Ergebnisse

5. Ergebnisse

5.1 Aufbau der verwendeten Antigenvektoren

Fiir die DNA Immunisierung wurden im Wesentlichen zwei unterschiedliche Plasmide, die
das Modellantigen Ovalbumin kodieren, verwendet.

Der Vektor pOVA, kodiert fiir die komplette Sequenz des Ovalbumins. Dieses besitzt eine
Sekretionssequenz (Aminosduren 1-137) und wird dadurch von den transfizierten Zellen
sekretiert.

Beim Vektor pli80-OVA, wurde die Sekretionssequenz entfernt, um eine Sekretion durch
die transfizierten Zellen zu verhindern. Stattdessen wurden die ersten 80 Aminosiuren der
Sequenz der Invarianten Kette (1i80) eingefiigt. Die Modifikation wurde vorgenommen,
um das Ovalbumin gezielt in den MHC-II-Peptidbeladungsweg einzuschleusen, und
dadurch eine effektive Antigenpriasentation zu gewihrleisten.

Einem dritten Vektor, pAli80-OV A, fehlte sowohl die Sekretionssequenz, als auch die 1i80-
Sequenz. Dadurch wird das Ovalbumin nicht sekretiert und verbleibt im Zytosol.
Zytosolisch vorliegende Proteine werden normalerweise nicht liber MHC-II-Molekiile
prisentiert und generieren somit keine Th-Zellantwort. Dieser Vektor diente in einigen
Experimenten als Kontrolle.

In Abbildung 1 sind die Antigenvektoren schematisch dargestellt, sowie die Lokalisation

des Ovalbumins innerhalb der transfizierten Zelle.
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Abb5 Aufbau der verwendeten Plasmide und der Ort ihrer Expression

Der Vektor pOVA kodiert fiir das vollstindige Ovalbumin, das von transfizierten Zellen sekretiert wird. Der
Vektor pli80-OVA besitzt keine Sekretionssequenz, dafiir eine 1i-80-Sequnz, wodurch das Antigen nicht
sekretiert wird und in den MHC-II-Peptidbeladungsweg dirigiert wird und folglich von transfizierten, MHC-
II-positiven Zellen prasentiert wird. Der Vektor pAli80-OVA besitzt weder eine Sekretionssequenz, noch die

1i80-Sequenz und ist somit im Zytosol lokalisiert.

5.1.1 Expression des Ovalbumins in vitro

Zuerst einmal sollte die Expression des Ovalbumins, der drei Antigenvektoren in vitro
tiberpriift werden. Dazu wurde eine Zelllinie mit den verschiedenen Kostrukten transfiziert
und nach 6 Stunden Inkubation in Anwesenheit des Sekretionsinhibitors Brefeldin A,
fixiert und intrazelluldr gefarbt. Die Abbildung 2 zeigt die FACS Analyse zum Ovalbumin

Nachweis und zeigt eine vergleichbare Expressionsstdrke des Antigens.
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Abb6 Ovalbuminexpression in vitro

Die Zelllinie 293T wurde durch Lipofektamin mit den verschiedenen Antigenvektoren transfiziert. Nach 6h
Inkubation bei 37°C und in Anwesenheit des Sekretionsinhibitors Brefeldin A, wurden die Zellen mit

Formaldahyd fixiert und anschlieBend intrazellular gefarbt und im Flowzytometer analysiert.

5.1.2 pli80-OVA fuhrt zur Antigenprasentation tlber MHC-I1-Molekdle in vitro

Zunidchst musste getestet werden, ob pli80-OVA funktionell ist und eine effiziente
Antigenprésentation iiber MHC-II-Molekiile stattfindet. Die Antigenprédsentation {iber
MHC-II-Molekiile kann nicht direkt angefdrbt werden, sondern wurde indirekt sichtbar
gemacht. Dazu wurde eine MHC-II-exprimierende B-Zelllinie (A20-Zellen) mit den
verschiedenen Antigenvektoren transfiziert. Die transfizierten A20-Zellen wurden
anschlieBend mit naiven TCR-transgenen Th-Zellen aus DO11.10 Méusen fiir 3 Tage
inkubiert. Diese Th-Zellen sind transgen fiir den o/B-TCR, der das Peptid 323-339 des
Ovalbumins erkennt, wenn es von dem I-A® Klasse-II-MHC-Molekiil prisentiert wird.
Dieser transgene TCR kann mit dem monoklonalen Antikorper KJ1.26 nachgewiesen
werden. In Folge der antigenspezifischen Erkennung proliferieren die Th-Zellen.

Um die Proliferation der antigenspezifischen Th-Lymphozyten sichtbar zu machen,
wurden die Th-Zellen zuvor mit dem fluoreszierenden Farbstoff CFDA-SE markiert, der
bei jeder Zellteilung an Intensitdt abnimmt und somit die Proliferation als Bandenmuster

sichtbar wird.
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Abb7 Proliferation TCR-transgener Th-Zellen nach Antigenprasentation in vitro

Die B-Zelllinie A20 wurde mit verschiedenen Antigenvektoren mittels Elektroporation transfiziert und
anschlieBend zusammen mit naiven CD4" T-Zellen aus TCR-transgenen Miusen fiir 3 Tage bei 37°C
inkubiert. Die CD4" T-Zellen wurden zuvor mit CFDA-SE markiert um die Proliferation im FACS sichtbar
zu machen. AnschlieBend wurden die Zellen mit dem monoklonalen Antikorper KJ1.26 gefarbt, um die

antigenspezifischen Zellen sichtbar zu machen.

Eine Proliferation (72,6%) der Th-Zellen ist nur mit pli80-OV A transfizierten B-Zellen zu
beobachten. Es wird deutlich, dass die Proliferation antigenspezifisch ist, da ausschlieBlich
die TCR-transgenen Th-Zellen proliferieren (Abb7A). Das Ovalbumin wird offensichtlich
auf Grund der li-Sequenz effektiv iiber MHC-II-Molekiile prasentiert. Im Vergleich findet
keine Proliferation der Th-Zellen mit pOVA transfizierten B-Zellen statt (Abb7B). Dieser
Befund ist darauf zuriickzufiihren, dass die extrazellulire Konzentration des sekretierten
Ovalbumins zu gering ist, um von den B-Zellen in hinreichender Menge aufgenommen
und présentiert zu werden. Auch eine Transfektion mit pAli80-OVA fiihrt zu keiner
Proliferation, da das Antigen weder in den MHC-II-Beladungsweg gelangt, noch sekretiert
wird und somit nicht iiber MHC-II-Molekiile pradsentiert werden kann. Wie erwartet
erzeugt die Transfektion mit pEmpty keine Proliferation. Die Beladung der MHC-II-
Molekiile mit Ova-Peptid von auflen diente als positiv Kontrolle und erzeugt die maximale
Proliferation.

Somit wurde gezeigt, dass das Fusionskonstrukt, bestehend aus der 1i80-Sequenz und der
verkiirzten Ovalbumin-Sequenz, gezielt in den MHC-II-Prozessierungsweg eingeschleust

wird und von den transfizierten B-Zellen in vitro priasentiert wird.
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5.1.3 Analyse der antigenspezifischen Th Zellantwort in vivo

5.1.3.1 Analyse antigenspezifischer Zellen mit Hilfe des Transfersystems

Um die antigenspezifische Th-Zellantwort in vivo zu untersuchen, wurde ein von Jenkins

et. al.'*®. beschriebenes Zelltransfersystem in verdnderter Form benutzt (Abbg8).

Lyr_‘npho_zyten- CDb2L MACS CliDA-SE -
isolation § Sortierung § Farbung O :
7 CFDA

Genegun
Tag-1 i.v. Zelltransfer Wmmunisierung Tag?0
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Abb8 Versuchsaufbau des Zelltransfers und Genegun Immunisierung

Dafiir wurden Th-Lymphozyten aus den sekunddren lymphatischen Organen (Milz und
Lymphknoten) TCR-transgener Méuse isoliert. Anschliefend erfolgt eine Zellsortierung
mittels magnetischer CD62L-Beads. Der Marker CD62L ist auf naiven Th-Zellen sehr
stark exprimiert. Diese Sortierung ist notwendig, um zu gewéhrleisten, dass keine Th-
Zellen transferiert werden, die bereits zu Effektorzellen differenziert sind und ein
Zytokingedédchtnis erworben haben. Die naiv sortierte Zellpopulation wird danach mit
CFDA-SE gefarbt und anschlieBend intravends (i.v.) in Empfingertiere transferiert. Es
wurden stets ca. 1-2*10° transgene Th-Zellen pro Empféngertier injiziert. Die Donor- und
Empfiangermduse hatten denselben  genetischen  Hintergrund wodurch eine

127.13% 'Mit Hilfe dieser Transfermethode konnte die

AbstoBungsreaktion vermieden wurde
Anzahl der spezifischen Th-Zellen auf etwa 0,1-0,2% der gesamten Th-Zellpopulation
erhoht werden, gleichzeitig wurde die Reisolation und Analyse auf Einzelzellebene

ermdglicht.
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Abb9 Analysestrategie nach Reisolation der transferierten Zellen

Die Abbildung 9 zeigt beispielhaft die Analyse eines Transferexperiments nach
Immunisierung und verdeutlicht die Vorteile der CFDA-SE Férbung. Im ersten
Analysefenster ist die gesamte Zellpopulation dargestellt und eine Region um die
Lymphozytenpopulation gesetzt. Mit dieser Region werden bereits Zelltriimmer und Zellen
mit starker Granularitit, wie z. b. Granulozyten, ausgeschlossen. Im zweiten
Analysefenster sind die Lymphozyten nach dem Oberflichenmarker CD4 und der Substanz
PI aufgetragen. Die PI positiven Zellen erscheinen als Diagonale und stellen die toten
Zellen dar, die somit aus der Analyse ausgeschlossen werden. Im dritten Analysefenster
wird CFDA-SE gegen die TCR-transgenen Zellen aufgetragen. Anhand der CFDA-SE
Féarbung kann die Proliferation der transferierten, antigenspezifischen Th-Zellen analysiert
werden. Mit jeder Zellteilung nimmt die Fluoreszenzintensitdt ab und es entsteht ein
Bandenmuster, das die Anzahl der vollzogenen Zellteilungen wiedergibt. Die spezifischen
Zellen, die sich mehrmals geteilt haben und deren CFDA-SE Farbung abnimmt, sind im
letzten Analysefenster gegen die Zytokine angezeigt. Hier wird ersichtlich, dass die Th-
Zellen erst nach mehrfachen Teilungen die Fahigkeit erwerben Effektorzytokine zu
produzieren.

Durch das beschriebene Transfersystem und die CFDA-SE Férbung kann die spezifische
Th-Zellantwort auf eine Immunisierung sehr detailliert und auf Einzelzellebene untersucht
werden. Die CFDA-SE Farbung ermdglicht eine Unterscheidung zwischen proliferierten

und nicht proliferierten Zellen.
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5.1.3.2 pli80-OVA und pOVA fiuhren zu Proliferation in vivo

Nachdem gezeigt werden konnte, dass das li-Ovalbumin in vitro in den MHC-II-
Beladungsweg gelangt und effektiv spezifische Th-Zellen stimulieren konnte, sollte dieser
Vektor nun in vivo auf Funktionalitéit getestet werden. Dazu wurde das oben beschriebene
Transfersystem angewandt. Die Rezipientenmiuse wurden einen Tag nach dem Transfer
mit der Genegun immunisiert (siche Material & Methoden). Die drainierenden
Lymphknoten wurden 4 Tage nach der Immunisierung entnommen und die Zellsuspension

analysiert.

pli80-OVA pOVA pAliB0-OVA pEmpty
88%

10% 3%

KJ1.26 TCR

CFDA-SE

Abbl0 Analyse der Proliferation nach Genegun Immunisierung mit verschiedenen

Antigenvektoren

Balb/c-WT-Tiere erhielten 1*10° TCR-transgene naive Th-Zellen aus DO11.10 Mausen, die zuvor mit
CFDA-SE gefarbt wurden. Einen Tag spater wurden die Miuse mit pOVA, pli80-OVA, pEmpty oder
pDIi80-OVA immunisiert und 4 Tage spéter die drainierenden Lymphknoten zur Analyse entnommen. Direkt
nach Reisolation wurden die Zellen auf Proliferation analysiert. %Proliferation bezieht sich auf die CD4"

KJ1.26" Zellen.

Die Rezipientenméuse wurden mit vier verschiedenen Vektoren immunisiert. In Abbildung
10 ist die Proliferation der spezifischen Th-Zellen gezeigt. Die Prozentzahlen beziehen sich
nur auf die TCR-transgenen Th-Zellen. Die Immunisierung mit pli80-OVA fiihrt zu einer
Proliferation von 88% der spezifischen Zellen. Das ist vergleichbar mit der Proliferation
von 94% nach pOVA Immunisierung. Dies zeigte, dass die Aktivierung der transferierten
Th-Zellen nach Immunisierung mit den beiden Antigenvektoren vergleichbar stark war.

Weiterhin kommt es nach Immunisierung mit pAli80-OVA nur zu einer vergleichbar
geringen Proliferation von 10%, was darauf hindeutet, dass das zytosolisch vorliegende

Antigen nicht iiber MHC-II-Molekiile prisentiert wird. Dieses Ergebnis zeigt auch, dass
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freigesetztes Antigen aus abgestorbenen, transfizierten Zellen keine Rolle spielt und bei
der Auswertung der Ergebnisse vernachlissigbar ist.
Wie zu erwarten war, fiihrt die Immunisierung mit dem Leervektor pEmpty zu keiner

Proliferation (3%) der spezifischen Th-Zellen.

5.1.3.3 Die Antikorperproduktion ist abhangig von der Lokalisation des Ovalbumins

Das nach pOVA Immunisierung von den transfizierten Zellen sekretierte Ovalbumin, liegt
als l6sliches Antigen vor und ist somit fiir B-Zellen zugénglich. Es kann folglich von
antigenspezifischen B-Zellen erkannt und aufgenommen werden. Die B-Zellen
prozessieren das Antigen und prisentieren es iiber MHC-II-Molekiile den Th-Zellen.
Durch die Interaktion zwischen B-Zellen und Th-Zellen werden die B-Zellen aktiviert und
differenzieren zu AntikOrper-sezernierenden Plasmazellen. Bei einer intrazelluldren
Lokalisation des Antigens, wie es nach pli80-OVA der Fall ist, sollte somit keine B-
Zellaktivierung und Antikorperproduktion stattfinden.

Um dies zu testen, wurden Balb/c Mause mit 6 Schuss pro Maus drei Mal im Abstand von
einer Woche immunisiert. Zwei Wochen nach der letzten Immunisierung wurde den
Maiusen Blut entnommen, um Serum zu gewinnen. Die Ovalbumin spezifischen Antikorper

im Serum der Tiere wurden mit einem abgewandelten CBA ELISA (BD Bioscience)

detektiert.
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Abb11 Detektion der Antikorperklassen nach Genegun Immunisierung
Balb/c Méuse wurden dreimal im Abstand von einer Woche mit 6 Schuss der Vektoren pEmpty, pPOVA oder
pli80-OVA immunisiert. 2 Wochen spater wurde den Tieren Blut abgenommen um Serum zu gewinnen. Die

antigenspezifischen Antikérper wurden mittels eines modifizierten CBA-ELISAs ermittelt.
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Nach der Immunisierung mit pOVA waren antigenspezifische Antikérper der Klassen
IgG1 und IgG2b im Serum der Miuse detektierbar (Abb7). Im Vergleich dazu wurden
keine Antikorper nach Immunisierung mit pli80-OVA und wie erwartet auch nicht mit
pEmpty detektiert.

Diese Ergebnisse bestdtigen, dass das Antigen nach der Immunisierung mit pli80-OVA
intrazelluldr vorliegt, wo es fiir B-Zellen unzugénglich ist. Im Gegensatz dazu kann
16sliches Ovalbumin von den B-Zellen erkannt und aufgenommen werden und fiihrt mit
Hilfe der Th-Zellen zur Aktivierung und Differenzierung in Antikorper-sezernierende

Plasmazellen.

5.2 Modulation der Immunantwort mittels DNA Koimmunisierung

Nachdem in den vorangegangenen Teilen der Arbeit die Funktionalitit des Antigenvektors
pli80-OVA in vitro und in vivo getestet wurden, stand nun die gezielte Modulation der Th-
Zellantwort im Vordergrund. Zu diesem Zweck sollte die DNA Immunisierung neben dem
Antigenvektor mit einem weiteren Vektor durchgefiihrt werden, der ein potentiell
immunmodulatorisches Zytokin exprimiert.

Ziel der Koimmunisierung war es, Thl-Polarisierung zu minimieren, da Thl-Zellen
ursdchlich mit der Entstehung und Aufrechterhaltung von Autoimmunprozessen in
Verbindung gebracht werden. Gleichzeitig sollte die Th2-Zellentwicklung gefordert
werden, da sich Th2-Zellen positiv in Autoimmunprozessen auswirken. Ein Kandidat, um
das Th1/Th2-Gleichgewicht in Richtung Th2 zu verschieben ist das Zytokin IL-4, da es als
eines der potentesten Th2-Differenzierung induzierendes Zytokin bekannt ist. Die
Koimmunisierung mit pOVA und plIL-4 wurde bereits in unserer Arbeitsgruppe
durchgefiihrt und fiihrte wieder Erwarten zu einer verstirkten Thl-Antwort. Diese
Beobachtung wurde darauf zuriickgefiihrt, dass IL-4 z. B. DCs dazu veranlassen kann IL-
12 zu produzieren'”. IL-4 wird bereits in der Haut exprimiert, wirkt dort auf die DCs und
induziert die IL-12 Produktion. Die DCs nehmen das, von den transfizierten Zellen
sekretierte Ovalbumin aus der Umgebung auf nach pOVA Immunisierung. Somit sind die
Mehrzahl der Ova-priasentierenden DCs gleichzeitig IL-12 Produzenten und induzieren
dadurch eine Thl-Antwort. Nur die direkt transfizierten DCs produzieren das

koimmunisierte IL-4. Das bedeutet, dass zum Zeitpunkt der Th-Zellaktivierung im
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Lymphknoten die Ova-prasentierenden IL-12 produzierenden DCs iiberwiegen, im
Vergleich zu den direkt transfizierten IL-4 produzierenden DCs. Das war der Grund dafiir,
die Koimmunisierung mit dem modifizierten pli80-OVA durchzufiihren, weil die
Antigenprésentation auf die direkt transfizierten APCs beschrinkt bleibt. Da man von einer
Kotransfektion mit beiden Plasmiden ausgehen kann, sollte von allen APCs, die das
Antigen prasentieren, gleichzeitig auch IL-4 exprimiert werden.

Der Th2-fordernde Effekt des IL-4 sollte also mit pli80-OVA verstirkt werden, da die

Antigenprésentation und Zytokinexpression gleichzeitig von derselben APC ausgehen.

5.2.1 IL-4 Koimmunisierung mit pli80-OVA hat keinen Effekt auf die Th-

Polarisierung

Im Folgenden wird die Koimmunisierung mit dem pli80-OVA und pIL-4, im Vergleich zu
pOVA durchgefiihrt und untersucht, welchen Einfluss diese auf die Th-Zellpolarisierung
hat. Beispielsweise liegt eine Th1-Polarisierung vor, wenn IFNy verstdrkt produziert wird.
Im Gegensatz dazu sind IFNy—produzierende Zellen kaum nachweisbar, wenn eine Th2-
Polarisierung gegeben ist.

Zunichst wurden TCR-transgene, naive Th-Zellen in WT Tiere transferiert und vier Tage
nach der Genegun Immunisierung aus dem Lymphknoten reisoliert. Ein Teil dieser Zellen
wurde fiir die Analyse der Proliferation verwendet und der restliche Teil wurde
restimuliert, um das in vivo erworbenes Zytokinprofil abzurufen. Die IFNy Produktion

wurde darauthin intrazelluldr analysiert.
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Abb12 Proliferationsstarke und IFNy Produktion der proliferierten Th-Zellen nach

Koimmunisierung mit plL-4

Balb/c-WT-Tiere erhielten 1*10° TCR-transgene naive Th-Zellen aus DO11.10-Mzusen, die zuvor mit
CFDA-SE geféarbt wurden. Einen Tag spéter wurden die Mause mit pli80-OVA oder pOVA in Kombination
mit pIL-4 bzw. pEmpty immunisiert und 4 Tage spéter die transferierten Zellen aus den drainierenden
Lymphknoten reisoliert. Direkt nach der Reisolation wurde ein Teil der Zellen auf Proliferation analysiert
und der restliche Teil mit PMA/Ionomycin fiir 4 Stunden restimuliert, nach 2 Stunden wurde der
Zellsuspension der Sekretionsinhibitor Brefeldin A zugesetzt. Anschlieend wurden die Zellen fixiert und
intrazellulir nach Zytokinen im FACS analysiert. %Proliferation bezieht sich auf CD4" KJ1.26" Zellen.
%Zytokin bezieht sich auf die Zytokin positiven Zellen innerhalb der proliferierten Zellen (vergl. AbbS).
Signifikanz: t-Test: * p<0,05

Die Abbildung 12A zeigt die Proliferation nach der Koimmunisierung mit pIL-4 und den
jeweiligen Antigenvektoren. Dargestellt ist der Prozentsatz der proliferierten, TCR-
transgenen Th-Zellen. Die Proliferation hat in allen Immunisierungsgruppen in gleichem
Malle stattgefunden, somit kann davon ausgegangen werden, dass das pIL-4 keinen
Einfluss auf die Expansionsstirke hat.

Die Abbildungen 12B und 12C zeigen die IFNy Produktion der Th-Zellen nach der 1L-4
Koimmunisierung mit pli80-OVA (12B) und pOVA (12C).

Nach Koimmunisierung mit pli80-OVA/pIL-4 (12B), konnte, im Vergleich zur
Kontrollgruppe pEmpty/pIL-4, kein Effekt auf die Polarisierung der Th-Zellen beobachtet
werden, der auf die Wirkung von IL-4 zuriickzufiihren wére.

In der Abbildung 12C ist zu erkennen, dass die Koimmunisierung mit pOVA/pIL-4, im
Vergleich zum Leervektor, zu einer verstiarkten IFNy Produktion fiihrte und folglich zu

einer Thl-Polarisierung. Dies geschah auch nach Koimmunisierung mit pIL-12, welches
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als Thl-Indikator mitgefiihrt wurde, da IL-12 das zentrale Thl-induzierende Zytokin ist.
Hiermit konnten die vorherigen Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe bestétigt werden.

Der Vergleich der Antigenvektoren untereinander, zeigt jedoch eine generelle Thl-
Induktion, sowohl mit, als auch ohne pIL-4 zu beobachten, die durch eine starke Erh6hung
(ca. 3fach) von IFNy gekennzeichnet ist.

Diese Ergebnisse zeigen, dass trotz einer vergleichbaren Proliferation der Th-Zellen in
allen Immunisierungsgruppen, der Effekt der verschiedenen Antigenvektoren beziiglich
der Differenzierung der Th-Zellen stark unterschiedlich sein kann. Die Koimmunisierung
mit dem modifizierten Antigenvektor pli80-OVA zeigte somit keine Verbesserung des
Effekts des IL-4 bei der Koimmunisierung. Der erwiinschte Th2-férdernde Effekt blieb
aus.

Somit konnte keine Optimierung der Koimmunisierung, durch die Verwendung von pli80-
OVA, erreicht werden. Vielmehr haben wir eine generelle Th1-Verschiebung mit pli80-
OVA beobachtet.

Neben der Koimmunisierung mit pIL-4, ergaben auch andere Koimmunisierungen, z. B.
mit den Notch-Liganden Jagged-1 und Delta-4, die nicht in dieser Arbeit dargestellt sind,
eine Thl-Verschiebung in Kombination mit pli80-OVA. Aufgrund dessen und mit der
Absicht eine Th2-Antwort zu induzieren, erschien es daher sinnvoll zuerst einmal die

Mechanismen, die zu der verstarkten Th1-Antwort fithren aufzuklaren.

5.3 Analyse und Charakterisierung der Thl-Polarisierung nach

Immunisierung mit dem li-Fusionskonstrukt

5.3.1 Genegun Immunisierung mit pli80-OVA induziert starke Thl

Polarisation

Eine genaue Analyse des Zytokinprofils nach pli80-OVA und pOVA Immunisierung zeigt
den Thl-induzierenden Effekt anhand der beiden zentralen Thl- und Th2-definierenden
Zytokine IFNy und IL-4 deutlich (Abb13).
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Abbl13 Zytokinprofil nach Genegun Immunisierung mit beiden Vektoren im

Vergleich

Balb/c-WT-Miusen erhielten 1*¥10° TCR-transgene naive Th-Zellen aus DO11.10-Musen, die zuvor mit
CFDA-SE gefarbt wurden. Einen Tag spéter wurden die Miuse mit pli80-OVA oder pOVA immunisiert. 4
Tage spdter wurden die transferierten Zellen aus den drainierenden Lymphknoten reisoliert. Direkt nach der
Reisolation wurde ein Teil der Zellen auf Proliferation analysiert und der restliche Teil mit PMA/Ionomycin
fiir 4 Stunden restimuliert, nach 2 Stunden wurde der Zellsuspension der Sekretionsinhibitor Brefeldin A
zugesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und intrazelluldir nach Zytokinen im FACS analysiert.

(vergl. Abb4). t-Test: * p<0,05, n.s. = nicht signifikant

Wie bereits in Abbildung 10 gezeigt wurde, fiihrten beide Immunisierungen zu einer
vergleichbaren Proliferation der transferierten naiven CD4" T-Zellen. Die Analysefenster
in Abbildung 13 zeigen das Zytokinprofil nach der Immunisierung mit pOVA bzw. mit
pli80-OVA.

Wie aus Abbildung 13B/13C ersichtlich, produzierten die proliferierten Zellen nach
Immunisierung mit pOVA 13% IFNy und 5% IL-4, wohingegen 28% IFNy und nur 0,6%
IL-4 Produzenten nach pli80-OVA Immunisierung zu beobachten waren. Dies bedeutet
eine 2fach stdrkere IFNy Produktion und eine fast vollstaindige Inhibition des IL-4 der
expandierten Zellen mit pli80-OVA. Diese Zytokinwerte zeigen eine Th1-Verschiebung.
Die IL-2 Produktion unter den proliferierten Zellen betrug ca. 80% nach Immunisierung
mit beiden Antigenvektoren, was auf eine vergleichbar starke Aktivierung der Th-Zellen
hindeutete.

Das Zytokinprofil beider Immunisierungen verdeutlicht die verstirkte Thl-Polarisierung
nach pli80-OVA Applikation, die durch eine 2fache IFNy Produktion und eine Inhibition
der IL-4 Produktion gekennzeichnet ist.

Fiir eine solche Thl-Antwort kénnen verschiedene Ursachen in Frage kommen. Im
Folgenden werden unterschiedliche Ansétze, zur Ursachenkldrung der verstdrkten Thl-

Polarisierung, genauer untersucht.
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5.3.2 Untersuchung der Rolle von CpG Motiven bei der Thl-Polarisierung

APCs konnen durch unterschiedliche immunogene Stimuli dazu angeregt werden das
proinflammatorische Zytokin IL-12 zu produzieren, das wiederum auf die Th-Zellen wirkt
und die Produktion von IFNy hervorruft. Als ein solcher Stimulus sind z. B. CpG-Motive
bekannt *°. Diese CpG-Motive liegen in bakterieller DNA unmethyliert vor und werden in
dieser Form von dem Toll-Like-Rezeptor9 (TLRY) erkannt. Zur Induktion der IL-12
Produktion wird eine Signaliibertragung liber TLR9 und das Adaptermolekiil MyD88
ausgeldst. Da die zur Immunisierung verwendeten Plasmide in Bakterien vermehrt wurden
enthalten sie unmethylierte CpG-Motive.

Bei der pOVA Immunisierung haben die APCs das Ovalbumin aus der Umgebung
aufgenommen, um es zu prasentieren. Der Unterschied zur pli80-OVA Immunisierung ist,
dass hier alle prisentierenden APCs direkt mit dem Plasmid transfiziert wurden und
dadurch auch alle APCs CpG-Signale erhalten. Somit konnte die DNA bzw. die darin
enthaltenen CpG-Motive eine Ursache fiir die starke IFNy Produktion der Th-Zellen nach
pli80-OVA sein. Wenn das Adaptermolekiill MyD88 fehlt, findet keine CpG/TLRY-
Signalweiterleitung statt.

Ob dieser Mechanismus eine Ursache der Thl-Polarisierung nach pli80-OVA
Immunisierung ist sollte im nichsten Experiment, durch die Immunisierung von MyD8&8-

knockout (MyD88™") Tieren untersucht werden.

5.3.2.1 Th1-Polarisierung nach pli80-OVA Immunisierung ist nicht auf einen

Signalweg Gber MyD88 zurtickzufihren

Das Adaptermolekiil MyD88 ist essenziell fiir die Weiterleitung von TLR9-Signalen. CpG-
Motive, die vom TLRY9 erkannt werden, kdénnen somit in MyD88'/ " Tieren keine
Signaltransduktion induzieren.

Aus diesem Grund sollte die Th-Zelldifferenzierung zwischen MyD88” Miuse und WT-
Maiusen miteinander verglichen werden. Beiden Mausstammen wurden TCR-transgene Th-

Zellen transferiert.
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Einen Tag nach Transfer wurden die Tiere entweder mit pli80-OVA oder pOVA
immunisiert. Die antigenspezifische Th-Zellantwort wurde wiederum auf Proliferation und

Zytokinproduktion analysiert und mit denen der WT-M4use verglichen.
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Abb14 Proliferation und Zytokinprofil nach Immunisierung von MyD88"-Tieren im

Vergleich zu WT-Tieren

MyD88” bzw WT-Tiere erhielten 1¥10° TCR-transgene naive Th-Zellen aus OTII-Miusen, die zuvor mit
CFDA-SE gefirbt wurden. Einen Tag spéter wurden die Mause mit pli80-OVA oder pOVA immunisiert und
4 Tage spidter die transferierten Zellen aus den drainierenden Lymphknoten reisoliert. Direkt nach der
Reisolation wurde ein Teil der Zellen auf Proliferation analysiert und der restliche Teil mit PMA/Ionomycin
fiir 4 Stunden restimuliert, nach 2 Stunden wurde der Zellsuspension der Sekretionsinhibitor Brefeldin A
zugesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und intrazellular nach Zytokinen im FACS analysiert. %
Proliferation bezieht sich auf CD4+ KJ1.26+ Zellen. % Zytokin bezieht sich auf die Zytokin positiven Zellen
innerhalb der proliferierten Zellen (vergl. Abb5). t-Test: * p<0,05, n.s. = nicht signifikant

Die Proliferation (Abb14A), sowie die IL-2 (Abb14D) Produktion der expandierten Zellen,
zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen der Immunisierung mit pli80-OVA und
pOVA, sowie auch zwischen den beiden Mausstimmen selbst, was auf eine vergleichbar
starke Aktivierung der Th-Zellen nach der Immunisierung hindeutet. Deutlich wird auch,
dass die MyD88-Defizienz keinen Einfluss auf Proliferation und IL-2 Produktion der
transferierten Th-Zellen hat.

Anhand der Zytokinexpression von IFNy (Abb14B) und IL-4 (Abb14C) konnte eine Thl-
Polarisierung nach pli80-OVA Immunisierung festgestellt werden. Das Zytokinprofil zeigt,
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in beiden Mausstimmen eine 2fache Erhohung der IFNy Produktion nach pli80-OVA
Applikation, im Vergleich zu pOVA. Die Thl-Verschiebung macht sich auch in beiden
Mausstdmmen in der IL-4 Expression bemerkbar, wonach pOVA Immunisierung rund 2%
und nach pli80-OVA rund 0.2% der expandierten Zellen IL-4 produzieren. Somit ist kein
Einfluss durch die MyD88-Defizienz erkennbar.

Auf Grund dieser Beobachtungen konnen wir sagen, dass die Aktivierung der
transferierten Th-Zellen in gleichem Malle vonstatten geht und, dass CpG-Motive bzw.
eine MyD88-Defizienz keinen Einfluss auf die Th-Differenzierung haben. Als Ursachen
fiir die verstirkte Th1-Polarisierung nach pli80-OVA Immunisierung kénnen CpG-Motive

daher ausgeschlossen werden.

5.3.3 Untersuchung der Rolle von B-Zellen bei der Thl Polarisierung

Wie bereits unter Punkt 5.1.3.3 gezeigt wurde, konnten wir nach pli80-OVA
Immunisierung keine antigenspezifischen Antikérper detektieren, schon aber nach pOVA
Immunisierung. Somit kommt es offensichtlich nur nach pOVA Immunisierung durch die
Aufnahme 16slichen Antigens zur B-Zellaktivierung. Somit konnen B-Zellen das
aufgenommene Antigen spezifischen Th-Zellen iiber MHC-II-Molekiile priasentieren und
als APCs fungieren und bei der Aktivierung von Th-Zellen beteiligt sein.

Auf Grund dessen, wollten wir untersuchen, wie wichtig B-Zellen als APCs in unserem
System sind bzw. welchen Einfluss eine fehlende Antigenprisentation iiber B-Zellen auf

die Th-Zelldifferenzierung bei einer pli80-OVA Immunisierung hat.

5.3.3.1 B-Zellen als APCs haben keinen Einfluss auf Th-Zellaktivierung und -

differenzierung nach Genegun Immunisierung

Um zu testen, inwiefern das Fehlen der B-Zellaktivierung zur verstirkten Thl-
Polarisierung beitrigt, sollten B-Zell-knockout (JHT™") Méuse mit beiden Antigenvektoren
immunisiert werden.

In JHT -Miusen ist die B-Zelldifferenzierung im Knochenmark blockiert '*°. Der

Zusammenbau der Jy-Gensegmente wéhrend der Rearrangierung der Immunglobulingene
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kann nicht stattfinden, da den Mausen diese Segmente fehlen. Dadurch ist die B-
Zellentwicklung in einem frithen Stadium blockiert. Die JHT”-Méuse besitzen somit keine
B-Zellen.

Im Folgenden sollte die Th-Zelldifferenzierung zwischen JHT”-Mause und WT-Méausen
miteinander verglichen werden. Beiden Mausstimmen wurden TCR-transgene Th-Zellen
transferiert. Einen Tag spidter wurden sie entweder mit pli80-OVA oder pOVA
immunisiert. Die antigenspezifische Th-Zellantwort wurde wiederum auf Proliferation und

Zytokinproduktion analysiert und mit denen der WT-M4use verglichen.
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Abb15 Proliferation und Zytokinprofil nach Immunisierung von JHT”-Tieren im

Vergleich zu WT-Tieren

Wildtyp-Tiere bzw. JHT"-Tiere erhielten 1*10° TCR-transgenen naiven Th-Zellen aus OTII-Mausen, die
zuvor mit CFDA-SE gefarbt wurden. Einen Tag spiter wurden die Miuse mit pli80-OVA oder pOVA
immunisiert und 4 Tage spéter die transferierten Zellen aus den drainierenden Lymphknoten reisoliert. Direkt
nach der Reisolation wurde ein Teil der Zellen auf Proliferation analysiert und der restliche Teil mit
PMA/Ionomycin fiir 4 Stunden restimuliert, nach 2 Stunden wurde der Zellsuspension der
Sekretionsinhibitor Brefeldin A zugesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und intrazelluldr nach
Zytokinen im FACS analysiert. % Proliferation bezieht sich auf CD4" KJ1.26" Zellen. % Zytokin beziecht
sich auf die Zytokin positiven Zellen innerhalb der proliferierten Zellen (vergl. AbbS5). t-Test: * p<0,05, n.s.

= nicht signifikant

Nach der Immunisierung mit pli80-OVA und pOVA, zeigten sich in beiden Mausstimmen
keine signifikanten Unterschiede in der Proliferation (Abb15A) sowie in der IL-2
Produktion (Abb15D) der expandierten Zellen. Dies deutete auf eine vergleichbar starke
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Aktivierung der Th-Zellen nach der Immunisierung hin. Weiterhin zeigte dies, dass eine B-
Zelldefizienz keinen Einfluss auf die Proliferation und IL-2 Produktion der transferierten
Th-Zellen in unserem System hat.

Deutlichere Unterschiede zwischen beiden Antigenvektoren zeigten sich jedoch in der
Expression von IFNy (Abb15B) und IL-4 (Abb15C). Somit beobachteten wir nach pli80-
OVA Immunisierung eine 2fach erhohte IFNy Produktion der proliferierten Zellen in
beiden Mausstdmmen. Des weiteren war die IL-4 Produktion in beiden Mausstimmen nach
pli80-OVA fast vollstandig inhibiert. Im Vergleich dazu, betrug die IL-4 Produktion 1-2%
nach der pPOVA Immunisierung.

Somit beobachteten wir wiederum eine Th1 Verschiebung mit dem pli80-OVA Vektor, die
sich in beiden Mausstdmmen gleichermallen zeigte.

Den Ergebnissen dieses Experiments zu Folge, konnten wir, auch ohne B-Zellbeteiligung
in beiden Mausstimmen, eine vergleichbare Aktivierung der transferierten Th-Zellen
beobachten, sowie eine Thl-Induktion mit pli80-OVA. Demnach kdnnen wir sagen, dass
die B-Zellen in unserem System als APCs keine Rolle spielen und nicht als Ursache fiir die
beobachtete Verstirkung der Thl-Polarisierung nach pli80-OVA Immunisierung

ausgeschlossen werden konnen.

5.3.4 Ist die Antigenprasentation ausschlief3lich durch direkt transfizierte DCs

verantwortlich flr die Thl-Polarisierung?

Nachdem wir in der Vektor-DNA enthaltene CpG-Motive und eine fehlende B-
Zellaktivierung als Ursache der verstirkten Thl-Polarisierung nach pli80-OVA
Immunisierung ausschliefen konnten, sollte untersucht werden, ob der Thl-induzierende
Effekt auf die direkt transfizierten APCs selbst zuriickzufiihren ist. Es wire moglich, dass
die direkt transfizierten APCs (wie mit pli80-OVA), im Gegensatz zu den APCs, die das
Ovalbumin aufgenommen haben (wie mit pOVA), in verstirktem MaBle durch die
Transfektion selbst, aktiviert wurden. Die verstirkte Aktivierung der APCs konnte einen
EinfluB auf die Th-Zelldifferenzierung haben. Um dies herauszufinden, wurde ein dritter

Antigenvektor flir die Immunisierung benutzt (Abb16).
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Lokalisation des Antigens

pmOVA (Ovalbumin 138-386 aa)

transferrin .
CMVImembran recept intrazellular: Membran/Endosom

Abb16 Antigenkonstrukt des Fusionsantigens membran-OVA (pmOVA)

Der Vektor pmOVA besitzt keine Sekretionssequenz, dafiir eine Sequenz des Transferrin-Membranrezeptors,
wodurch das Antigen zuerst in der Zellmembran exprimiert wird und anschlieBend zu Endosomen
transportiert, in diesen zu Peptidfragmenten abgebaut und auf MHC-II-Molekiile geladen wird. Das Antigen

wird somit nur intrazelluldr exprimiert.

Der Vektor pmOVA (Abbl16) kodiert fiir ein Fusionsprotein bestehend aus einer Sequenz
des Transferrinmembran Rezeptors und dem verkiirzten Ovalbumin ohne die
Sekretionssequenz. Das Ovalbumin wird zuerst in die Zellmembran inseriert und
anschlieBend zum Endosomen Kompartiment transportiert, wo es degradiert wird und
anschlieBend auf MHC-II-Molekiile geladen wird. Analog zum pli80-OVA findet keine
Sekretion des Antigens statt und die Antigenprdsentation beschriankt sich nur auf
transfizierte Zellen.

Im nachfolgenden Experiment wurde der Einfluss der Immunisierung mit den
verschiedenen Antigenvektoren in vivo miteinander verglichen. Dazu wurden WT-Mausen
TCR-transgene Th-Zellen transferiert. AnschlieBend immunisierten wir die Tiere mit den
verschiedenen Antigenvektoren, pOVA, pli80-OVA bzw. pmOVA. Die Proliferation und

die Zytokinproduktion der spezifischen Th-Zellen wurden untersucht.
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Abbl7 Proliferation und Zytokinprofil nach Immunisierung mit verschiedenen

Antigenvektoren

Balb/c-WT-Tiere erhielten 1¥10° TCR-transgenen naiven Th-Zellen aus DO11.10-Méausen, die zuvor mit
CFDA-SE gefarbt wurden. Einen Tag spiter wurden die Mause mit pli80-OVA, pOVA oder pmOVA
immunisiert und 4 Tage spéter die transferierten Zellen aus den drainierenden Lymphknoten reisoliert. Direkt
nach der Reisolation wurde ein Teil der Zellen auf Proliferation analysiert und der restliche Teil mit
PMA/Ionomycin fiir 4 Stunden restimuliert, nach 2 Stunden wurde der Zellsuspension der
Sekretionsinhibitor Brefeldin A zugesetzt. Anschliefend wurden die Zellen fixiert und intrazelluldr nach
Zytokinen im FACS analysiert. % Proliferation bezieht sich auf CD4+ KJ1.26+ Zellen. % Zytokin bezieht
sich auf die Zytokin positiven Zellen innerhalb der proliferierten Zellen (vergl. AbbS). t-Test: * p<0,05, n.s.

= nicht signifikant

Die Abbildung 17A zeigt die Frequenzen der proliferierten Zellen. Demnach ist die
Proliferation nach pOVA und pli80-OVA Immunisierung vergleichbar, im Vergleich dazu
jedoch nach pmOV A Immunisierung geringfligig vermindert.

Das Zytokinprofil nach pmOVA ist vergleichbar mit dem nach pOVA Immunisierung.
Demzufolge liegt die IFNy Produktion (Abb17B) auf vergleichbarem Niveau mit pOVA,
die des pli80-OVA ist im Vergleich dazu circa 2fach erhoht. Die IL-4 Produktion
(Abb17C) ist nach pli80-OVA Immunisierung fast vollig inhibiert. Im Vergleich dazu,
fanden wir nach pOVA Immunisierung circa 5% IL-4 Produzenten und mit pmOVA circa
2,5%. Die pmOVA Immunisierung flihrte nicht zur verstarkten Th1-Polarisierung.

Dieses Ergebnis ist ein Indiz dafiir, dass die Antigenprésentation iiber ausschlieBlich direkt
transfizierte APCs keine Verstiarkung der Thl-Polarisierung hervorruft. Die verminderte
Proliferation mit pmOVA konnte ein Hinweis darauf sein, dass der Mechanismus, durch

den es zur Antigenprasentation kommt nicht mit dem von pli80-OV A vergleichbar ist.
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5.3.5 Nachweis und Untersuchung der Ova-Peptid prasentierenden Zellen

Die bisherigen Untersuchungen dieser Arbeit zur Ursachenfindung der Thl-Polarisierung
mit pli80-OVA waren eher indirekt. Da die Aktivierung der Th-Zellen von den APCs
ausgeht, sollten diese Zellen direkt untersucht werden. Dazu sollten im néchsten
Experiment die Ova-Peptid prisentierenden Zellen durch Detektion der MHC-II/Peptid-
Komplexe direkt nachgewiesen werden. Das Ziel war es zum einen die Frequenz der
prasentierenden APCs zu bestimmen, sowie die Dichte der MHC-II/Peptid-Komplexe zu
quantifizieren. Andererseits sollte der Aktivierungszustand der Peptid-prisentierenden
Zellen untersucht werden und die Expression kostimulatorischer Molekiile, sowie der
Zytokine analysiert werden. Mdglicherweise konnten hierbei auftretende Unterschiede
Hinweise auf die Ursachen fiir die verstirkte Thl-Antwort nach pli80-OVA

Immunisierung geben.

5.3.5.1 Detektion der Antigenpréasentation mittels Liposomenfarbung

Um die antigenprisentierenden APCs sichtbar zu machen, haben wir einen Antikrper
(2C44) benutzt, der spezifisch fiir I-A%/Lack-Komplexe ist, das heiBt, der spezifisch die
MHC-II/Lack-Peptid-Komplexe erkennt. Fiir die Genegun Immunisierung wurden die
Vektoren pli80-OVA und pOVA so verdndert, dass das Lack-Peptid jeweils mit dem
Ovalbumin exprimiert wird. So entstanden die Vektoren pOVA-Lack und pli80-OVA-
Lack, die in diesem Versuch fiir die Genegun Immunisierungen verwendet wurden.

Als Nachweismethode wurde die Liposomen-Farbetechnik angewandt (Material &
Methoden Abb 4). Dazu wurde ein digoxiginierter 2C44-Antikérper zur Markierung der
Peptid/MHC-II-Komplexe eingesetzt. Als Sekundérfarbereagenz ein an die Liposomen
gekoppelter anti-Dig Antikorper benutzt.

Die Liposomenfirbung ist eine Methode, mit der die Farbung von Antigenen verstérkt
werden kann. Deshalb ist diese Methode geeignet fiir die Farbung von schwach
exprimierten Antigen. Der verstirkende Effekt der Liposomenfirbung wird in Abbl4
deutlich.
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Abb18 Gegenuberstellung einer konventionellen Farbung und der Liposomenfarbung
Die MHC-II-Molekiile der B-Zelllinie A20 wurden von aullen mit Lack-Peptiden beladen, zur Kontrolle

wurden unbeladene Zellen verwendet. AnschlieBend wurden die Zellen entweder konventionell mit dem
monoklonalen 2C44-Antikorper angefarbt, oder mit demselben, an Liposomen gekoppelten Antikorper,

angefirbt. Die Zellen wurden darauthin im Flowzytometer analysiert.

Die Abbildung 18 macht deutlich, dass die MHC-II/Peptid-Komplexe auf den B-Zellen
sehr schwach exprimiert sind und mit einer konventionellen Farbung nur schwach positiv
erscheinen. Unter Verwendung der Liposomenfirbung jedoch werden die schwach
positiven Zellen stirker angefdarbt und konnen dadurch eindeutig als positiv identifiziert
werden.

Um eine geniigende Anzahl von Zellen fiir die Analyse zu erhalten, wurden die Tiere mit
jeweils 6 Schuss immunisiert. Durch den mehrmaligen Beschuss erhdht sich die Zellzahl
der direkt transfizierten DCs im drainierenden Lymphknoten, wie von Porgador et. al.®?
gezeigt wurde. Fiir die Analyse wurden die drainierenden Lymphknoten aus zwei Tieren
vereint. Ungefdhr 18 Stunden nach Immunisierung wurden die Lymphknoten isoliert und

eine Zellsuspension hergestellt. AnschlieBend wurden die Zellen unter Verwendung der

oben beschriebenen Liposomen gefarbt und im FACS analysiert.
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Abb19 Liposomenfarbung zum Nachweis der Antigenprasentation

A Darstellung der Analysestrategie der einzelnen DC Populationen. Die Peptid-prasentierende DC-
Population sollte unter den CD11¢"MHCII-high Zellen zu finden sein. B Balb/c Miuse wurden mit 6 Schuss
von pEmpty, pOVA oder pli80-OVA immunisiert. 18h spéter wurden die DCs aus den drainierenden
Lymphknoten isoliert und fiir die Analyse im FACS gefarbt. Pro Gruppe wurden 6 Tiere verwendet.
Dargestellt ist die Frequenz der 2C44" Zellen innerhalb der CD11c¢"MHCII-high Zellen (links), sowie die
Mean Fluoreszenz Intensitat (MFI) (rechts).

Aus Abbildung 19A wird die Analysestrategie ersichtlich, die zur Detektion der
antigenpriasentierenden DCs  verwendet wurde. DCs wurden anhand des
Oberflachenmolekiils CDI11c identifiziert. Die CD1l1c-positiven Zellen exprimieren das

MHC-II-Molekiil in verschieden starken Auspragungen und werden daher in DC-MHCII-,
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DC-MHCII+ oder DC-MHCII-high eingeteilt. Die direkt transfizierten DCs aus der Haut
sind innerhalb der CD11¢’/MHCII-high Population zu finden.

Die Balkendiagramme in Abbildung 19B zeigen die Frequenz der 2C44-positiven Zellen
innerhalb der CD11c¢ " MHC-II-high-Population (links), sowie deren Mean-Fluoreszenz-
Intensitdt (MFI) (rechts), wodurch die Expressionsstirke des MHC-II/Peptid-Komplexes
erkennbar sein sollte. Aus beiden Balkendiagrammen der Abb14B wird ersichtlich, dass
sowohl innerhalb der DC-MHCII-high Population als auch in den anderen DC-
Populationen keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Vektoren zu
beobachten sind. Das bedeutet, wir konnten keine Lack-Peptid priasentierenden DCs unter
der DC-MHCII-high Population detektieren und demzufolge auch keine Unterschiede in
der Expressionsstirke dieser Komplexe.

Zudem betrdgt aber die Frequenz der 2C44-positiven Zellen innerhalb der MHCII-high-
Population in allen Immunisierungsgruppen circa 50%. Dies ist darauf zuriickzufiihren,
dass die Farbung mit den Liposomen einen starken Background verursacht, in dem Fall
50%. Dadurch erscheinen eigentlich negative Zellen positiv. Somit konnte es sein, dass
eine geringe Anzahl positiver Zellen nicht mehr detektiert werden kann und sozusagen im
Background untergeht.

Leider war es nicht moglich die Peptid-prasentierenden DCs durch die Liposomen-
Férbetechnik nachzuweisen. Es bleibt die Frage weiter offen, ob sich die DCs nach der
Immunisierung mit den verschiedenen Antigenvektoren in ihrem Phénotyp unterscheiden,
und ob eventuelle Unterschiede die Ursache fiir die verstirkte Thl-Polarisierung nach

pli80-OVA Immunisierung sind.

5.4 Untersuchung der CD4" Gedéachtniszellen nach Genegun

Immunisierung

5.4.1 Identifikation und Untersuchung endogener, antigenspezifischer CD4-
Lymphozyten mit Hilfe des Markers CD154 (CD40 Ligand)

Der Transfer antigenspezifischer Th-Zellen, stellt insofern einen Vorteil dar, als dass diese

Methode die Untersuchung der Th-Zelldifferenzierung zu einem sehr friihen Zeitpunkt
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nach der Immunisierung erlaubt und die antigenspezifischen T-Zellen auf Einzelzellebene
untersucht werden koénnen. Ein mdglicher Nachteil konnte jedoch die hohe Zahl an
transferierten Th-Zellen sein, die fast alle einen transgenen TCR mit derselben Spezifitit
tragen, und nur ein bestimmtes Peptid des Antigens erkannt wird. Dies entspricht nicht der
physiologischen Situation wihrend einer Immunantwort und ist so im Korper
normalerweise nicht zu finden.

Eine vor kurzem verdffentlichte Arbeit '*® beschreibt erstmals eine Methode, zur
Identifikation aller reaktiven, antigenspezifischen CD4" T-Zellen nach Immunisierung.
Dabei werden die Zellen, nach antigenspezifischer Restimulation ex vivo, anhand ihrer
CD154 Expression identifiziert. Auf diese Weise konnen die antigenspezifischen
Gedédchtniszellen angefdrbt, und phénotypisch analysiert werden. Somit war es erstmals
moglich alle endogenen, antigenspezifischen Th-Zellen, nach DNA Immunisierung zu

analysieren, ohne zu Hilfenahme des Transfersystems.

5.4.3.1 Beschrankte Antigenprasentation induziert CD154 exprimierende

Gedachtniszellen

Das Ziel dieses Experimentes war es, die physiologische Immunantwort nach Genegun
Immunisierung mit den verschiedenen Antigenvektoren pli80-OVA, pOVA und pmOVA
zu untersuchen. Demzufolge sollte die Frequenz der Gedichtniszellen untersucht werden
und gleichzeitig die IFNy Produktion der reaktiven Zellen. Dazu wurden Balb/c Méuse mit
den verschienen Antigenvektoren immunisiert. Als Kontrolle wurde der Leervektor

mitgefiihrt.
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Abb 20 Analysestrategie der CD4" Gedéachtniszellen

Balb/c-WT-Tiere wurden mit verschiedenen Antigenvektoren dreimal im Abstand von einer Woche
immunisiert. Drei Wochen nach der letzten Immunisierung wurden die drainierenden Lymphknoten isoliert
und eine Einzelzellsuspuension hergestellt. Die Zellen wurden in Anwesenheit von antiCD28 Antikorper und
Img/ml Ovalbumin UN restimuliert. Der Sekretionsinhibitor Brefeldin A wurde zur Akkumulation der

Zytokine hinzugesetzt. Danach wurden die Zellen mit FA fixiert, gefdrbt und im FACS analysiert.

Aus Abbildung 20 ist die Analysestrategie ersichtlich. Zuerst wurde der prozentuale Anteil
der gesamten CD40L"-Population innerhalb der CD4 -Zellen ermittelt und dann in einem
neuen Analysefenster gegen IFNy angezeigt, um die Frequenz der Zytokinproduzenten
innerhalb der CD40L"-Zellen zu ermitteln (oben). In einem dritten Analysefenster sind die
CD40L -Zellen gegen IFNy angezeigt (unten), woraus deutlich wird, dass diese

Zellpopulation nicht reaktiv ist und keine Zytokine produziert.
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Abb21 Analyse der CD154" (CD40L") Population und des Zytokinprofils nach

Immunisierung

Balb/c-WT-Miuse wurden analog zur Beschreibung in Abb20 behandelt. A Die Frequenzen der CD40L"-
Zellen innerhalb der CD4 -Population sind als Balkendiagramme dargestellt. B Die Frequenzen der IFNy
Produzenten innerhalb der CD40L'CD4"-Zellen sind als Balkendiagramme dargestellt. Pro Gruppe wurden 6

Tiere verwendet. Signifikanz: t-Test: *<0,05 bzw. n.s.=nicht signifikanz bezogen auf pEmpty

In den Balkendiagrammen der Abbildung 21A ist der prozentuale Anteil CD40L" Zellen
unter den CD4"-T-Zellen in der Milz und im Lymphknoten dargestellt. Im Vergleich zum
Leervektor fanden wir keine antigenspezifischen Zellen nach pOVA Immunisierung in
beiden Organen. Im Vergleich dazu ist nach pli80-OVA Immunisierung eine mehr als
2fache Erhohung der spezifischen Gedichtniszellen in beiden Organen zu detektieren. Die
Frequenz der spezifischen Gedichtniszellen nach pmOVA Immunisierung ist, im
Vergleich zu pli80-OVA geringfiigig vermindert im Lymphknoten, jedoch nicht in der
Milz zu detektieren.

In den Balkendiagrammen der Abbildung 21B ist die Frequenz der IFNy Produzenten unter
den CD40L"-CD4"-T-Zellen in der Milz und im Lymphknoten dargestellt. Eine signifikant

erhohte Frequenz der IFNy Produzenten von circa 20-30% innerhalb der spezifischen
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Gedichtniszellen ist nur nach pli80-OVA Immunisierung in beiden Organen zu
beobachten. Jedoch ist die Frequenz der IFNy Produzenten mit pmOVA, nur in der Milz
geringfligig (5%) erhoht.

Anhand dieser Ergebnisse konnen wir sagen, dass durch eine gezielte Antigenprisentation
auf direkt transfizierte DCs (pli80-OVA und pmOVA) die Bildung von CD4'-
Gedédchtniszellen gefordert wird. Wobei dies in verstdrktem Mafle durch die pli80-OVA
Immunisierung geschieht. Zudem finden wir auch im physiologischen System mit pli80-

OVA eine verstarkte IFNy Produktion in den antigenspezifischen Gedéchtniszellen.

5.5 Die DTH-Reaktion als Krankheitsmodell einer Thl-vermittelten

Entzindungsreaktion

Thl-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung vieler entziindlicher
Erkrankungen. Als Modell fiir eine solche Thl-vermittelte Entziindungsreaktion wird die
DTH-Reaktion (delayed-type-hypersensibility reaction) durchgefiihrt. Die DTH-Reaktion
gehort zu den Uberempfindlichkeitsreaktionen des verzdgerten Typs, die erst nach
mehreren Stunden bis Tagen auftreten konnen. Es entsteht eine lokale
Entziindungsreaktion, die vor allem von spezifischen CD4-T-Zellen vom Thl-Typ
ausgelost wird, die in der Peripherie vorhanden sind und an die Stelle der
Antigenprésentation einwandern. Dort schiitten sie nun Chemokine und Zytokine wie IFNy
und TNFa aus, wodurch die lokale Durchlédssigkeit der Blutgefiaf3e erh6ht wird und es zur
Einwanderung von u. a. Granulozyten kommt. Diese Reaktion bewirkt weiterhin eine
lokale Schwellung des Gewebes. Die auftretende Schwellung gilt als MaB3 fiir die Stédrke
der Entziindungsreaktion. Dieser Test wird im Mausmodell durch Injektion des Antigens in

Kombination eines Adjuvanz, entweder ins Ohr oder in die FuB3sohle, durchgefiihrt.
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5.5.1 Untersuchung der Th1-Reaktion nach pli80-OVA Immunisierung anhand

der FuBsohlenschwellung

Ziel war es zu untersuchen, wie stark die Thl-Zellen, die durch die Genegun
Immunisierung induziert wurden, in der Lage sind, eine Entziindungsreaktion zu
vermitteln. Wildtyp Balb/c Méause wurden mit den Vektoren pli80-OVA, pOVA oder
pEmpty immunisiert. Eine Woche nach der letzten Immunisierung wurde den Méusen
jeweils in eine Fullsohle der Hinterbeine Inkomplettes Freudsches Adjuvanz (IFA)
gemischt mit Ova-Peptid bzw. in die andere FuB3sohle IFA gemischt mit PBS als "interne
Kontrolle" injiziert. Nun wurde die FuBlschwellung, alle 24 Stunden iiber mehrere Tage

gemessen. Als Ausgangswert wurde die Dicke der Fiile vor der Injektion gemessen.

pOVA pliB0-OVA pEmpty
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Abb22 DTH-Reaktion Messung der Fuf3sohlenschwellung tiber die Zeit

Balb/c-WT-Tiere wurden dreimal im Abstand von einer Woche mit pEmpty, pOVA bzw. pli80-OVA
immunisiert. Eine Woche nach der letzten Immunisierung wurde die DTH-Reaktion in der Fuflsohle
ausgelost, indem rechts Ova-Peptid in IFA und links als Kontrolle PBS in IFA injiziert wurden. Die

FuBsohlenschwellung wurde alle 24h {iber mehrere Tage gemessen.

Aus Abbildung 22 wird ersichtlich, dass die FuBBsohlenschwellung 24h nach der Injektion
am stirksten ist, dies ist besonders nach pli80-OVA (0,8mm) und pOVA (0,8mm), im
Vergleich zum Leervektor (0,5mm) deutlich. Wobei der FuB3, in den Peptid/IFA injiziert
wurde, stirker anschwoll, als der KontrollfuB. Nach 48 Stunden war die Schwellung in
allen drei Gruppen im PBS/IFA-Ful} fast auf den Ausgangswert zuriickgegangen, eine
Restschwellung von 0,2mm blieb erhalten. Der Unterschied zwischen Peptid/IFA-Ful3 und
PBS/IFA-Ful} nach pli80-OVA Immunisierung weist keinen signifikanten Unterschied auf
(0,1-0,2mm Unterschied), das zeigt sich in gleichem MafRe fiir die pEmpty Immunisierung.

Im Gegensatz dazu nimmt die Schwellung nach 48 Stunden im Peptid/IFA-Fuf3 nach
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pOVA Immunisierung zwar leicht ab (um 0,2mm), aber bleibt {iber mehrere Tage erhalten
und nimmt nur sehr langsam weiter ab. Nach pOVA Immunisierung ist der Unterschied
(0,4-0,5mm Unterschied) zwischen Peptid/IFA-Fu3 zum PBS/IFA-Fuf} somit iiber ldngere
Zeit (3 Tage) sehr stark, was auf eine anhaltende Entziindungsreaktion hindeutet.

Da wir eine starke Thl-Polarisierung nach Immunisierung mit pli80-OVA beobachtet
haben, wiirden wir eine starke DTH-Reaktion erwarten. Entgegen dieser Erwartung, war
die Schwellung nach pli80-OVA Immunisierung nach 48 Stunden bereits fast auf
Ausgangsniveau zuriickgegangen und zeigte keine signifikanten Unterschiede zum
Kontrollfu}. Im Gegensatz dazu, zeigte sich nur nach Immunisierung mit pOVA eine
anhaltende lokale Entziindungsreaktion, gekennzeichnet durch eine ungleich langsamer
abnehmende Schwellung. Die Ergebnisse dieses Experiments geben erste Hinweise, in
welchem Mafle die Entziindungsreaktion durch die aktivierten Th-Zellen nach der
Genegun Immunisierung vermittelt werden kann.

Die DTH-Reaktion konnte jedoch nicht wiederholt werden, da die Induktion der
FuBsohlenschwellung durch die Injektion von Ova-Peptid/IFA ausblieb. Dies duflerte sich
in einer sehr geringen FuBsohlenschwellung in allen Immunisierunsgruppen nach 24
Stunden von 0,2-0,4mm. Das bedeutet, dass gar keine Entziindungsreaktion ausgelost

wurde und dadurch keine Aussage moglich war.

5.6 Koimmunisierung mit siRNAs gegen die Untereinheiten des IL-12

APCs werden durch immunogene Stimuli aktiviert und dazu angeregt das
proinflammatorische Zytokin IL-12 zu produzieren, welches wiederum auf Th-Zellen wirkt
und die Produktion von IFNy induziert. Teilweise ist man der Ansicht, dass es zu einer
Ausbildung von Th2-Zellen kommen kann, wenn IL-12 fehlt oder nur in geringer Menge
produziert wird. Deshalb ist IL-12 ein besonders geeignetes Zielmolekiil, um APCs zu
modulieren und dadurch die Th-Zelldifferenzierung zu beeinflussen. Eine solche
Modulation konnte durch die gezielte Inhibition endogener IL-12 Produktion stattfinden.
Hierfiir ist der Einsatz von RNA Interferenz eine relativ neue und vielversprechende
Methode, um die Funktion von DCs zu modulieren'*’. Es konnte bereits in in vitro
Versuchen gezeigt werden, dass die Th-Zelldifferenzierung durch die Transfektion von

DCs mit siRNA gegen IL-12, beeinflussen kann'*"'*,
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Das Prinzip der siRNA, durch den die Inhibition bestimmter Molekiile vermittelt wird,
beruht auf kurzen RNA-Molekiilen (small interference RNA, siRNA), die sich
sequenzspezifisch an die zelleigene RNA lagern, wodurch die Translation verhindert und
voriibergehend die Proteinexpression inhibiert wird. Diese kurzen RNA-Molekiile konnen
von bestimmten Expressionsvektoren exprimiert werden, wenn diese unter der Kontrolle
eines so genannten mU6pro-Promoters stehen.

Im Folgenden sollte versucht werden, durch Koimmunisierung mit Vektoren kodierend fiir
siRNA gegen die Untereinheiten des IL-12, die Thl-Differenzierung zu hemmen und eine
Th2-Differenzierung zu fordern. Dabei sollten beide Antigenvektoren zum Einsatz

kommen und die Effekte auf die Th-Zelldifferenzierung miteinander verglichen werden.

5.6.1 siRNA gegen die Untereinheiten von IL-12, p35 und p40 sind funktionell

in vitro

Zuerst einmal wurden die siRNA-Vektor konstruiert, die jeweils fiir siRNA gegen die IL-
12 Untereinheiten p35 und p40 kodieren (psilL12p35 und psilL12p40). Diese Vektoren
mussten erst in vitro getestet werden, wie stark die siRNA die Expression von IL-12
hemmen kann. Dazu wurde eine Zelllinie mit den siRNA-Vektoren transfiziert und
zusitzlich mit einem Vektor kodierend fiir das Zytokin IL-12. Die Frequenz der IL-12
exprimierenden Zellen wurde durch intrazelluldre Firbung im FACS nach 24 und 48
Stunden gemessen. Als positive Kontrolle wurde bei einem Ansatz ein siRNA-Vektor

verwandt, der fiir eine irrelevante RNA spezifisch ist (psiGFP).
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Abb23 Funktionalitatstest der siRNA-Vektoren psilL12p35 und psilL12p40

Transfektion der 293T Zelllinie in vitro mit pIL-12 und den siRNA-Vektoren psilL12p35, psilL12p40 bzw.
einem Kontrollvektor psiGFP. Die Messung des Zytokins IL-12p70 erfolgte nach 24h und 48h. Dazu wurden

die Zellen fixiert und intrazelluldr angefarbt und im Flowzytometer analysiert.

Die Abbildung 23 zeigt, dass die Expression von IL-12 schon nach 24 Stunden um circa
70% gehemmt ist und nach 48 Stunden um circa weitere 20% abnimmt. Somit wurde in
vitro gezeigt, dass der Vektor psilL12p35 wirksam ist und in der Lage die Expression von
IL-12 {iber einen Zeitraum von mindestens 48 Stunden zu inhibieren. Analog wurde der
Funktionalitétstest fiir den Vektor psilL12p40 durchgefiihrt und &hnlich starke Suppression
der IL-12-Produktion erzielt. Somit konnte in vitro gezeigt werden, dass beide siRNA-
Vektoren wirksam sind und in der Lage sind, die Expression von IL-12 {iber einen

Zeitraum von mindestens 48 Stunden zu inhibieren.

5.6.2 Koimmunisierung mit siRNA-Vektoren gegen IL-12 Untereinheiten und

ihr Einfluss auf die Polarisierung der Th-Zellen

Wie bereits unter 5.2 beschrieben sollte durch die Beschriankung der Antigenprésentation
mit pli80-OVA der Effekt des koapplizierten Vektors verstirkt werden. Somit geht die
Antigenprésentation und die Modulation durch die siRNA von derselben APC aus und
wirken dadurch effektiver auf die Th-Zelldifferenzierung.

Mit diesem Ziel wurden die beiden Antigenvektoren pli80-OVA und pOVA jeweils mit
den siRNA-Vektoren psilL12p35 und psilL12p40 in Kombination koappliziert bzw. die
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jeweiligen Antigenvektoren mit beiden siRNA-Vektoren gleichzeitig appliziert um eine
maximale Inhibition auf die IL-12 Expression zu erzielen. Als siRNA-Kontrollvektor
wurde psiGFP verwandt, der gegen ein irrelevantes Protein, das Green Floureszent Protein
(GFP), kodiert.

Zunéchst wurden TCR-transgene, naive Th-Zellen in WT Tiere transferiert und vier Tage
nach der Genegun Immunisierung aus dem Lymphknoten reisoliert. Ein Teil dieser Zellen
wurde fiir die Analyse der Proliferation verwendet und der restliche Teil wurde mit
PMA/Ionomycin restimuliert, um das in vivo erworbenes Zytokinprofil abzurufen. Die

IFNy Produktion wurde daraufhin intrazelluldr analysiert.
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Abb24 zZytokinproduktion der antigenspezifischen Th Zellen nach Koimmunisierung

mit silL12 Untereinheiten (p35 und p40)

Wildtyp-Balb/c-Tiere erhielten 1¥10° TCR-transgene, naive Th-Zellen aus DO11.10-Miusen, die zuvor mit
CFDA-SE gefarbt wurden. Einen Tag spiater wurden die Mause mit pli80-OVA oder pOVA, in Kombination
der verschiedenen siRNA-Vektoren psilL-12p35 bzw. psilL12p40, immunisiert und 4 Tage spiter die
transferierten Zellen aus den drainierenden Lymphknoten reisoliert. Direkt nach der Reisolation wurde ein
Teil der Zellen auf Proliferation analysiert und der restliche Teil mit PMA/lonomycin fiir 4 Stunden
restimuliert, nach 2 Stunden wurde der Zellsuspension der Sekretionsinhibitor Brefeldin A zugesetzt.
Anschliefend wurden die Zellen fixiert und intrazelluldr nach Zytokinen im FACS analysiert. Signifikanztest

t-Test: * p<0,05 bzw. n.s.=nicht signifikant bezogen auf pGFP.
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Die Abbildung 24 zeigt die Proliferation und die Zytokinfiarbungen der verschiedenen
Koimmunisierungen. Die Proliferation (Abb 24A) und die IL-2 Expression (Abb 24B) ist
in allen Gruppen vergleichbar und zeigt, dass die zusitzlich verabreichten Plasmide keinen
Einfluss auf die Aktivierung der Th Zellen ausiiben.

Die Abbildungen 24C und 24D zeigen die Frequenzen der IFNy Produktion innerhalb der
proliferierten Zellen. Die Koimmunisierung von pli80-OVA (Abb24C) und von pOVA
(Abb24D) erfolgte jeweils mit den einzelnen siRNA-Vektoren oder in Kombination mit
beiden.

Generell konnte mit beiden Antigenvektoren eine Reduktion der IFNy Produzenten nach
Koimmunisierung mit psilL12p35 bzw. mit psilL12p35/p40 beobachtet werden. Diese
Tendenz war nur bei der Koimmunisierung mit pOVA signifikant im Vergleich zum
psiGFP ausgeprigt.

Im Gegensatz dazu, hatte die Koimmunisierungen mit pli80-OVA bzw. pOVA in
Kombination mit psilL.12p40 allein, keinen Einfluf auf die Polarisierung der Th-Zellen, im
Vergleich zum psiGFP.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Koimmunisierung mit dem siRNA-
Vektor psilL12p35 in vivo offensichtlich die DCs so moduliert, dass dies eine
Abschwichung der Thl-Polarisierung, gekennzeichnet durch eine geringere Zahl an IFNy
Produzenten zur Folge hat. Wiederholungsexperimente zeigten jedoch kontroverse

Ergebnisse.

5.6.3 Wiederholung der Koimmunisierung mit siRNA-Vektor gegen IL-12
Untereinheit p35

Im folgenden Koimmunisierungsexperiment wurden beide Antigenvektoren zusammen mit
psilL12p35 bzw. dem Kontrollvektor psiGFP verwendet. Der siRNA-Vektor psilL12p40
wurde hier nicht mehr mitgefiihrt, da dieser keinen Effekt auf die Th-Zelldifferenzierung

zeigte.
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Abb25 Zytokinproduktion nach Koimmunisierung mit psilL12p35

Wildtyp-Balb/c-Tiere erhielten 1¥10° TCR-transgene, naive Th-Zellen aus DO11.10-Miusen, die zuvor mit
CFDA-SE gefarbt wurden. Einen Tag spéter wurden die Méuse mit pli80-OVA oder pOVA, in Kombination
mit dem siRNA-Vektor psilL-12p35, immunisiert und 4 Tage spiter die transferierten Zellen aus den
drainierenden Lymphknoten reisoliert. Direkt nach der Reisolation wurde ein Teil der Zellen auf Proliferation
analysiert und der restliche Teil mit PMA/Ionomycin fiir 4 Stunden restimuliert, nach 2 Stunden wurde der
Zellsuspension der Sekretionsinhibitor Brefeldin A zugesetzt. Anschlieend wurden die Zellen fixiert und

intrazelluldr nach Zytokinen im FACS analysiert. t-Test: * p<0,05 n.s.=nicht signifikant.

Die Abbildung 25A zeigt die Frequenz der IL-2 Produktion innerhalb der proliferierten
Zellen. Hier sind geringfiigige Unterschiede zwischen den Antigenvektoren zu beobachten.
Die Kontrollgruppen pOVA+pIL12 in Kombination mit den siRNA-Vektoren psilL12p35
oder psiGFP wurden mitgefiihrt, um den Effekt von psilL12p35 zu kontrollieren. Die
siRNA gegen p35 sollte den IFNy induzierenden Effekt des pIL12 verringern. Dies war
jedoch nicht der Fall (Abb25B beiden letzten Balken).

Die Abbildung 25B zeigt die IFNy Produktion der proliferierten Zellen. Der Vergleich von,
pli80-OVA jeweils mit und ohne psilL12p35, sowie pOVA jeweils mit und ohne
psilL12p35, zeigt keine signifikanten Unterschiede in der IFNy Produktion. Demzufolge
hatte in diesem Experiment die Koimmunisierung mit dem si-RNA Vektor psilL12p35
keinen Einfluss auf die Th-Zelldifferenzierung und der inhibierende Effekt auf die IFNy
Produktion blieb aus. Bei einem genaueren Vergleich der IFNy Produktion zwischen den
beiden Antigenvektoren (pOVA und pli80-OVA) zeigte sich die verstirkte Thl-
Verschiebung nach pli80-OVA Immunisierung, wonach circa 20% mehr IFNy detektiert

wurde.
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Die Koimmunisierungsexperimente mit der siRNA gegen IL-12 wurden mehrfach
wiederholt. Es zeigte sich in manchen Experimenten ein Riickgang der IFNy Produktion
und in anderen Experimenten wiederum kein Unterschied in der Frequenz der IFNy
Produzenten zwischen den Immunisierungsgruppen mit psilL12p35 und dem
Kontrollvektor. Zusammengenommen ergab sich ein Verhéltnis von 4:9, wobei 4 Mal der
inhibitorische Effekt auf die IFNy Produktion zu beobachten war und es 9 Mal keinen
Unterschied gab. Dieser Effekt war iiberraschenderweise bei der Koimmunisierung mit
pOVA in 50% der Félle (2:2) zu beobachten und mit pli80-OVA in 22% der Félle (2:7).

Zusammenfassend konnen wir sagen, dass die Koimmunisierung mit psilL12p35
tendenziell einen Einfluss auf die Th-Zelldifferenzierung hat, dieser scheint aber durch

noch unbekannte Faktoren beeinflusst zu werden.

5.7 Anwendung des pli80-Antigenplasmids in einem Krankheitsmodell

far allergisches Asthma

Der Invariant-chain-Vektor (pli80) sollte in einem Krankheitsmodell zur Behandlung von
allergischem Asthma eingesetzt werden, um das Potential zur Therapie von Th-2
vermittelten Erkrankungen zu untersuchen.

In einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Sarah Howie der University of Edinburgh,
Institut fir Pathologie, wurde der pli80-Vektor zur Verfiigung gestellt und in einem
Krankheitsmodell zur Behandlung von allergischem Asthma angewandt. Die Versuche

sind in den Abbildungen 26 und 27 dargestellt.

5.7.1 Versuchsdurchfihrung

Die Abbildung 26 zeigt das Behandlungsschema der Méuse. Bei der Sensibilisierung an
den Tagen 0 und 14 wird den Tieren ein Gemisch bestehend aus dem Antigen Derpl und
dem Adjuvanz Alum intra peritoneal (i.p.) injiziert. Dabei wird eine Immunreaktion gegen
das Antigen Derpl induziert. Durch die Verwendung des Adjuvanz Alum werden

vorrangig Th2-Zellen generiert, die bei allergischen Reaktionen eine entscheidende Rolle
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spielen. AnschlieBend erfolgt an den Tagen 28 und 42 die DNA Immunisierung mit
"biodegradablen" Partikeln (plg), die mit den jeweiligen Vektoren beladen sind. Als
Vektoren wurden Expressionsplasmide mit dem Antigen Derpl (plg-pDerpl), dem MHC-
[I-restringierten Antigen Derpl (plg-pli-Derpl) und dem Kontrollplasmid pEmpty benutzt.
Die eigentliche Auslosung der allergischen Asthmareaktion ,,Challenge* erfolgt an den
Tagen 56 und 59, durch Inhalation intra tracheal (i.t.).

6 Tage nach der letzten Challenge erfolgt die Analyse. Dabei wurde ein Entziindungsscore,
zur Beurteilung der Starke der allergischen Reaktion, in den verschiedenen Bereichen des
Lungengewebes untersucht sowie die Infiltration der broncho-alveolar-Fliissigkeit (BALF)

mit eosinophilen Granulozyten bestimmit.

Sensibilisierung Immunizierung Challenge
E 1 1
Derpl+Alum Derpl+Alum plgtvektor plgtvekior  Derpl Derpl
ip. ip. 20pg 20pg it. it.
do di4 d28 d42 ds6 ds9
. o B e S — Analyse
Abb 26 Versuchsprotokoll

Gruppen von n=6 Maiusen wurden in jeder Immunisierungsgruppe nach dem abgebildeten Protokoll

behandelt.

5.7.2 Effekt der Immunisierung mit dem pli80-Vektor auf die allergische

Entztindungsreaktion

In den einzelnen Bereichen der Atemwege wurden keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich des Entziindungsscores festgestellt (Abb 27A). Jedoch wurde eine stédrkere
Reduktion des Anteils der eosinophilen Granulozyten im BALF nach pli-Derpl im
Vergleich zur pDerpl Immunisierung ermittelt (Abb 27B).

Dieses Ergebnis deutet darauf sein, dass durch die Immunisierung mit dem pli80-Vektor
die Immunantwort in sensibilisierten Mausen signifikant beeinflusst werden kann. Die

Reduktion der Einwanderung eosinophiler Zellen in der Lunge ist ein viel versprechendes
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Ergebnis im Hinblick auf den Einsatz dieses Vektors zur Behandlung allergischer
Erkrankungen. Weitere Untersuchungen sind an dieser Stelle jedoch notwendig, um
genauere Aussagen iiber die Wirkung der DNA Immunisierung mit dem pli80-Vektor in

Th2-vermittelten Erkrankungen zu erhalten.
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Abb 27 Darstellung von Entztindungsscore und Granulozyteninfiltration
Die Entziindung in verschiedenen Bereichen der Atemwege (PV,Br,PB,Al) der sensibilisierten Tiere wurde
analysiert (A). Der Anteil von eosinophilen Granulozyten in der bronchio-alveolaren Fliissigkeit (BALF)

wurde analysiert (B).
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