4 von 45 : 1 auf 1 : 1 deutlich zuriickgegangen.
Gleichzeitig nahm die Gesamtlymphozytenzahl in der Leber von 14,7 nach dreimaliger ODN-
Injektion auf 7,6 x 10° Zellen ab, befindet sich jedoch immer noch deutlich tiber der Zellzahl
der unbehandelten oder Langzeit-ODN 1720 behandelten Gruppe. Die Abnahme der
Lymphozytenzahl in der Leber korreliert mit der abnehmenden Leberschadigung. Ob beide
Faktoren jedoch ursachlich miteinander verbunden sind, ist noch unklar und Gegenstand
weiterer Experimente.

Die abnehmende Leberschéadigung in CRP-KP x DesTZR Tieren, die mit ODN 1826
langzeitbehandelt wurden, korreliert mit der im Vergleich zu kurzzeitiger Behandlung
reduzierten Leber-Lymphozytenzahl. Davon sind préaferentiell CD8-Zellen betroffen.

10. Hepatozyten aus ODN-behandelten CRP-K Tieren zeigen Marker von

professionellen APZ.

In den vorangegangenen Kapiteln wurde beschrieben, das die Injektion des
immunstimulatorischen ODN 1826 eine KP-spezifische Autoimmunitét induziert werden
konnte. Gleichzeitig reicherten sich Des"CD8-Zellen selektiv in der Leber an. Damit ist
jedoch noch nicht geklart, wo DesT-Zellen aktiviert werden. Esist gangige Lehrmeinung, dai3
naive T-Zellen ausschliefdlich in sekundéren lymphatischen Organen durch reife Dendritische
Zellen oder auf aktivierten Makrophagen oder B-Zellen stimuliert werden kénnen. Da in
unserem Mausmodel K unter der Kontrolle des CRP-Promotors steht wird dieses MHC
Klasse | Molekiul ausschliefdlich auf Hepatozyten exprimiert. Ein Wandern von Klasse |
Molekilen von Hepatozyten auf professionelle APZ mit nachfolgender Aktivierung
antigenspezifischer T-Zellen ist bis jetzt noch nicht in der Literatur beschrieben. Im folgenden
Versuch soll der Frage nachgegangen werden, ob Hepatozyten as die einzigen K-
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présentierenden Zellen in CRP-K Tieren prinzipiell in der Lage sein kénnten T-Zellen zu
aktivieren. Hierzu wurden CRP-K" Tiere 2x mit 40pg ODN 1668 behandelt, 2 Tage spéter
Hepatozyten isoliert und mittels Durchflu3zytometrie auf die Oberflachenexpression von
MHC- und kostimulatorischen Molekulen untersucht.

: : H2-KP CD40
L
&
H2-D¢ i CD80
LA (B7.1)
& g
H [-A¢ . CD86
L ) (B7.2)

Abb. 16 : Oberflachenmarker auf Hepatozyten
aus CpG-ODN 1826 behandelten CRP-K"
Tieren.

CRP-K® Tiere wurden i.p. mit 40pg ODN 1826
injiziert (ungefillte Linie). Zwel Tage spéter
wurden die Lebern entnommen, Hepatozyten
isoliert und auf die Expressionshéhe der
angegebenen  Oberflachenmolekile  mittels
DurchfluRzytometrie untersucht. Als Kontrollen
dienten ungeférbte Hepatozyten aus ODN
behandelten (gestrichelte Linie, nur bei H2-K")
und geférbte Hepatozyten aus unbehandelten
CRP-KP Tieren (gefiillte Linie).

Fas

Die FACScan-Analyse ergab, da Hepatozyten aus ODN 1668 behandelten CRP-K"
Tieren kostimulatorische Molekile wie z.B. B7.1, B7.2 und CD40 erhtht exprimieren.
Gleichzeitig werden transgene (K") al's auch endogene Klasse |- (D% bzw. Klasse I1-Molekiile
(A% hochreguliert. Auch Adhésionsmolekille wie ICAM-1 und VCAM-1 werden in der
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Expression angehoben. Die Anwesenheit all dieser stimulatorischen und kostimulatorischen
Molekile legt nahe, dal3 Hepatozyten in der Lage sein sollten naive T-Zellen zu stimulieren.
Ob diese Schlul¥folgerung richtig ist soll in in vitro Experimenten in nachster Zukunft
festgestellt werden.Die Beobachtung, dal? Fas-Rezeptor (CD95) stérker auf der Zelloberflache
erscheint, macht die Hepatozyten mdglicherweise auch empfindlicher gegeniiber Fas-
vermittelter Apoptoseinduktion durch DesT-Zellen.

Hepatozyten aus ODN 1668 behandelten CRP-K Tieren zeigen erhohte Expression
von MHC- (K®, DY A% und kostimulatorischen Molekiilen (B7.1, B7.2, CD40) sowie von
Adhasionsmolekilen (ICAM-1, VCAM-1) und &hneln somit professionellen APZ. Dies
konnte erklaren, da? ODN-Injektion in CRP-K® Tiere zu KP-spezifischer Autoimmunitét
gegen Lebergewebe fuhrt.
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11. Zusammenfassung desersten Teils:

Die Rolle von Entziindungsr eaktionen bal der Entstehung von T-Zé€ll-

ver mittelter Autoaqgaression.

Im ersten Teil der Arbeit sollte die Rolle von Entzindungsreaktionen in der
Aktivierungs- und Effektorphase von autoreaktiven transgenen T-Zellen gegen ein Leber-
standiges allogenes MHC Klasse | Molekiil H-2K® untersucht werden. Fiir die Induktion von
Entziindungsreaktionen wurden Oligodeoxynukleotide verwendet, die ein nichtmethyliertes
CpG-Dinukleotid enthalten (CpG-ODN). Folgende Aussagen konnten in diesem System

getroffen werden.

1. Eine Entzindungsreaktion, induziert durch CpG-ODN, erlaubt aktivierten autoreaktiven
KP-spezifischen T-Zellen ihr K°-Antigen auf Hepatozyten anzugreifen und einen
autoimmunen Leberschaden zu verursachen. Kreuzreaktivitdt mit einem bakteriellen
Epitop (molekulare Mimikry) ist nicht notwendig fur die Autoimmunreaktion.

2. Der CpG-vermittelte Effekt in vivo ist abhéngig von IL-12.

3. Der induzierte autoimmune Leberschaden ist transient kann aber durch Aufrechter haltung
der Entzindungsreaktion durch weitere CpG-ODN-Applikationen fiir einen begrenzten

Zeitraumreinduziert und prolongiert werden.

4. Eine Entziindungsreaktion in der Leber ermdglicht auch die Aktivierung von transgenen
autoreaktiven T-Zellen gegen ihr leberstandiges Antigen mit nachfolgender

Autoaggression.

5. Anhaltende Applikation von CpG-ODN kann den transienten Leberschaden nicht in eine

chronische Autoaggression Uberfuhren.

6. Autoaggression korreliert mit entzindlicher Infiltration und Hochregulierung von
Adhasionsmol ekiilen und MHC-Klasse I1-Molekilen in der Leber.
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B. Entwicklung enes Mausmodels zur Induktion von autochthonen

L ebertumoren.

Im ersten Teil der Arbeit wurde ein Tier-Model vorgestellt, in dem die alleinige Présenz
aktivierter T-Zellen nicht ausreicht um gesundes Lebergewebe zu attackieren. Ein zweiter
Schritt war notwendig — eine Entzindungsreaktion, verursacht beispielsweise durch eine
bakterienspezifische Struktur wie CpG-ODN — um eine Autoaggression zu induzieren.

Im zweiten Teil der Arbeit soll ein System aufgebaut werden, das es erlaubt, die
Bedeutung dieses 2-Schritt-Mechanismus fur Immunreaktionen gegen malignes L ebergewebe
zu untersuchen. Ursache dieser Fragestellung ist die Beobachtung, dal3 bei vielen klinischen
Studien an Tumorpatienten die Anwesenheit aktivierter tumorspezifischer T-Zellen
(endogener oder transferierter) nicht ausreichte um eine Tumorabstof3ung zu erhalten.

Zu diesem Zweck sollte ein Mausmodell entwickelt werden, da3 folgende
Charakteristika aufweist :

1. Autochthoner Tumor. Im Unterschied zu den meisten Maus-Tumor-Modellen soll kein
Transplantationstumor verwendet werden, sondern ein sogenannter autochthoner Tumor,
der im Organ in situ entsteht und wéchst. Autochthone Tumor-Modelle kommen den
humanen Primértumoren ndher a's Transplantationstumoren. Da Transplantationstumoren
ektopisch (nicht am Entstehungsort) wachsen und als voll transformierte Zellen appliziert
werden, stellen sie eher ein System fir Tumormetastasen dar.

2. Zuverlassige und schnelle Entwicklung des autochthonen Tumors. Transgenes Onkogen.
Hierflr wurde die sogenannte ,, friihe Region* des SV40 verwendet, die fir das grof3e und
kleine T(umor)-Antigen (SV40-Tag) des Virus kodiert. Die Verwendung dieses Onkogens
weist zwei weitere Vortelle auf :

a) SV40-Tag transformiert Zellen nahezu aler Organe. Dies erlaubt eine Ausdehnung des
Tumor-Modells auf viele verschiedene Gewebe.

b) SV40-Tag kann aulRerdem als T-Zell-Antigen verwendet werden, da einzelne Peptide
Uber MHC-Molekile dem Immunsystem prasentiert werden konnen. Es existieren
verschiedene T-Zell-Rezeptor-transgene Mauslinien, die Tag-Epitope entweder auf
MHC-Klasse |- (H-2K*) oder MHC-Klasse | I-Molekiilen (1-A¥) erkennen kénnen.

3. Tumorentwicklung im Lebergewebe, entsprechend dem Autoimmunitdtsmodel der Leber.
Hierzu wurde die ,friihe Region“ des SV40 unter die Kontrolle des |eberspezifischen
Albumin-Promotors gestellt.
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4. Induzierbare Tumorentwicklung. Die Kanzerogenese soll erst im erwachsenen Organismus
beginnen und nicht schon wie bei konventionellen transgenen Onkogen-Systemen meist
neonatal bzw. unkontrolliert einsetzen. Dies soll durch die Verwendung des cre/loxP-
Systems erreicht werden. Hierbel soll eine von loxP-Stellen flankierte Transkriptions- und
Tranglations-Stop-Kassette zwischen Promotor und Onkogen durch das Einbringen von
cre-Rekombinase induzierbar deletiert werden, bzw. ene invertierte Tag-Sequenz in

Alb-floxstop-Tag (AST) Alb-Tag-invers (ATI)
Alb-P/E floxstop- SV40 friihe Region
K assette AlIbP/E SV40 frihe Region

—) S S — _
e >

antisense RNA

[l . 2
Deletlon [cre-Rekombinaseg] Inversion
\vall
@ Alb-P/IE  SV40 friihe Region Alb-P/E SV40 friihe Region

_

} loxP (34 bp) : 5|[ATAACTTCGTATA|GCATACAT|[TATACGAAGTTAT| 3

>

Abb. 17: Zwei Strategien der cre/loxP-ver mittelten Induktion des SV40 T-Antigens.

Im ersten Ansatz soll eine von loxP-Stellen flankierte Transkriptions- und Trandations-Stop-Kassette
zwischen Promotor und Onkogen durch das Einbringen von cre-Rekombinase induzierbar deletiert werden.
Fir die Deletion missen die loxP-Stellen gleichsinnig an den Enden der Stop-K assette positioniert werden.
Im zweiten Ansatz soll eine invertierte Tag-Sequenz in ,,sense”-Orientierung gebracht werden, indem die
gegensinnig orientierten loxP-Stellen durch cre rekombiniert werden, was in einer Inversion der gesamten
Tag-Sequenz resultiert und Expression ermdglicht.

»Sense”-Orientierung gebracht werden (Abb. 17). Der induzierbare Ansatz birgt einen
weiteren Vorteill. Es sollte keine Beeintrachtigung der Zichtung aufgrund frihzeitiger
tumorbedingter Lethalitdt auftreten.

5. Partielle Onkogen-Expression. Um die unphysiologische Situation zu vermeiden, dal3 wie
bei den meisten herkdbmmlichen Onkogen-transgenen Systemen jede Zelle des Gewebes
das Onkogen exprimiert und potentiell transformieren kann, sollte die Onkogen-Induktion
nur in einem Tell der Leberzellen stattfinden konnen. Hierzu sind zwel Ansdtze
vorgesehen (Abb. 18):

a) Alb-creER™ transgene Tiere exprimieren konstitutiv cre als Fusionsprotein mit der
mutierten Ligandbindungsdoméne des intrazelluléren Steroid-Rezeptors (ER™). Das
Protein wird erst nach Gabe von Tamoxifen aus dem Zytoplasma in den Nukleus

transloziert und kann dort die cre-vermittelte Rekombination katalysieren (Abb 18 C).
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Der Umfang der rekombinierten Zielzellen sollte mit Menge und Zahl der Tamoxifen-
Injektionen regulierbar sein.

b) Applikation von Liposomen, die einen Vektor enthalten, der cre-Rekombinase unter
Kontrolle des Albumin-Promotors exprimiert. Nur ca. 1 und 5 % der Hepatozyten
nehmen Liposomen nach i.v. Injektion auf und exprimieren das importierte Gen (Abb.

18B).
AST/ATI
A. B.
— ) Verpaarung mit Tamoxifen;
Injektion von Liposomen, induzierbaren
die Alb-cre-kodierendes Alb-creER ™-Mausen und
Plasmid enthalten anschlieRender Tamoxifen-
Applikation
A_Ib-cre- 4-OH- AST x
Liposomen Tamoxifen Alb-creER™
C.AST/ATI x l
cre-del
autochthone
L ebertumoren
alle Hepatozyten nur ein Teil der Hepatozyten
exprimieren Tag exprimiert Tag

Abb. 18 : Zwei Strategien fur die Applikation von cre-Rekombinase, um nur eine partielle Aktivierung
des Onkogens zu erreichen.

Gefloxte Zielkonstruktméuse AST oder ATl exprimieren nach Verpaarung mit cre-deleter-Tieren (C) in dlen
Hepatozyten SV40 T-Antigen. Injiziert man jedoch Liposomen, die ein Cre-kodierendes Plasmid enthalten in
AST- oder ATI-Tiere sollte die geringe Gentransfer-Rate in Hepatozyten in vivo nur zu einer partiellen Induktion
der Tag-Expression fuhren (A). Eine zweite Méglichkeit beruht in der Verpaarung der gefloxten Méause mit Alb-
creER™-Tieren, deren cre-.Rekombinase erst nach Applikation des Steroids 4-Hydroxytamoxifen in den
Zellkern trangloziert und Rekombination ermdglicht (B). Hierbei sollte sich die Penetranz der Rekombination
Uber die 4-OH-Tamoxifen-Dosis regulieren lassen.
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1. Herstellung konditional Onkogen-transgener M ause

Im ersten Teil wird die Generierung der gefloxten Zielkonstrukt-M &use beschrieben.
1.1. DNA-Konstrukte (ATI, AST)

Herstellung der floxstop-K assette

Das 3'-Ende des lacZ-Gens (b-Galaktosidase) inklusive SV40-Polyadenylierungssignal
(3320 bis 4229 von pSVb, Clontech) wurde Uber Primer (5 und 3'-floxstop), deren 5 -Enden
mit loxP-Sequenzen und EcoRI-Schnittstellen versehen sind, mittels PCR amplifiziert. Die
beiden loxP-Sequenzen wurden in der gleichen Orientierung angehangt. Um einen verfrihten
Tranglationsstart durch ATG-Startkodons in der nichtpalindromischen Sequenz zu vermeiden,
wurden die loxP-Sequenzen in der Abb. 19 abgebildeten Orientierung eingesetzt. Die Kassette
ist ca. 1kb grof3 und wurde von Rainer Constien hergestellt.

loxP 3'- Endevon lacZ SV40 polyA loxP
A n
q—(’_l ( )I > TTL
Hindl11 EC;RI Nrul bp 3320 — 4229 Nrul E‘;R' Pstl
—
P = |[ATAACTTCGTATA| ATGTATGC| TATACGAAGTTAT]
AN /
loxP Palindrom

Abb. 19 : Genskizze des floxstop-K assette (A) und der loxP-Sequenz (B).

(A) Die beiden Pfeile markieren die EcoRI-Schnittstellen, Uber die die Kassette in einen Vektor kloniert wurde.
(B) Gensequenz der Erkennungsstelle der cre-Rekombinase. Abklrzungen : lacZ = Gensegquenz der b-
Galaktosidase; SV40-polyA, (A), = SV40 Polyadenylierungsstelle.

Her stellung des Albumin-floxstop-Tag-K onstrukts (AST)

Aus dem Plasmid pBS-SKII*-Tag WT (zur Verfigung gestellt von Ruth GanR) wurde
durch Doppelverdau mit Xbal und BamHI ein 2,7kb grof3es Fragment gewonnen, das fir die
friihe Region des SV40 Virus kodiert, und das tiber klebrige Enden in pBS-SKII™ (Stratagene,
La Jolla, CA, USA) ligiert wurde. In die EcoRI-Schnittstelle vor dem Tag-Fragment wurde
das EcoRlI-verdaute PCR-Produkt der floxstop-Kassette gesetzt. Anschlief3end wurde die
Sequenz des Albumin-Promotors und -Enhancers als 3,8kb grof3es Sall-Fragment in die Sall-
Schnittstelle 5° vor die floxstop-Kassette zum fertigen AST-Konstrukt eingefligt (Abb. 20a).
Far die Mikroinjektion in befruchtete Oozyten wurde das Konstrukt mit Kpnl und Sacl
doppelverdaut und so von den V ektorsequenzen getrennt.
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Herstellung des Albumin-floxTaginver s-Konstrukts (ATI)

Zur Herstellung des Konstrukts, in dem die Tag-Sequenz in inverser Orientierung hinter
dem Albumin-Promotor positioniert und von gegensinnig orientierten loxP-Stellen flankiert
ist (ATI-Konstrukt, Abb. 20b), wurde die Sequenz, die fir die friihe Region des SV40 kodiert,
Uber Primer amplifiziert, deren Uberstehende 5 -Enden loxP-Sequenzen und Schnittstellen fr
Xbal und Kpnl besitzen. Die beiden loxP-Stellen gelangen dabel in entgegengesetzte
Orientierung. Das PCR-Produkt wurde mit Xbal und Kpnl doppelverdaut und in die
entsprechenden Schnittstellen in pUC19-Alb-P/E (Pharmacia Biotech, Freiburg) eingeflgt, so
dass die Tag-Sequenz in inverser Orientierung 3° zum Alb-Promotor zu liegen kommt und
eine Rekombination durch cre-Rekombinase zur Inversion der Tag-Sequenz und damit zur
Expression fuhrt. Das fertige Konstrukt wurde mit Sphl- und Kpnl-Doppelverdau von den
V ektorsequenzen befreit, aufgereinigt und in Zygoten mikroinjiziert.

Beide Konstrukte wurden subkloniert und durch Sequenzierung auf ihre Fehlerfreiheit hin
Uberprift. Die Deletierbarkeit bzw. Invertierbarkeit der floxstop-Kassetten wurde
nachgewiesen durch Transformation der fertigen Konstrukte in cre-Rekombinase
exprimierende Bakterien (294-cre; Buchholz et al.,, 1996) und anschliefendem
Restriktionsenzymverdau.

Albumin-Promotor/Enhancer floxstopKassette SV 40 friihe Region
a) AST (3,8kb) (1kb) (2,7kb)

Kpnl Sal Sall EcoRlI EcoRlI Sacl

Albumin-Promotor/Enhancer 1oxe - SV40 friihe Region 1oxp

b) ATI (3,8Kb) “‘L’< (2,7kb) |
Sall Sphi Sl Xbal Kpnl
Okb 1kb 2kb 3Kkb 4kb 5kb 6kb 7kb 8kb

Abb. 20 : Genskizze der mikroinjizierten Alb-floxstop-Tag (AST) und Alb-floxTag-invers (ATI) DNA-
Konstrukte. Abkiirzungen : loxP = Erkennungssequenz der cre-Rekombinase.

1.2. Transgene Mauslinien mit Integration der AST und ATI-Konstrukte

Beide Konstrukte wurden in den ménnlichen Vorkern befruchteter Eizellen aus
(C57BL6XCBA)F1 x (C57BL6XCBA)F1 Verpaarungen injiziert. Die manipulierten Zygoten

wurden in scheinschwangere BALB/c Weibchen transferiert.
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Das AST-Transgen konnte in 5 von insgesamt 74 Jungtieren mittels Southern Blot
nachgewiesen werden (Linie 49, 60, 61, 65, 72; Abb. 21A). Die 5 Linien zeigen deutliche
Unterschiede in der Zahl der Transgen-Kopien. Durch partiellen Verdau der Schwanz-DNA
konnte bei der Linie 60 eine Kopf-zu-Schwanz-Orientierung der Transgen-Kopien sichtbar
gemacht werden (Abb. 21B). Dieser Aufbau des transgenen Lokus ist von Vorteil fir das
induzierbare System, da somit nur Deletionen von gleichsinnig orientierten loxP-Stellen und

keine unerwuinschten Inversionen von gegensinnig orientierten loxP-Sequenzen moglich sind.

A B

5AST-Linien
|

| |
4960 61 65 72 Nel

7

“3165] L -
: 42 11 113 4.2 1 1
partieller Sonde S

Verdau 1 kb S

21kb —
6,5 kb

bb. 21 : Die5 generierten AST-Linien unterscheiden sich in der Zahl der integrierten Transgenkopien.

A) Schwanz-DNA der verschiedenen Linien wurde mit Ndel verdaut und mit der angegebenen DNA-Sonde
hybridisiert. B) Partieller Ndel-Verdau des AST-Konstrukts fuhrt zu 3 verschieden grof3en Banden (Nachweis
der Kopf-zu-Schwanz-Orientierung am AST-Genlokus). Abkirzungen : Tag = SV40 ,friihe Region*; AST =
Albumin-floxstop-Tag.

Das ATI-Konstrukt wurden in 9 von 30 Jungtieren nachgewiesen, allerdings gaben nur
2 Tiere das Transgen an die Nachkommen weiter (Linie 1, 14). Abb. 22 zeigt Southern Blot
Signale fir diese 2 Linien.

Linie: 1 14

e | .-

Abb. 22 : Zwel ATI-Linien konnten etabliert werden.
Schwanz-DNA von Tieren der ATI-Linien 1 und 14 wurde mit Hindlll verdaut und mit einer T-Antigen-
spezifischen DNA-Sonde hybridisiert.
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1.3. Verpaarung der verschiedenen AST- und ATI-Linien mit cre-deleter

Um festzustellen, ob die Konstrukte in den einzelnen ATI- und AST-Linien
rekombiniert werden kénnen und Tumoren entstehen, wurde jede Linie mit Tieren verpaart,
die cre-Rekombinase unter einem ubiquitéren Promotor konstitutiv in alen Geweben
exprimieren (Schwenk et al., 1995; Lakso et al., 1996).

A
k) Hindll1 => DNA-Sonde fir
1 kbp — hern Blot (1 k
floxstop-K assette Southern Blot (1 kbp)
Alb-Promotor loxP SV40-Tag

| J

=> PCR-Produkt : 1,4 kbp
B

1 330 670 2660  Vorlaufer-RNA des
grofRen und kleinen

T-Antigens
Alb-Promotor SV40-Tag
E ’ . —_— MRNA/CDNA  des
grof3en T-Antigens
=> PCR-Produkt : 0,4 kbp = => RT-PCR-
Produkt (150 bp)

Abb. 23 : Graphische Darstellung der cre-vermittelten Rekombination des AST-Konstrukts und der
Sequenzabschnitte, die mit Hilfe von PCR, Southern Blot und RT-PCR nachgewiesen wer den.
Abkirzungen : P1 = 5"-floxstop-del-Tag-Primer; P2 = 3'-floxstop-del-Tag-Primer; P3=SV6 ; P4=SV6; HIll =
HindlIl.

Abb. 24 zeigt die Ergebnisse von Southern Blot auf Schwanz-DNA, PCR auf Leber-
DNA und Lebertumorentstehung bei ASTxcre-deleter bzw. ATIxcre-deleter Tieren.
Abbildung 23A gibt einen Uberblick (ber die verwendeten Nachweismethoden fir
Transgenanwesenheit und Rekombination im Mausgenom.

Alle Tiere der AST- und ATI-Linien, die zusétzlich das cre-Transgen tragen, zeigen
eine deutliche Reduktion des Tag-Signals im Southern Blot im Vergleich zu einer
nichtrekombinierten Kontrolle der Linie 60 (Abb. 24A). Dies erklart sich durch eine Deletion
von Sequenzen, die von gleichsinnig orientierten loxP-Stellen umrahmt sind, so dali3
vermutlich von mehreren integrierten Transgen-Kopien nur eine im transgenen Lokus zurtick
bleibt. Diese Vermutung wird ebenfalls durch die gleichméfdig geringe Signalstérke bei alen
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ATI- und AST-Linien nach Rekombination gesttitzt, obwohl die AST-einzeltransgenen Linien
deutliche Unterschiede in der Kopienzahl aufweisen. Ursache der vollstandigen
Rekombination ist wahrscheinlich die lebenslange Expression der cre-Rekombinase in allen
Zellen, die ihre Arbeit erst einstellt, wenn keine gleichsinnig orientierten loxP-Stellen mehr
vorhanden sind.

Die tatsachliche Deletion der floxstop-Kassette in Lebergewebe von ASTxcre-deleter-
Tieren konnte durch PCR nachgewiesen werden. Das Primerpaar wurde hierfir wie in Abb.

AST AST x cre-deleter ATI X cre-deleter

Linie 60 49 60 61 65 72 1 14
A) Southern Blot :

o | .. - ..

Tag |

B) PCR : unrekomb. | s _
nicht
rekombiniert PR — - — durchgefuihrt
C) Karzinomeund deren Vorformen in der Leber :
Alter
1.—-12. Woche: 00 00 1A/6 0/0 1A+ 5v/6  0/0
1K/3
13. —23. Woche: 1A/3 0/0 05 02 072 v+ 0/0
1A/2
24. —32. Woche: 02 01 01 03 04 2K/2 6K/6
33.-52. Woche: 00 04 06 02 00 1K/1  0/0
Tumorengesamt: 1/5 0/5 118 0/7 2/9 311 6/6

Abb. 24 : DNA-Rekombination, Tag-mRNA-Expression und Tumorentwicklung in AST und ATI Linien
nach Verpaarung mit , cre-deleter” Tieren.

A) Southern Blot auf Hind Ill-verdaute Schwanz-DNA durch Hybridisierung mit Hindlll-generierter DNA-
Sonde. Die Sonde detektiert Sequenzbereiche des Tag- as auch des cre-Konstrukts. B) PCR auf Leber-DNA
von ASTxcre Tieren mittels floxstop-del-Tag-Primern. C) Entwicklung von Tumorvorformen bzw.
makroskopisch sichtbaren Lebertumoren. Angegeben ist die Zahl der Tiere, die Vorformen von Tumoren (V =
Hyperplasien, Dysplasien, u.d), Adenome (A) oder Karzinome (K) tragen im Verhdtnis zur Gesamtzahl
analysierter Tiere. Es wurden jeweils nur die weitesten Stadien der Tumorentwicklung genannt. Abkirzungen :
AST = Alb-floxstop-Tag; ATI = Albumin-floxTag invers;, Tag = SV40 T-Antigene.
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23A dargestellt, homolog zu Sequenzen 5 und 3" der floxstop-Kassette ausgewahlt, so dal
bei Rekombination ein um 1kbp kleineres PCR-Produkt entstehen mul3. ASTxcre-deleter-
Tiere aler 5 Linien zeigen vollstandige Deletion der floxstop-Kassette. Auch hier zeigt das
schwécher werdende PCR-Signal die reduzierte Transgenzahl an.

Nach dem Nachweis erfolgreicher cre-vermittelter Rekombination war die
entscheidende Frage somit, ob ASTxcre-deleter bzw. ATIxcre-deleter Tiere Lebertumoren
entwickeln konnen. Abbildung 24C fald die Tumorentwicklung in den doppeltransgenen
Tieren der 7 Linien zusammen.

Hier zeigt sich, dald die AST-Linien nur unzuverléssig Tumoren entwickeln. Nur 4 von
44 analysierten Tiere wiesen Leberkarzinome oder -adenome auf. Die wenigen
tumortragenden Tiere der Linien 49, 61 und 72 zeichnen sich auerdem durch eine sehr
variable Kinetik in der Tumorentstehung aus. So zeigte eines der beiden 8 Wochen alten
doppeltransgenen Tiere der Linie 72 noch die gutartige Vorform (Adenom) eines
L eberzellkarzinoms (Gewicht 1,3 g; entspricht dem Gewicht einer normalen Leber), wéhrend
das andere, gleichalte Tier schon zahlreiche Karzinome aufwief3, so dal? das L ebergewicht auf
8,49 angestiegen war. Doppeltransgene Tiere der gleichen Linie, die mit bis zu 32 Wochen
deutlich ater waren als die beiden eben beschriebenen zeigten alerdings keinerlel Hinweise
auf Tumorentstehung.

Im Unterschied zu den AST-Linien ergab sich in den beiden ATI-Linien ein positiveres
Bild. In allen analysierten doppeltransgenen ATIxcre-deleter Tieren der Linie 14 konnten
L eberkarzinome nachgewiesen werden. Funf von sechs 24 bis 32 Wochen alte Tiere trugen
aufgrund massiven multifokalen Tumorwachstums 8 bis 16 g schwere Lebern. Nur ein Tier
trug mit 2g einen deutlich kleineren Tumor. Linie 1 ergab ein dhnliches Bild. Alle Tiere, die
alter als 24 Wochen waren hatten L eberzellkarzinome entwickelt. Abbildung 25 zeigt Lebern
einer ATl und einer ATIxcre-deleter Maus im Alter von 8 Monaten. In 7 von 8 Tieren, die
zwischen 6 und 24 Wochen alt waren, konnten histologisch Vorstadien der Tumorentstehung
festgestellt werden. Die Entwicklung beginnt mit einzelnen hyperplastischen Hepatozyten, die
haufig pleomorphe Nuklel (Abb. 26 B) und gelegentlich Kernvakuolen aufweisen. Die
Gesamtleberstruktur erscheint noch wenig gestort, gehaufte und atypische (tripolare) Mitosen
sind jedoch schon vermehrt anzutreffen. In dieser Phase existieren bel einigen Tieren auch
entzindliche Infiltrate, die moglicherweise durch die Expression von Tag oder durch den
Transformationsprozeld selbst ausgel0st werden. In spateren Stadien kdnnen sogenannte Foci
auftreten, die bei Onkogen-transgenen Mausen haufig anzutreffen sind. Diese frihen
pramalignen L&sionen fihren zur Entwicklung von Hepatozellul&ren Adenomen (Abb. 26C),
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die sich durch eine scharfe Abgrenzung vom umliegenden Gewebe, spharische Ausdehnung

ATl X cre-deleter ATIl4

Abb. 25: Lebern von ATl (rechts) und ATl x cre-deleter (links) Tieren.

Beide Tiere waren 8 Monate at. Das Gewicht der Leber der ATl xcre-deleter Maus betrug 16 g, das der ATI;-
Maus nur 1,4 g bei vergleichbarem Korperrestgewicht von 25 g. Der Mal3stab gibt die Grofe in Zentimetern
an.

Abb. 26 : HE- und PAS-Féarbungen auf Paraffinschnitten auf Lebern von AST; und ASTixcre-de-
Tierenn.

Paraffinschnitte der Lebern von AST; (A) und AST xcre-deleter Tieren verschiedenen Alters (B : 2 Monate; C :
3 Monate; D : 6 Monate) wurden mittels HE- bzw. PAS-Farbung behandelt, um Gewebestrukturen sichtbar zu
machen. In Klammern sind die VergrofRerungen der Schnitte angegeben. HE = Hamatoxylin-Eosin; PAS =
Periodic Acid Schiff (Glykogenférbung).
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und Fehlen ener Abkapselung auszeichnen. Makroskopisch sind sie aufgrund von
Fetteinlagerung als helle Flecken, die Uber die Oberfléche erheben zu erkennen. Sie enthalten
meist keine Triaden (strukturelle Einheit aus Leberpfortader, Leberarterie und Gallengangen)
mehr, da diese nach auf3en gedrangt werden. Teilweise verlieren sie Glykogen, was durch eine
PAS-Férbung sichtbar gemacht werden kann (Abb. 26C). Aus Adenomen entwickeln sich
einzelne Zellen zu Hepatozelluldren Karzinomen (HCC) (Abb. 26D und Abb. 25). In diesem
Endstadium ist die normale Leberarchitektur nahezu vollstéandig zerstért. HCCe kodnnen
mehrere Zentimeter Durchmesser und eine gelblich-beige (Fetteinlagerung) bis schwarze
(Nekrose) Farbe annehmen. Histologisch konnen die vollstandig transformierten Hepatozyten
sowohl klein- as auch grof3zellig sein. Zum Teil gehen sie direkt in umliegendes Gewebe
Uber oder bilden eine Bindegewebsschicht um sich herum aus und komprimieren benachbarte
Areale (Abb. 26D). Alle Tiere der ATI-Linien, die 6 Monate oder &lter waren, trugen
multifokale HCC. Da alle Hepatozyten Tag exprimieren kdnnen, gibt es keine Areale in der
Leber mehr, die eine unmodifizierte Struktur aufweisen. Histologisch gibt es keinen Hinweis
auf Tag-Expression in anderen Leberzellen als den Hepatozyten. Gallengangsepithelzellen,
Ito-Zellen, sinusoidalen Endothelzellen, Kupffer-Zellen, Dendritischen Zellen und Leber-
assoziierten Lymphozyten zeigten keine Anomalien.

Die Verpaarung der 5 AST- und 2 ATI-Linien mit cre-deleter Tieren, die cre-
Rekombinase in allen Korperzellen exprimieren, ergab zuverldssige und mit 6 Monaten
hinreichend schnelle Entstehung von Hepatozelluldren Karzinomen in beiden ATI-Linien.
Von den 5 AST-Linien wiesen jedoch nur 3 Linien Gberhaupt Transformation auf. Da nur
einzelne Tiere Adenome oder Karzinome in der Leber entwickeln schienen diese Linien
ungeeignet fur die weitere Verwendung.

1.4. Korrelation von Tag-Expression und Tumorentwicklung in ASTxcre-deleter und
ATIxcre-deleter Tieren.

Obwohl in ASTxcre-deleter Tieren Rekombination des AST-Konstrukt stattfindet
entstehen selbst in 9 Monate alten Mé&usen keine makroskopisch sichtbaren Tumoren. Eine
Moglichkeit dies zu erkldren ist keine oder eine zu schwache Expression des grofen T-
Antigens. Um zu klédren, ob doppeltransgene Tiere der einzelnen Linien auch mRNA des
grofRen T-Antigens exprimieren wurde RT-PCR auf cDNA der Leber von diesen Mausen
analysiert. In Abbildung 27 ist die RT-PCR auf Leber-cDNA jeweils eines Tieres der
verschiedenen Linien dargestellt. Bel Linie AST-Linie 49 und 72, sowie ATI-Linie 1 und 14
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handelte es sich um tumortragende Tiere (Adenome oder Karzinome), wahrend Tiere der
Linie 60, 61 und 65 kein makroskopisch sichtbaren Tumoren aufwiesen.

Es zeigt sich, dal3 nur in den Tieren mit Lebertumoren Tag-Expression nachweisbar ist.
Die Stéarke der Expression scheint mit der Geschwindigkeit der Tumorentstehung zu
korrelieren, da das Tier der Linie 72 mit starker Tag-Expression schon nach 3 Monaten ein
Karzinom aufweist, wahrend Linie 49 mit deutlich schwécherer Expression im Alter von 5
Monaten erst Adenome generiert hat. Die Ursache fur die unterschiedliche Expression in den
einzelnen Linien liegt vermutlich an den verschiedenen Integrationsorten der Transgene.
Benachbarte regulatorische Sequenzen konnten die Aktivitat des Albumin-Promotors und —
Enhancers beeinflussen. Dieses Phanomen ist schon bel zahlreichen transgenen Linien
beschrieben worden.

ASTxcre-del ATlIxcre-del

Linie 49 60 61 65 72 1 14

HGPRT | W W D D -

groResTag | WM “

Lebertumor : Ad - - - Ka Ka Ka

Alter (Monate) : 5 6 7 6 3 6 6

Abb. 27 : RT-PCR auf Leber-mRNA der 7 gefloxten Linien nach Verpaarung mit cre-deleter.

Leber aus tumortragenden (Linie 49, 72, 1, 14) und tumorfreien Tieren (Linie 60, 61, 65) der verschiedenen
Linien wurde entnomen, cDNA generiert und auf Anwesenheit von HGPRT-cDNA durch HGPRT1- und
HGPRT2-Primer und cDNA des grof3en T-Antigens durch SV6- und SV9-Primer analysiert. Die Inzidenz
von Adenomen (Ad) oder Karzinomen (Ka) und das Alter ist flr die einzelnen Tiere angegeben.

1.5.Tag-Expression ohne Rekombination in ATl 1/14-Tieren aber nicht in AST7z,-Tieren.

Nachdem die Zuverlassigkeit der Tumorentwicklung in doppeltransgenen Tieren
untersucht war, muféte geklart werden, ob die einzeltransgenen nicht-rekombinierten ATI
(Linie 1 und 14) bzw. AST-Tiere (Linie 72) Tag-Expression oder sogar Transformation
aufweisen.

In Lebern von AST72-Tieren konnte keine Tag-mRNA detektiert werden (Abb. 28A).
Die Stop-Kassette, die zwischen Promotor und Strukturgen eingeftigt wurde verhindert somit
effizient die Expression von Tag. Unerwiinschte Expression wurde auch fur den ATI-Lokus
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untersucht. Im Unterschied zum AST-Lokus wurde hier aber eine schwache Tag-Expression
mittels RT-PCR nachgewiesen, die jedoch nicht zur Transformation von Hepatozyten
auszureichen scheint (Abb. 28B). Eine Erklarung fir diese Beobachtung beruht auf einem
transgenen Konstrukt von Hanahan (Hanahan, 1985; Adams et al., 1987). Er unternahm
Mikroinjektionen mit einem Konstrukt, in dem der Ratten-Insulin-Promotor in umgekehrter
Orientierung vor der Tag-kodierenden Sequenz positioniert war (RIR-Tag von , Rat Insulin
Reverse"). Uberraschenderweise exprimierten die resultierenden transgenen Tiere Tag und

A AST72 AT|1 AT|14

xcreddeter - F - - +

HGPRT

grol3es T-Antigen _. . ‘

Abb. 28 : Geringe Tag-Expression in Lebern von ATI;- und ATl4-Tieren fuhrt histologisch nicht zur
Transformation von Hepatozyten.

A. Aus Lebern von AST7; bzw. ATly 14 einzeltransgenen und ASTzxcre-deleter bzw. ATlygxcre-deleter
doppeltransgenen Tieren wurde Gesamt-RNA gewonnen und in cDNA umgeschrieben. Verwendete Primer
und Bedingungen der nachfolgenden PCR auf HGPRT und grofes T-Antigen sind im Methodenteil
beschrieben. B. Histol ogische Analyse eines Paraffinschnittes der Leber einer ATI;-Maus.

entwickelten Hyperplasien in den b-Zellen des Pankreas (was bei uns jedoch nicht zu sehen
ist). Bel genauer Betrachtung des ATI-Lokus unserer transgenen Tiere ergibt sich eine
ahnliche Situation wie in RIR-Tag-Tieren. Ursache ist die Kopf-zu-Schwanz-Orientierung der
Transgenkopien am Lokus. Dabel kommt der Albumin-Promotor eines Konstrukts in
umgekehrte Orientierung vor die Tag-kodierende Sequenz des benachbarten ATI-Transgens
(Abb. 29). Um zu testen, ob diese Uberlegung die Tag-Expression erklaren kann, wurden
ATI-Tiere generiert, die nur eine Transgen-Kopie tragen und bel der sich die Tag-kodierende
Sequenz in der ursprunglichen inversen Orientierung befindet. Da ATIxcre-deleter-Tiere Cre
auch in der Keimbahn exprimieren geben sie den rekombinierten ATI-Lokus an die
Nachkommen weiter. Bei vollstandiger Rekombination enthalten die Keimzellen nur eine
Transgen-Kopie, die sich entweder in der Sinn- oder Gegensinn-Orientierung befindet. Durch
Verpaarung mit CBA-Tieren wurde das cre-Transgen entfernt, um eine erneute Inversion zu
verhindern. Die Nachkommen, deren Tag-Sequenz in Sinn- oder Gegensinn-Orientierung
hinter dem Promotor positioniert ist, wurden nochmals mit CBA gekreuzt, um neue Linien zu
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generieren, die erneut auf Tag-Expression getestet werden konnen. Abb. 30 falit die
Ergebnisse der RT-PCR und der histologischen Analyse von zwel rekombinierten ATI-Linien
(ATIrek) zusammen.

ATI S LA SN 2 —

-------- >
RIR  Tag
RIR-Tag mm
-------- >

Abb. 29: Graphischer Vergleich der Genloci in ATI und RIR-Tag Tieren.

Durch die Kopf-zu-Schwanz-Integration der ATI-Konstrukte in das Mausgenom entsteht eine Promotor-zu-Gen-
Orientierung, die in RIR-Tag Tieren Expression von Tag ermdglicht. Schraffiert sidn die entsprechenden
Bereiche der injizierten Konstrukte. Abklrzungen : Alb-P/E = Albumin-Promotor/Enhancer; ATI = Albumin-
floxTaginvers, RIP = Ratteninsulin-Promotor; RIR = Rat Insulin Reverse; Tag = grofes und kleines T-Antigen
von SV40.

Drei der ATI;-Tiere weisen eine schwache Tag-Expression auf (Abb. 30A Spuren 1-3),
die nicht zur Transformation von Leberzellen ausreicht. Eine der rekombinierten Linien (Abb.
30 Spur 5) zeigt keinerlei Tag-Expresion wahrend die andere ATIrek-Linie Tag nicht nur
stérker exprimiert als ATI (Spur 4), sondern auch histologisch Transformation in Form von
hyperplastischen Hepatozyten mit pleomorphen Nuklei und entzindlicher Infiltration
nachweisbar ist.

A ATI ATl rek. Bideniis g,
1 2 3 4 5 5
HGPRT | S S ate o

grof3es T-Antigen . —

1Ry

Transformation = - - + - Soln e

Abb. 30: Expression der mRNA desgrof3en T-Antigensin Lebern rekombinierter ATI-Linien.

A. ATl; x cre-del-Tieren wurden mit CBA verpaart. Zwei ATl;-positive und cre-negative Nachkommen wurden
erhalten und erneut mit CBA verpaart, um zwei neue Linien mit stabil reakombiniertem ATI-Lokus zu etablieren
(ATIy rekombiniert). Diesen Nachkommen wurden zusammmen mit ATI—Tieren im Alter von drei Monaten
Lebern entnommen und RT-PCR auf HGPRT und SV40 grof3es T-Antigen durchgefihrt. B. HE-Farbung auf
Paraffinschnitt der Leber des Tag-exprimierenden ATIirek-Tieres (A. Spur 4). Markierung 1 zeigt pleomorphe
Nuklei und Markierung 2 entziindliche Infiltration.
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Wir konnten zwel neue Linien generieren, die jeweils nur eine Alb-floxTag-
Transgen-Kopie besitzen und die Tag-Sequenz entweder in Sinn- oder Gegensinn-
Orientierung enthalten. Sinnorientierung fuhrt zu konstitutiver Tag-Expression und
Transformation. Tiere mit Tag in Unsinn-Orientierung weisen keine undichte Expression
mehr auf. Die nicht-exprimierende ATIrek-Linie erfllt somit die notwendigen Kriterien,
um siein nachster Zukunft weitergehend auf ihre Induzerbarkeit zu analysieren.

1.6. Gewebespezifitat der Tag-Expression und Metastasierung nach ubiquitarer

Rekombination

In anderen Mausmodellen, in denen Tag unter einem |eberspezifischen Promotor
exprimiert wurde, fuhrte ektopische Expression Transformation in anderen Zellen als
Hepatozyten. So fihrte die Verwendung des al-Antitrypsin-Promotors zu Hyperplasien in
Pankreas, Niere und Magen (Sepulveda et al., 1989) und der a-Amylase-Promotor zu
malignen Tumoren in braunem Fettgewebe (Fox et al., 1989). Ursache dafir ist vermutlich
die Integrationsstelle im Genom, wo benachbarte regulatorische Sequenzen die Steuerung des
transgenen Promotors beeinflussen konnen. Aul3erdem wurde die Expression von
»leberspezifischen® Genen (CRP, SAP) unter physiologischen Bedingungen im Thymus
nachgewiesen (Klein et al., 1998). Neben ,ektopischer* Expression wurde auch
Metastasierung bel Lebertumor-Modellen in der Maus beschrieben. Die Verwendung des
Albumin-Promotors fihrte z.B. zu Lungenmetastasen (Sandgren et al., 1989; Hino et al.,
1989).

Da unsere ATIl;- und ATly4 —Tiere durch die Verpaarung mit cre-deleter-Tieren in
Zellen aler Organe rekombinierte Konstrukte tragen, ist ausschlieffdlich die Gewebespezifitét
des Albumin-Promotors entscheidend fir ektopische Expression. Keines der untersuchten
ATIxcre-deleter-Tiere wies makroskopisch sichtbare Abweichungen von der normalen
Gewebebeschaffenheit der Organe auf. Um beide ATI-Linien engehender auf
Tumorentstehung aulerhalb der Leber und Metastasierung von Hepatozelluldrem Karzinom
zu untersuchen wurden verschiedene Organe aus neun ATIxcre-deleter Tieren, die massive
multifikale Leberzellkarzinome im fortgeschrittenen Stadium aufwiesen und zwischen 6 und
9 Monate alt waren (Abb. 25), entnommen und histologisch untersucht. Abbildung 31 zeigt
représentative HE- bzw. PAS-Farbungen auf Paraffinschnitten von Niere, Herz, Pankreas,
Milz, Lunge, Dinndarm, Nebenniere, Leber und Thymus eines Tieres.

In keinem der Organe konnte mittels histologischen Methoden eine Abnormalitét
festgestellt werden, die auf Metastasierung oder ektopische Transformation hinweisen wiirde.
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Abb. 31: HE- bzw. PAS
Farbung auf

Par affinschnitten eines
tumortragenden ATI, X cre-
deleter Tieres.

Einem 8 Monate altem :
ATIxcre-deleter Tier der Linie
1 wurden die angegebenen
Organe entnommen, in
Formalin fixiert, in Paraffin
eingebettet und
Gewebestrukturen mit Hilfe
einer HE-Farbung (fur
Dunndarm, Lunge, Herz, Milz,
Pankreas) bzw. einer PAS-
Farbung (Niere, Nebenniere)
sichtbar gemacht. Die
VergrofRerung der Schnitteist
jeweilsin Klammern vermerkt.

Somit kénnen wir davon ausgehen, daf3 eine funktionell relevante Expression von
Tag nur in Hepatozyten stattfindet. Auch Metastasierung in die untersuchten Organe findet

zumindest bis zum Alter von 9 Monaten nicht statt.
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1.7. b-Aktin-floxstop-Tag (BAST)

Die beiden beschriebenen gefloxten Konstrukte erlauben aufgrund des Albumin-
Promotors nur die Entwicklung von Lebertumoren. Um die Mdglichkeit zu haben, Tumoren
auch in anderen Organen induzieren zu konnen aber nicht fir jedes Gewebe eine neue
gewebespezifische gefloxte Maus generieren zu missen, wurde eine dritte gefloxte transgene
Maus generiert, die statt des Albumin-Promotors den Promotor des humanen b-Aktin-Gens
tragt. Da b-Aktin als Bestandteil des Zytoskeletts in vermutlich allen Geweben und
Entwicklungstufen der Maus exprimiert wird, kann durch Verpaarung mit einer
gewebespezifischen konstitutiven oder konditionalen cre-Maus Tumoren in den
verschiedensten Geweben induziert werden. Dieser modulare Aufbau ist ein entscheidender
Vorteil des cre/loxP-Systems und wird mit jeder neuen gewebespezifischen cre-transgenen

Mauslinie vielseitiger einsetzbar.

Herstellung des b-Aktin-floxstop-Tag-K onstrukts (BAST)

Die Konstruktion des Plasmids erfolgte analog zum Albumin-floxstop-Tag-Konstrukt.
Aus dem Plasmid pSLhbAPr-lacZ-pA (von Heke Popperl, DKFZ Heidelberg
freundlicherweise zur Verfligung gestellt) wurde der humane b-Aktin-Promotor als 4,3 kb
groRes Fragment Uber Xbal und Sal herausgenommen und in die entsprechenden
Schnittstellen in pUC19 zum pUC19-bAktin-Plasmid eingesetzt. Bevor die floxstop-Tag-
Kassette in dieses Konstrukt eingefligt werden konnte, musste sie aus dem pBS-Alb-floxstop-
Tag Konstrukt mit EcCORV und Spel ausgeschnitten und Gber stumpfe Enden in die Pvull-
Schnittstelle von pSP72 kloniert werden. Aus diesem als Xhol/Sall-Fragment gewonnen
wurde die Kassette in die Sall-Schnittstelle 3° vom b-Aktin-Promotor in das pUC19-bA-
Plasmid eingesetzt. Fir die Mikroinjektion erfolgte ein Kpnl/Sall-Doppel verdau.

Es konnte bis zum jetzigen Zeitpunkt ein Grindertier identifiziert werden. Ob dieses
Méannchen das Transgen weitergibt und nach Verpaarung mit cre-transgenen Tieren Tumoren
in verschiedenen Organen generiert wird die weitergehende Analyse zeigen.

BAST

b-Aktin-Promotor floxstop-Kassette SV 40 friihe Region
I
[€ 7P
Kpnl Xbal EcoRI EcoRI Sphl  Sal
Okb 1kb 2kb 3kb 4kb 5kb 6kb 7kb 8kb

Abb. 32 : Genskizze desinjizierten b-Aktin-floxstop-Tag DNA-K onstrukts.
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2. Zwel Moglichkeiten cre-Rekombinase zeitlich definiert in das System

einzubringen

Um die physiologische Situation der Tumorentstehung im Patienten moglichst nahe zu
kommen soll die Kanzerogenese erst im erwachsenen Tier zu einem definierten Zeitpunkt
induziert werden konnen. AulRerdem soll nur ein Teil der Hepatozyten Tag nach Induktion
exprimieren, um die Situation in herkémmlichen Onkogen-transgenen Mé&usen zu verhindern,
in denen alle Zellen eines Gewebes das Onkogen herstellen und damit der Kampf gegen den
Tumor aussichtslosist.

Wir haben uns fur 2 unterschiedliche Moglichkeiten entschieden dieses Anliegen zu
realisieren. Erstens die Generierung von transgenen Tieren, die cre-Rekombinase as
Fusionsprotein mit der mutierten Ligandbindedoméne des Ostrogenrezeptors (creER™)
exprimieren, das erst nach Zugabe von 4-Hydroxy-Tamoxifen aus dem Zytosol in den Kern
transloziert wird und dort das gefloxte Konstrukt rekombiniert. Um eine méglichst grofie
Chance auf |eberspezifische Onkogenexpression zu erzielen wurde das cre-ER™ Fusionsgen
wie die gefloxte Tag-Sequenz unter die Kontrolle des Albumin-Promotors gesetzt. Fur diesen
Ansatz miissen die gefloxte Maus (AST oder ATI) und Alb-cre-ER™-Maus miteinander zu
doppeltransgenen Mausen gekreuzt und anschlief3end mit 4-OH-Tamoxifen behandelt werden.

Um Cre schneller und unkomplizierter in AST oder ATI-Tiere einzubringen soll eine
zweite Methode zur Anwendung kommen. Gefloxte Tiere sollen mit Liposomen, die ein cre-
kodierendes Plasmid enthalten, intravends injiziert werden. Ein geringer Teil der Hepatozyten
sollte die Genfahre aufnehmen und Cre exprimieren. Im Folgenden wird die Herstellung der
Alb-creER ™ transgenen Tiere und erste Versuche mit Liposomen als Genfahren beschrieben.

2.1. Alb-creER ' transgene M aus

Herstellung des Alb-creER™-K onstrukts

Aus pcreER™ (Feil et al., 1997) wurde tber Bgl | / Sal 1-Doppelverdau ein 2,9kb grofes
Fragment (enthdt b-Globin-Intron Il vom Kaninchen, kodierende Sequenz fir das
Fusionsprotein aus cre-Rekombinase und der Ligandbindedoméne der Ostrogen-Rezeptor-
MutanteT2 sowie SV40-Polyadenylierungssignal) entnommen und nach Auffillen der Enden
in die Xbal-Schnittstelle 3° vom Albumin-Promotor/Enhancer in pUC19-Alb-P/E Uber
stumpfe Enden eingesetzt. Das Intron soll die Effizienz der Genexpression erhthen (Clark et
al., 1993). Das fertige Konstrukt (Abb. 33) wurde durch Sphl/Kpnl-Doppelverdau freigesetzt,
aufgereinigt und mikroinjiziert.
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Alb-creER'™

Albumin-P/E inron ~ cre ER'™-LBD sv4o-polyA
(3,8kb) (0,8kb) (1kb) (1,1kb)
{ F—:l'(A)n‘l
Sall  Sphi Sall Kpnl
Okb 1kb 2kb 3kb 4kb 5kb 6kb 7kb 8kb

Abb. 33: Genskizze desinjizierten Alb-creER™ DNA-K onstrukts. )
Abkiirzungen : ER™>-LBD = Trippelmutante der Ligandbindedoméne des Ostrogenrezeptors; Albumin-P/E =
Albumin-Promotor/Enhancer; SV40-polyA = SV40 Polyadenylierungsstelle.

Es konnten 6 Grundertiere identifiziert werden, von denen 5 das Transgen an die
Nachkommen weitergaben. Von diesen verbleibenden 5 Linien exprimieren nur zwel die
mRNA fir das creER™-Fusionsprotein. Linie 2 weist ein starkes und Linie 6 ein schwaches
Signal auf (Abb. 34). Diese Tiere wurden mit Reportermdusen verpaart, die nach
Rekombination das fluoreszierende Molekil EGFP (enhanced green fluorescent protein)
herstellen, um die Analyse auf Induzierbarkeit mittels 4-Hydroxy-Tamoxifen (40OHT) zu
erleichtert. Das Ergebnis der Induktion mit 4OHT konnte bis zum Abschluf3 der Arbeit nicht
fertiggestellt werden und wird mit Spannung erwartet.

Linie: 1 2 3 6 7 8

A) Southern Blot : creER™ | s 5

B) RT-PCR : HGPRT - en oo e a»

creER™ e

Abb. 34 : Nachweis des Transgens und dessen Expression in verschiedenen Alb-creER™ transgenen
Linien.

A) Southern Blot auf Eco471-verdaute Schwanz-DNA, hybridisiert mit cre-spezifischer Sonde. B) RT-PCR auf
L eber-cDNA mit HGPRT- und creER" spezifischen Primerpaaren. Linie 1 hat das Transgen nicht weitervererbt,
so dald keine weitere Analyse dieser Linie moglich war.

2.2. Alb-creLiposomen

Herstellung des Alb-cre-Plasmidsfir Liposomenexperimente
Im Unterschied zu den DNA-Konstrukten fir die transgenen Mauslinien wurde hier
eine Kernlokalisationssequenz (NLS) an den Anfang des cre-Gens gestellt, um den Transfer
von Cre in den Nukleus effizienter zu machen. Aus pHD2-NLScrel (von Christoph
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Kellendonk, DKFZ Heidelberg) wurde das NL Screl-enthaltende 1kb grof3e Fragment Uber
HindlIl und Kpnl ausgeschnitten und in die entsprechenden Stellen in pBS SKII™ eingefuigt
um es erneut Uber Xbal und Kpnl freizusetzen und in die entsprechenden Schnittstellen 3™ des
Alb-Promotor/Enhancers gerichtet in pUC19-Alb-P/E einzusetzen.

pUC19-Alb-NL Scre

puUC19
Albumin-P/E NLS Cre Intron SV40-polyA
(3.8kb) (0,3kb)  (1kb) (0,15kb)
5 A ]——
| j‘E_j( )n
Sal Sal  Xbal Kpnl
Okb 1kb 2kb 3kb 4kb 5kb 6kb 7kb

Abb. 35: Genskizze des Alb-NL Scre DNA-Konstrukts.

Abkurzungen : Albumin-P/E = Albumin-Promotor/Enhancer; Intron = Intron der SV40 friihen Region; NLS =
Nukleus-Lokalisations-Sequenz; pUC19 = Sequenz des Klonierungsvektors, SV40-polyA = SV40
Polyadenylierungsstelle.

Herstellung der Liposomen

Das vollstandige Protokoll zur Herstellung von Liposomen ist im Methodenteil
beschrieben. Hier soll nur ein kurzer Abrif3 des verwendeten Protokolls gegeben werden.
Ethergel6ste Lipide (Cholesterol, Phosphatidylserin, Phosphatidylcholin) werden in einem
definierten Verhdltnis gemischt, das Losungsmittel verdampft und das Lipidgemisch in
Wasser mittels Ultraschall zu Liposomen suspendiert. Plasmid-DNA (Alb-creNLS1) wird
zugegeben, das Gemisch schockgefroren, Gber Nacht lyophilisiert und mit HEPES wieder

rekombiniert

PCR (Leber-DNA) f unrekombiniert

1
|
|

AST + Liposomen (Maus#1)

‘ AST x cre-deleter

AST + Liposomen (M aus #2)

Abb. 36 : Partielle Deletion der floxstop-Kassette in Lebern von AST Tieren nach Injektion von Alb-cre
DNA enthaltenden Liposomen.

Alb-cre Liposomen wurden wie im Methodenteil beschrieben hergestellt und intravends in 2 Tiere der AST-
Linie 60 injiziert. Nach 8 Tagen wurden die Lebern der Tiere entnommen und die gewonnene DNA mittels PCR
(floxstop-del-Tag-Primerpaar) auf Rekombination der floxstop-K assette analysiert.
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aufgenommen. Diese De- und Rehydratation fuhrt zu einer Verpackung eines Teils der DNA
in die Liposomen. Da in den weiteren Schritten des Protokolls nur eine weitere Aufreinigung
bestimmter Subpopul ationen von Liposomen stattfindet wurde an diesem Schritt abgebrochen
und die generierten Liposomen in einem Volumen von 200pl (enthdt 10pg DNA) in die
Schwanzvene von gefloxten Tieren injiziert. Da es sich um erste orientierende Experimente
handelte, wurden hierfir Tiere der ASTeo-Linie eingesetzt, deren transgenes Konstrukt
rekombiniert werden kann, allerdings ohne Tumorbildung zu induzieren. Rekombination
sollte auf DNA-Ebene mit Hilfe von PCR nach der Liposomen-Applikation getestet werden.
Abbildung 36 stellt das Ergebnis der PCR dar. Alb-creNL S1-Liposomen-Applikation fuhrt in
2 AST-Tieren zu einer geringen Rekombination des gefloxten Konstrukts in der Leber. Beim
Grofdeil der Transgene findet keine Deletion der Stop-Kassette statt, was durch die
unrekombinierte Bande angezeigt wird. Ob dieser (erwartet und beabsichtigte) geringe Antell
an Rekombination auch zu Tumorbildung fihrt soll in den etablierten rekombinierten ATl ;-
Ma&usen getestet werden.
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Zusammenfassung des zweiten Teils:

Etablierung einesinduzier bar en autochthonen L ebertumor modellsin

der Maus.

Fur die Generierung eines induzierbaren autochthonen Tumormodells haben wir das

cre/loxP-System eingesetzt. Hierbei rekombiniert Cre-Rekombinase loxP-flankierte (gefloxte)
DNA-Sequenzen und induziert die Expression des SV40 groRRen Tumor-Antigens (Tag). Uber

die Verwendung des Albumin-Promotors wird die Transformation auf Lebergewebe

eingeschrankt.

1.

Cre-vermittelte Deletion einer DNA-Sequenz, die Expression des Tag-Transgens
verhindert, fuhrt in 5 transgenen Linien nur unzuverlassig zu Transgen-Expression und

Tumorentwicklung in der Leber. Die Linien wurden nicht weiterverfolgt.

Cre-vermittelteInversion einer invertierten Tag-Sequenzinduziert in 2 transgenen Linien

die Entstehung von multifokalen Hepatozel lularen Karzinomen innerhalb von 6 Monaten.

Transformation findet ausschliefdlich in Hepatozyten statt. Es gibt kein Anzeichen von

Metastasierung des Hepatozellularen Karzinomsin andere Organe.

Onkogen-Expression ohne Rekombination konnte durch Reduktion der Transgenzahl auf

eine Kopie eliminiert werden.

Intravendse Applikation von Liposomen, die ein cre-kodierendes Plasmid tragen, fuhrt zu

partieller Rekombination eines gefloxten Konstruktsin der Leber.

2 transgene Linien, die ein Seroid-induzerbares Fusionsprotein aus Cre und der

Ligandbindedomane des Ostrogenrezeptor s exprimieren, konnten generiert werden.
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V. Diskussion

In dieser Arbeit sollte die Bedeutung von Entztindungsreaktionen auf die |mmunantwort
von T-Zellen gegen Selbst-Antigene auf gesundem und malignem Korpergewebe untersucht
werden. Dazu diente ein Mausmodell, in dem das MHC Klasse | Molekill KP auf
Hepatopzyten und ein transgener K°-spezifischer TZR auf einem Teil der T-Zellen exprimiert
ist. Um in diesem Model Autoimmunitét gegen Lebergewebe induzieren zu konnen bedarf es
sowohl der Aktivierung KP-spezifischer T-Zellen als auch einer Entziindungsreaktion der K-
exprimierenden Leber, die durch eine bakterielle Infektion generiert wurde.

Im ersten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dal3

1. eine Entziindungsreaktion in Abwesenheit struktureller Mimikry ausreichend ist, um
aktivierten autoreaktiven T-Zellen Zugang in das Leberparenchym zu ermdglichen und
Schaden zu verursachen.

2. eine anhaltende Entziindungsreaktion tolerante autoreaktive T-Zellen aktivieren und eine
Autoi mmunr eaktion ausl 6sen kann.

Im zweiten Teil sollte ein Tumormodel in der Maus geschaffen werden, um die Rolle einer

Inflammation bei der T-Zell-Antwort gegen Selbst-Antigene auf malignem Lebergewebe
untersuchen zu koénnen. Zu diesem Zweck wurde en induzierbares autochthones
Lebertumormodel etabliert.

A. Tel | : Die Rolle von Entziindungsreaktionen bel der Induktion von

Autoimmunitdt gegen L eber gewebe

In Alb-KPxDesTZR Tieren konnte eine Autoimmunreaktion gegen Lebergewebe in 2
Schritten induziert werden. Erster Schritt ist die Aktivierung KP-spezifischer Des' T-Zellen.
Zweiter Schritt ist die Infektion der KP-exprimierenden Leber mit dem Bakterium Listeria
monocytogenes, das nach intravendser Injektion vorwiegend Leber und Milz befédllt. Um
festzustellen, ob es sich bel dem induzierten Leberschaden um eine Reaktion gegen ein
korpereigenes Peptid auf KP (Autoimmunresktion) oder um eine Reaktion gegen ein
bakterielles Peptid auf K (antibakterielle Immunreaktion, molekulare Mimikry) handelt,
wurde die bakterielle Infektion durch eine proinflammatorische Substanz ersetzt.
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1. CpG-ODN ermoglicht aktivierten T-Zellen L eber gewebe

antigenspezifisch zu schadigen : unabhangig von molekularer Mimikry.

Als proinflammatorische Substanz wurden Oligodeoxynukleotide eingesetzt, die ein
unmethyliertes CpG-Dinukleotid in einer konservierten Hexanukleotid-Sequenz besitzen
(CpG-ODN). Diese Sequenzen représentieren bakterielle DNA und fihren in Mausen
hauptsachlich zu einer Aktivierung des angeborenen Immunsytems. CpG-ODN binden direkt
an professionelle Antigen-présentierende Zellen und stimulieren diese zur Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und IL-12. Da 15% aller Zellen in der Leber
sessile Makrophagen (Kupffersche Sternzellen) sind wird durch systemische Applikation von
CpG-ODN eine Entziindungsreaktion in der Leber induziert, die in Infiltration mononukledrer
Leukozyten in Leberparenchym resultiert (Branda et al., 1993; Mcintyre et al., 1993; Zhao et
al., 1996).

Um zu kléaren, ob CpG-ODN in der Lage ist, eine Listerien-Infektion in der Leber zu
ersetzen und somit molekulare Mimikry als Mechanismus des immunogenen Schadens der
L eber auszuschliefien wurde folgendes System gewahlt. Milzzellen einer Maus, die a- und b-
Kette des K°-spezifischen TZR als Transgene exprimieren (DesTZR) wurden in vitro gegen
KP stimuliert und anschliefend in Rezipienten adoptiv transferiert, die K unter dem Promotor
des C-reaktiven Proteins (CRP-K®) oder dem Albumin-Promotor (Alb-K®) ausschlielich in
der Leber exprimieren und mit CpG-ODN vorbehandelt waren.

Es konnte gezeigt werden, da3 Rezipienten, die K auf Hepatozyten exprimieren (CRP-
KP und Alb-K®) nach Transfer und CpG-ODN-Behandiung einen Leberschaden (200-250 U/
ALT) aufweisen (Abb. 6). Der Schaden ist abhéngig von 3 Faktoren. Erstens vom Transfer
aktivierter DesT-Zellen, was beweist, dal? es sich um einen T-Zell vermittelten autoimmunen
Schaden handelt. Zweitens von der Vorbehandlung der Rezipienten mit
entzindungsfordernden CpG-ODN (1826 oder 1668). Die Tatsache, dal3 ODN 1720 zu
keinem Leberschaden nach Transfer fohrt, zeigt, da3 die Anwesenheit des
immunstimulatorischen CpG-Motifs notwendig ist. Drittens ist der Leberschaden abhangig
von der Anwesenheit von KP auf Hepatozyten, da in Ker-KP Rezipienten, die K° auf
Keratinozyten der Haut tragen, kein signifikanter Leberschaden mefdbar ist. Dadurch kann
auch ein toxischer Leberschaden durch CpG-ODN ausgeschlossen werden. Die CpG-ODN
vermittelte Wirkung ermaoglicht somit transferierten Des” Effektor-T-Zellen Lebergewebe

antigenspezifisch zu schadigen.
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Diese Ergebnisse zeigen, daR® fur den T-Zell vermittelten Leberschaden die
Anwesenheit eines bakteriellen Peptids auf K® der Leber nicht notwendig ist, was bei der
vorangegangenen Verwendung einer Listerieninfektion nicht ausgeschlossen werden
konnte. Somit handelt es sich bel dem Leberschaden um eine Autoimmunreaktion und
nicht um eine antibakterielle Immunreaktion, die auf struktureller Ahnlichkeit von Selbst-

und Fremd-Epitop (molekulare Mimikry) beruhen wirde.

2. In vivo Effekt von CpG-ODN auf die Effektorphase von T-Zéellen

2.1. Konditionierung von L eber gewebe

In unserem System konnte gezeigt werden, dal3 aktivierte T-Zellen nur dann Zugang
zum L eberparenchym haben und autoimmunen Schaden verursachen, wenn die Rezipienten
vor Transfer mit CpG-ODN behandelt wurden. Die Behandlung fuhrte zur Expression von
Adhasionsmolekilen wie ICAM-1 und VCAM-1 auf Endotzelzellen der Lebersinusoide
(LSEC), Kupffer Zellen (KC) und Hepatozyten in der Leber, was mit immunhistologischen
Methoden nachgewiesen werden konnte (Abb. 11 und 12). CpG-ODN sind als starke
Immunstimulantien in vivo beschrieben worden (Wagner, 1999) und fuhren zur Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IFN-g, IL-1, IL-6, IL-12 und anderen durch
Dendritische Zellen, Makrophagen und NK-Zellen (Raz, 2000), die in Vvivo
Adhasionsmolekiile hochregulieren konnen. So induzieren TNF-a und IL-1a ICAM-1 auf
LSEC (Ohira et al., 1994) und Kupffer Zellen (Grewe et al., 1993). Die Migration von
Leukozyten in Lebergewebe ist von der Anwesenheit von Adhasionsmolekilen auf LSEC
abhéngig (Kolb-Bachofen et al., 1984; Schlepper-Schafer et al., 1986). Auch bel Patienten
mit akuten und chronischen Leberentziindungen korreliert die Expression von ICAM-1,
VCAM-1 und ELAM-1 mit der leukozytéren Infiltration ins Leberparenchym (Gulubova et
al., 1998; Volpes et al., 1992b). In unserem System sind die Liganden fur ICAM-1 (LFA-1)
und VCAM-1 (VLA-4) auf aktivierten DesT-Zellen exprimiert, was deren Migration ins
L eberparenchym vermittelt (Limmer et al., 1998).

ICAM-1 kann nicht nur auf LSEC und Kupffer Zellen sondern auch auf Hepatozyten
hochreguliert werden. So fihrt die LPS-Gabe in vivo (van Oosten et al., 1995) bzw. TNF-a,
IL-1, IL-6 und IFN-g in vitro (Satoh et al., 1994; Morita et al., 1994; Kvale et al., 1993;
Thomson et al., 1994) zu erhohter Expression von ICAM-1 auf Hepatozyten. Dies erméglicht
ein ,Festhaten* (,Trapping*) der aktivierten T-Zellen im Leberparenchym, was die

Effektorphase unterstiitzen konnte..
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Die Notwendigkeit einer Konditionierung fur die Infiltration von T-Zellen in die Leber
scheint mit Ergebnissen anderer Gruppen im Widerspruch zu stehen. Diese berufen sich
darauf, dal3 Hepatozyten zwar durch lebersinusoidale Endothelzellen (LSEC) und dem
Disseschen Raum vom Lumen der sinusoidalen Blutgeféf3e getrennt sind, das Leberendothel
aber eine Basalmembran fehlt und 10% der gesamten Flache des Endothels mit ca. 100nm
grolen Lochern fenestriert ist, die teilweise zu 300-500nm grofRen Siebfeldern
zusammengefaldt sind (Wisse, 1970 und 1985). Dies soll den direkten Zugang fur naive
(Luettig et al., 1999) und aktivierte (Mehal et al., 1999) T-Zellen ins Leberparenchym
ermoglichen, ohne das eine Aktivierung des sinusoidalen Endothels der Leber notwendig ist.
Eine signifikante Infiltration von T-Zellen in das Leberparenchym scheint jedoch
unwahrscheinlich, da der Durchmesser von Lymphozyten zwischen 2 und 5 um betragt und
T-Zellen damit die 100nm kleinen Fenestrae im Endothel nicht passieren kénnen.

Aulerdem, gibt es in Systemen, die scheinbar keine Entziindung fir die Entstehung
einer Autoaggression bendtigen, Hinweise auf Konditionierung des Lebergewebes. So fihrt
der Transfer aktivierter CD8" T-Zellen, die fur ein Epitop des Oberflachenantigens des
Hepatitis B Virus (HBsAQ) spezifisch sind, in transgene Tiere, die HBSAg auf Hepatozyten
exprimieren direkt zur Infiltration und Schadigung der Hepatozyten (Ando et al., 1993). Im
Unterschied zu unserem System handelt es sich aber bei HBSAg um ein |6sliches Antigen, das
durch Kreuzprasentation auch von Kupffer Zellen und LSEC CD8 T Zellen présentiert
werden konnte. Da der transferierte CD8" T Zell Klon auRerdem grolRe Mengen IFN-g
sezerniert, das antigenprésentierende Kupfferzellen und LSEC zur Sekretion weiterer
proinflammatorischer Zytokine stimulieren kann, ist es wahrscheinlich, dal3 auch in diesem
System eine Konditionierung von L ebergewebes induziert wurde.

Ein zweites Modell bel dem scheinbar keine Konditionierung notwendig ist, um
aktivierten CD8" T-Zellen weist Parallelen zum eben genannten System auf. Mé&use, die
transgen das Glykoprotein des LCMVirus (LCMV-GP) in der Leber exprimieren (Albl) und
mit naiven GP-spezifischen transgenen CD8-T-Zellen adoptiv transferiert werden, erkranken
nach LCMV-Infektion an einer transienten Hepatitis (Voehringer et al., 2000). Auch hier
handelt es sich um ein lgsliches Antigen, das durch LSEC und KZ présentiert werden kann.
Eine LCMV-Infektion kann nicht nur T-Zellen stimulieren, sondern infiziert auch
Hepatozyten, was bei hohem applizierten Virustiter zu Hepatitis fuhrt (Zinkernagel et al.,
1986) und auf diesem Weg die Leber konditioniert. Voehringer et a. zeigten ebenfalls, dal}
auch der Transfer von in vivo Uber eine LCMV-Infektion aktivierten GP-spezifischen T-

Zellen in Albl-Tiere eine transiente Hepatitis entsteht. Hierbei kann eine Kontamination von
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transferierten T-Zellen mit LCMV nicht vollstdndig ausgeschlossen werden, was eine
Entzindung in der Leber induzieren kénnte.

Somit spielt wahrscheinlich auch in anderen autoimmunen Systemen der Leber eine
Entziindungsreaktion eine entscheidende Rolle in der Entstehung eines T-Zell vermittelten

L eberschadens.
2.2. Konditionierung der autoreaktiven T-Zellen.

Neben der Konditionierung von Lebergewebe kann CpG-ODN auch auf den
Aktivitéatsstatus der DesT-Zellen Einflufd nehmen. So fuhrt Peptid- oder Proteinvakzinierung
mit CpG-ODN als Adjuvanz in vivo zu starken Th1l-Antworten (Carson und Raz; Klinman et
al.; Roman et al., alle 1997) selbst bei préexistierender Th2-Antwort. Thl Antworten sind in
erster Linie auf die Sekretion von IL-12 zurlckzufihren. Neben der Induktion fohrt 1L-12
auch zur Aufrechterhaltung einer Thl-Antwort. Dieser extrinsische Effekt von CpG-ODN
fuhrt vermutlich auch zur Proliferation von CD8 Gedéchtniszellen Peritoneum, nach
intraperitonealer CpG-ODN-Injektion (Zhang et al., 1998). Eine intrinsische Wirkung auf T-
Zellen, dal3 heif¥ ein direkter Effekt, spielt vermutlich keine Rolle. In vitro Arbeiten haben
gezeigt, dal? CpG-ODN nur einen schwach kostimulatorischen Effekt auf T-Zellen ausiiben,
die gleichzeitig mit immobilisierten a-CD3-Antikdrpern inkubiert wurden (Sun et al., 1996;
Bendigset al., 1999; Lipford et al., 2000).

Den Einflufd von proinflammatorischen Zytokinen auf die Aktivité von T-Zellen konnte
in einem Transfersystem gezeigt werden. Lymphknotenzellen aus Mausen, die mit PLP in
vivo stimuliert wurden, fuhrten nach Restimulation mit PLP und IL-12 und adoptiven Transfer
in Rezipienten zu einer stérkeren und léangeranhatenden EAE as Lymphknotenzellen, die nur
mit PLP stimuliert wurden (Leonard et al., 1995).

2.3. CpG-ODN beeinfluf3t Effektor mechanismen.

Die Freisetzung von Alanin-Aminotransferase aus Hepatozyten, der wichtigste
Parameter fir Leberschaden in der vorliegenden Arbeit, kann auf verschiedenen
Mechanismen beruhen. CpG-ODN haben keinen direkten toxischen Effekt auf Hepatozyten.
Die einzige toxische Wirkung von CpG-ODN liegt in der Bindung von Plasmaproteinen, was
zu einer Verlangerung der Gerinnungszeiten (Henry et al., 1997a) und nur bei Affen zu
Komplementaktivierung fuhrt (Galbraith et al., 1994; Henry et al., 1997b). Somit mui3 die
Schadigung der Hepatozyten auf Des™ T-Zellen selbst und/oder auf CpG-ODN-induzierte

Effekte des Immunsystems zuriickgehen.
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Hepatozyten exprimieren konstitutiv CD95 in recht hoher Dichte auf der Zelloberflache
und kénnen somit Des™ T-Zellen als Zielstruktur dienen. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dal? ODN Behandlung die Expression von CD95 noch weiter erhéht (Abb. 16) und
die Zellen dadurch empfindlicher gegeniber T-Zell-vermittelter Lyse gemacht werden. Einen
ahnlichen Effekt wie CpG-ODN bei uns hat die transgene Expression von IFN- gim NOD-
Modell, das zur Induktion von CD95 auf b-Zellen fihrt. Ipr/Ilpr NOD-Mé&use entwickeln keine
Diabetes mehr (Chervonsky et al., 1997).

CD95 konnte auch in verschiedenen Hepatitis-Systemen as wichtiger
Effektormechanismus nachgewiesen werden. So fuhrt die intraperitoneale Applikation von
agonistischem a-CD95-Antikorpern zu fulminanter Hepatitis und schnellem Tod der
Versuchstiere (Ogasawara et al., 1993). In einem anderen Model konnte durch die
Applikation von l6slichem CD95 die Induktion von Hepatitis durch Transfer eines HBSAg-
spezifischen CD8" T-Zell-Klons in HBsAg transgene Mé&use unterdriickt werden (Kondo et
al., 1997). In der gleichen Arbeit wurde gezeigt, dald sich Uber die Injektion von
LPS/Propionibakterien in Ipr-Mausen, die ein defektes CD95-Gen tragen, keine Hepatitis
mehr ausl Gsen 1803.

Neben CD95 konnte in einigen Systemen auch Perforin als Effektormolekil der
L eberschadigung identifiziert werden. Perforin- und nicht CD95-defiziente Tiere weisen nach
Injektion von Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A veringerte ALT-Freisetzung auf
(Schimann et al., 1998). Effektormolekil ist dann vermutlich Granzym, das Apoptose durch
intrazelluldre Aktivierung von Kaspasen in Gang setzt. In LCMV-GP-Tieren auf dem
Perforin-, knockout® Hintergrund ist zwar Infiltration aber kein Schaden der b-Zellen des
Pankreas erkennbar (K&gi et al., 1994).

Neben der Lyse der Hepatozyten durch T-Zellen mittels CD95 oder Perforin kdnnen
auch Makrophagen Lebergewebe direkt schadigen. Hepatozyten exprimieren TNF-Rezeptor
und kénnten Gber membransténdiges oder sezerniertes TNF-a von Kupffer-Zellen zu einem
geringen Prozentsatz in die Apoptose getrieben werden (Leist et al., 1995; Grell et al., 1995).
Dies fuhrt vermutlich auch zu dem geringen Leberschaden nach CpG-ODN Applikation in
Abwesenheit transferierter Des™ T-Zellen in unserem System, da Makrophagen unspezifisch
stimuliert werden. Fur die vollstandige Aktivierung der zytolytischen Aktivitdt von
Makrophagen sind jedoch CD8" T-Zellen notwendig (Gantner et al., 1996). Dies konnnte in
zwel Systemen gezeigt werden, in denen Uber die Injektion von Concanavalin A (Chisari und
Ferrari, 1995; Kusters et al., 1997) bzw. Pseudomonas aeruginosa Exotoxin-A (Schimann et
al., 1998) eine Hepatitis induziert wird, die von der TNF-a Sekretion durch Makrophagen
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abhéngig ist. Die Depletion von T-Zellen oder die Verwendung von T-Zell-defizienten
Nacktmausen fihrt zu einem Ausbleiben von TNF-a induzierter Hepatitis durch
Makrophagen. IFN-g von T-Zellen war notwendig, um Makrophagen zu Gewebschédigung zu
stimulieren.

In unserem System zeigen CpG-ODN-behandelte Tiere eine starke Zunahme von
MHC Klasse I1-positiven Zellen und entziindliche Infiltrate im Leberparenchym, die mit
groRer Wahrscheinlichkeit Makrophagen beinhalten und somit als Effektorzellen fiir Des’
T-Zellen dienen konnten.

Als dritte Population neben T-Zellen und Makrophagen kommen NK-T-Zellen fir die
Verursachung des Leberschadens in Frage. Diese Mdglichkeit beruht auf der Tatsache, dal3
die Anwesenheit des K”-Antigens auf Hepatozyten zu einer selektiven Anreicherung von K-
spezifischen-T-Zellen in der Leber fuhrt, die NK1.1 exprimieren, (Legendre et al., 1999).
NK1.1 ist charakteristisch fir NK-Zellen, die nach Stimulation grof’e Mengen
proinflammatorischer Zytokine in kurzer Zeit freisetzen kénnen und somit einen Beitrag zur
Konditionierung und/oder Schadigung von Lebergewebe leisten konnen. Es handelt sich in
diesem Fall zwar nicht um die von uns verwendete K"-spezifische TZR-Linie, eine dhnliche
positive Selektion auf leberspezifisch-exprimiertes K° kénnte jedoch auch in unserem Fall
méglich sein. Legendre et al. zeigten ebenfalls, dal3 TZR-einzeltransgene Tiere, die kein K°
exprimieren, keine ausgepragte K’-spezifische NK-T-Zellpopulation besitzen, weder in der
Leber noch in der Milz. Der autoimmune Leberschaden, den wir nach adoptivem Transfer von
aktivierten Milzzellen aus TZR-Tieren in CRP-K"Rezipienten beobachtet haben, ist
deswegen vermutlich unabhéngig von diesen Zellen.

Die Effektorzellen beim Transfer aktivierter Des-T-Zellen in CpG-ODN-behandelte
CRP-K"-Rezipienten sind wahrscheinlich die KP-spezifischen T-Zellen selbst, oder die von
ihnen aktivierten Makrophagen. In doppeltransgenen DesTZRxCRP-K-Tieren, die mit
CpG-ODN behandelt wurden, konnen aufferdem NK-T-Zellen eine Rolle bei der

Autoaggression spielen.

3. I1L-12 alsentscheidender Faktor der CpG-ODN-Wirkung

Die Applikation von IL-12-depletierenden Antikérpern zusammen mit CpG-ODN
reduziert in unserem System den Leberschaden nach Transfer aktivierter T-Zellen deutlich
(Abb. 7). IL-12 spielt somit eine zentrale Rolle im CpG-ODN vermittelten Effekt.

IL-12 ist ein Heterodimer, das aus einer p35 und einer p40 Untereinheit besteht und
deswegen auch als IL-12 p75 bezeichnet wird (Lamont et al., 1996). IL-12 wird vorwiegend
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von Makrophagen aber auch von Dendritischen Zellen und Neutrophilen nach Aktivierung
durch bakterielle Produkte produziert (Trinchieri, 1995) und bindet an den IL-12 Rezeptor
(IL-12R) auf B-, NK- und aktivierten T-Zellen (Lamont et al., 1996). Die beiden
Untereinheiten des IL-12R, b1l und b2, kdnnen jede fir sich IL-12 mit geringer Affinitét
binden, oder as Heterodimer einen hochaffinen Rezeptor ausbilden. Th2 Zellen exprimieren
nur die b1l Kette, Thl Zellen exprimieren beide Untereinheiten. Diese unterschiedliche IL-
12R-Expression reflektiert die entscheidende Bedeutung von IL-12 in der Induktion und
Aufrechterhaltung von Thl Immunantworten (Seder et al., 1993; Manetti et al., 1993;
Magram et al., 1996).

IL-12 ist auch an der Entstehung von Autoimmunerkrankungen beteiligt (Trembleau et
al., 1995a Segal und Shevach, 1996; Caspi, 1998). So fuhrt der Transfer von
Lympknotenzellen, die in vitro mit PLP stimuliert wurden, in IL-12 behandelten Rezpienten
zu einer schwereren und langeranhaltenden EAE als in Tieren ohne IL-12 Applikation
(Leonard et al., 1995 und 1997). Im gleichen System konnte durch die Applikation von IL-12-
neutralisierenden Antikorpern in Rezipienten von PLP-aktivierten Lymphknotenzellen die
Inzidenz und Schwere der EAE stark reduziert werden. Auch IDDM und CIA kodnnen in
experimentellen Systemen durch IL-12 induziert oder verstarkt werden. So fuhrt die Injektion
von IL-12 in NOD Weibchen zu einer Erhthung der IDDM-Inzidenz von 60% auf 100%
(Trembleau et al., 1995b). Umgekehrt fuhrt die Behandlung mit I1L-12 Antagonisten zu einem
Ausbleiben von IDDM in NOD-Tieren (Rothe et al., 1997; Trembleau et al., 1997) und zur
Inhibierung von spontanen Ruckféllenbei Supeantigen-induzierter EAE (Constantinescu et
al., 1998). Inzidenz und Schwere von CIA sind in IL-12-defizienten Mé&usen reduziert
(Mcintyre et al., 1996). In beiden Systemen (EAE, IDDM) wird IL-12 vorwiegend als Thl-
Stimulanz diskutiert, das die Aktivitdt von Thl Zellen verstérkt. Gemal3 den Ergebnissen in
unserem System besteht die Mdglichkeit, dald IL-12 auferdem fir die Konditionierung der
Zielgewebe (Pankreas, Zentrales Nervensystem) Uber die Stimulation des angeborenen
Immunsystems verantwortlich ist, was den Zugang fir aktivierte T-Zellen erleichtern wirde.

Die Wirkung von IL-12 auf die Leber wurde von Myers et a. detailliert untersucht
(Myers et al., 1998). Die Verabreichung grof3er Mengen IL-12 Uber einen Zeitraum von funf
Tagen induziert Leberentzindung, Proliferation und Hypertrophie von Kupffer-Zellen,
Hepatozyten-Nekrose, multifokale Akkumulation von Leukozyten im Leberparenchym, sowie
um den Portatrakt und um die Zentralvenen. Das Infiltration besteht priméa aus
mononukledren Leukozyten, die LFA-1, VLA-4, MAC-1 und CD18 exprimieren (Myers et
al., 1998).
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Diese Effekte sind vermutlich auf die Wirkung von 1L-12 auf Thl und NK-Zellen

zurUckzufihren, die Gber 1EN-g Ausschittung Kupffersche Sternzellen zu TNF-a-Sekretion

stimulieren. TNF-a wie IFN-g zeigen in verschiedenen Systemen eine Induktion oder
Verstarkung von Autoimmunreaktionen. Die Abhangigkeit der IL-12 vermittelten Effekte von
IFN- g zeigt sich auch in der IL-12 defizienten Maus (Magram et al., vor 1996), deren
auffélligster Defekt neben einer gestorten Thl-Antwort, die IL-12 abhangige IFN-g Sekretion
durch NK-Zellen ist. Aullerdem verstarkt die Behandlung mit IL-12 in einer IFN-g
abhangigen Weise die Autoimmunreaktion von DBA/1-Mausen gegentiber Kollagen Typ Il
und verursacht so eine schwere Form der Arthritis (Germann et al., 1995). Die Funktion von
IFN- gin Autoimmunreaktionen wird deutlich in einem Mausystem, in dem LCMV-GPin den
b-Zellen des Pankreas exprimiert wird. Diese Tiere entwickeln nach LCMV-Infektion
Diabetes. Besitzen RIP-GP-Tiere jedoch kein funktionelles IFN-g ist nach Infektion keine
Diabetes nachweisbar, was mit einer fehlenden MHC Klasse Il Expression und Infiltration
von Immunzellen in den Pankreas korreliert (von Herrath und Oldstone, 1996). IFNg induziert
auch MHC-Klassel-Molekule auf b-Zellen des Pankreas und macht die Zielzellen
empfindlicher gegentiber Lyse (Campbell et al., 1985 und 1988). Auch die Expression eines
IFN-g Transgens im Zentralen Nervensystem fuhrt zu Infiltration und Hochregulierung von
MHC Klasse | und Il Molekilen und EAE (Horwitz et al., 1997). IFN-g spielt auch in der
Leber eine entscheidende Rolle. So fuhrt die Behandlung von IFN-g defizienten Tieren mit
Concanavalin A nicht zu Hepatitis (Tagawa et al., 1997) und umgekehrt die transgene
Expression von IFN-gin der Leber zu chronischer Hepatitis und zum Tod (Toyonaga et al.,
1994).

CpG-ODN sind auch in anderen Autoimmunitésmodellen zum Einsatz gekommen.
Einerseits sind sie als Adjuvanz zusammen mit gewebespezifischen Antigenen eingesetzt
worden. So konnte EAE in Versuchstieren durch die Injektion von CpG-ODN mit Myelin
Basischem Protein induziert werden (Segal et al., 2000). Andererseits ermdglichten sie die
Induktion von T-Zell-unabhangigen autoaggressiven Immunreaktionen. So konnte durch die
lokale Injektion von CpG-ODN in das Kniegelenk von Mausen Arthritis ausgel 6st werden,
die auf der Rekrutierung und Aktivierung von Makrophagen beruht (Deng et al., 1999).

4. CpG-ODN und Aktivierung K P-spezifischer T-Zellen.

Die Induktion einer Autoimmunreaktion gegen Lebergewebe konnte nicht nur in einem
adoptiven Transfer-System gezeigt werden, sondern auch in Tieren, die neben dem K"
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Molekill in der Leber auch den transgenen K°-spezifischen TZR als Transgen exprimieren
(10B). In diesen doppeltransgenen CRP-K"xDesTZR-Tieren kann nach vier CpG-ODN-
Injektionen innerhalb von sechs Tagen ein signifikanter Leberschaden (380 U/l ALT)
gemessen werden, der den Schaden in gleichbehandelten Ker-K® x DesTZR um den Faktor 2
Ubersteigt und somit zu einem entscheidenden Teil antigenspezifisch ist. Dieser Schaden ist
auRerdem vom transgenen TZR-Repertoir abhangig, da CRP-K"-Tiere und DesTZR-
depletierte CRP-K xDesTZR-Tiere einen deutlich geringeren Schaden aufweisen. Des’ T-
Zellen scheinen nach CpG-ODN-Gabe in vivo aktiviert worden zu sein um anschlief3end
autoaggressiv. zu werden. In dieser Situation ermoglicht CpG-ODN nicht nur die
Konditionierung des Zielgewebes, sondern auch die Stimulation der antigenspezifischen T-
Zellen.

CRP-K" transgene Tiere exprimieren K® ausschliefilich auf Hepatozyten und weder im
Thymus noch auf Knochenmarks-abstammenden Zellen (Ferber et al., 1994). In dieser Arbeit
wurde auch ausgeschlossen, dai3 K von Hepatozyten auf Knochenmarks-abstammende Zellen
wandert und Toleranz gegeniiber K -tragenden Hauttransplantaten induzieren kann. Dafiir die
Aktivierung von T-Zellen eine hohere K° Dichte auf der Oberflache antigenprésentierender
Zellen notwendig ist als fiir eine Tolerisierung, kommen fiir eine KP-spezifische Aktivierung
von Des™ T-Zellen in CRP-K -Tieren nur Hepatozyten in Frage. Hepatozyten exprimieren in
unserem System nach CpG-ODN-Applikation sowohl Adhésionsmolekile (VCAM, ICAM)
als auch kostimulatorische Molekiile (B7.1, B7.2, CD40) (Abb. 16). Da ebenfalls K® tiber die
Induktion des CRP-Promotors hochreguliert wird scheinen Hepatozyten die Funktion von
professionellen Antigen-prasentierenden Zellen tUbernehmen zu koénnen (Volpes et al.,
1992a). Ahnliche Ergebnisse haben auch Bertolino et al. in vitro erhalten (Bertolino et al.,
1998). Unbehandelte Hepatozyten von C57BL/6-Tieren (H-2°) stimulieren Des'T-Zellen
antigenspezifisch zu Proliferation und Zytotoxizitét, was teilweise von der Interaktion
zwischen ICAM-1 und LFA-1 abhéngig ist . Allerdings sterben die Hepatozyten-aktivierten
Des" T-Zellen vorzeitig (unabhangig von TNFR und CD95). Durch exogene Gabe von |L-2
oder a-CD28-Antikorpern werden Uber die Induktion der antiapoptotischen Proteine bcl-x,
und bcl-2 der verfrihte Zelltod verhindert (Bertolino et al., 1999). IL-2 oder a-CD28-
Antikorpern fuhren in Des” CD8 T-Zellen auRerdem zu uneingeschréankter Sekretion von IL-
2, IFN-g und TNF-a sowie anhatender Proliferation und zytotoxischer Aktivitdt. Diese in
vitro Ergebnisse zeigen, dal3 kostimulatorische Molekile wie B7 und Adhéasionsmolekile
Hepatozyten dazu befahigen KP-spezifische T-Zellen vollstandig und nachhaltig zu aktivieren
— eine Gegebenheit, die wir in vivo nach CpG-ODN-Injektion vorfinden.
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Diese Aussage, dal3 T-Zellen auf nicht-lymphoiden Zellen stimuliert werden konnen,
steht im starken Kontrast zu der gangigen Meinung, dal3 naive T-Zellen ausschliefdlich in
peripheren lymphatischen Organen, wie Milz und Lymphknoten, vollstandig aktiviert werden
koénnen. Ursache dieser Theorie sind Studien von Frey und Wenk (1957) sowie Barker und
Billingham (1967). Diese Gruppen trennten bei Meerschweinchen kleine Hautstiicke so ab,
dald sie nur noch Uber Arterien oder Venen mit dem Tier verbunden waren. Nur wenn
drainierende (afferente) Lymphgefalle und Lymphknoten intakt blieben, konnte eine
systemische Sensibilisierung gegen Antigene oder allogene Hauttransplantate erreicht werden,
die auf das Hautsttick aufgetragen wurden. Fur die Induktion einer Zweitreaktion gegen das
gleiche Antigen war das Lymphsystem nicht notwendig. Ob wir wirklich die Beteiligung von
professionellen Antigen-prasentierenden Zellen in unserem System ausschlief3en kénnen, soll
in zukinftigen Experimenten noch eingehender untersucht werden.

Dal3 neben der antigenspezifischen Stimulation durch CpG-ODN-stimulierte
Hepatozyten Des™-T-Zellen moglicherweise auch antigenunspezifisch durch CpG-ODN
aktiviert werden koénnen (Sun et al., 2000) scheint eher unwahrscheinlich. Eine direkte
Aktivierung von isolierten T-Zellen in Abwesenheit eines Antigens ist durch CpG-ODN nicht
und Kostimulation nur begrenzt moglich (Bendigs et al., 1999; Lipford et al., 2000). Neben
den eher schwachen intrinsischen Effekten von CpG-ODN, besteht die Mdglichkeit, in vivo
Uber die Induktion von proinflammatorischen Zytokinen durch Makrophagen, DZ, B- und
NK-Zellen einen starkeren extrinsischen Einfluld auf T-Zellen auszuiben. Subkutane
Applikation von CpG-ODN filhrt auf naiven (CD44"*"%) CD4 und CD8 T-Zellen im
drainierenden Lymphknoten zwar zur Hochregulierung von CD69, B7.2, MHC Klasse | und
Ly6C, IL-2Rb-Kette bleibt jedoch unverandert niedrig so dal3 auch keine Proliferation oder
Zytotoxizitét zu beobachten ist (Sun et al., 1998b). Dieser Effekt ist von Typ-I-Interferonen
(IFN-a/b) von DZ und Makrophagen abhangig. In einem zweiten System wurde CpG-ODN
wie in unserem Fall intraperitoneal injiziert, was peritoneale Makrophagen zur Freisetzung
von IL-15 und somit CD8" Gedachtniszellen (CD44 ") (iber die Hochregulierung von
IL2Rb-Kette zu kurzfristiger Proliferation anregt (Zhang et al., 1998). Die Fahigkeit dieser
Zellen Zielzellen zu lysieren war jedoch nicht Gegenstand der Untersuchung. Somit gibt es
zwar Hinweise auf die antigenunspezifische T-Zell-Aktivierung durch CpG-ODN aber sie
lassen einen Beitrag an dem in unserem System beobachteten Leberschaden als fraglich
erscheinen.
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5. Die Autoimmunitat ist vom transgenen TZR-Repertoir abhangiq .

Die beobachtete Autaggression gegen Lebergewebe in CRP-KP x DesTZR Tieren ist
von der Anwesenheit des transgenen TZR-Repertoirs abhangig. Erst die deutlich héhere
Frequenz an K" spezifischen T-Zellen macht einen L eberschaden von 390U/l ALT nach CpG-
ODN-Behandlung méglich (Abb. 10B). Eine dhnliche Situation, wo zahlreiche T-Zellen
eingeschrankter  Spezifitdt unter physiologischen Bedingungen existieren sind
Virusinfektionen. Bis zu 70% der aktivierten CD8" T-Zellen in der Milz kénnen wéahrend
einer Infektion mit lymphozytéren Choriomeningitis-Virus (LCMV) fir ein einziges LCMV -
Epitop spezifisch sein (Murali-Krishna et al., 1998).

Eine zweite Ursache fur die Notwendigkeit des transgenen TZR konnte auf den oben
schon genannten NKT-Zellen beruhen (Legendre et al., 1999). NKT-Zellen kdnnen schon
wenige Stunden nach Stimulation grof3e Mengen IFN-g und andere Thl-Zytokine freisetzen
und so die lytische Aktivitat von Des” T-Zellen oder Makrophagen verstarken, als auch selbst
zytolytisch werden (Bendelac et al., 1997). Einen zusétzlichen Effekt auf die Konditionierung
der Leber in Form von verstarkter |Infiltration oder erhdhter Expression von
Adhasionsmolekiilen konnte festgestellt werden, da CpG-ODN-behandelte CRP-K® x
DesTZR Tiere, deren Des’ T-Zellen depletiert wurden, eine geringere Expression von ICAM-
1 und VCAM-1 oder MHC-Klasse || aufweisen als die CRP-KP x DesTZR Gruppe, die nur
mit CpG-ODN behandelt wurde. Der Beitrag von NKT-Zellen zu dem autoimmunen Schaden
in unserem System soll durch Depletion dieser Zellen vor Beginn der CpG-ODN-Applikation
in zukunftigen Versuchen geklart werden.

Eine zweite offene Frage in Bezug auf das transgene TZR-Repertoir bleibt der
verhaltnisméRig hohe L eberschaden in CpG-ODN-behandelten Ker-K® x DesTZR Tieren, der
mit 200U/1 ALT doppelt so hoch liegt, wie in der gleichbehandelten Ker-K® Gruppe. Diese
Diskrepanz ist umso bemerkenswerter, da Ker-K® nach dem Transfer aktivierter Des" T-
Zellen und CpG-ODN-Behandlung keinen Leberschaden aufweisen. Der Unterschied scheint
somit nicht in den Des™ T-Zellen selbst zu liegen. Eine mogliche Antwort auf diese Frage
beruht auf der Tatsache, dai die Integration der Transgene fur a- und b-Kette des Des- TZR
endogene Gene zerstoren oder beeintrachtigen konnten (Constantini et al., 1989), und dieser
Defekt nur in bestimmten Situationen zum Vorschein kommt. So gibt es Hinweise aus
Experimenten, wo verschiedene transgene Linien des Des’ TZR (10402, 10395) sehr
unterchiedlich auf Infektionen mit Listeria monocytogenes reagierten (Andreas Limmer,
persdnliche Kommunikation). Um diesen Sachverhalt zu kléren, sollen CRP-K® und Ker-K"
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Tiere mit einer anderen DesTZR-positiven Linie verpaart werden, und die Versuche
wiederholt werden. Dies wiirde auch den Anteil des autoimmunen Leberschadens in CRP-KP
x DesTZR Tieren genauer charakterisieren. Eine zweite Kontrolle ist die Applikation von
CpG-ODN in einzeltransgene DesTZR-Tiere, die nur in einer der beiden transgenen Linien zu
L eberschaden fiihren sollte.

Im Zusammenhang mit der Abhangigkeit vom transgenen TZR-Repertoir féllt auf, dal
CRP-K"- und Ker-K -Tiere, die tiber 8 Tage CpG-ODN erhalten haben, keinen signifikanten
Leberschaden aufweisen. CpG-ODN ist weder in der Lage eine Immunreaktion gegen ein
transgenes (KP) noch gegen ein nicht-transgenes Antigen in der Leber zu induzieren, wenn
das behandelte Tier ein normales TZR-Repertoir besitzt. Es bedarf somit besonderer
Bedingungen auf Seiten des TZR-Repertoirs als auch auf Seiten des Antigens, um eine
Autoaggresion gegen Lebergewebe zu induzieren. Dies reflektiert moglicherweise das relativ
seltene Auftreten von autoimmuner Hepatitis, denn nur 5 bis 8 von 100.000 Européern
erkranken an AH. Die Abhangigkeit von einem bestimmten MHC-Allel (H-2K" in unserem
Mausmodell) spiegelt moglicherweise die Assoziation von autoimmuner Hepatitis mit
bestimmten HLA-Allelen (A1, B8, DR3) wieder.

6. Dieinduzierte Autoimmunitéat ist transient.

Die Autoimmunreaktion gegen Lebergewebe hatte sowohl im adoptiven Transfer als
auch im doppeltransgenen System nur einen transienten Charakter (Abb. 8, 9 und 14). Dieses
Ergebnis entspricht den Resultaten, die mit einer Listerieninfektion erhalten wurden (Limmer
et al., 1998). Der Leberschaden konnte zwar durch erneute Injektionen von CpG-ODN
reinduziert und verléangert werden, nahm aber bei fortschreitender Applikation keinen
chronischen Verlauf an.

Ebenfalls nur transienter Leberschaden war auch in Alb-LCMV-GP-Tieren nach
Aktivierung transferierter GP-spezifischer T-Zellen mittels LCMV-Infektion nachweisbar
(Voehringer et al., 2000). Der Schaden erreichte sein Maximum an Tag 8 und nahm mit der
Eliminierung der Infektion ab. Auch der autoimmune Angriff auf HBSAg-exprimierende
Hepatozyten durch transferierte spezifische CD8" T-Zellen war nur transient (Ando et al.,
1993).

Die Situation in diesen Tiermodellen reflektiert die klinische Situation verschiedener
Autoimmunerkrankungen des Menschen nicht vollstandig. Eine autoimmune Hepatitis wird
erst diagnostiziert, wenn die Leberschadigung mindestens Uber einen Zeitraum von 3
Monaten anhalt. Nur eine chronisch verlaufende Hepatitis resultiert letztendlich in Zirrhose
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und den Tod des Patienten. Autoimmune Hepatitis, MS und Arthritis zeigen keinen
monophasischen Verlauf, sondern ein Abwechseln zwischen Phasen der Gewebeschadigung
und der Erholung. In der Maus kann eine wiederkehrende autoimmune Lebererkrankung in
immundefizienten SCID-Méusen, die das gesamte HBV-Genom als Transgen tragen,
induziert werden. Sie weisen replizierende Viren in ihrer Leber auf und entwickeln nach
Transfer naiver T-Zellen chronische Hepatitis, die ebenfalls in Wellen verlauft (Larkin et al.,
1999).

Eine Ursache fur den wellenformigen Verlauf von Autoimmunerkrankungen kann die
sequentielle Aktivierung von T-Zellen gegen verschiedene Selbstepitope sein, die erst im
Laufe der Immunantwort freigesetzt werden. Dieser Vorgang wird als Epitop-Wandern
bezeichnet (Vanderlugt und Miller, 1996). Wiederkehrende EAE in Mausen ist ein Beispiel
dafur. Nach Induktion von EAE mit dem immundominantem PL P-Epitop, wandert die T-Zell-
Antwort erst zu einem Epitop im gleichen Molekil (intramolekular) und geht dann auf ein
Epitop eines anderen nervenzellspezifischen Antigens (MBP) Uber (intermolekular) (Yuet al.,
1996). Fir die Leber ist ein solches Epitop-Wandern nicht beschrieben.

Fir die Leber sind Mechanismen beschrieben, die Immunreaktionen aktiv zum Erliegen
bringen. Die Gruppe um Crispe beschreibt ein System, bei dem aktivierte CD8" T-Zellen in
die Leber wandern, um dort zu sterben. Die Leber wurde daraufhin as Elephantengrab
bezeichnet. Um dieses Phanomen zu erzeugen, wurde eine grof3e Menge hochaffinen Peptids
in TZR transgene Tiere systemisch appliziert werden (Russel et al., 1998). Aktivierte und
nicht naive oder apoptotische T-Zellen werden tber ICAM auf SEC und KC selektiv in der
Leber zuriickgehalten (Mehal et al., 1999), regulieren anschlief?end CD8 und TZR herunter
und B220 herauf (Huang et al., 1994a), um dann nach Induktion eines transienten
L eberschadens durch Apoptose zu sterben (Huang et al., 1994b; Mehal et al., 1998). Je nach
der Art der Stimulation sterben T-Zellen allerdings auch in der Lunge oder Niere (Wack et al.,
1997). Diese Ergebnisse durfen jedoch nicht ohne weiteres auf eine normale Immunantwort
Ubertragen werden, da in diesen Systemen ein tolerogenes Protokoll verwendet wird, daf3
heil3t es wird ein CD8-Zéll-Peptid systemisch in Abwesenheit eines Adjuvanz appliziert. Der
Mangel an Kostimulation und an CD4-Zell-Hilfe programmiert die CD8 Zellen vermutlich
schon bel der Stimulierung zum Zelltod.

In unserem Modell scheint Deletion wenigstens nach dem ersten Abklingen des
L eberschadens in Alb-K -Tieren, die mit aktivierten Des" T-Zellen transferiert worden sind,
zumindest nicht signifikant zu sein, da durch erneute Gabe von CpG-ODN der Schaden
reinduziert werden kann (Abb. 9). Da der Leberschaden trotz kontinuierlicher Applikation
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von CpG-ODN jedoch erneut abféllt kénnte Deletion eine Rolle spielen. Ahnlich stellt sich
die Situation in CRP-K® x DesTZR dar. Auch hier fallt der anfangliche Leberschaden trotz
anhaltender Injektion von CpG-ODN auf normale Werte ab (Abb. 14). Diese Abnahme des
Leberschadens korreliert mit der Reduktion von CD8-T-Zellen selektiv in der Leber (Abb.
15). Die Ursache fur das "Verschwinden" der Zellen kdnnte auf Deletion beruhen. Eine
andere Erklarung wére, dal3 die aktivierten T-Zellen die Leber wieder verlassen, und reaktiv
bleiben. Diese Frage soll in kommenden Experimenten durch die nachfolgende Applikation
eines KP-positiven Tumors getestet werden, der von anwesenden aktivierten oder Gedéchtnis-
Des" T-Zellen abgestoRen werden miilte.

Die Leber kann nicht nur durch Deletion schadigende T-Zell-Antworten abwehren,
sondern auch durch Immunsuppression bzw. Immundeviation von Thl zu Th2. Ursache ist
die schnelle und potente Produktion von immunsuppressiven Zytokinen, vor alem TGF-b
und IL-10 (Knolle et al., 1995a), a's auch Prostaglandinen wie PGE, durch Kupffer Zellen
(Knolle et al., 1995b), LSEC und Hepatozyten (Alfrey et al., 1995). LSEC und Kupffer
Zellen produzieren unter physiologischen Bedingungen TGF-b (Bissell et al., 1995) und
PGE; (Rieder et al., 1990). IL-10 Sekretion folgt auf |eberschédigende Behandlungen wie
Corynebacterium parvum + LPS (Ara et al., 1995), Galaktosamin + LPS (Santucci et al.,
1996), Toxoplasma gondii Infektion (Gazzinelli et al., 1996) oder ConcanavalinA-
Applikation (Louis et al., 1997) und verringert die Konzentrationen von IFN-g, TNF-a und
IL-12 und damit den Leberschaden. Besonders die Reduktion von IL-12 und die Sekretion
von IL-10, IL-4 und TGF-b erméglichen die Unterdriickung einer Thl-Antwort und die
Entstehung einer Th2-Antwort, die charakteristisch ist fur Immunreaktion in der Leber. So
sind die Antikorper, die mit autoimmunen Lebererkrankungen wie Primére Bilidre Cirrhose
(PBC) und chronisch aktive Hepatitis (CAH) assoziiert sind vorwiegend Antikorpern des
|gG1-Subtyps, der eine Th2-Antwort wiederspiegelt. Immunsuppressive Zytokine kdnnen
auch in anderen Organen Thl-vermittelte Autoimmunerkrankungen inhibieren. IL-4 (Mueller
et al., 1996) und TGF-b (King et al., 1998) verhindern bei transgener Expression in den b-
Inseln des Pankreas die Entwicklung von Diabetes in NOD-Weibchen. Transgenes ZNS-
spezifisches IL-4 unterdriickt auch EAE-Induktion in SJL/JMausen (Furlan et al., 1998). IL-
4 und TGF-b haben auch bei autoimmuner Thyreoditis eine suppressive Funktion (Seddon
und Mason, 1999).

Neben immunsuppressiven Zytokinen kénnen auch proinflammatorische Zytokine bei
chronischer Applikation bzw. bel der Anwesenheit wahrend der Effektorphase suppressiv
wirken (Falcone und Sarvetnick, 1999b). Das gilt auch fir die durch CpG-ODN induzierten
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Zytokine IL-12, TNF-a und IFN- g Das Ausschaten des TNF-a-Gens macht 129-Méause
empfindlich gegeniber MOG-induzierte EAE. Umgekehrt fuhrt die systemische TNF-a-
Applikation zu einer Verringerung der autoimmunen Demyelinisierung nach Induktion (Liu et
al., 1998). Auch die transgene Expression von TNF-a in den b-Inseln von NOD-Weibchen
spét in der Entwicklung verhindert die Entstehung von IDDM (Grewal et al., 1996). Als
Mechanismen werden Herunterregulierung der Thl-Antwort (McSorley et al., 1997),
Apoptose-Induktion in autoreaktiven T-Zellen (Liu et al., 1990; Zheng et al., 1995; Sytwu et
al., 1996) und beeintrachtigte TZR-Signaltransduktion (Cope et al., 1997) diskutiert. IFN-g
kann ebenfalls in der Suppression von IDDM (Krakowski et al., 1996; Willenborg et al.,
1996) und EAE (Kumar et al., 1998; Falcone et al., 1999a) entscheidend sein. IFN-g wirkt in
bestimmten Situation direkt inhibitorisch auf T-Zellen (Holda et al., 1986 und 1988; Huchet
et al., 1993; Meyers et al., 1999) oder verursacht Bcl2-regulierte Apoptose in autoreaktiven
T-Zellen (Tarrant et al., 1999). Die Injektion von IL-12 fur 15 Wochen einmal wochentlich
vermeidet die Entwicklung von IDDM in NOD-Weibchen (O'Hara et al., 1996). 1L-12
supprimiert, vermutlich Uber die Hyperinduktion von IFN-g Experimentelle Autoimmune
Uveitis (Tarrant et al., 1998).

7. Vergleich zu Molekularer Mimikry und , Bystander® Aktivierung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal? die Induktion einer Entziindungsreaktion in
der Leber sowohl T-Zellen antigenspezifisch aktivieren als auch das Zielorgan fir einen
autoimmunen Angriff konditionieren kann. Es bedarf in diesem System keiner T-Zell-Epitope
eines Pathogens um den Prozessin Gang zu setzen.

Damit wird molekulare Mimikry as Mechanismus ausgeschlossen. Unter molekularer
Mimikry verstent man die Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen durch strukturelle
Ahnlichkeit von korpereigenen und mikrobiellen Epitopen. So filhrt eine LCMV-Infektion
von Maéusen, die das Glykoprotein (GP) von LCMV in den b-Zellen des Pankreas
exprimieren, zu einer Aktivierung der transgenen GP-spezifischen CD8" T-Zellen und zu
autoimmunem Diabetes (Ohashi et al., 1991). Es gibt jedoch auch in diesen Modellen
Hinweise, dal3 die Aktivierung der autoreaktiven T-Zellen nicht ausreicht, um IDDM zu
verursachen. Werden aktivierte T-Zellen aus einer infizierten LCMV-GP x TCR-Maus in
einen nicht infizierten LCMV-Rezipienten transferiert ist keine Diabetes-Induktion zu
beobachten (von Herrath et al., 1995). Es konnte in der gleichen Verdffentlichung gezeigt
werden, dal3 LCMV auch die Langerhansschen Inseln des Pankresas infiziert und damit eine

Infiltration zuerst von Makrophagen und anschlief3end von T-Zellen ermdglicht. Infiziert man
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RIP-GP-Tiere mit einem GP-kodierenden Vaccinia-Vektor kommt es nicht zu Diabetes,
obwohl aktivierte GP-spezifische Zellen vorhanden sind. Vaccinia-GP-Infektion fuhrt erst dan
zu Diabetes, wenn neben GP auch TNF-a auf den b-Zellen transgen exprimiert ist, was den
aktivierten T-Zellen den Zugang ins Gewebe ermdglicht (Ohashi et al., 1993).

Auch in Modelen fur Molekulare Mimikry ist sowohl Aktivierung als auch
Konditionierung des Zielgewebes notwendig, um eine Autoimmunreaktion zu induzeren.

Unsere Ergebnisse schliefien aul’erdem einen zweiten Mechanismus aus, der fiur die
infektionsbedingte Induktion von Autoimmunité beschrieben wurde. Bel der sogenannten
,Bystander® Aktivierung werden autoreaktive T-Zellen, deren TZR nicht mit mikrobiellen
Epitopen kreuzreagieren, im Zuge einer Immunreaktion gegen das Pathogen aktiviert
(Whitton und Fujinami, 1999). Interessanterweise liefert erneut ein Mausmodell fir Diabetes
Hinweise auf , Bystander® Aktivierung. Infektionen mit Coxsackie-Virus Typ B (CVB) ist
beim Menschen mit der Entwicklung von Diabetes assoziiert und fihrt in Mausen zu einer
starken Zerstorung des exokrinen Pankreas. Die CVB-Infektion von Mausen fuhrt zur
Aktivierung von T-Zellen, deren transgener TZR kein Virus-Epitop erkennt, so dal
Kreuzreaktivitét ausgeschlossen werden kann (Horwitz et al., 1998). Es wurde vermutet, daf
das Zytokinmilieu und die Freisetzung grofer Mengen Autoantigene aufgrund der
zytolytischen Aktivitét des Virus die, Bystander* Stimulation ermdglichte. Da CVB auch den
endokrinen Pankreas infiziert besteht ebenfalls die Moglichkeit, dal? die transgenen T-Zellen
direkt auf b-Zellen aktiviert werden.

Da CpG-ODN keine T-Zell-Epitope liefern kann, zeigt unser System, dai3
Autoimmunitat vollig unabhangig von Fremdepitopen induziert werden kann. Eine
Entziindungsreaktion ist ausreichend, um in Abwesenheit jeglicher pathogen-spezifischer
T-Zell-Aktivierung Leberschaden zu induzieren. Méglicherweise ist aber auch dieser Punkt

fur die mangelnde Chroniztat in unserem System entscheidend.
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B. Teil Il : Etablierung einesinduzier bar en autochthonen

L ebertumor modells

Im ersten Teil der Diskussion wurde ein Maussystem beschrieben, in dem neben der
Aktivierung der T-Zellen auch eine Konditionierung des Zielorgans (der Leber) in Form einer
Entziindung notwendig war, um eine Immunreaktion gegen gesundes Gewebe zu induzieren.
Der zweite Teil der Arbeit soll die Grundlage schaffen, die Relevanz einer
Entziindungsreaktion bei der T-Zell-Antwort gegen malignes L ebergewebe zu untersuchen.

Diese Fragestellung beruht auf der Tatsache, dal3 eine blof3e Anwesenheit aktivierter
tumorreaktiver T-Zellen nicht ausreicht um ene vollstdndige Tumorabstol3ung zu
ermoglichen. Im Patienten liegt die Abstol3ungsrate nach Behandlung selten hoher als 30%
(Rosenberg et al., 1996). Die Grinde hierfir kénnen unterschiedlicher Natur sein und
beinhalten neben dem Verlust des Antigens (Jager et al., 1996) oder der Antigenprasentation
(Rivoltini et al., 1995; Garrido et al., 1997) auch die Toleranzinduktion (Strand et al., 1996;
Hahne et al., 1996) oder Suppression (Torre-Amione et al., 1990) tumorspezifischer T-Zellen.
Darliberhinaus gibt es ebenfalls Daten, dal3 die Unzuganglichkeit des Tumorgewebes den
Kontakt der tumorreaktiven T-Zellen mit den Tumorzellen verhindert. So fuhrt der adoptive
Transfer von aktivierten SV40Tag-spezifischen CD4" T-Zellen in Tiere, die aufgrund der
Expression von Tag in den b-Zellen des Pankreas Insulinome tragen nicht zu Infiltration
(Ganf3 et al., 1998 und 1999). Erst wenn der tumortragende Rezipient vor Transfer radioaktiv
bestrahlt wird, was unter anderem zu einer entziindlichen Veranderung von Endothelien fihrt
(Hallahan und Virudachalam, 1997), kann Infiltration nachgewiesen werden. Dies ist in
Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dal? Lymphozyten eine verringerte Interaktion mit
Tumorendothel in vitro und in vivo aufweisen (Wu et al., 1992; Onrust et al., 1996). Auch in
anderen Systemen konnte in den letzten Jahren das Ausbleiben einer Tumorabstof3ung trotz
Anwesenheit sowohl des Antigens auf Tumorzellen as auch tumorantigenspezifischer T-
Zellen gezeigt werden (Speiser et al., 1997; Wick et al., 1997; Hermans et al., 1998; Prévost-
Blondel et al., 1998) obwohl diese T-Zellen nichtmalignes Gewebe angreifen kdnnen
(Perdrizet et al., 1990). Neben immunspezifischen Ausweichstrategien von Tumoren kdnnten
ebenfalls aberrante physiologische Eigenschaften, wie hoher Tumorbinnendruck und geringer
Sauerstoffgehalt (Jain et al., 1988) fir eine uneffiziente Immunreaktion verantwortlich sein.

Es stellt sich somit die gleiche Frage wie bel der Induktion von Autoimmunitat. Welche
Rolle kommt der Konditionierung des Tumorsin der Tumorimmuntherapie zu ?
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Um die Rolle der Entztindungsreaktion bei der T-Zell-abhangigen Immunantwort gegen
Lebertumor untersuchen zu konnen, sollte ein Lebertumorsystem in der Maus etabliert
werden. Die Entscheidung, ein Lebertumormodel aufzubauen beruhte einerseits auf den
Erfahrungen von Autoimmunreaktionen gegen gesundes Lebergewebe und andererseits auf
der Relevanz von Lebertumoren in der Klinik. So sterben pro Jahr 250.000 Menschen an
Tumoren der Leber, die damit zu den haufigsten Neoplasien weltweit gehoren (Kew et al.,
1986).

Transplantationstumoren stellen kein geeignetes System dar, da sie nicht primére
(autochthone) Tumoren des Menschen reprasentieren. Die unterschiedliche Effektivitét von
Immuntherapien gegen transplantierte und autochthone Tumoren konnte erst kiirzlich wieder
bestdtigt werden (Willimsky und Blankenstein, 2000). So fuhrte die Applikation eines
adenoviralen Vektors, der IL-7 und B7.1 kodiert, zwar zur Absto3ung eines etablierten
transplantierten aber nicht eines autochthonen Tumors, der durch die Applikation von
Methylcholanthren auf die Haut erzeugt wurde. Der transplantierte Tumor entstammte
ebenfalls einem Methylcholanthren-induzierten autochthonen Tumor.

Ein haufig verwendeter Mechanismus in Versuchstieren experimentelle autochthone
Tumoren zu induzieren, beruht auf der transgenen gewebespezifischen Expression eines
Onkogens. Sehr potente Onkogene, wie z.B. das grofie T(umor)-Antigen von SV40,
ermoglicht auf diese Weise eine schnelle und gewebespezifische Entstehung von
autochthonen Tumoren. Ein entscheidender Nachteil der herkdmmlichen Onkogen-transgenen
Tiere liegt darin, dal3 alle Zellen, in denen der verwendete organspezifische Promotor aktiv
ist, das Onkogen exprimieren und somit potentiell transformieren kénnen. So ist eshisjetzt in
keinem Onkogen-transgenen System gelungen, das Tumorwachstum vollstéandig zu
unterbinden. Der Gruppe um Knowles gelang es zwar das Wachstum von Insulinomen in
Tieren, die Tag unter dem Ratten-Insulin-Promotor herstellen, um maximal ein Jahr
hinauszuzogern (Ye et al., 1994). Die Tiere entwickelten letztendlich doch wieder
Insulinome. Da dies eine, selbst im Vergleich zur Situation eines Tumorpatienten unginstige
Ausgangsposition fur eine Tumormodell ist, haben wir uns entschieden ein Uber cre/loxP-
induzierbares SV40T-Antigen-(Tag)-transgenes System zu etablieren, das Onkogen-
Expression nur in einem Teil der Leberzellen erméglichen soll. Dazu wird cre-Rekombinase
nur in einem begrenzten Teil der Hepatozyten exprimiert oder aktiviert. Ein weiterer Vortell
des induzierbaren Ansatzes liegt in der Moglichkeit die Tumorentstehung erst im adulten Tier
induzieren zu kénnen. Die spéte Expression des Onkogens vermeidet auch Toleranzinduktion
gegen Tag wahrend der neonatalen Phase, da Gewebe in diesem Zeitraum fur naive T-Zellen

Diskussion Seite133



zuganglich sind (Alferink et al., 1997). Tag schien as Onkogen geeignet, da es verlafdlich und
schnell Zellen nahezu aler Organe transformieren kann. AufRerdem besitzt unser Labor
sowohl CD4"- als auch CD8"-abhangige TZR-transgene Mauslinien, die fir Tag-Epitope
spezifisch sind. Dies ermoglicht Studien Uber die Interaktionen von tumorspezifischen CD4
(Forster et al., 1995) und CD8 T-Zellen (Geiger et al., 1992) in der Tumorimmunologie, was
bis jetzt noch nicht mdglich war.

Dieser Ansatz weist jedoch auch Nachteile auf. Tumorentstehung in onkogen-
transgenen Mausen bedarf Monate und ist somit deutlich zeitaufwendiger als Experimente mit
Transplantationstumoren. Aul3erdem streben wir an, das Onkogen nur in einem Teil der
Hepatozyten zu exprimieren, was die Onkogenese weiter verlangern koénnte. Die
Abhéangigkeit von zufdligen Folgemutationen fur die vollstdndige Transformation kann
auferdem eine grof3ere Varianz in der Kinetik der Tumorentstehung zur Folge haben. Die
Beobachtung in anderen Tag-transgenen Modellen, dali’ die spéte Expression des Onkogens zu
einer Immunreaktion gegen das Neoantigen fuhrt (Adams et al., 1987; Faas et al., 1987;
Geiger et al., 1993) muf3 kein Nachteil sein, da auch im Tumorpatienten héaufig

tumorspezifische T-Zellen aktiviert werden.

1. Bewertung der gefloxten Mause ATl und AST

Wir haben zwei verschiedene Ansétze zur cre-vermittelten Induktion der T-Antigene
gewdahlt (Abb. 17). Bei dem AST-(Albumin-floxstop-Tag)-Konstrukt ist der Albumin-
Promotor von der Tag-kodierenden Sequenz durch eine Kassette getrennt, die eine
Polyadenylierungssequenz. und ein Tranglationsstop enthélt. Vergleichbare Ansétze wurden
schon fir die Tag-Expression in der Linse des Auges (Lakso et al., 1992; Pichel et al., 1993),
in Nervenzellen (Isaka et al., 1999) und bei der Induktion von Reportergenen (Akagi et al.,
1997; Soriano €t al.; Lobe et al.; Mao et a.; Michael et al., alle 1999) erfolgreich eingesetzt.
In unserem System l&uft die Cre-vermittelte Rekombination auf genomischer Ebene nach
Verpaarung der gefloxten Tiere mit cre-deleter-Tieren (Schwenk et al., 1995) zuverlassig bei
allen 5 getesteten Linien ab (Abb. 24). Da die unterschiedlichen Linien, die deutlich
unterschiedliche Transgenkopien enthalten, nach Rekombination &hnlich schwache Banden
im Southern Blot aufwiesen, war die Rekombination vermutlich vollsténdig und hinterlief3 nur
eine Transgenkopie am Lokus, was auch in anderen Systemen beschrieben wurde (Lakso et
al., 1996; de Wit et al., 1998). Allerdings war nur bei 2 Linien Expression von Tag wie auch
die darauffolgende Tumorentwicklung in der Leber zu erkennen (Abb. 24 und 27). Ursache
hierfir ist vermutlich der Integrationsort der Transgenkopien, der zwar cre-vermittelte
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Rekombination aber nicht Expression erlaubt. Die beiden AST-Linien ergaben leider nur in
einem kleinen Tell der doppeltransgenen Tiere Tumorentwicklung.

Der zweite Ansatz war erfolgreicher. Hier sollte Tag-Expression durch die Inversion der
Tag-Sequenz, die in inverser Orientierung hinter dem Albumin Promotor positioniert und von
2 gegensinnig angeordneten loxP-Stellen flankiert ist, induziert werden (Alb-Taginvers; kurz
ATI). Die Strategie durch Inversion ein Transgen zu aktivieren wurde auch von der Gruppe
um Rajewsky in B-Lymphozyten im Mausmodel eingesetzt (Gu et al., 1993; Lam et al.,
1998). ATIxcre-deleter-Tiere waren im Unterschied zu AST zuverldssig in der Kinetik und
Penetranz der Tumorentwicklung (Abb. 24). In den ersten 1,5 bis 5 Monaten konnten ale
Zwischenstadien der Tumorbildung in transgenen Mausen histologisch identifiziert werden
(Dysplasie, Hyperplasie, pramaligne Foci, Adenome) (Abb. 26). Im Alter von 6 Monaten
trugen alle untersuchten ATIxcre-deleter Tiere multifokale Karzinome im fortgeschrittenen
Stadium und die Lebermasse wuchs von normalen 1 bis 1,5g auf 10 bis 16g an. Wann
Tumorwachstum in unseren Tieren zum Tod fuhrt wurde nicht ermittelt, da sie spatestens
nach 9 Monaten analysiert wurden. Uberraschend war, dal’ Weibchen im Alter von 9 Monaten
mit Uber 50% Tumormasse im Vergleich zum Restkdpergewicht noch Wiurfe zur Welt
brachten und rein auf3erlich gesund aussahen.

Hier zeigt sich jedoch schon die verzogerte Kinetik der Tumorentwicklung im
Vergleich zu Méusen, die mehrere Kopien des Tag-Transgens ebenfalls unter der Kontrolle
des Albumin-Promotors in Hepatozyten exprimieren (Hino et al., 1989; Sandgren et al.,
1989). Diese entwickelten schon einen Monat nach Geburt eine Vergrofierung der Leber um
ein Vielfaches, nach 2 Monaten die Entstehung von Foci atypischer Leberzellen und nach 3
bis 7 Monaten multifokale Karzinome und Adenome, die eine Grof3e erreichten, die zur
Ausdehnung des Abdomens flhrte. Die Tiere verstarben nach 6 bis 8 Monaten. Unsere
rekombinierten transgenen ATI-Tiere zeigten somit ein um ca. 1-2 Monate langsameres
Tumorwachstum, was sicherlich darauf zurickzufthren ist, dal3 ATI-Tiere nach
Rekombination nur noch eine Transgenkopie tragen und deswegen vermutlich auch weniger
Tag exprimieren. Allerdings fuhrt in einem anderen System eine Reduktion der Kopienzahl zu
einer verstarkten Expression des Transgens in Méausen (Garrick et al., 1998). Diese
Unterschiede beruhen vermutlich auf den unterschiedlichen regulatorischen Elementen, die
zum Einsatz gekommen sind.

Das Ergebnis, dal3 ATIxcre-deleter eine verlassliichere Tumorentwicklung aufweisen
wuirden als ASTxcre-deleter war unerwartet, da aufgrund der Reversibilitét der Inversion nur
50% der Leberzellen in ATI-Tieren Tag exprimieren sollten, wahrend in AST theoretisch alle
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Hepatozyten in der Lage sein mifdten Tag herzustellen. Dieser Punkt ist noch nicht geklart.
Die Tatsache, dal3 nach Rekombination nur eine Transgen-Kopie am Lokus zuriickbleibt,
sollte kein Grund fir ausbleibende Tumorentwicklung sein, denn ATIxcre-deleter-Tiere
weisen ein dhnlich schwaches Signal im Southern Blot auf wie ASTxcre-deleter-Tiere. Dieses
Problem konnte sich auch bei dem zweiten Konstrukt mit einer floxstop-Kassette ergeben, bei
dem Tag nach Rekombination unter die Kontrolle des b-Aktin-Promotors gelangt. Da wir
diese Tiere erst vor kurzem erhalten haben, bedarf es noch etwas Geduld, um diesen Punkt zu
kléren.

In histologischen Analysen verschiedener Organe (Abb.31) gab es trotz
fortgeschrittenen  Hepatozelluld&ren Karzinomen keinen Hinwels auf  ektopische
Transformation in anderen Zellen der Leber oder in anderen Geweben oder Organen von
ATIxcre-deleter Tieren. Fir Metastasierung, vor alem in Lungengewebe, wie sie bel
einzelnen Linien anderer Alb-Tag-Systeme beschrieben wurden (Hino et al., 1989), gab es
ebenfalls keine Anhaltspunkte.

Die Verwendung des gewebespezifischen Albumin-Promotors in den gefloxten
Konstrukten hat Vor- und Nachteile. Ein Vorteil dieses Ansatzes ist die Mdglichkeit,
konstitutiv exprimierende Alb-Tag-Tiere generieren zu kénnen. Dies erreicht man durch die
Verpaarung der gefloxten gewebespezifischen Tiere mit Mausen, die Cre-Rekombinase in der
Keimbahn exprimieren (z.B. cre-deleter-Tiere), so dald alle Nachkommen ein rekombiniertes

gewebespezifisch exprimiertes Transgen tragen. Mit einer Maus, deren gefloxtes Konstrukt

einen ubiquitdren Promotor enthdlt, und deren gewebespezifische Expression auf der
gewebespezifischen Applikation von Cre beruht (z.B. durch gewebespezifische cre-transgene
Maéause oder retrovirale Vektoren u.a.), besteht diese Mdglichkeit nicht. Gewebespezifische
gefloxte Linien weisen nach Rekombinaton in der Keimbahn 2 Unterschiede zu normalen
transgenen Tieren auf. Erstens haben sie nur eine Transgenkopie im Lokus. Zweitens bleibt
eine loxP-Stelle (bei gleichsinniger Orientierung von loxP, z.B. AST) oder 2 loxP-Stellen (bei
gegensinniger Orientierung von loxP, z.B. ATI) zuriick. Bei ATI-Tieren ist eine Verpaarung
mir cre-deleter Tieren, die Cre-Rekombinase in der Keimbahn exprimieren (cre-deleter) somit
noch nicht ausreichend, um konstitutiv exprimierende Tiere zu generieren. Da immer
mindestens zwei |oxP-Stellen in gleichsinniger Orientierung im Genom zurtickbleiben und
Inversion sténdig stattfinden kann, mul3 Cre durch eine weitere Verpaarung entfernt werden.
Auf diesem Wege konnten wir zwei rekombinierte ATI-Linien etablieren, die entweder
konstitutive (,, sense*-Orientierung von Tag) oder induzierbare (,, antisense”-Orientierung von

Tag) Tag-Expression mdglich machen und beide nur eine Transgenkopie tragen (Abb. 30).
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Diese Linien generieren zu kénnen hat sich als wichtig herausgestellt, da ATI-Tiere ohne
Rekombination schon geringe Tag-Expression aufweisen, die jedoch histologisch nicht fir
Transformation ausreichend war (Abb. 28). Ursache fur die Undichtigkeit ist vermutlich die
inverse Orientierung des Albumin-Promotors vor der Tag-Sequenz, die durch die
Anwesenheit multipler Kopien des Transgens zustande kommt. Die gleiche Situation fuhrte
bei der Verwendung des Ratten-1nsulin-Promotors vor der Tag-Sequenz zu Expression in den
b-Zellen des Pankreas (Hanahan, 1995) (Abb. 29). Wir konnten somit durch die Verwendung
des Albumin-Promotors drei verschiedene Linien etablieren (Abb. 30), die fir
unterschiedliche Fragestellungen eingesetzt werden konnen. ATI-Tiere, die eine schwache
Expression ohne Transformation aufweisen, konnten gegentiber der Applikation karzinogener
Substanzen suszeptibler sein und schneller Tumoren entwickeln. Rekombinierte ATI-Tiere,
die Tag konstitutiv exprimieren, kénnten bei Expression von Geburt an immunologische
Toleranz gegen Tag induzieren und damit einen Vergleich moglich machen zu rekombinierten
ATI-Tieren, die Tag erst nach Rekombination exprimieren. Diese letzte Linie soll dazu dienen
die angestrebte Fragestellung zu untersuchen, welche Rolle Entziindungsreaktionen bei der T-
Zell-Antwort gegen induzierte autochthone Tumoren spielen.

Die Verwendung eines gewebespezifischen Promotors vor dem gefloxten Gen hat auch
einen Nachteil. Ein wesentlicher Vorteil des cre/loxP-Systems ist namlich sein modularer
Aufbau der durch die Verpaarung von gewebespezifischen cre-exprimierenden Mausen mit
Tieren, die das gefloxte Transgen unter der Kontrolle eines ubiquitéren Promotors tragen. Da
die Zahl der gewebespezifischen cre-Tiere immer weiter ansteigt, kann durch die Generierung
einer einzigen gefloxten Maus das Transgen in nahezu jedem Gewebe angeschaltet werden.
Die vorhandenen gewebsspezifischen cre-Mause erlauben mittlerweile spezifische
Rekombination in T-Lymphozyten (Gu et al., 1994), B-Lymphozyten (Rickert et al., 1997)
und Makrophagen (Takeda et al., 1999), im Nervensystem (Tsien et al., 1996), in b-Zdlen
des Pankreas (Postic et al., 1999), in der Leber (Postic et al., 1999), in Keratinozyten
(Tarutani et al., 1997), im Muskel (Wang et al., 1999; Miniou et al., 1999) und anderen
Zelltypen. Um diese Moglichkeit auch in unserem System nutzen zu kénnen, haben wir in
einem weiteren Konstrukt statt dem Albumin-Promotor den ubiquitdren b-Aktin-Promotor vor
die gefloxte Stop-Kassette und die Tag-Sequenz gesetzt. Wie schon oben erwahnt fuhrte die
Mikroinjektion dieses Konstrukts bisher erst zu einer Linie. Weitere Linien sollen mittels

Mirkoinjektion generiert und anschlief3end analysiert werden.
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2. Zwel Alternativen crein das System einzubringen.

Nach der Etablierung von zwei ATI-Linien, die zuverléssig Lebertumoren nach
Rekombination bilden, bedurfte es noch einer Methode, mit der Tag in adulten Tieren
induziert werden kann. Wir haben uns fir zwei Alternativen entschieden (Abb. 18).

Erstens die intravendse A pplikation von Liposomen, die cre-kodierende Plasmide tragen
(Ledley, 1995). Diese Methode hat sich beim Gentransfer in zahlreiche Gewebe (Zhu et al.,
1993) aber auch speziell Hepatozyten in verschiedenen Systemen bewahrt (Alino, 1997). Die
geringe Gentransferrate, die mittels Liposomen erreicht wird stellt meist einen Nachteil dar.
In unserem Falle mochten wir dies as Vortell nutzen, da nur ein kleiner Teil der Hepatozyten
die Moglichkeit haben soll, transformieren zu konnen. Die Gentransferrate in Leberzellen
liegt bei ca. 1-5% und kann durch die Verwendung von Proteinen, wie z.B. Liganden
leberspezifischer Rezeptoren (Asialoglykoprotein-Rezeptor; Wu et al., 1989; Ferkol et al.,
1993), partielle Hepatektomie (Crespo et al., 1996) oder durch die Applikation Uber die
Leberpfortader (Kaneda et al., 1989) erhéht werden. Alle drei Methoden sind vergleichsweise
aufwendig und erhdhen im Fall der Rezeptorliganden und Hepatektomie gleichzeitig die
Immunogenitét. Das Risiko einer Immunreaktion und der damit verbundenen Entziindung soll
jedoch im Hinblick auf die Fragestellung vermieden werden. Aus diesem Grunde félt auch
adenoviraler Gentransfer fir die Applikation von cre-Rekombinase aus (Akagi et al., 1997,
Kafri et al., 1998). Weitere Vorteile von Liposomen as Genfahren sind minimale Toxizitét,
leichte Abbaubarkeit und einfache Herstellung sowie Anwendung (Li et al., 1997)

In ersten Experimenten konnte gezeigt werden, dal3 der Transfer von cre-kodierenden
Plasmiden Uber Liposomen in unserem System zu partieller Rekombination des AST-
Konstrukts in Leberzellen fuhrt (Abb. 36). Die Verwendung des Albumin-Promotors bel der
Regulierung der cre-Expression soll sicherstellen, dal3 Rekombination nur in Hepatozyten und
nicht in anderen Zellen des Korpers moglich ist, wie z.B. in der Lunge, die einen grof3en Tell
der Liposomen aus dem Blutstrom abfangt (Li et al., 1997). Ob die geringe Zahl an
transfizierten Hepatozyten ausreicht, um ausreichend schnell Tag-Expression und
Tumorentwicklung zu induzieren muf3 abgewartet werden.

Unser zweiter Ansatz zur zeitlich definierten Einbringung von Cre in das System
bestent in der Generierung von transgenen Mausen, die Cre zusammen mit einer
Ligandbindedoméne (LBD) eines Steroidrezeptors als Fusionsprotein konstitutiv exprimieren.
Erst nach Zugabe eines Steroids 16st sich das Fusionsprotein vom Hitzeschockprotein90-
Komplex und wandert in den Kern, um dort loxP-Stellen zu rekombinieren. Von den drei

bisher beschriebenen LBD, die des Ostrogenrezeptors (ER), Progesteronrezeptors (PR;
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Kellendonk et al., 1999) und Glukokorticoidrezeptors (GR; Brocard et al., 1998), haben wir
uns fiir die LBD des Ostrogenrezeptors entschieden, da diese LBD durch gezielte Mutationen
weniger auf endogene und stérker auf synthetische exogene Steroide anspricht und in vitro
(Metzger et al., 1995; Zhang et al., 1996) als auchin vivo erfolgreich eingesetzt wurde (Feil et
al., 1996). Die Zahl creER-transgener Mause hat seit Beginn der Arbeit deutlich
zugenommen, was die Intensitét der Bemuhungen auf diesem Gebiet wiederspiegelt. In
transgenen Méusen wurden CreER-Fusionen konstitutiv unter einem CMV-Promotor (Fell et
al., 1996; Brocard et al., 1997) und gewebespezifisch unter einem Wnt-Promotor im
embryonalen Neuralrohr exprimiert (Danielian et al., 1998), die jeweils lacZ-Reportergene
aktivierten und so die Anwendbarkeit des Systems in vivo demonstrierten. Eine Anwendung
der CreER-Fusion ist auch fur das Immunsystem beschrieben, in der ortlich und zeitlich
kontrollierte Rekombination eines Zielgens mit Hilfe des CD19-Promotors in B-Zellen
erreicht wurde (Schwenk et al., 1998). Auch in Keratinozyten der Haut bewies das System
seine Einsatzfahigkeit (Vasioukhin et al., 1999; Indra et al., 1999). Anfang diesen Jahres
wurde von der Gruppe um Pierre Chambon eine Maus etabliert, die durch Verwendung des
leberspezifischen Promotors des al-Antitrypsin-Gens, in ca. 50% aller Hepatozyten
Expression des Fusionsproteins ermdglichte (Imai et al., 2000). Nach Verpaarung mit
Reporterméusen und Induktion mit Tamoxifen hatten ale creER™-exprimierenden
Hepatozyten das Zielgen rekombiniert. Im Unterschied zu dieser Arbeit haben wir die nachste
Generation der ER-LBD (ER™) verwendet, die eine 3- bis 4-fach héhere Sensitivitdt zu 4-
Hydroxy-Tamoxifen in vitro (Feil et al., 1997) und eine 10-fach hdhere Sensitivitdt in vivo
(Indra et al., 1999) aufweist. Beide mutierten LBD kdnnen nicht mehr durch den natirlichen
Liganden 17b-Ostradiol aktiviert werden, so dai? keine Hintergrund-Rekombination auftritt..
Wir haben in unserem Konstrukt erneut den Albumin-Promotor eingesetzt, der creER'-
Expression in allen Hepatozyten ermdglichen sollte. 6 transgene Linien wurden nach
Mikroinjektion unseres Alb-creER™- Konstrukts erhalten, von denen 2 das Fusionsprotein in
Hepatozyten exprimieren (Abb. 34). Penetranz der Expression sowie Effizienz der Induktion,
Rekombination von gefloxten Zielgenen und letztendlich Tumorentstehung missen in den
nachsten Monaten analysiert werden. Hierzu wurden die beiden exprimierenden Linien mit
Mausen verpaart, die nach Tamoxifen-induzierter Rekombination EGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein) exprimieren, was sich leicht durch Fluoreszenzmikroskopie nachweisen
und lokalisieren I&Rt. In unserer Gruppe wurde das creER™-Fusionsprotein in vivo schon
erfolgreich unter einem Endothel-spezifischen Promotor (tie2) eingesetzt (Rainer Constien,
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noch nicht publiziert), so dal3 begrindete Hoffnung besteht Cre auf diesem Wege auch in
Hepatozyten induzieren zu kénnen.
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VI. Zusammenfassungq

Die Immunantwort gegen Selbst-Antigene kann enerseits zu schédlichen
Autoimmunerkrankungen andererseits aber auch zu erwinschten Immunreaktionen gegen
Tumore fuihren. Die Aktivierung autoreaktiver T-Zellen scheint zwar eine entscheidende aber
keine hinreichende Voraussetzung fir die Entstehung von Antitumorimmunitdt oder
Autoaggression zu sein.

Diese Situation zeigt sich in unserem Mausmodell fur die Induktion einer
Autoimmunreaktion gegen Lebergewebe. In diesem Modell ist neben der Aktivierung K"-
spezifischer T-Zellen auch eine bakterielle Infektion in der Leber notwendig, um eine

Autoaggression gegeniiber KP-exprimierenden L eberzellen zu induzieren. Im ersten Teil der

Arbeit sollte geklart werden, ob es sich in diesem System um eine Autoaggression oder eine
Immunantwort gegen bakterielle Antigene handelt.

Es konnte gezeigt werden, dal3 eine Entziindungsreaktion in der Leber, induziert durch
CpG-haltige Oligodeoxynukleotide, ausreicht, um aktivierten K°-spezifischen T-Zellen den
antigenspezifischen Angriff auf Hepatozyten zu ermdoglichen. Kreuzreaktivitdt mit
bakteriellen Epitopen, ein Vorgang, der als molekulare Mimikry bezeichnet wird, konnte
damit ausgeschlossen werden. IL-12 spielt beim CpG-ODN-vermittelten Effekt eine
entscheidende Rolle. Der autoimmune Leberschaden ist transient und kann zwar kurzzeitig
reinduziert und verléangert werden, nimmt aber keinen chronischen Verlauf an. Die CpG-
ODN-vermittelte Entziindungsreaktion in der K -exprimierenden Leber ermdglicht auRerdem
die Aktivierung KP-spezifischer T-Zellen und nachfolgende Autoaggression.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte ein Tumormodell geschaffen werden, daf3 es
ermoglicht, die Bedeutung von Entzindungsreaktionen bei der Induktion von T-Zell-
vermittelten Immunreaktionen gegen malignes (Leber-)Gewebe untersuchen zu kénnen. Die
bisher Uberwiegend verwendeten Transplantationstumore spiegeln die Situation humaner
Primartumore nur unzureichend wieder, da hier vollsténdig transformierte Tumorzellen als
Zellsuspension ektopisch (meist subkutan) appliziert werden. Um auch die

Entzindungsreaktion am Injektionsort zu vermeiden, sollte ein autochthones (am Fundort

gewachsen) L ebertumormodell in der Maus generiert werden.

Hierzu wurde mit Hilfe des cre/loxP-Systems die Expression des grof3en T-Antigens
(Tag) des SV40 as Onkogen in Hepatozyten induziert. Die Cre-Rekombinase-vermittelte

Inversion einer mit loxP-Sequenzen flankierten invertierten Tag-Sequenz fihrte zur
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Entwicklung von multifokalen Hepatozelluléren Karzinomen innerhalb von sechs Monaten.
Transformation war hepatozytenspezifisch und fihrte nicht zu Metastasierung in andere
Organe.

Um die unphysiologische Situation herkdommlicher Onkogen-transgener Mause zu
vermeiden, dal3 jede Zelle eines bestimmten Organs das Onkogen exprimiert und potentell
transformieren kann, sollte nur in einem Teil der Leberzellen Tag-Expression moglich sein.
Dies sollte durch die Applikation der Cre-Rekombinase durch zwei unterschiedliche
Methoden ermoglicht werden. Erstens konnte gezeigt werden, dald die Applikation von
Liposomen, die cre-kodierendes Plasmid enthalten, zu partieller Rekombination eines
gefloxten Konstrukts in der Leber fuhrt. Zweitens konnten zwel transgene Linien, die ein
Fusionsprotein aus Cre und der Tamoxifen-induzierbaren mutierten Ligandbindedoméne des
Ostrogenrezeptors exprimieren, hergestellt werden.

In zukunftigen Arbeiten soll festgestellt werden, ob sich durch Applikation von
Tamoxifen bzw. cre-Liposomen Lebertumore induzieren lassen. Damit wére ein Maussystem
geschaffen, das der Kklinischen Situation der Tumorentstehung néher ist as

Transplantationstumore und das Etablieren immuntherapeutischer Strategien erlaubt.
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