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Wir Menschen sind merkwürdige Wesen. 
Von einer mysteriösen Unruhe erfasst;  
der Verstand immer in Bewegung.  
Staunend zwar, aber auch immer fragend.  
Und vor allem zweifelnd.  

Die Kenntnis einer Grenze - für uns nur Verlockung. 
 
          Nach Prof. Harald Lesch
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1. Abstract 

Despite intense research and immense demand there is no RSV vaccine available today. Modern 

subunit vaccines require adjuvants to generate a sufficiently strong immune response. By editing 

the glycosylation pattern of the RSV-F Protein covalently coupled adjuvants are produced, which 

generate comprehensive immune responses via the activation of the innate immune system. In this 

work recombinantly produced variants of the RSV-F protein with defucosylated or xylosylated N-

glycans were tested for their potential to activate the immune system. For that, cytokines from cell 

culture supernatants were quantified and methods for gene expression analysis of stimulated cells 

were established.  

In preliminary PBMC stimulation experiments the influence of cryopreservation on cells was ex-

amined and the expression of cytokines on gene and protein level was correlated.  

Within the scope of stimulation experiments with complex cell mixtures (PBMC and DC) the 

reference genes SDHA, TBP and PPIA were identified as stably expressed in order to establish a 

valid gene expression analysis. A mathematical conversion of quantitative transcript numbers from 

a probe-based direct RNA detection assay (NanoString®) and the relative quantification via qPCR 

was developed.  

The cytokine pattern in cell culture supernatants from long-term experiments performed with 

PBMC, mDC and each vaccine candidate in a highly complex perfusion reactor system (HuALN®) 

were quantified by automated bead-based multiplex analytics. In connection with the analysis of 

broad gene panels increased immune responses could be detected caused by the glycosidically 

altered RSV-F proteins. Defucosylation leads to a comprehensive activation of the immune sys-

tem. Xylosylated RSV-F additionally activates components of the innate immune system. Further-

more, there is evidence that the ratio of the Th1 and Th2 based immune response can be modified 

by the grade of the defucosylation. The applied and established methods are suited to distinguish 

the potency of vaccine candidates with minor structural differences. 

In order to perform stimulation experiments in a higher throughput, this work contributed to the 

establishment of a miniaturized bioreactor. Leakage testing of the reactor via fluorescence micros-

copy and the examination of the biocompatibility of all single components directly influenced the 

reactor design, its assembly and connection techniques as well as the choice of materials. The 

reactors functionality was confirmed in different 2D and 3D cultivation approaches by means of a 

long-lasting high cell viability.  

The stronger modulated immune response evoked by modified glycosidic structures provides a 

promising method that can be applied to other pathogens, too. By its potential for higher through-

put (more time points, more replicas) the miniaturized perfusion reactor could be able to provide 

a more precise insight into the immunological processes. 
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2. Zusammenfassung 

Trotz intensiver Forschung und immensen Bedarfs steht heutzutage kein RSV-Impfstoff zur Ver-

fügung. Moderne Subunit-Vakzine bedürfen einer Adjuvantierung, um eine ausreichend starke 

Immunantwort zu generieren. Mit der Veränderung von Glykoslierungsmustern des RSV-F Pro-

teins wird eine kovalent gekoppelte Adjuvantierung hergestellt, die über die Aktivierung des an-

geborenen Immunsystems eine umfassende Immunantwort generiert. In dieser Arbeit wurden re-

kombinant hergestellte Varianten des RSV-F Proteins mit defukosylierten oder xylosylierten N-

Glykanen auf ihr Potential, das Immunsystem zu aktivieren, untersucht. Dazu wurden Zytokine 

aus Zellkulturüberständen quantifiziert und Methoden zur Genexpressionsanalyse stimulierter 

Zellen etabliert. 

In Vorbereitung auf Stimulationsexperimente mit PBMCs wurde der Einfluss der Kryokonservie-

rung auf Zellen untersucht und die Zytokinexpression auf Gen- und Proteinebene korreliert. 

Im Rahmen der Stimulationsexperimente mit komplexen Zellgemischen (PBMC und mDC) wur-

den die stabil exprimierten Referenzgene SDHA, TBP und PPIA für die Etablierung einer validen 

Genexpressionsanalyse identifiziert. Dabei wurde eine mathematische Konvertierung quantitati-

ver Transkriptzahlen aus dem Sonden-basierten direkten RNA-Nachweis (NanoString®) und der 

relativen Quantifizierung mittels qPCR entwickelt. 

Die Zytokinmuster in Zellkulturüberständen aus Langzeitstimulationsexperimenten, welche mit 

PBMC, mDC und den beiden Impfstoffvarianten in einem komplexen Perfusionsreaktorsystem 

(HuALN®) durchgeführt worden waren, wurden mittels automatisierter Bead-basierter Multi-

plexanalytik quantifiziert. Im Zusammenhang mit der Untersuchung umfangreicher Genpanels 

konnten verstärkte Immunreaktionen durch die glykosidisch veränderten RSV-F Proteine nachge-

wiesen werden. Die Defukosylierung führt zu einer breiten Aktivierung des zellulären und humo-

ralen adaptiven Immunsystems. Das xylosylierte RSV-F aktiviert zusätzlich Komponenten des 

angeborenen Immunsystems. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass durch den Grad der Defukosy-

lierung das Verhältnis zwischen Th1 und Th2 basierter Antwort modifiziert werden kann. Mit den 

verwendeten und etablierten Methoden ist es möglich, die Potenz von Impfstoffkandidaten mit 

geringen strukturellen Veränderungen zu unterscheiden.  

Um die komplexen Stimulationsexperimente in einem höheren Durchsatz durchführen zu können, 

wurde an der Entwicklung eines miniaturisierten Bioreaktors mitgewirkt. Die Untersuchungen der 

Dichtheit des Reaktors mittels Fluoreszenzmikroskopie und der Biokompatibilität der einzelnen 

Komponenten hatten direkten Einfluss auf das Design des Reaktors, dessen Aufbau- und Verbin-

dungstechnik sowie die Wahl der Materialien. Die Funktionalität konnte in verschiedenen 2D und 

3D Kultivierungsansätzen über eine langanhaltende Zellviabilität bestätigt werden.  

Die verstärkte Modulierung der Immunantwort, hervorgerufen durch modifizierte Glykanstruktu-

ren, zeugt von einer aussichtsreichen Methode, die auf andere Pathogene angewandt werden kann. 

Das höhere Durchsatzpotential des miniaturisierten Perfusionsreaktors (mehr Zeitpunkte, mehr 

Replikate) kann zukünftig einen präziseren Einblick in die immunologischen Vorgänge gewähren.  
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3. Einführung 

Mit der Entwicklung der Vakzination vor etwa 250 Jahren wurden erstmals nicht nur die Symp-

tome von Krankheiten behandelt, sondern bereits ihr möglicher Ausbruch verhindert. Das Prinzip 

bei der Pockenimpfung abgeschwächte oder abgetötete Erreger zu injizieren, wurde später u.a. 

durch Louis Pasteur auf andere Krankheiten übertragen. Seitdem ist es gelungen - einhergehend 

mit dem zunehmenden Wissen über die Erreger und die Funktionsweise des Immunsystems – eine 

Vielzahl von Impfstoffen zu entwickeln. Attenuierte Impfstoffe sind äußerst wirkungsvoll, da die 

spezifischen Antigene vorhanden sind, sich die lebenden Erreger replizieren können und in das 

Zielgewebe eindringen. So wird ein der natürlichen Infektion ähnlicher Krankheitsverlauf hervor-

gerufen, was zu einer starken Aktivierung des angeborenen Immunsystems führt. Durch die lange 

Verweildauer und die durch die Replikation generierte hohe Antigenkonzentration, wird eine ef-

fektive und langanhaltende Immunität hervorgerufen [1]. 

Der Ansatz mit vollständigen inaktivierten Pathogen ist nicht immer anwendbar (z.B. wenn ein 

komplexes Pathogen-Wirts-Verhältnis vorliegt) und kann ungewollte Immuneffekte hervorrufen: 

In den 1960er Jahren entwickelten Personen, die mit einem Formalin-inaktivierten Respiratori-

schen Synzytial-Virus (RSV) Vakzin geimpfte wurden, bei einer nachfolgenden natürlichen In-

fektion eine schwerwiegende Lungenpathologie, welche in mehreren Fällen tödlich endete. Bisher 

nahm man an, dass die Ursache hierfür eine Veränderung der protektiven Antigene im Zuge der 

Formalin-Behandlung gewesen sei, welche anschließend zur Generierung nicht neutralisierender 

Antikörper geführt hat [2]. Delgado et al hingegen zeigen in einer Studie, dass ein Ausbleiben der 

Antikörperreifung, hervorgerufen durch eine zu geringe Stimulierung der Toll-like Rezeptoren 

(TLR), zum unzureichenden Schutz geführt hat [3]. 

In dieser Arbeit wird die Effektivität eines rekombinanten RSV-Proteins untersucht, welcher mit 

atypischer Glykosierung adjuvantiert, eine stärkere Aktivierung des angeborenen Immunsystems 

über die Toll-Like Rezeptoren erzielen soll. In den folgenden Abschnitten wird daher näher auf 

die Wechselwirkung moderner Vakzinen mit dem Immunsystem sowie auf Methoden zum Be-

stimmen von deren Aktivierungseffizienz eingegangen.  

3.1. Immunsystem und Vakzinierung 
Das Immunsystem dient dem Schutz vor Pathogenen sowie der Deaktivierung von körperfremden 

Molekülen und veränderten körpereigenen Zellen. Die Immunantwort umfasst dabei zwei Sys-

teme: das angeborene und das erworbene Immunsystem. Ersteres besteht neben der Haut als ein-

fachste Schutzbarriere aus einem zellulären und einem humoralen Abwehrsystem (dem Komple-

mentsystem). Das erworbene Immunsystem beruht auf der Fähigkeit der Lymphozyten hochspe-

zifische Rezeptormoleküle zu bilden. Dabei sind die im Thymus gebildeten T-Lymphozyten für 

die zelluläre Immunantwort und die im Knochenmark gebildeten B-Lymphozyten für die humo-

rale Antikörper-Antwort verantwortlich.  
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Beide Teile sind eng miteinander verknüpft und arbeiten sequentiell. Dabei dient das angeborene 

Immunsystem als frühe Abwehr und überbrückt die Phase bis eine adaptive Immunantwort zur 

Verfügung steht. Insbesondere unreife dendritische Zellen (iDC) sind darauf spezialisiert, anhand 

von PAMPs (engl. Pathogen-associated molecular patterns), eindringende Pathogene über Ober-

flächenrezeptoren wie Toll-like Rezeptoren (TLRs) zu erkennen. Nach ihrer Aktivierung durch-

gehen Dendritische Zellen (DCs) einen Reifungsprozess und wandern als Antigenpräsentierende 

Zelle (engl. Antigen presenting cell, APC) zu den sekundären lymphatischen Organen. Durch die 

Aktivierung der dort ansässigen T- und B-Zellen verknüpfen sie beide Immunsysteme [4]. Die 

naïven T-Zellen exprimieren auf ihrer Oberfläche einzigartige antigenspezifische T-Zell-Rezepto-

ren (engl. T cell receptor, TCR). Bei einer Aktivierung durch APC können sie zu Zellen mit un-

terschiedlichen Funktionen differenzieren. CD4+ T-Helferzellen vom Typ 1 (TH1) sekretieren vor 

allem proinflammatorische Zytokine und Zytokine zur Aktivierung der zellulären Immunantwort 

- beschleunigen also die Proliferation und Differenzierung von T-Zellen und Makrophagen und 

hemmen gleichzeitig die Aktivität von TH2. Letztere sekretieren als wichtigste Zytokine IL-4 und 

anti-inflammatorisches IL-10. IL-4 führt zur Aktivierung, Proliferation und Differenzierung von 

B-Zellen und hemmt die Aktivierung von Makrophagen. So wird eine überschießende inflamma-

torische Reaktion verhindert und eine ausgewogene Immunantwort erzeugt [4]. CD8+ T-Lympho-

zyten, sogenannte zytotoxische T-Zellen, erkennen und töten mit intrazellulären Pathogenen (z.B. 

Viren) infizierte Körperzellen und verhindern die Produktion weiterer Viruspartikel [5].  

Die aus aktivierten B-Zellen gereiften Plasmazellen produzieren Immunglobuline (Ig) in großer 

Menge, welche bereits freigesetzte Virenpartikel und andere Pathogene binden. Ähnlich wie die 

T-Zellen exprimieren auch die B-Zellen unikale antigenspezifische Rezeptoren (engl. B cell re-

ceptor, BCR). Bei ihrer Reifung spielt die durch das Gen AICDA (engl. activation induced cytidine 

deaminase) kodierte Cytidin-Desaminase eine zentrale Rolle. Sie steuert die Antikörperreifung 

durch somatische Hypermutation, welche die Affinität der produzierten Antikörper einiger Plas-

mazellen erhöht. Außerdem ist sie am Klassenwechsel der sezernierten Ig beteiligt, so dass anstelle 

von IgM die Effektorantikörper IgA, IgG und IgE gebildet werden [4, 5]. 

Bei einer RSV Infektion ist insbesondere die Ig-vermittelte Inhibierung von Rezeptor-Liganden-

Interaktionen zwischen Pathogen und Wirtszelle von Bedeutung, da sie die Zellfusion, über die 

sich RSV verbreitet, unterbindet. IgA – aufgrund des Vorkommens in mukösen Geweben – und 

IgG, welche ebenfalls durch Epithelzellen in den Respirationstrakt einwandern können, bilden ei-

nen guten Marker für die Güte eines Impfstoffes, da der Titer an neutralisierenden Antikörpern 

meist mit dem Schutz vor einer RSV-Infektion korreliert [6]. 

Impfstoffe, welche die Antigene des Zielpathogens erfolgreich abbilden, rufen B-Zellen, T-Zellen 

und cytotoxische T-Lymphozyten als Effektorzellen hervor und nutzen damit die gesamte Leis-

tung des Immunsystems. Durch die Proliferation und Differenzierung aktivierter T- und B-Zellen 

zu Gedächtniszellen, wird das zelluläre Verhältnis und das TCR- bzw. BCR-Repertoire nachhaltig 

verändert. Dies führt bei einer erneuten Infektion mit dem gleichen oder einem ähnlichen Pathogen 
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sehr schnell zur Expansion neuer Effektorzellen. Die Ausbildung dieser Gedächtniszellen ist per 

Definition das Ziel eines Impfstoffes, da dadurch ein lang anhaltender Schutz erreicht wird. Die 

Voraussetzung für die Entwicklung eines erfolgreichen Vakzins besteht daher in der Wahl des 

potenten Antigens, welches eine Antwort des angeborenen Immunsystems induziert. Die inflamm-

atorische Reaktion muss – evtl. durch geeignete Adjuvanz – stark genug sein, um T-Helferzellen 

zu aktivieren, welche die adaptive Immunantwort qualitativ und quantitativ modulieren. Durch das 

Wissen über Infektionsmechanismen können anhand des Impfstoffdesigns die richtigen Effektor-

zellpopulationen aktiviert werden [4, 5]. 

3.2. Moderne Vakzine und Adjuvanzien 
Für eine definierte Immunantwort werden heutzutage häufig nur noch einzelne immunogene Teile 

von Erregern für die Herstellung so genannter Subunit-Vakzine genutzt. Die verwendeten antige-

nen Determinanten werden synthetisch oder rekombinant hergestellt. Allgemein sind die Immu-

nogenität und die Reaktogenität von Subunit-Vakzinen häufig herabgesetzt, da nicht mehr der ge-

samte Umfang an Antigenen zur Verfügung steht und häufig das angeborene Immunsystem nicht 

ausreichend stimuliert wird [7]. 

Verschiedene Molekülklassen können als wirkungsverstärkende Adjuvanzien verwendet werden, 

um diesen Effekt auszugleichen und die Immunogenität des Vakzins zu modulieren. Ihre unspezi-

fische Wirkung beruht häufig auf einer verstärkten Stimulierung des angeborenen Immunsystems, 

u.a. durch eine verstärkte Rekrutierung von Phagozyten (Granulozyten und Monozyten) am Injek-

tionsort. Dadurch wird die Anzahl aktivierter APC erhöht, welche in die Lymphknoten einwan-

dern, so dass es zur verstärkten Stimulation des adaptiven Immunsystems kommt. Aluminiumsalze 

aktivieren bspw. Zellen des angeborenen Immunsystems, um eine ausgeprägte Antikörperantwort 

zu generieren [8]. 

Adjuvanzien mit einer Reservoirfunktion setzen den Impfstoff über einen längeren Zeitraum frei 

und ermöglichen so eine fortlaufende Stimulation, was zu einer stärkeren Immunantwort und zur 

Ausbildung einer langanhaltenden Gedächtnisfunktion führt. Freunds Adjuvanz ist eine einfache 

Wasser-in-Öl-Emulsion. Artifizielle Vesikel, können neben den Vakzin-spezifischen Antigenen 

auch noch virale Glykoproteine (z.B. Hämagglutinin oder Neuraminidase des Influenza Virus) 

enthalten, um so die Aufnahme durch APC zu erhöhen [8]. Noch komplexer sind Mischungen aus 

verschiedenen Adjuvanzien, wie AS04, welches neben Aluminiumsalz auch Bestandteile von Li-

popolysaccharid (LPS) enthält und so eine komplementäre zelluläre und humorale Immunantwort 

hervorruft [9]. 

Adjuvanzien stehen immer wieder in der Diskussion, Auslöser für verschiedene Nebenreaktionen 

zu sein. So wurden das Golfkriegs-Syndrom und weitere Autoimmunerkrankungen in Verbindung 

mit Squalen-adjuvantierten Impfstoffen gebracht [10, 11] und von anderer Seite widerlegt [12]. 

Verunreinigungen im Mineralöl von Freunds Adjuvanz führten früher häufig zu einer überhöhten 

Reaktogenität [8]. Die Neurotoxizität von Aluminium ist bekannt, aber wenig verstanden. Selten 
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kommt es an der Injektionsstelle zu lokalen Unverträglichkeiten, z.B. Granulombildung (Fremd-

körperreaktion) aufgrund fehlerhafter intradermaler Applikation [13]. Als jüngstes Beispiel konnte 

anhand von in vitro Experimenten gezeigt werden, dass α-Tocopherol im Squalen-basierten Ad-

juvanz AS03 das Risiko von Narkolepsie nach H1N1 Vakzinierung erhöhte [14]. 

3.3. RSV 
Das humane Respiratorische Synzytien Virus stammt aus der Familie der Paramyxoviridae. Es 

infiziert die oberen und unteren Atemwege und verursacht dabei meist grippeähnliche Symptome. 

Die Prävalenz ist hoch (die Durchseuchung beträgt 82,6 % innerhalb der ersten 24 Lebensmonate) 

[15] und Reinfektionen innerhalb einer Grippesaison sind möglich. Das Virus selbst besteht aus 

einer Lipoprotein-Hülle, welche eine einzelsträngige lineare RNA mit negativer Polarität umhüllt. 

Die Virenhülle besteht hauptsächlich aus den Glykoproteinen RSV-G und RSV-F, welche für die 

Anlagerung an und die Fusionierung mit den Wirtszellen verantwortlich sind.  

Eine RSV-Infektion ist insbesondere für Immungeschwächte, Frühgeborene und Menschen mit 

altersbedingter Immundefizienz risikoreich. Nach Schätzungen sterben jährlich bis zu 600.000 

Menschen direkt oder indirekt an den Folgen einer RSV-Infektion [16]. Die höchste Hospitalisie-

rungsrate mit 25,9 pro 1000 Kindern haben dabei Säuglinge im 1. Lebensmonat [17]. 

Zurzeit gibt es keinen Impfstoff gegen eine RSV-Infektion. 2016 konnte die Wirkung des von No-

vavax entwickelten Impfstoffkandidaten in einer klinischen Phase III Studie an älteren Patienten 

nicht bestätigt werden. Eine präventive Behandlung mit dem therapeutischen Antikörper Palivi-

zumab ist aufgrund enormer Kosten auf Hochrisikogruppen beschränkt. 

Die Entwicklung eines Impfstoffes ist aufgrund der ungewöhnlichen Immunreaktion schwierig. 

Das Virus löst beim Eindringen in die Zelle eine einseitige TH2 basierte Immunreaktion hervor 

und verhindert die Bildung einer spezifischen adaptiven T-Zellantwort, wodurch die für die Re-

duktion der Lungenpathologie benötigten zytotoxischen T-Zellen in zu geringer Menge in die 

Lunge einwandern. Des Weiteren besitzt das RSV-G zwar die größte Immunogenität, jedoch be-

sitzt es auch die größte Variabilität zwischen den humanen RSV-Genotypen (53 % Aminosäu-

rehomologie) [18]. Dementsprechend ist bereits die natürlich erworbene Immunität weder voll-

ständig noch langanhaltend [15]. 

Eine detaillierte Übersicht bisher entwickelter RSV-Vakzine und ihrer Wirksamkeit gibt der Re-

view von J. L. Hurwitz [5]. Sie sieht die größten Probleme vieler Ansätze in der unzureichenden 

Aktivierung des angeborenen Immunsystems und damit einhergehend einem unausgewogenem 

TH1/TH2 Verhältnis. Des Weiteren scheitern zahlreiche Studien daran, das Immunsystem von Neu-

geborenen und Älteren gleichermaßen zu adressieren. Viele RSV-Impfstoffkandidaten werden 

vorwiegend an älteren Menschen getestet, welche jedoch häufig seropositiv für RSV sind, was die 

Interpretation der Studienresultate verkompliziert. 
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3.4. Glykosylierung als Adjuvanz 
Moderne Adjuvanzien modulieren die Immunantwort durch eine gezielte Interaktion mit Bestand-

teilen des angeborenen Immunsystems; so können bspw. Oligosaccharidstrukturen durch TLR er-

kannt werden. 60 % der Masse des RSV-G Proteins sind auf Glykosylierung zurückzuführen und 

auch das RSV-F Protein besitzt drei N-Glykane, welche eine große Rolle bei der Zellfusion spielen 

[19]. Die Modifikation von Glykanen stellt ein wichtiges Mittel zur Generierung von Adjuvanzien 

dar, mit denen gezielt eine komplementäre Immunantwort eingeleitet werden kann. Grundlage ist 

das Säugerglykom – das komplexeste Gebilde, welches es in der Natur gibt [20]. Über 250 ver-

schiedene Glykosyltransferasen sind am posttranslationalen Aufbau der Glykane beteiligt. Von 

zentraler Bedeutung sind dabei N-Glykane, mit ihrer konservierten Grundstruktur aus β-1,4-ver-

knüpften N-Acetylglucosaminen (GlcNAc) und drei Mannosen, an die weitere Zucker wie Galak-

tose, Sialinsäure oder Fukose angelagert werden. O-Glykane sind im Aufbau wesentlich unregel-

mäßiger und werden in der Biotechnologie seltener genutzt. 

Glykosylierungen spielen bei für die Funktionalität des Immunsystems eine große Rolle. Einer-

seits werden die Sensitivität der TCR-, BCR- und Zytokin-Signalwege sowie die Antikörperbin-

dung beeinflusst [21, 22] und sogar die Leukozytenbewegung basiert auf Glykanen und L-Selek-

tinen [23]. Andererseits wird das Immunsystem von bestimmten Glykosylierungsmustern aktiviert 

(z.B. bindet TLR4 LPS) und bestimmte prozessierte Kohlenhydrate werden den T-Zellen über 

MHCII Rezeptoren präsentiert [24].  

Künstlich veränderte Glykosylierungsstrukturen werden zunehmend bei der Entwicklung von 

Impfstoffen und Medikamenten eingesetzt. Oligosaccharidstrukturen werden bereits chemisch 

synthetisiert und dann als immunogenes Kohlenhydrat-Protein-Konjugat genutzt [25]. Andere An-

sätze modifizieren die Glykosylierungsmuster über selektive Fütterungsstrategien bei der Produk-

tion rekombinanter Proteine in Zellkulturen oder nutzen direkt gentechnische Ansätze und passen 

den Metabolismus von Expressionssystemen an.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Expression von defukosylierten RSV-F Protein die Glymaxx-

Technologie [26] genutzt, welche eine veränderte CHO (engl. Chinese Hamster Ovary)-Zellinie 

verwendet. Hier wird durch die heterologe Expression des prokaryotischen Enzyms GDP-6-de-

oxy-D-lyxo-4-Hexulosereduktase (RMD) die de novo Synthese von Fukose minimiert, da die Vor-

stufe GDP-4-keto-6-deoxy-Mannose abgeführt wird. Nachfolgend könnten Fukoseanaloga als 

Supplement über Nährmedien zugeführt, über den Salvage Pathway an der Core-Struktur der Gly-

kane eingebaut und zum Provozieren einer verstärkten Immunantwort genutzt werden. 

In einem anderen Ansatz wurden die N-Glykane am RSV-F Protein xylosyliert. Dazu wurde in 

den gleichen CHO-Zellen β1,2-Xylosyltransferase exprimiert, welche die Xylose an N-Glykanen 

des RSV-F Proteins anlagerte. Die Potenz beider Modifikationen, eine immunologische Reaktion 

hervorzurufen, wurde im Projekt IPoGly untersucht. 
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3.5. Das Projekt IPoGly 
Ziel des Projektes „Potenzierung von Impfstoffen durch gezieltes Design der Glykosylierung“  

(IpoGly; BMBF; FörderKZ 17025B10) ist die Entwicklung einer Plattformtechnologie für die 

Herstellung hochpotenter rekombinanter Impfstoffe, bei denen Antigen und Adjuvanz in einem 

Molekül vereint sind. Die Strategie über eine atypische Glykosylierung bifunktionelle Proteine zu 

erzeugen, wurde auf das RSV-F Protein angewandt. Im Verbund mit akademischen (Beuth Hoch-

schule für Technik Berlin) und industriellen Partnern (ProBioGen AG Berlin, RiNA GmbH Berlin) 

wird an der rekombinanten Expression von RSV-F in verschiedenen Zelllinien und der gezielten 

Veränderung des Glykosylierungsmusters gearbeitet. Die Evaluierung der Wirksamkeitstestung 

der entwickelten RSV-F Proteine ist die zentrale Grundlage der vorliegenden Arbeit und erfolgt 

anhand der Quantifizierung von Zytokinmustern und der Analyse umfangreicher Genexpression-

studien in vitro stimulierter Lymphozyten. Zusätzlich wurde im Projekt an der Miniaturisierung 

eines Perfusionsreaktors gearbeitet, um - alternativ zum Tiermodell – parallelisierte Stimulations-

experimente durchführen zu können. 

3.6. Nachweis der Effizienz der Impfstoffkandidaten 
Die Bestimmung der Wirksamkeit eines Impfstoffes, also der Immunogenität und der Reaktoge-

nität, geht heutzutage weit über die Messung von hervorgerufenen Antikörpertitern hinaus [1.4]. 

Die Kostimulation von mononukleären Blutzellen (PBMCs, engl. Peripheral Blood Mononuclear 

Cells) mit Impfstoffvarianten und gereiften DCs (mDCs, engl. mature) gibt bereits im in vitro 

Experiment anhand der Veränderung der zellulären Zusammensetzung (TH1 / TH2 Verhältnis) 

Aufschluss über Ausgewogenheit der Aktivierung des Immunsystems. Die Stimulation von 

PBMCs und mDCs erfolgte im Projekt im humanen Lymphknotenreaktor (huALN, engl. human 

Artificial Lymph Node Reactor) [27, 28] des Kooperationspartners ProBioGen AG. Dabei handelt 

es sich um einen Perfusionsreaktor, in welchem die Zellen in einer 3D Matrix (z.B. Agarose und 

Kollagen) kultiviert werden. Dies ermöglicht die Sammlung von Zellkulturüberständen aus Lang-

zeitkultivierungen mit mehrfachen Restimulationen. Die Zellen können jedoch nur am Ende eines 

Experiments aus der Matrix geerntet werden, so dass für die Bestimmung zellulärer Parameter auf 

zusätzliche Experimente in Multititerplatten zurückgegriffen werden muss. 

Die Messung von Zytokinen in den Zellkulturüberständen erlaubt die Beobachtung von zellulären 

Aktivierungsprozessen. Aufgrund der geringen Mengen an Zellkulturüberständen, die zur Verfü-

gung stehen, müssen multiplexe Methoden zur Analyse genutzt werden. Suspensionsarrays, wie 

die Luminex®-Technologie, sind in der Lage, dutzende Analyten gleichzeitig in einer Probe zu 

detektieren. Auf der Oberfläche fluoreszenzkodierter Beads werden mittels Sandwich-Immuno-

Assay spezifisch Proteine gebunden und mithilfe von Durchflusszytometrie selektiv analysiert. 

Anhand erzeugter Standardkurven werden die Analyten mit hoher Sensitivität und einem großen 

dynamischen Messbereich (105) quantifiziert. Da Beads und Antikörper als mischbare Reagenzien 

ohne Kreuzreaktivität kommerziell erworben werden können, ist im Gegensatz zu Microarrays 

eine Anpassung des Analytenumfangs unproblematisch. Im Gegensatz zu ELISAs (engl. Enzyme 



9 
 

linked Immuno sorbent assay) ist die Bead-basierte Multiplexanalytik weniger arbeits- und kos-

tenintensiv [29], insbesondere, da zur Steigerung der Präzision im Rahmen dieser Arbeit nahezu 

alle Arbeitsschritte automatisiert wurden [30]. Nach anfänglichen Etablierungsarbeiten mit um-

fangreichen Zytokinspektren, wurde für die spätere Analyse der Aktivierungseffizienz der Umfang 

auf die sechs Schlüssel-Zytokine IL-2, IL-4, IL-10, GM-CSF, IFN-γ und TNF-α verringert.  

Mithilfe der Genexpressionsanalyse kann die Aktivierung des Immunsystems in einem noch brei-

teren Spektrum analysiert werden. Für die Analyse einer begrenzten Anzahl an Transkipten wurde 

die quantitative Polymerase Kettenreaktion (qPCR) verwendet, bei welcher in cDNA revers 

transkribierte mRNAs zyklisch amplifiziert werden. Die Quantifizierung erfolgt zumeist relativ 

zwischen Referenzgen-normierten behandelten und unbehandelten Kontrollen und wird mithilfe 

der Effizienzkorrigierten ΔΔct Methode berechnet. Die Validierung von Referenzgenen ist kom-

plex und muss für jeden Zelltyp und jedes experimentelle Setup durchgeführt werden, da es be-

deutend für eine korrekte Normierung der Daten ist (s. Publ. 2). 

Bei einer größeren Targetgenzahl ist die qPCR im Vergleich zu arraybasierten Methoden sehr 

zeitintensiv, da der Grad des Multiplexings stark begrenzt ist und viel Etablierungsarbeit geleistet 

werden muss. Eine in dieser Arbeit gewählte Methode zur Quantifizierung umfangreicher Gensets, 

ist die direkte mRNA Quantifizierung mittels NanoString®. Diese Chip-basierte Technologie be-

nutzt Sonden mit einem „Fluoreszenz-Strichcode“ und automatisierte fluoreszenzmikroskopische 

Bildgebung, um einige hundert Transkripte innerhalb einer Hybridisierungsreaktion zu detektie-

ren. Da keine enzymatischen Reaktionen erforderlich sind, ist die Technik effizienter und präziser 

als qPCR bei geringem Signal-Rausch-Verhältnis. Im Gegensatz zur häufig nichtspezifischen Bin-

dung bei Microarrays, benutzt NanoString ein duales Probensystem, so dass die Spezifität erhöht 

wird, obwohl Fänger- und Reportermoleküle eine vergleichbare Länge haben [31]. 

Auch bei NanoString Assays sind Referenzgene notwendig, um Mengenunterschiede des Proben-

materials auszugleichen. Eine detaillierte Beschreibung der Methode und wie sie zur Evaluation 

von Referenzgenen genutzt werden kann, ist in Publ. 2 dargelegt. 

In einer studentischen Abschlussarbeit, wurde die Verschiebung des TCR-Repertoires nach Sti-

mulation mit LPS mittels Pyrosequenzierung analysiert. Die Ergebnisse waren jedoch nicht auf-

schlussreich genug, um die Methode auf Vakzinkandidaten anzuwenden [32]. 

3.7. Miniaturisierte Bioreaktoren 
Physiologie und Anatomie von Labortier und Mensch unterscheiden sich teilweise beträchtlich 

weswegen die Übertragbarkeit von Ergebnissen aus Tierversuchen häufig nur begrenzt möglich 

ist [33]. Die Stimulationsexperimente wurden daher im hochentwickelten Perfusionsreaktor 

HuALN® durchgeführt, welcher als humanes in vitro-Testsystem eine Vorhersage von Immunre-

aktionen ermöglicht. Die Herstellung des Reaktors und der Betrieb in Langzeitstimulationsexpe-

rimenten sind allerdings aufwändig und kostenintensiv. Daher war ein Teilziel des Projektes I-

PoGly die Entwicklung von miniaturisierten Einweg-Bioreaktoren mit geringen Herstellungskos-
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ten. Diese bestehen aus einer Kultivierungskammer, welche durch poröse Membranen mit Nähr-

medien und über eine gaspermable Membran mit Sauerstoff versorgt werden können. Die Kulti-

vierung von adhärenten Zellen oder Suspensionszellen kann im Batch, Fed-Batch oder Perfusions-

modus erfolgen. Außerdem können Zellen in Flüssigmedium oder in einer 3D Matrix kultiviert 

werden. Der detaillierte Aufbau der Prototypen und deren Herstellungsmethoden (Spritzguss, 

Mikrofräsen, Aufbau und Verbindungstechnik) sind in der Doktorarbeit von Andrea Böhme be-

schrieben [34].  

Im Rahmen der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit wurden die Dichtheit und die Biokompa-

tibilität der entwickelten Mikroreaktoren untersucht. Dazu wurde einerseits eine Methode entwi-

ckelt, mithilfe der Autofluoreszenz von Cyanobakterien und Fluoreszenzmikroskopie die Dicht-

heit von Prototypen zu kontrollieren. Die Biokompatibilität wurde anhand von Vitalitätsuntersu-

chungen in verschiedenen Zellkulturexperimenten überprüft. 

3.8. Zielstellung 
Im Rahmen von IPoGly wurden von den Partnern Fusionsproteine des RSV in defukosylierter und 

xylosylierter Form produziert und in dieser Arbeit in Stimulationsversuchen mit humanen Immun-

zellen verwendet, um den Einfluss der atypischen Glykosylierung auf die Aktivierung des Immun-

systems zu untersuchen. Dazu sollen geeignete Parameter auf Zytokinebene und Genexpressions-

ebene identifiziert und bestehende Methoden des analytischen Nachweises, wie die Bead-basierte 

Multiplexanalytik oder qPCR, optimiert werden. Weitere Methoden beispielsweise für umfangrei-

che Genexpressionsanalysen sollen etabliert und Auswertungsmethoden angewandt werden.  

Zusätzlich soll in einem Teilprojekt die Entwicklung eines miniaturisierten Perfusionsreaktors zur 

parallelisierten Durchführung von Stimulationsversuchen erfolgen. Bei der Entwicklung des Re-

aktors sollen die Dichtheit des Reaktors und die Biokompatibilität der verwendeten Materialien 

überprüft werden und die Funktionalität des Reaktors in verschiedenen Kultivierungsmodi anhand 

der Zellviabilität evaluiert werden. 
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4. Methodik 

Aufgrund der zahlreichen eingesetzten Methoden wird auf eine umfassende Erläuterung verzich-

tet. Die nachfolgende Auflistung enthält die in den einzelnen Publikationen (vgl. S. II) verwende-

ten und beschriebenen Techniken. 
 Methoden und Materialien Publikation 

 1 2 3 4 5 

R
S

V
-F

 
P

ro
te

in
 Präparation von RSV-F Proteinen, auch defukosyliert oder xylosyliert  * * *  

Aufreinigung von Proteinen mittels Ni-NTA Säule   * *  
Glykananalyse mittels MALDI-TOF MS   * *  
Monosaccharidanalyse   * *  

Z
el

lp
rä

pa
ra

ti
on

 Präparation von PBMC mittels Dichtegradientenzentrifugation *     
Generierung von mDC  * * *  
Kryokonservierung von PBMC *     
Stimulation von PBMC mit Standardstimulanzien  
(PWM/SEB, OKT3®, ConA) 

*     

Stimulationsexperimente mit RSV-F Protein im HuALN® o. in MTP  * * *  

N
uk

le
in

sä
ur

ea
uf

re
in

ig
un

g mRNA-Extraktion mit RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen)  
oder High Pure RNA Isolation Kit (Roche) 

* *    

mRNA Qualitätskontrolle mittels 2100 Bioanalyzer RNA 6000 Pico As-
say (Agilent) oder Nanodrop 1000 (Nanodrop Instruments) oder DNF-472 
High Sensitivity RNA Analysis Kit auf Fragment Analyzer™ (Advanced 
Analytical Technologies) 

* * * *  

mRNA Quantifizierung mittels Nanodrop 1000 (Nanodrop Instruments) 
oder mit Qubit® RNA HS AssayKit (Molecular Probes) 

 * * *  

Reverse Transkription mit Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit 
(Roche) o. Maxima Reverse Transcriptase (Fermentas) 

* *    

A
na

ly
se

n 

qPCR (SYBR Green I), Roche LightCycler®480, ΔΔct-Methode * *    
Zytokinquantifizierung mittels Bead-basierte Multiplexanalytik  
(auch automatisiert auf Tecan Freedom Evo® 200) mit Bio-Plex® 200, 
Bio-Plex Pro™ Human Cytokine Assay, 8-Plex und Bio-Plex Human Cy-
tokine Th1/Th2 Panel oder Bio-Plex Express assay, (Bio-Rad®) 

*  * *  

NanoString® nCounter Gene Expression Assay mit GX Immunology 
Panel oder Human Immunology v2 Panel 

 * * *  

A
us

w
er

tu
ng

 Transformation von NanoString counts in Cq Equivalente  *    
Referenzgenanalyse (Normfinder, Bestkeeper, GeNorm)  *    
Statistische Bewertung mittels Bland-Altman Plot  *    
Hierarchische Clusteranalyse mit RStudio   *   
Differentielle Genexpressionsanalyse, nSolver    *  
Differentielle Genexpressionsanalyse, NanoStringDiff (R package)   *   

B
io

re
ak

to
r 

Design und Herstellung des miniaturisierten Bioreaktors     * 
Dichtheitstest mit Cyanobakterien Synechocystis sp. PCC 6803 
 und Keyence BZ-9000 

    * 

Zytotoxizitätstest und Viabilitätstests mit PI und SYTO®9  
aus LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability Kit (Invitrogen) 

    * 

Kultivierung von L929 Mausfibroblasten im miniaturisierten Bioreaktor     * 
Kultivierung humaner PBMC in 3D-Kollagenmatrizen 
 im miniaturisierten Bioreaktor 

    * 
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5. Ergebnisse 

Es folgen die Ergebnisse aus den in diese Arbeit eingeflossenen Publikationen (vgl. S. II). 

5.1. Einfluss der Kryokonservierung auf die Stimulierbarkeit von PBMC 

Radke L, López Hemmerling DA, Lubitz A, Giese C, Frohme M. Induced cytokine re-
sponse of human PMBC-cultures: Correlation of gene expression and secretion pro-
filing and the effect of cryopreservation. Cell Immunol 2011, 272: 144-153. 

Die Analyse der Genexpression stimulierter PBMC und den von ihnen sekretierten Zytokinen zur 

Beurteilung der Aktivierung des Immunsystems stellt einen zentralen Bestandteil in der Arbeit 

dar. Entsprechend intensive Vorarbeiten nutzen qPCR und Bead-basierter Immunoassays, um die 

Stärke und das zeitliche Einsetzen von Stimulationsreaktionen miteinander zu vergleichen. Die 

Untersuchung von PBMC zweier Spender deutet das Ausmaß Donor-spezifischer Einflüsse an. 

Um später umfangreiche und vergleichbare Studien zu ermöglichen, wurde der Einfluss der Kry-

okonservierung untersucht. Dafür wurden frische und kryokonservierte PBMCs mit ConA und 

OKT3® für 4 bzw. 24 h stimuliert und anschließend analysiert. Die Quantifizierung von neun 

Zytokinen (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN-γ und TNF-α) nach 24 stündiger 

Inkubation zeigte dabei vernachlässigbare Konzentrationsunterschiede (Publikation 1, Bild 2). Die 

mRNA der vier Zytokine IL-2, IL-4, IFN-γ und TNF-α zeigen Unterschiede beim Einsetzen der 

Genexpression. Kryokonservierte PBMC sind nach vierstündiger Inkubation mit ConA stärker ak-

tiviert, als frische PBMC, während es bei der Stimulation mit OKT3® umgekehrt ist. Nach 24 

stündiger Inkubation ist jedoch für beide Stimulanzien ein Angleichen der Expressionslevel zu 

beobachten (Publ. 1, Bild 1). Aufgrund der geringen Unterschiede bei der Aktivierung kryokon-

servierter Zellen, ist es möglich, sowohl frische als auch kryokonservierte PBMC für Stimulati-

onsversuche zu nutzen – bspw., bei der Untersuchung der Korrelation der Zytokinproduktion auf 

mRNA und Proteinebene. Sowohl die Transkription (Publ. 1, Bild 3) als auch die Sekretion 

(Publ. 1, Bild 4) sind im zeitlichen Verlauf sehr dynamisch und setzen je nach Stimulus unter-

schiedlich schnell ein. Dabei stimmt das zeitliche Einsetzen in Abhängigkeit des jeweiligen Sti-

mulus überein: eine frühere Genexpression führt zu einer früheren Zytokinsekretion; und auch die 

Intensität von Expression und Sekretion korreliert (Publ. 1, Bild 5). Allerdings fällt diese Korrela-

tion unterschiedlich stark aus, wenn PBMC von unterschiedlichen Spendern stammen, auch wenn 

Genregulation und Zytokinsekretion zeitlich kongruent verlaufen.  

5.2. Optimierung der Genexpressionsanalyse 

Radke L, Giese C, Lubitz A, Hinderlich S, Sandig G, Hummel M, Frohme M. Refer-
ence gene stability in peripheral blood mononuclear cells determined by qPCR and  
NanoString. Microchimica Acta 2014, 181: 1733-42.  

Die Genexpressionsanalyse mittels qPCR bedarf umfangreicher Etablierungsarbeiten, bspw. bei 

der Extraktion von mRNA und der reversen Transkription. Ergebnisse dieser Optimierungsarbeit 
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wurden 2012 unter Ko-Autorenschaft in der Fachzeitschrift BioSpektrum mit dem Titel „Quali-

tätsmanagement in der RT-qPCR“ publiziert. Diese Veröffentlichung geht jedoch nicht in die vor-

liegende Arbeit ein. 

Weitere Parameter wie das Temperaturprofil und die Effizienz der Amplifikationsreaktion müssen 

für eine exakte Quantifizierung in der qPCR optimiert und bestimmt werden. Die Analyse der 

differentiellen Genexpression erfordert den Bezug zu einem Fixpunkt, um den Einfluss variieren-

der PCR-Performance oder Mengen an Ausgangsmaterial sowie Ungenauigkeiten bei der Durch-

führung auszugleichen. Diesen Zweck erfüllen Referenzgene, welche bezogen auf das jeweilige 

Experiment, stabil exprimiert und daher ebenfalls evaluiert werden müssen. In der Publikation 

wurden Referenzgene für PBMC-Stimulationsexperimenten mit und ohne Zugabe von mDC ana-

lysiert. Um beide Probenarten einheitlich zu normieren, wurde ein umfangreiches Set an Referenz-

genen untersucht. Da sich vorhandene Softwaretools für die Bestimmung von Referenzgenen in 

qPCR-Experimenten in den Ergebnissen stark unterscheiden, wurde als zusätzliche „Enzym-freie“ 

Methode NanoString® eingeführt. Im Gegensatz zur relativen Quantifizierung der qPCR werden 

mit NanoString® mRNAs absolut quantifiziert. Für die Vergleichbarkeit der Methoden wurden 

zunächst die absoluten Counts der NanoString Methode mit der selbst entwickelten Formel in so-

genannte Cq-Equivalente umgerechnet, welche die Effizienz der Amplifikationsreaktion und die 

Menge an Ausgangsmaterial berücksichtigt  (Herleitung siehe Anlage von Publ. 2): 

𝐶𝑞𝐸𝑞𝑢𝑖𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡 = 𝑙𝑜𝑔 − 𝑙𝑜𝑔 , mit 

E: Effizienz der Amplifikationsreaktion des jeweiligen Gens in der qPCR  

nrc: Anzahl mit der Positivkontrolle normalisierter raw counts im Nanostring 

m: jeweils eingesetzte Menge mRNA 

Bei der anschließenden Überprüfung der Vergleichbarkeit beider Methoden mittels Bland-Altman 

Plot (Publ. 2, Abb. 2), wurde eine hohe Übereinstimmung der Ergebnisse festgestellt.  

Bei der Analyse mittels qPCR zeigte sich für fast alle getesteten Referenzgene eine Verschiebung 

der Expression (gemessen in Cq) zwischen den verschieden stimulierten reinen PBMC und 

PBMC-mDC Gemischen. Diese Verschiebung konnte im NanoString Versuch nur für einige Gene 

nachgewiesen werden. Gleichzeitig war die Varianz der Referenzgene im NanoString Experiment 

geringer (Publ. 2, Abb. 1). Die Stabilität der Referenzgene wurde für beide Methoden (für Nano-

String in Cq-Equivalenten) mit den Programmen Bestkeeper, GeNorm und Normfinder überprüft. 

Die Reihenfolge der nach Stabilität sortierten Referenzgene unterscheidet sich dabei stark (z.T. 

exakt umgekehrt, siehe Publ. 2, Tab. 3). Ursache sind die ungleichen Ansätze, welche die einzel-

nen Algorithmen nutzen. Dabei berücksichtigt Bestkeeper stärker die Streuung des einzelnen 

Gens, Normfinder und GeNorm jedoch beruhen auf paarweisen Vergleichen der Gene untereinan-

der. Dementsprechend konnten Referenzgene ausgewählt werden, die in NanoString und qPCR 

die geringste Streuung aufwiesen und durch Bestkeeper in beiden Methoden als am stabilsten be-

wertet wurden. Die Normalisierung von drei Zielgenen (CCL5, IL12b und TLR3) zeigte nahezu 
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kongruente Expressionswerte zwischen qPCR und NanoString Messung, wenn die stabilen Refe-

renzgene SDHA, PPIA und TBP verwendet wurden, jedoch keinerlei Korrelation, wenn die von 

Normfinder oder GeNorm vorgeschlagenen Referenzgene verwendet wurden.  

Mit der Validierung von Referenzgenen konnte für die exakte Genexpressionsanalyse von RSV-

Vakzinen eine wichtige Grundlage gelegt werden. Zudem wurden erstmals umfangreiche Expres-

sionsdaten von RSV-F Protein-stimulierten PBMC analysiert, was jedoch nicht in den Fokus die-

ser Veröffentlichung gerückt wurde. 

5.3. Analyse von defukosyliertem RSV-F Protein 

Radke L, Sandig G, Lubitz A, Schließer U, von Horsten HH, Blanchard V, Keil K, Sandig 

V, Giese C, Hummel M, Hinderlich S, Frohme M.  In-vitro evaluation of glycoengineered 
RSV-F in the Human artifical Lymph Node Reactor. Bioengineering 2017, 4(3), 70. 

Mithilfe der der GlymaxX®-Technologie [26], bei welcher das Enzym GDP-6-deoxy-D-lyxo-4-

hexulose Reduktase (RMD) die de novo Synthese von Fukose in CHO-DG44 Zellen blockiert, 

wurde eine defukosylierte Variante des RSV-F Proteins hergestellt. Die korrekte Spaltung des En-

zyms in seine natürliche Form wurde mittels Western Blot überprüft und die Glykosylierungsmus-

ter massenspektrometrisch analysiert (Pub. 3, Abb. 1). Mit diesen defukosylierten und mit wildtyp 

RSV-F Proteinen wurden PBMC und zuvor erzeugte mDCs im huALN® in einem Langzeitexpe-

riment über 28 Tage und parallel in Multiterplatten mehrfach stimuliert.  

Zur Überprüfung, welchen Einfluss die veränderte Glykosylierung auf die Immunreaktion hat, 

wurden die Zytokinkonzentrationen der Zellkulturüberstände dieser und parallel kultivierter Kon-

trollen mittels automatisierter Bead-basierter Multiplex-Analyse untersucht. Eine vergleichende 

Übersicht befindet sich in Publikation 3 (Abb. 2). Zellen, die mit defukosyliertem RSV-F Protein 

stimuliert wurden, zeigen eine prominente IL-4 Ausschüttung, welche stark mit den Restimulati-

onszeitpunkten korreliert. Die Induktion einer derartigen TH2-Antwort erfolgt in der Wildtyp Kon-

trolle nicht. Trotz einer geringen Konzentration an TH1-aktivierenden IL-2, wurde mit der Aus-

schüttung von IFN-γ eine pro-inflammatorische Antwort erzeugt. Im Gegensatz dazu zeigt die 

Wildtyp-Kontrolle stärkere IL-2 Antworten nach jeder Restimulation sowie erhöhte IL-10 Kon-

zentrationen, welche einer zu starken IFN-γ Sekretion entgegenwirken. TNF-α und GM-CSF sind 

weitere Zytokine, deren Sekretion deutlich stimulationsabhängig erfolgt und für beide RSV-F Va-

rianten auftritt. Auf Basis der gemessenen Zytokine ist die Reaktion des Wildtyps eher TH1 basiert, 

während die defukosylierte Variante ebenso TH2 Zellen zu aktivieren scheint.  

Für eine umfangreiche Analyse der Genexpression mittels Human Immunology v2 nCounter® 

Gene Expression Assay (NanoString®) wurden PBMCs sieben Tage im Fed-batch Modus kulti-

viert und stimuliert. Als zusätzliche Positivkontrolle wurden Zellen ebenfalls mit LPS stimuliert. 

Eine Übersicht über die Unterschiede zwischen den Proben wurde anhand einer hierarchischen 

Clusteranalyse erstellt (Publ. 3, Abb. 3). Diese zeigt mit Ausnahme von LPS primär eine zeitliche 
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und sekundär eine stimulationsabhängige Gruppierung der Proben. Allerdings zeigt das Genex-

pressionsmuster nach 48 stündiger Stimulation für den Wildtyp eine höhere Ähnlichkeit zur Ne-

gativkontrolle, was auf eine schnellere oder stärkere Aktivierung der Immunreaktion durch das 

defukosylierte Vakzin hinweist. Mithilfe des R-Tools NanoStringDiff [35] wurde die Signifikanz 

der Expressionsunterschiede zwischen beiden Vakzinvarianten für diesen Zeitpunkt untersucht 

und verschiedene Gencluster identifiziert (Publ. 3, Abb. 4). Diese umfassten die Aktivierung von 

T-Zellen im Allgemeinen und TH17 im Besonderen sowie DC und B-Zellen, aber auch generellen 

antimikrobiellen und antiviralen Immunantworten und umfassender Signalketten (z.B. JAK-STAT 

oder NF-kB Pfad).  

Obwohl Glykane mit und ohne Fukose im menschlichen Körper vorkommen, und somit eine di-

rekte adjuvante Wirkung unwahrscheinlich ist, weisen die Analysen der Zytokine und Genexpres-

sion auf eine umfangreiche Aktivierung des Immunsystems hin. Die Zytokinmuster deuten eine 

unterschiedlich starke Aktivierung von TH1 und TH2 Zellen an. Daher könnte es möglich sein, über 

eine stufenweise Anpassung des Fukosylierungsgrades das TH1/TH2 Verhältnis zu modulieren. 

Ebenso von Bedeutung ist, dass der HuALN®-Reaktor und die Downstream-Analyse-Methoden 

in der Lage sind, Effekte zu unterscheiden, die durch kleine Modifikationen der Glykan-Struktur 

verursacht werden. 

5.4. Analyse von xylosylierten RSV-F Protein 

Sandig G, von Horsten HH, Radke L, Blanchard V, Frohme M, Giese C, Sandig V, 
Hinderlich S. Engineering of CHO Cells for the Production of Recombinant Glyco-
protein Vaccines with Xylosylated N-glycans. Bioengineering 2017, 4(2), 38. 

Xylosylierte N-Glykane finden sich nur in Pflanzen und Würmern und sind somit für Säugerzellen 

fremdartige Strukturen. Die Herstellung des RSV-F Proteins mit xylosylierten N-Glykanen in Säu-

gerzellen ist ein Novum im Bereich des Glycoengineerings. Durch Koexpression von 1,2-xylo-

syltransferase (XylT) aus Nicotiana tabacum kann die in Säugerzellen auf natürliche Weise vor-

kommende UDP-Xylose in CHO-DG44 Zellen auf N-Glykane übertragen werden. Western Blots, 

Hochleistungs-Ionenaustauschchromatographie und Massenspektrometrie (Publ. 4, Abb. 1-4) zei-

gen, dass xylosyliertes RSV-F Protein erfolgreich produziert wurde. Wie zuvor beim defukosy-

lierten RSV-F Protein wurden Langzeitstimulationsexperimente im huALN-Reaktor durchgeführt. 

Die mit xylosylierten RSV-F Protein und mDC stimulierten PBMC erzeugten dabei höhere und 

stärker akzentuierte Zytokinausschüttungen als nicht xylosyliertes RSV-F. Die pro-inflammatori-

sche Antwort ist durch anhaltend hohe IFN-γ Konzentrationen und Sekretion von TNF-α nach den 

Stimulationen stark ausgeprägt. Neben diesen Effektorzytokinen der TH1 Zellen werden mit IL-4 

und IL-10 aber auch TH2-assoziierte Zytokine ausgeschüttet, was auf eine umfassende Aktivierung 

durch das xylosylierte RSV-F hinweist.  

Zusätzlich wurden Genexpressionsstudien durchgeführt, um die immunologische Antwort auf die 

erste Stimulation (nach 48 h) im Detail zu untersuchen. Mithilfe eines Human Immunology v2 
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nCounter® Gene Expression assay (NanoString) wurden die Genexpression analysiert und Verän-

derungsraten (engl. fold change) der Expression zwischen den Proben berechnet. Dabei zeigte 

sich, dass die Schlüsselzytokine der einzelnen T-Zellpopulationen, also IL-2 der TH1 Zellen, IL-4 

und IL-5 der TH2 Zellen und IL-17 der TH17 Zellen durch xylosyliertes RSV-F deutlich stärker 

exprimiert wurden. Die Expression der Gene für pro-inflammatorische IFN-γ und TNF-α hingegen 

war relativ gering. Dies spricht einerseits für eine bereits ausreichende Aktivierung, andererseits 

hat das hoch exprimierte IL-17 eine synergistische Wirkung [36]. Neben den zellulären Aktivie-

rungsmarkern, sind auch einige Gene mit humoraler Funktion aktiviert, wie bspw. RAG1 Recom-

bination Activation Gene 1) und RAG2, welche bei der Reifung von Antikörper eine wichtige 

Rolle spielen. Weitere Gencluster umfassen ganze Teile des angeborenen Immunsystems, wie das 

Komplementsystem, antimikrobielle Defensine, Kohlenhyrat-bindende Lektine und antivirale Zy-

tokine, wie IFNA, IFNB oder IL28. Die Aktivierung weiterer Gene wie RELA und RELB, welche 

Teile des NF-кB Komplexes sind, sowie proinflammatorische Faktoren wie NOS2 (Stickstoffmo-

nooxid Synthase), CAMP (Cathelicidine Antimikrobielles Peptid) oder IL21 unterstreichen die 

umfassende Aktivierung des Immunsystems durch xylosyliertes RSV-F. 

5.5. Validierung eines miniaturisierten Bioreaktors 

Böhme A, Radke L, Schütze F, Schneider S, Liebscher T, Sauer S, Santo L, Quadrini F, 
Hummel M, Giese C, Frohme M, Foitzik.  Miniaturized Flow-Through Bioreactor for 
Processing and Testing in Pharmacology. Materials Science Forum 2017, 879: 236-243. 

Der HuALN® erlaubt durch seine Nachahmung der physiologischen Umgebung die Kultivierung 

und Stimulation von T-Zellen über einen langen Zeitraum. Allerdings ist die Kultivierung aufwän-

dig und nur in geringer Anzahl parallel durchführbar. Ein miniaturisierter Bioreaktors für die Pa-

rallelisierung von Stimulationsexperimenten wurde mittels Mikrofrästechnik sowie Aufbau- und 

Verbindungstechnik aus Polycarbonat mit einem Kulturvolumen von 200 µl hergestellt, welcher 

über eine gaspermeable Folie und über Hohlfasern mit Gasen und Medium versorgt werden kann. 

Alle schließlich verwendeten Materialien wie Klebstoffe, Folien und Schläuche wurden auf ihre 

Bioverträglichkeit untersucht und zeigten gute Ergebnisse bei Lebend/Totfärbung (Publ. 5, 

Abb. 2). Die Dichtheit der Reaktoren wurde fluoreszenzmikroskopisch überprüft. Dabei wurde die 

Autofluoreszenz von Cyanobakterien (Synechocystis sp. PCC 6803) genutzt, um undichte Verbin-

dungsstellen zwischen den verschiedenen Materialien zu finden. Eine LabView gesteuerte Tem-

perierung der Reaktoren konnte etabliert werden, bei welcher die Wärme durch einen Wärmesprei-

zer von einem Leistungs-MOSFET übertragen wird. Des Weiteren wurde ein am IHP Frankfurt/O. 

entwickelter viskosimetrischer Glukosesensor [37] integriert. Die Funktionalität des Reaktors im 

autonomen Betrieb wurde in verschiedenen Experimenten überprüft. Bei der Untersuchung des 

Einflusses der Versorgung mit Nährmedium an L929 Mausfibroblasten zeigte sich unter periodi-

scher Mediumperfusion eine höhere Zelldichte bei gleicher Viabilität der Zellen (Publ. 5, Abb. 4). 

Die Kultivierungen von PBMC in verschiedenen Kollagen-basierten 3D Matrizes zeigten eine an-

haltend hohe Viabilität für die gesamte Kulturdauer von 7 Tagen (Publ. 5, Abb. 5).  
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6. Diskussion 

Im Projekt IPoGly konnten erfolgreich RSV-F Proteine mit veränderter Glyoksylierung hergestellt 

werden. In der vorliegenden Arbeit wurde deren immunologische Wirksamkeit untersucht. 

In einer zunächst durchgeführten Voruntersuchung (Publ. 1) wurden die einsetzenden Immunre-

aktionen für verschiedene Stimulanzien anhand eines zur damaligen Zeitpunkt äußerst umfangrei-

chen Zytokinsprektrums und einer sehr hohen Dichte an Messpunkten auf Protein- und Genex-

pressionsebene untersucht. Beim Vergleich frisch isolierter und kryokonservierter PBMC zeigten 

sich nur in den ersten Stunden nach einer Stimulation Unterschiede auf Genexpressionsebene, 

welche aber im Verlauf nur geringen Einfluss auf die Menge sekretierter Zytokine hatte. Dadurch 

ist die Nutzung kryokonservierter PBMC eines Spenders zu unterschiedlichen Zeitpunkten mög-

lich, um z.B. die veränderte Wirksamkeit abgewandelter Impfstoffvarianten zu untersuchen und 

mit früheren Ergebnissen zu vergleichen. Die Analyse der Genexpression zum frühen Zeitpunkt 

ist interessant, da die mRNA-Menge mit der späteren Sekretionsstärke einzelner Zytokine korre-

liert und so abgeschätzt werden kann. Jedoch variieren die Expressionsmuster in Abhängigkeit 

von Stimulanz, Donor und Zytokin, so dass die Detektion der maximalen Expressionsrate oder der 

Dauer erhöhter Genexpression aufwändig ist.  

In allen Studien wurden die PBMC aus Vollblutspenden gewonnen, welche vor der Nutzung nach 

transfusionsmedizinischen Vorschriften untersucht wurden. Zwischen den PBMC der beiden 

Spender aus Publ. 1 fallen Donor-spezifische Unterschiede der immunologischen Antwort bei den 

verwendeten Standardstimulanzien gering aus. Ein vorheriger Kontakt mit diesen Stimulanzien ist 

eher unwahrscheinlich, so dass von vergleichbaren Mechanismen der Immunreaktion ausgegan-

gen werden kann. Bei der späteren Untersuchung von RSV-F Proteinen erfolgte keine Bestim-

mung des Serostatus für RSV Antikörper. Aufgrund der hohen Prävalenz von RSV-Infektionen ist 

es jedoch wahrscheinlich, dass der Spender bereits eine RSV-Infektion erlebt hat, was wiederum 

Einfluss auf die Immunantwort haben kann.  

Eine Vielzahl von Faktoren erschwert die Genauigkeit der Analysen. Um die Immunantwort so 

naturnah und komplex wie möglich abzubilden, müssen verschiedene Immunzellen zusammenar-

beiten können. Dabei kann die zelluläre Zusammensetzung variieren und in der Folge das Ergebnis 

beeinflussen. Bspw. könnten sich die Unterschiede der TNF-α Konzentrationen der Spender in 

Publ. 1 auf ungleiche Lymphozyten und Monozyten Verhältnisse zurückführen lassen [38].  

Da im Zusammenspiel der Immunreaktion die Erkennung von Antigenen über zelluläre Rezepto-

ren (TCR, BCR) erfolgt, muss bei Stimulationsexperimenten gewährleistet sein, dass eine ausrei-

chende Anzahl Zellen zur Verfügung steht, um die Diversität zu erhalten. Zum einen sind dadurch 

der Miniaturisierung von Reaktorräumen Grenzen gesetzt, zum anderen müssen Spender frei von 

Infektionen oder Entzündungen sein, da diese das Rezeptorrepertoire stark verschieben können.  

Die Nutzung von Mischpopulationen erschwert die Analyse der differentiellen Genexpression, da 

selbst eine starke Aktivierung einer kleinen Zellfraktion verdeckt sein kann und nicht mehr als 
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signifikant erkannt wird. Für eine genauere Analyse müssten Zellen z.B. mittels FACS in die ty-

pischen Klassen TH1, TH2, TH17 und DC separiert werden. Der dadurch erhöhte experimentelle 

und analytische Aufwand könnte durch kleinere spezifischere Analytensets ausgeglichen werden.  

Eine besondere Herausforderung stellt bei der Genexpressionsanalyse von gemischten Zellpopu-

lationen auch die Wahl geeigneter Referenzgene dar, deren Stabilität in allen Zellsubpopulationen 

gewährleistet sein muss. Die in Publ. 2 durchgeführten umfangreichen Untersuchungen führten 

zur Validierung von Referenzgenen für PBMC und PBMC-DC Gemische in Stimulationsexperi-

menten mit RSV-F Proteinen, wodurch eine hohe Genauigkeit für speziell diese Analyse ermög-

licht wird. Die dabei genutzten Methoden qPCR und NanoString unterscheiden sich grundlegend 

in der Art des Gennachweises. In der qPCR wird cDNA durch zyklische Amplifikation unter Nut-

zung eines hybridisierenden Farbstoffs nachgewiesen. Bei diesem enzymatischen Verfahren ist 

die Bestimmung der Amplifikationseffizienz, die von vielerlei Faktoren beeinflusst wird, von ho-

her Bedeutung. Die NanoString Technologie hingegen bindet die mRNA bestimmter Gene direkt 

und nutzt Fluoreszenzlabel zum optischen Nachweis. Hier begrenzt die Bindungseffizienz der 

Sonde die Genauigkeit der Quantifizierung. Mit Hilfe einer selbstentwickelten Formel konnten die 

Counts (Anzahl quantifizierter mRNA Fragmente eines Gens) der NanoString Analyse in Cq-

Equivalente (Cq ist die Maßeinheit der Quantifizierung von Amplifikationsprodukten in der 

qPCR) umgerechnet werden und mittels Bland-Altman-Plot die Vergleichbarkeit beider Methoden 

erfolgreich gezeigt werden. Anhand mehrerer Target-Gene konnte demonstriert werden, dass die 

Wahl instabiler Referenzgene zu starken Abweichungen der Expressionswerten zwischen beiden 

Methoden führt.  

6.1. Immunaktivierungspotenz der hergestellten RSV-F Proteinvarianten  
Bei der Bewertung der Aktivierung des Immunsystems durch die modifizierten RSV-F Proteine 

liefern die Zytokinmuster und die Genexpressionsmuster ein zusammenhängendes Bild. Sowohl 

die vom defukosylierten als auch vom xylosylierten RSV-F hervorgerufenen Zytokinsekretionen 

(Publ. 3, Abb. 5 und Publ. 4, Abb. 2) korrelieren deutlich mit den Zeitpunkten der Stimulationen. 

Im Vergleich zum Wildtyp RSV-F Protein führen die modifizierten Varianten zu höheren Aus-

schüttungen von TNF-α und IFN-γ (beides Effektorzytokine aktivierter TH1 Zellen), so dass die 

Immunantworten stärker pro-inflammatorisch ausgeprägt sind. Einhergehend mit einer geringeren 

Sekretion von anti-inflammatorischen IL-10 modulieren beide RSV-F Proteinvarianten zudem das 

TH2 assoziierte IL-4 sehr präzise. Zusätzlich zeigen die Genexpressionsanalysen zum Zeitpunkt 

24 Stunden nach den ersten Stimulationen (Publ. 3, Abb. 6 und Publ. 4, Abb. 4) für beide modifi-

zierten RSV-F Proteine eine starke Aktivierung von TH17 Zellen. Somit sind beide RSV-F Prote-

ine in der Lage, das Immunsystem umfassend zu aktivieren. Das defukosylierte F-Protein reguliert 

außerdem DC und B-Zell-Marker nach oben und zeigt erhöhte Transkriptionsraten für große Teile 

immunrelevanter Signalketten (z.B. JAK-STAT, IKB, NFKB und MYD88) und den dazugehöri-

gen Transkriptionsfaktoren. Bei der xylosylierten Variante sind stattdessen ganze Gencluster des 
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angeborenen Immunsystems hochreguliert, wie z.B. des Komplementsystems oder mehrere De-

fensine. Beide modifizierten viralen Proteine aktivieren antivirale Gene (z.B. IFNA o. IL28) und 

zuckerbindende Lektine. Auch hier zeigt sich eine ganzheitliche Aktivierung der Immunantwort. 

Die Generierung neutralisierender Antikörper wird als wichtiges Merkmal für die Wirksamkeit 

eines RSV-Vakzins angesehen [6]. Anhand der stimulationsinduzierten IL-4 Sekretion ist eine 

deutliche Aktivierung der humoralen Immunantwort bei beiden Impfstoffvarianten erkennbar. Die 

defukosylierte RSV-F Variante zeigt neben den erhöhten B-Zell- Aktivierungs- und Reifungsmar-

kern auch erhöhte Expressionswerte von Antikörperrezeptoren. Gene des Reifungsmechanismus 

von Antikörpern (somatische Hypermutation) waren zum untersuchten Zeitpunkt jedoch nur teil-

weise aktiviert (RAG2, z.T. RAG1, jedoch nicht AICDA). Der Nachweis von spezifischen Anti-

körpern wäre in nachfolgenden Untersuchungen daher der naheliegende Schritt. Kürzlich konnte 

die Physiologie des verwendeten HuALN Reaktors verbessert werden, indem die Co-Kultivierung 

von Stromazellen erfolgreich implementiert wurde [39]. Hierdurch wird erwartet, dass die struk-

turelle Verbesserung der zellulären Organisation zur verbesserten humoralen Immunantwort führt. 

6.2. Statistische Bewertung 
Die Durchführung von Langzeitexperimenten im HuALN ist arbeits- und kostenintensiv. Die Ver-

suche konnten aus diesen Gründen nicht mit unterschiedlichem Spendermaterial wiederholt wer-

den und die Zytokinanalyse wurde nur in Duplikaten durchgeführt. Daher beschränkt sich die sta-

tistische Bewertung der Messergebnisse der Bioplex-Analyse auf die Wiederfindungsrate der 

Spike-in Kontrollen. Zwar ist mathematisch die Berechnung von Mittel- und Streuungswerten bei 

Duplikaten möglich, aber statistisch nicht aussagekräftig und zeigt in diesem Falle auch nur die 

technische Messgenauigkeit.  

Bei der Genexpressionsanalyse ist die statistische Bewertung von Natur aus komplizierter. Der 

häufig genutzte Schwellenwert von zwei ist sowohl biologisch als auch statistisch willkürlich und 

lässt sich in Messungen mit geringer Anzahl an Wiederholungen durch einzelne Ausreißer leicht 

hervorrufen. Heute übliche statistische Tests (ANOVA oder andere Tools) ziehen neben dem 

Schwellenwert noch die Varianz in die Berechnung ein, und können zusätzlich die Wahrschein-

lichkeit des beobachteten Ergebnisses in Form eines p-Werts angeben. Dabei kann sich die Varianz 

auf das einzelne Gen, alle Gene oder alle Behandlungen beziehen. Allerdings ergibt sich das Prob-

lem, dass bei umfangreichen Gensets eine hohe Anzahl falschpositiver Ergebnisse in Kauf genom-

men wird (z.B. 5% bei einem p-value von 0,05). Andererseits kann durch stringentere Korrek-

turmechanismen die Zahl der als signifikant unterschiedlich exprimiert identifizierten Gene gegen 

Null gehen. Mittelwege führen zu einer Vielzahl von verschiedenen Tools, die zu unterschiedli-

chen Ergebnissen kommen [40]. Unabhängig von der gewählten Methode und deren Grundannah-

men gilt jedoch, dass die Ergebnisse ähnlicher werden, je mehr Messwiederholungen zur Verfü-

gung stehen. Bei der Bestimmung der Signifikanz der Genexpression der modifizierten RSV-F 

Proteine wurde das R Programm NanoStringDiff verwendet, welches speziell für nCounter Assays 

entwickelt wurde, da das Problem geringer Messwiederholungen bekannt ist. Dabei werden die 
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Messwerte in ein generalisiertes lineares Model überführt, die Streuungsparameter des Models 

mittels Bayes shrinkage geschätzt und mittels Likelihood-ratio-Test differentiell exprimierte Gene 

identifiziert. Aufgrund der Messung in Duplikaten wurde eine höhere Varianz zugelassen und so-

mit das Risiko falschpositiver Ergebnisse erhöht. Durch die Beobachtung umfangreicher funktio-

neller Gencluster, deren Expression häufig kollektiv erhöht war, verringert sich die Gefahr einer 

Fehlinterpretation. Jedoch könnte die statistische Sicherheit mit einer größeren Zahl an Messungen 

und der Wahl anderer statistischer Verfahren erhöht werden.  

Der im Projekt entwickelte miniaturisierte Perfusionsreaktor (Publ. 5) würde sich als kostengüns-

tiges aber hochentwickeltes Kultivierungssystem für Stimulationsexperimente in höherem Durch-

satz eignen. Dichtheit und Biokompatibilität konnten nachgewiesen werden und PBMC wurden 

erfolgreich über mehrere Tage in verschiedenen 3D-Kollagenmatrizen kultiviert (Publ. 5, Abb. 5). 

Durch den kleineren Kulturraum (ca. 230 µl) ist die Anzahl an kultivierbaren Zellen verringert 

(max. 106 Zellen). Wie stark sich das im Vergleich zum huALN eingeschränkte Repertoire an 

T-Zellen auf die immunologische Antwort auswirkt, ist allerdings noch nicht im Detail untersucht.  

6.3. Ausblick 
Es konnte erfolgreich gezeigt werden, dass die hergestellten RSV-F Proteine mit veränderten Gly-

kanstrukturen das Immunsystem stärker und früher aktivieren als Wildtyp RSV-F. Die rekombi-

nante Herstellung β-1,2-xylosylierter n-Glykane stellt dabei ein Novum dar. 

Mit der Verwendung der CHO-Zelllinie DG44 konnte erfolgreich die defukosylierte RSV-F Va-

riante hergestellt werden, da die Fukosesynthese enzymatisch blockiert wurde. Als nächster Schritt 

könnte durch die Bereitstellung modifizierter Fukoseanaloga über den sogenannten salvage pa-

thway weitere modifizierte Glykane entstehen [41], die allein eine verstärkte immunogene Wir-

kung aufweisen oder Startpunkt weiterer chemischer Modifikationen sein können. 

Mit der Untersuchung aufgetrennter Zellfraktionen und umfangreicherer Messungen könnte zu-

nächst ein genaueres Bild der Zellaktivierung auf Ebene der Genexpression erfolgen. Im Weiteren 

sollte die Generierung neutralisierender Antikörper untersucht werden. Bei erfolgreichen Bin-

dungsassays mit RSV-F Proteinen könnte im Anschluss die Untersuchung der protektiven Wir-

kung der Impfstoffkandidaten im Tiermodell erfolgen.  

Durch den Einsatz des HuALN® konnte auf Tierversuche in dieser frühen Phase der Vakzinent-

wicklung verzichtet werden. Zudem stehen mit der Stimulation menschlicher Immunzellen direkt 

Ergebnisse aus dem humanen System zur Verfügung, so dass bei der Weiterentwicklung der be-

stehenden Impfstoffvarianten gezielte Verbesserung durchgeführt können, die auf die Wirksam-

keit im menschlichen Immunsystem abgestimmt sind. Dadurch wird das Risiko verringert, dass 

ein in Versuchstieren entwickelter Impfstoff seine Wirksamkeit beim Wechsel ins humane System 

verliert und trägt so zu einem beschleunigten Entwicklungsprozess bei.  
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