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Angegeben sind Abkirzungen, die in dieser Arbeitweadet wurden. Formelgré3en
wurden mit den international gebrauchlichen Sl-Eitén und Aminoséuren entsprechend
ihres Einbuchstabenkodes abgekirzt. Fir die Abkigen gebrauchlicher Woérter der
deutschen Sprache wurde gemal3 Duden verfahren.
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Der Transfer von Genen ist eine unverzichtbare buhfir die Erforschung von
Genfunktionenin vivo, fur die gezielte Expression von Proteinen oderARWblekilen,
sowie fur die Entwicklung von Gentherapien z.B. @egKrebserkrankungen oder
genetische Defekte. Gerade unter gentherapeutisgBesichtspunkten sind virale
Gentransfervektoren von Interesse, mit deren Hitfeispielsweise fehlende bzw.
eingeschrankte Genfunktionen wiederhergestellt arefdnnen. Ebenso vorstellbar ist der
Einsatz viraler Vektoren fur Immunisierungen, di8.zzur Auslésung tumorspezifischer
zellularer Immunantworten fuhren.

Winschenswert ist in diesem Zusammenhang besordeeszellspezifische Expression
von Transgenen. Im Rahmen der vorliegenden Arberden deshalb lentivirale Vektoren
entwickelt, mit deren Hilfe eine konstitutive Gepeassion in B-Zellen ermoglicht wurde.
Die Beschrankung der Genexpression auf B-Zellendeudurch die Wahl eines
entsprechenden zellspezifischen Promotors gewéatalelentivirale Vektoren haben sich
in jungster Zeit zu interessanten Werkzeugen fle dbentherapie sowie zu
vielversprechenden Vakzinkandidaten entwickelt. Mitfe dieser Gentransfervektoren
kbnnen zahlreiche verschiedene Zelltypen, darurdeach hamatopoetische Zellen
einschlielBlich der Immunzellerin vitro und in vivo transduziert werden, wobei die
Spezifitat der Antigenexpression auf der Wahl egmsprechenden Promotors beruht.

Als Transgene wurden das verbesserte grin-flueesuile Protein eGFRr(hanced green
fluorescent proteinim Folgenden als ,GFP* bezeichnet) und das Higirglbumin (im
Folgenden als ,OVA" bezeichnet) exprimiert. Anhamtifangreicher Analysen der GFP-
Expression in Knochenmarkschimaren konnte die Bsgetifitdt der generierten Vektoren
Uberprift werden. Desweiteren wurden die lentiemalVektoren auch systemisch
(intravends) angewandt. Hier konnte gezeigt werdass die Spezifitat der Genexpression
mit dieser Applikationsroute erhalten bleibt, walegen die Expressionsstarke im
Vergleich zu den Chimaren erheblich zurtckgeht. kiionelle Studien mit B-
zellspezifischen, OVA-kodierenden lentiviralen ialdn konnten jedoch belegen, dass die
Expressionsstarke nach systemischer Anwendung aosteichend war, um eine OVA-
spezifische zellulare Immunitat zu stimulieren. Dlamrwies sich das System auch
hinsichtlich mdglicher therapeutischer Anwendungef3. als Vakzine, als funktionell.

Eine humorale Antikdrperantwort gegen virale Hidlgine bzw. gegen OVA konnte nicht
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nachgewiesen werden. Zusammenfassend belegen Digs®, dass die systemische
Anwendung B-zellspezifischer lentiviraler Vektoremiglich ist und einen interessanten
Ansatz zur Generierung neuer Vakzine bieten kanenkbDar wéare beispielsweise eine
Anwendung bei der Unterstiitzung therapeutischezMarungen.

Ein weiterer interessanter Aspekt in diesem Zusantaweg ist die Rolle der B-Zelle als
antigenprasentierende Zelle, die mit Hilfe einenperéaren Kontrolle der Genexpression
genauer untersucht werden koénnte. Aus diesem Gmuadse im Rahmen der vorliegenden
Arbeit auch ein induzierbares gammaretroviralese@pressionssystem entwickelt, um ein
gezieltes An- und Abschalten der Genexpression HZeBen zu erreichen. Die
Beschrankung auf B-Zellen wurde hier ebenfalls dudee Wahl eines entsprechenden
zellspezifischen  Promotors gewahrleistet. Detaitie in  vivo-Analysen des
Expressionssystems in Knochenmarkschimaren zeigt#och, dass es einerseits nach
Induktion nur zu einer schwachen Transgenexpreskem und es andererseits eine
unerwinschte Hintergrundexpression sowohl in Befelhls auch in Nicht-B-Zellen gab.
Aus diesen Grinden musste von der Anwendung diegstems fir geplante Studien zur
Rolle der Genexpression wéahrend verschiedeneretatir B-Zellentwicklung abgesehen

werden.
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3.1 EinfUhrung in das Immunsystem

Das Immunsystem schitzt den Organismus durch eiezalil von Mechanismen vor
Krankheitserregern wie eindringenden Mikroorganism®arasiten oder Viren. Dabei
lassen sich die verschiedenen Funktionen in zweipHieereiche gliedern: das angeborene
und das erworbene Immunsystem. Das angeborene lsystem verfiigt zwar nur Uber ein
begrenztes Spektrum an Rezeptoren zur Antigeneukegnrdoch es zeichnet sich durch
seine schnelle Wirkungsweise aus, da es auf angedoEffektormechanismen beruht, mit
deren Hilfe eindringende Mikrorganismen effiziehingniert werden kénnen. Dies beginnt
bereits bei physikalischen Barrieren, wie z.B. dEpithelien der Haut und der
Schleimhaute, die das Eindringen von Krankheitgeme u.a. durch die Sekretion von
antimikrobiellen Enzymen und Peptiden erschwerenba®l Bakterien, Viren oder
Parasiten in den Korper eingedrungen sind, seleesich Makrophagen gegentber, die mit
ihren zahlreichen Oberflachenrezeptoren eine Rezngchiedener Pathogene erkennen und
phagozytieren kdnnen. Eine wichtige Rolle spielearbdei die sogenannten Toll-like
Rezeptoren (TLR), mit deren Hilfe z.B. bakterielléspopolysacharid (LPS) oder
Peptidoglykane erkannt werden. Die Aktivierung \Makrophagen durch die Aufnahme
von Mikroorganismen fuhrt zu einer lokalen Entzimglsreaktion, die zusatzlich das
Komplementsystem aktiviert und phagozytierende hgiile anlockt. Haufig wird so
bereits die Entstehung einer Infektion verhind&@elingt dies jedoch nicht, muss das
erworbene Immunsystem eingeschaltet werden. Diesielnet sich durch eine spezifische
Erkennung und Beka&mpfung von Fremdantigenen sowiechd die Bildung eines
immunologischen Gedachtnisses aus, das haufig Seloutwiederholten Infektionen mit
demselben Pathogen bietet. Die Effektorzellen dieptaven Immunsystems sowie deren
Funktionen stehen nicht sofort zur Verfigung, somdeiissen erst induziert werden, was
einige Tage in Anspruch nimmt. Eine wichtige Rdlgielen die antigenpréasentierenden
Zellen @ntigen presenting cellsAPCs), wie dendritische Zellerddndritic cells DCs),
Makrophagen und B-Zellen, die in den Blut- und LyrgpfaRen des Korpers zirkulieren,
Antigene aufnehmen und sie in kleinere Peptidstijckeessieren. Diese werden dann auf
ihrer Oberflache im Kontext der Haupthistokompditdiskomplex-Klasse | oder I
Molektle (major histocompatibility compleXMHC | oder MHC 1) antigenspezifischen

10
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CDS8'- bzw. CD4T-Zellen prasentiert, wodurch meist zytotoxischemumantworten zur
Bekampfung intrazellularer Mikroorganismen induzigerden.

Im Falle einer Aktivierung von CDZ-Zellen koénnen aber auch humorale
Immunantworten unterstitzt werden.

Die humorale Immunantwort wird von B-Zellen verreittund richtet sich mit der Bildung
von Antikorpern hauptsachlich gegen extrazelluRaghogene. Sowohl B-Zellen als auch
T-Zellen verfiigen auf ihrer Oberflache Uber zalkliei Antigenrezeptoren, mit deren Hilfe

sie eine nahezu unbegrenzte Anzahl mdglicher Andgekennen kbnnen.

3.1.1 Die Entwicklung der T-Zellen

T-Zellen entstehen aus lymphoiden Vorlauferzellenkinochenmark, die bereits frih in
den Thymus wandern, wo sie den Grol3teil ihrer Eacktlung zu reifen T-Lymphozyten
durchlaufen. Der Thymus lasst sich in zwei Hauploéie gliedern: den peripheren Kortex
und die zentrale Medulla. In diesen Kompartimerdarchlaufen die T-Zellen eine Reihe
von Entwicklungsstadien, die auch durch die diffiéiedtle Expression verschiedener
Korezeptormolekile (CD4 und CD8) auf ihrer Obetfidg@ekennzeichnet sind. Am Ende
dieser Entwicklung steht die Expression eines fionlkdlen T-Zellrezeptors T( cell
receptor TCR) [Marrack and Kappler, 1987 von Boehmer et al.]1989]. Die Reifung
beginnt im Kortex, wo die Thymozyten zunachst atppklt-negative Vorlauferzellen
vorliegen. Zu Beginn dieses Stadiums wird die [(&etles T-Zellrezeptors durch
Rearrangement der entsprechenden Gensegmente egebilHin erfolgreiches
Genrearrangement, das zur Expression eines furigonProteins fuhrt, dient der Zelle als
Signal um in die nachste Entwicklungsstufe einzatreDies ist in diesem Fall die Bildung
des Pra-TCR, bestehend aus der R-Kette und eing@iufigen a-Kette, sowie die
Expression der Korezeptormolekiile CD4 und CD8. Meginnen die doppelt-positiven
Thymozyten diex-Kette zu rearrangieren und den vollstdndigen TGRraer Oberflache
zu exprimieren. Letztendlich wird nur eines derdieai Korezeptormolekile zusammen mit
dem TCR exprimiert, was eine Einteilung in CB#zw. CD8T Zellen erlaubt laas and
von Boehmer1984; Swain 1983]. Thymozyten, die Peptide im Kontext des MHC
Molektls erkennen, exprimieren CD8, wahrend Thynezydie Peptide im Kontext von
MHC Il binden, CD4 auf ihrer Oberflache tragedinkernagel, 1974 Die wichtige

11
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Aufgabe des T-Zellrezeptors ist es, Antigene, da antigenprasentierenden Zellen im
Kontext der MHC-Molekiule prasentiert werden, zu esmken und die ndotige
Signalweiterleitung innerhalb der T-Zelle zu erméigén. Im Zuge der positiven Selektion
wird die Fahigkeit des TCRs zur Erkennung und mgedffinen Bindung von MHC-
Selbstpeptid Komplexen tberprifsgrent & Webb1995]. Nach erfolgreicher positiver
Selektion der Thymozyten erfolgt der Ubergang vooppklt-positiven zum einfach-
positiven Stadium. Die T-Zellen wandern nun vom térrin die Medulla, wo der nachste
Selektionsprozess stattfindet. Die sogenannte iveg&elektion soll verhindern, dass T-
Zellen, die Selbstantigene erkennen, in die Peniphentlassen werden und so
maoglicherweise Autoimmunerkrankungen auslédeappler et al, 1987;Kisielow et al,
1988]. Durch die verschiedenen Genumlagerungspsezesihrend der Entwicklung der
Thymozyten kénnen theoretisch zwischen®1thd 162 verschiedene Spezifitaten des TCR
erzeugt werden Haars et al., 1986]. Einerseits wird durch diese hohe Diversitat
sichergestellt, dass die peripheren T-Lymphozytedglivhst viele verschiedene
Fremdantigene erkennen, andererseits birgt dieriohgete Rekombination aber auch die
Gefahr der Bildung autoreaktiver T-Zellen. Diese¢egpaiellen autoreaktiven Zellen werden
im Thymus durch Apoptose eliminierKyewski and Derbinski2004]. Die Starke des
Signals, die ein Thymozyt wahrend positiver und atiegr Selektion durch den TCR
erhalt, ist fuir seine weitere Entwicklung von ehtidender Bedeutung, da beide
Selektionsprozesse prinzipiell mit Hilfe derselbdRIC-Selbstpeptid Komplexe ablaufen.
Das Modell der differentiellen Aviditat geht davems, dass eine schwache bis mittlere
Bindungsstarke des TCR zu positiver Selektion flilwdhingegen Interaktionen zwischen
TCR und MHC-Komplex mit hoher Bindungsaffinitat zaegativen Selektion fiihren
[Sprent et al. 1988;Ashton-Rickardt et 811994;Girao et al, 1997;Sebzda et g1.1994].
Die Thymozyten verbringen schatzungsweise 12 Tag#er Medulla, bevor sie als reife,

naive T-Zellen den Thymus verlassé&ggrton, 1990

3.1.2 T-Zellfunktion

Sobald die Thymozyten ihre Entwicklung im Thymugedchlossen haben, zirkulieren sie
als reife naive T-Zellen im Blut und wandern aufr d@uche nach Antigen in die

verschiedenen peripheren Lymphorgane ein. Um amr eadaptiven Immunantwort

12
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mitwirken zu kdnnen, muss eine naive T-Zelle zustdir spezifisches Antigen als Peptid
MHC-Komplex auf der Oberflache von sogenannten ofgssionellen
antigenprasentierenden Zellgirgfessional antigen presenting celfgAPC) erkennen und
weitere kostimulatorische Signale erhalten. Diebrtflzur Aktivierung und klonalen
Expansion der T-Zelle. In diesem Zusammenhang epiedendritische Zellen,
Makrophagen und B-Zellen als pAPCs eine wichtigéleR&ie prasentieren fiir CDB-
Zellen endogene Antigene tber MHC | und exogeneg&ne im Kontext von MHC I fur
CD4'T-Zellen. Die beiden T-Zellpopulationen erfilllen ierlauf einer adaptiven
Immunantwort ganz unterschiedliche Aufgaben. CDZellen entwickeln sich zu
zytotoxischen Effektorzellen, die die Eliminieruidgizierter oder entarteter Korperzellen
einleiten. Naive CD4T-Zellen dagegen konnen sich nach Aktivierung ztsslgiedenen
Effektorzelltypen entwickeln. Dazu gehoren die klashen T-Helferzellen vom Typ 1
(Thl) und 2 (Th2), sowie die erst in neuerer Ze#tsdhriebenen Thl7-Zellen, die
follikularen T-Helferzellen (Tfh) sowie die induzten regulatorischen T-Zellen (iTreg).
Die Entscheidung, in welche Richtung die Differemang verlauft, fallt bereits frih nach
dem ersten Antigenkontakt und wird hauptsachlichicldudas lokale Zytokinmillieu
beeinflusst. In gewissem Malle scheint auch die wigdstarke zwischen TCR und
Antigen dabei eine Rolle zu spieleBdyton and Altmanm2002]. So werden in Gegenwart
von IL-12 und INFy Thl Antworten bevorzugt, wohingegen die Sekretron IL-4 zur
Ausbildung des Th2 Phanotyps fuhrt. Wahrend Thledehauptsachlich Makrophagen
aktivieren und damit die zellulare Immunantwort gegntrazellulare Mikroorganismen
unterstitzen, sind vor allem Th2-Zellen in der La8mnale an B-Zellen zu Gbermitteln,
und spielen damit eine Rolle bei der humoralen Imamiwort.
Werden nach einer Infektion (berwiegend IL-6 und FI& von APCs sekretiert,
entwickeln sich bevorzugt Th17-Zellen, welche dudah Produktion von IL-17 und IL-22
zur Bekdmpfung extrazellularer Bakterien und Pilkzer allem auf Schleimhauten
beitragen. In Anwesenheit von T@Fkoénnen sich naive CDZ%-Zellen aber auch zu
iTregs entwickeln, die, anders als die klassisctigmusabhangigen Treg-Zellen, in der
Peripherie entstehenldsefowicz and Rudensk®009]. lhnen wird beispielsweise eine
Rolle bei der Unterdriickung von Th1l und Th2 Immuwnanten zugeschriebeikim et al,
2007].
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Tfh-Zellen schlie3lich stellen eine Population deHelferzellen dar, die die Reifung von
B-Zellantworten regulieren. Zur Differenzierung ske Zellen wird das Zytokin IL-21
bendtigt Mogelzang et al.2008] und mdglicherweise auch der Transkriptiakifr Bcl-6
[Fazilleau et al. 2009].

3.1.3 Die Entwicklung der B-Zellen

B-Zellen entwickeln sich schrittweise aus hamatbgoken Vorlauferzellen im
Knochenmark und werden spater in der Milz zu reiirZellen, die die wichtigsten
Effektorzellen der humoralen Immunantwort darstelldit ihrem membrangebundenen
Antikérpermolekil, dem B-ZellrezeptoB(cell receptoy BCR) kdnnen sie Antigene in
ihrer nativen Form erkennen und nach Aktivierungl iifferenzierung zur Plasmazelle
grol3e Mengen von Antikérpern derselben Spezifgétetieren. Der B-Zellrezeptor besteht
aus je zwei identischen Polypetidketten, deren Serjuurch Genumlagerungsvorgange
erzeugt wurde Tonegawa 1983]. Wahrend ihrer Entwicklung im Knochenmark
durchlaufen sie, analog den T-Zellvorlaufern im g, Selektionsprozesse, die sowohl
die Funktionalitat als auch die Selbst-Toleranz @aleisten. Als unreife B-Zellen
verlassen sie das Knochenmark und wandern in paeplymphatische Organe, wie
beispielsweise die Milz, wo die Entwicklung zu ezifB-Zellen stattfindet. Begegnen sie
nun Antigen, das durch ihren BCR erkannt wird, l@mnsie aktiviert werden und
anschlielBend Antikorper, die sekretierte Form d€&RBmit identischer Spezifitat, in
grolRen Mengen produzieren. Auch sind B-Zellen im Hage, sich zu langlebigen
Gedachtniszellen zu entwickeln, die im Falle eimeseuten Auftretens des gleichen
Antigens sofort massiv hochspezifische Antikorpekrstieren konnen.

Die verschiedenen Entwicklungsstadien auf dem Wagder pluripotenten Vorlauferzelle
zur reifen B-Zelle wurden in den vergangenen Jdiman detailliert untersucht und lassen
sich jeweils durch eine distinkte Expression vone@ichenmarkern phanotypisch
voneinander unterscheidelstjihara et al, 1991;Rolink et al, 1995;Winkler et al, 1995].

In der Maus entwickeln sich B-Zellen aus pluripdgéenhamatopoetischen Stammezellen in
der fotalen Leber, bzw. nach der Geburt im KnochenkmAus diesen Stammzellen bilden
sich zunachst verschiedene multipotente Vorlaufeulfpotent progenitor cell MPP;

earliest lymphoid progenitorELP; common lymphoid progenito€LP), aus denen neben
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B-Zellen auch andere Zelltypen entstehen koni@gapgrude et g1.1988]. Eine wichtige
Rolle bei der Entwicklung spielen dabei die Stradedlen des Knochenmarks, die
einerseits mit Hilfe spezifischer AdhasionsmolekKlentakt zu den B-Zellen haben und
andererseits Faktoren produzieren, die fur ihrevi&ktung und Reifung von Bedeutung
sind. Dazu gehoren l6sliche und membrangebundetekidg und Chemokine, wie z.B.
IL-7, IL-11, Stammzellen-Faktosstem cell factarSCF) und FIt3L Adolfsson et al.2001;
McKenna and Morrisseyi998].

Knochenmark Milz Knochenmark

friihe Pro-/ groRe kleine unreife transitionale| reife Plasmazelle
Pro-B- Pr&-B-I- Pr&-B-II- Pré-B-1I- B-Zelle B-Zelle B-Zelle
Zelle Zelle Zelle Zelle
B220 CD19 CD19 CD19 CD19 CD19 CD19 CD38

B220 B220 B220 B220 B220 B220 sekre-

Pr&-BCR schwere IgM IgMhoch IgMniedrig torisches
Kette IgD* IgDhoch Ig

Abb. 2.1: Die Entwicklung der B-Zellen im Knochenmak und in der Milz. Die B-Zellen stammen von
einer hamatopoetischen Vorlauferzelle im Knochetnadr und differenzieren Gber das Pro-B- und Pra-B-
Zellstadium zu unreifen und transitionalen B-Zell&ie unreifen und transitionalen B-Zellen wandecm
Milz und entwickeln sich dort zu reifen B-Zellenglohe durch das Blut, Knochenmark und die Lymphe
zirkulieren. Binden reife B-Zellen mit ihrem B-Zedkeptor ihr spezifisches Antigen, so werden stevigkt

und differenzieren zu Plasmazellen, die grole Mendes spezifischen Antikdpers sezernieren. Die
unterschiedlichen Entwicklungsstufen kdnnen anhderddifferentiellen Expression bestimmter Markee wi
B220, CD19, IgM und IgD unterschieden werden.

Ab dem spaten CLP-Stadium kdnnen nur noch B-Zajlenildet werden und hier entsteht
auch mit der frihen Pro-B-Zelle der erste ,echteZd@lvorlaufer Li et al, 1996]. Einer
der frihesten Oberflaichenmarker der B-Zelllinie ©8D19, ein Mitglied der Ig-
Superfamilie, Signaltransduktionsmolekil und Teik dB-Zell-Korezeptors. CD19 ist mit
Ausnahme terminal differenzierter Plasmazellen e&tirder gesamten B-Zellentwicklung
(Tab. 2.1) in Mensch und Maus vom Pro-/Pra-B-Zatlsim an exprimiertNadler et al,
1983; Sato et al. 1997; Tedder and Isaa¢sl989]. Typischerweise beginnen im Stadium
der frihen Pro-B-Zelle die Umlagerungen der Immahglingene, die letztlich zur
Bildung eines funktionellen BCR fuhren. Der Prozdssginnt mit der R zu }
Umlagerung und wird durch Verknipfung vom, Yhit DJy im spaten pro B-Zellstadium

fortgesetzt. Erst im Falle einer produktiven Umlagwy, die zu Expression einer schweren
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Kette fuhrt, kann der sogenannte pre-BCR bestetsrsl zwei identischen schweren
Ketten, im Komplex mit zwei sogenannten Ersatz-lit&e Surrogate light chain SLC)
sowie Igx und Ig3 exprimiert werden Spnchez et al. 1993]. Mit der
Oberflachenexpression des pre-BCR erhalt die simfwiekelnde B-Zelle das Signal
[Meffre et al, 2000;Niiro and Clark 2002], die Umlagerungen des V-Lokus der schweren
Kette zu beenden und zu proliferierébancro and Kearney2004; Nussenzweig et al.
1987]. Nach der Expression des pre-BCR und Pralitem fahrt die pre-B-Zelle mit
Umlagerungen im V-Locus der leichten Kette formd&Gdiese ebenfalls erfolgreich, kann
nun der vollstandige BCR exprimiert werden. Gleatig verlaldt die unreife B-Zelle das
Knochenmark. Der Isotyp des exprimierten BCR isbailazum Grof3teil IgM, jedoch
exprimieren unreife B-Zellen ebenfalls IgD. Diesrdvidurch alternatives Splei3en des
Primartranskripts moéglich, welches sowohl die Sequér die konstante Region des IgM-
als auch des IgD-Isotyps enthdlty et al, 1980].

Um potentiell autoreaktive Zellen zu eliminierenerden die B-Zellen wahrend ihrer
Entwicklung zwei Selektionsprozessen unterzogem.dbse findet in Pra-B-11-Zellen statt
und soll gewéhrleisten, dass nur jene Zellen exieasa und die leichte Kette rearrangieren
kdnnen, welche eine produktive Umordnung der scwéfette im Leseraster haben und
folglich einen Pra-B-Zellrezeptor exprimieren konn®er zweite Selektionsprozess findet
in unreifen und transitionalen B-Zellen statt. Daah die somatische Rekombination der
fur die schwere und leichte Kette kodierenden Ggmemte eine Vielfalt von
unterschiedlichen B-Zellrezeptoren entsteht, mussiese auf ihre Autoreaktivitat
(negative Selektion) Uberprift werden. Daher werdetoreaktive B-Zellen bereits im
Knochenmark klonal deletiertHprtley et al, 1991;Murakami et al. 1992;Nemazee and
Burki, 1989]. Alternativ konnen diese ihren B-Zellrezapt durch sekundare
Rearrangements der leichten Kette editief@adic et al. 1993;Tiegs et al. 1993], mit
dem Ziel ein nicht autoreaktives Rezeptormolekilgamerieren. Aufgrund eines nicht
funktionellen (positive Selektion) oder autorea&tiv(negative Selektion) B-Zellrezeptors
sterben 70 % aller taglich produzierten B-ZellemctuApoptose Deenen et al. 1990;
Melchers et al. 1993; Osmond 1993]. Doch auch nach Verlassen des Knochenmarks
kénnen autoreaktive B-Zellen noch tolerisiert werd&chatzungsweise 1 ~<20’ neu
gebildete B-Zellen verlassen taglich das Knochekmard ebensoviele sterben in der

Peripherie. Abgesehen von Phasen einer adaptivemuf@antwort bleibt der Pool
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peripherer reifer B-Zellen lebenslang staBihfhmel] 2004]. Es werden also hauptsachlich
die unreifen peripheren B-Zellen eliminiert, welatine durchschnittliche Lebensdauer von
drei Tagen haben. Bekommen die Zellen innerhalsedieZeitraumes keinen Zugang zu
einem Follikel der peripheren lymphatischen Orgaerbalten sie nicht die notwendigen
Uberlebenssignale. Wenn die neu gebildeten B-Zgdidnch in ein Follikel gelangen und
dort positiv selektioniert werden, konnen sie akfer naive B-Zellen mit einer
Lebensspanne von 3 — 8 Wochen in der Peripherikuéizren [Levine et al.2000;Rolink

et al, 2002].

Gemal des beschriebenen Schemas entwickeln si&llfive B-Zellen sowie die B-Zellen
der marginalen Zone der Milz. Funktionell erflllediese beiden Populationen
unterschiedliche Aufgaben. Follikulare B-Zellen gega hauptsachlich zu Thymus-
abhangigentiymus dependent,D) Immunantworten bei, die in Keimzentren von Mil
und Lymphknoten stattfinden. B-Zellen der marginaone hingegen sind fur Thymus-
unabhangige tilymus independenl) Immunantworten verantwortlich. Sie kdénnen im
langsam flieRenden Blutstrom des marginalen SirudWlz bakterielle Krankheitserreger
detektieren und auch ohne Beteiligung des BCR gM8egen IgM sekretiererAllman
and Pillai, 2008; Zandvoort and Timens2002]. Aufgrund einer starken Expression von
kostimulatorischen Molekilen wie B7.1 und B7.2 kénnsie jedoch auch zu TD-
Immunantworten gegen diese Antigene beitragdivér et al, 1999;Pillai et al., 2004].

Im Peritoneum und Pleuraraum existiert eine weiiiZellpopulation, die B-1-B-Zellen,
welche in der fotalen Leber gebildet werden undmuglich die adulte Milz zu ihrer
Generierung oder zum Uberleben benotigérefschmer et a).2004; Wardemann et al.
2002]. Im Gegensatz zu den bereits beschriebengsllBepulationen produzieren diese
sogenannte natdrliche Antikorper, d.h. Antikorpezlakie mal3geblich vom Subtyp IgM
sind, mehrere ahnliche Antigene mit niedriger Aftih erkennen und damit die erste
Verteidigungslinie bei einer Infektion darstelldsevor die humorale Antwort nach etwa
einer Woche greift.

3.1.4 B-Zellen als antigenprasentierende Zellen

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, ekéln sich B-Zellen schrittweise aus

hamatopoetischen Vorlauferzellen im Knochenmark spdter in der Milz zu reifen B-
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Zellen, die die wichtigsten Effektorzellen der hualen Immunantwort darstellen. Mit
ihrem membrangebundenen Antikorpermolekul, dem B-&zeptor, kdnnen sie Antigene
in ihrer nativen Form erkennen und nach Aktivierumgl Differenzierung zur Plasmazelle
grof3e Mengen von Antikérpern derselben Spezifigstetieren. B-Zellen wirken auch als
pAPCs, sind dabei aber weniger effizient als Makegen und DCs. Dies hat verschiedene
Grunde, z.B. die geringe Frequenz antigenspezéisohiver B-Zellen, ihr Fehlen in Haut
und Schleimhauten und ihre Abh&ngigkeit von Aktivigg durch CDAT-Zellen. Dennoch
sind B-Zellen in der Lage, selbst geringe Mengeanteétantigen zu konzentrieren und
effizient zu préasentieren, was zur Aktivierung odebei fehlender Kostimulation — zur
Tolerisierung von T-Zellen fuhren kann. Gebunderegigen wird von der B-Zelle
zusammen mit dem BCR Uber rezeptorvermittelte Eytdse aufgenommen und gelangt
zunachst in Endosomen, die spater mit MHC Il em¢imalen Vesikeln fusionieren. Es folgt
die Beladung der MHC Il Molekile mit Peptiden uneérdTransport der MHC :
Peptidkomplexe zur Zelloberflache.

Generell muss die Antigenerkennung durch naive lledenicht notwendigerweise zur
Induktion einer adaptiven Immunantwort fuhren. Abhi§ davon, ob zusatzliche
kostimulatorische oder inhibitorische Signale zurmeit@gunkt der Antigenerkennung
ubermittelt werden, kann es auch zu Anergie odertafer Proliferation der T-Zellen
kommen, oder zur Differenzierung von regulatorischeder Suppressor T-Zellen
[Steinman et al2003].

3.2 Gentransfer durch retrovirale Vektoren

Die langfristige und individuelle Korrektur immuroglischer Defekte des Menschen ist ein
ehrgeiziges Ziel der modernen Medizin. Von grol3erterkesse sind hier vor allem die
Behandlung von Gendefekten, die gezielte Induk&#ton Immunantworten, z.B. gegen
Tumore, die der Uberwachung durch das Immunsystamailerweise entgehen, oder auch
die Induktion von Toleranz, z.B. bei fortschreitend Autoimmunerkrankungen wie

Multiple Sklerose.

Die Entwicklung viraler Vektoren fur den Gentransfeat dazu einen entscheidenden
Beitrag geleistet. Verschiedene virale Systeme ererfiir die Gentherapie genutzt z.B.
Adenoviren, Herpes Simplex Viren und Retrovirddiehhuis 2008]. Letztere sind in
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diesem Zusammenhang besonders interessant. Es lthaicke bei Retroviren um

einzelstrangige RNA-Viren, die ihre genetische tnfation langfristig in das Genom der
Wirtszelle integrieren konnen. Auf Struktur und eebzyklus der Retroviren, sowie die
Entwicklung induzierbarer retroviraler Gentranstéktoren soll nun genauer eingegangen

werden.

3.2.1 Struktur und Replikationszyklus der Retrovire n

Die Familie der Retroviren ist eine heterogene @eymeren Mitglieder in sieben Genera
unterteilt werden: Retroviren vom Typ B bzw. D, A, Gamma- und Deltaretroviren,
Spumaviren und LentivirenVpgt1997]. Die in dieser Arbeit verwendeten retrovirale
Vektoren basieren auf dem Maus Leukdmie Virus (MWWd gehéren zum Genus der
Gammaretroviren. Auf Lentiviren und die ebenfaits Rahmen dieser Arbeit entwickelten
zellspezifischen lentiviralen Vektoren wird spatech genauer eingegangen.

Ein gemeinsames Merkmal aller Retroviren ist ihigeBschaft, nach Infektion einer
Wirtszelle das virale RNA-Genom in doppelstangigefDrevers zu trankribieren. Daher
die Bezeichnung ,Retro“viren. DarUber hinaus halme die Struktur des Virions
gemeinsam. Dieses misst etwa 100nm im Durchmesser lesteht aus einem
Nukleokapsid, das von einer Lipidmembran umgebérjAkia et al, 1988]. In dieser
Membran sind virale Glykoproteine verankert, die dindung des Viruspartikels an
Rezeptoren der Wirtszellmembran erlauben.

Das Nukleokapsid ist umgeben von Matrixproteined enthalt zwei identische Kopien
des einzelstangigen viralen RNA-Genoms mit eineb38rvon 7 bis 10 kb. Zusatzlich
befinden sich im Nukleokapsid die Integrase, Rev@ranskriptase und Protease.

Das Genom besteht aus kodierenden Bereichen, dierinnternen Region liegen und
nichtkodierenden Bereichen, die wichtige regulatdre Signalsequenzen enthalten und
sich in den terminalen Regionen befinden. Analogzallularen mRNA besitzt das virale
Genom am 5’ Ende eine Cap-Gruppe und am 3’ Ende Rolyadenylierungsstelle. Der
kodierende Bereich wirgdon der LeitsequenZ_éade), die das Verpackungssigndl fur
virale RNA enthalt, sowie von der Primer-Bindung#ist (primer binding site PBS), von
der Poly-Purin-Sequenpdglypurine tract PPT) und am 3’ und 5’ Ende von den langen
terminal wiederholten Sequenzéong terminalrepeat LTR) flankiert. Die LTR-Regionen

19



3 EINLEITUNG

setzen sich aus der redundanten Region R, der d®iRRam 5 Ende und der U3-Region
am 3’ Ende zusammen. Die U3- und U5-Regionen dathabequenzen, die fur die
Replikation, die Integration des Virusgenoms in @W4gszellgenom und die Transkription
des Provirus wichtig sind. Die viralen Promotordugnhancer-Elemente befinden sich in
der U3-Region und besitzen Erkennungsmotive fur zsibulare RNA-Polymerase und
zellularen Transkriptionsfaktorei@illen 1991]. Fir die Expression des Provirus wird die
Tranksriptionsmaschinerie der Wirtszelle genutzt.

Gammaretroviren verfiigen, im Vergleich zu andereerttddétern aus der Familie der
Retroviren, wie z.B. Lentiviren, Uber eine rechhfache genetische Organisation des
zentralen kodierenden Bereichs. Er enthalt lechgtie Gene flr die viralen Polyproteine
Gag (gruppenspezifische Antigene), Pol (enzymagiscAktivitdten) und Env
(Glykoproteine der Virushtille). Dipro-Region kodiert eine Protease, die fur die Spaltung
der Polyproteine verantwortlich ist. Aus Gag ertetedie Strukturproteine Matrix (MA),
Kapsid ¢apsid CA) und NukleokapsidnfucleocapsidNC). Pol enthalt zwei Proteine, die
in der fruihen Phase des viralen Replikationszyklos Bedeutung sind: die reverse
Transkriptase (RT) sowie die Integrase (IN). Enklis8lich wird zu zwei Glykoproteinen
der Virushulle prozessiert. Das grofiere der beidtas Oberflachenproteinsyrface
protein, SU), ist fur die Erkennung von Oberflachenrezemio der Wirtszelle
verantwortlich. Das kleinere Transmembranproteil)Terankert den Proteinkomplex in
der Virushiille und enthalt Doméanen fir die Fusioaler und zellularer Membranen.

Der retrovirale Lebenszyklus kann in zwei Phasetertgilt werden; die erste hangt von
bereits existierenden viralen Proteinen und dieitameon der zellularen Transkriptions-
und Translationsmaschinerie der Wirtszelle &@wffin JM 1997]. Es werden folgende
Stadien unterschieden: 1. Infektion der Zelle,eXerse Transkription des viralen Genoms,
3. nukledre Lokalisation und Integration, 4. Trandion der viralen RNA, 5.
Prozessierung der RNA und Synthese viraler Prateind schlief3lich 5. Assemblierung
und Freisetzung der neugebildeten viralen Partikel.

Der Rezeptor flr ecotrophe Gammaretroviren, diemurine Zellen infizieren kénnen, ist
ein basischer Aminosauretransportéfang et al. 1991; Weiss and Tailgr1995]. Nach
Binden des Virus an den Rezeptor fusioniert dialgiHulle mit der Zellmembran und das
Nukleokapsid penetriert die Zelle. Im Zytoplasmardwvidas virale RNA-Genom im

Nukleokapsid in doppelstrangige DNA revers-trartskrit und transloziert anschlieRend
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mit den bereits existierenden viralen Proteineden Nukleus der Wirtszelle. Im Zellkern
wird die virale DNA in die zellulare DNA integrietind von diesem Zeitpunkt an als
Provirus bezeichnet. Es kann dabei zu mehreregrbtiensereignissen pro Zelle kommen
[Odawara et al. 1998]. Das Provirus wird von der zellularen Tiaiiionsmaschinerie in
MRNA transkribiert. Die so gebildeten viralen Pnoge verbleiben im Zytoplasma,
wohingegen das Hullprotein zur Wirtszellmembrannggeortiert wird. Es kommt zur
Knospung unreifer Viruspartikel von der Zellobecti&. Nach der Freisetzung erfolgt die

Reifung zu infektiosen Viruspartikeln.

3.2.2 Gammaretrovirale Vektoren

In der vorliegenden Arbeit wurden im Rahmen eimekizierbaren Genexpressionssystems
gammaretrovirale SIN-Vektoren verwendet, die auf WI(Maus Leukamie Virus)
basieren. Zur Generierung retroviraler Vektorendearin der Regel alle kodierenden
Bereiche des viralen Genoms entfernt, die nicht demselben Nukleinsaurestrang
vorliegen missen. Dies schafft einerseits Platz déas Einfigen nicht-viraler Gene
(Transgene) und fuhrt andererseits dazu, dass das Seine Fahigkeit zur Replikation
verliert. Nur der 5'LTR und 3'LTR, sowie die Leitpgenzy mit einem kurzen Abschnitt
von gag mussen irtis, d.h. auf demselben Nukleinsaurestragiegen. Die Vermehrung
der viralen Vektoren kann nur noch in sogenannterp&ckungszellen erfolgen. Hierbei
handelt es sich um Zellen, die stabil mit zwei Rlaen transfiziert sind, welche fur
verschiedene Strukturproteine kodieren (Abb. 2.2).
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Vektor-Plasmid

LTR H Gen HLTR
Transfektic&
A1)

R

| LTR | Gen [ LTR |

i

Phoenix-eco-
Verpackungszelllinie

env-kodierte
Hullproteine

| RSV |—eag-pol oLy A)
v >—Poly A)

CMV]

stabil transfizierte Plasmide
fiir virale Verpackungsproteine

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Produktion gmmaretroviraler Vektoren. Fur die Generierung
gammaretroviraler Vektoriberstande werden PhoetixMerpackungszellen mit dem Vektor-Plasmid
transfiziert. Virale Partikel konnen sich aussdBiieh in Zellen vermehren, welche die von gag, ypad env
kodierten Proteine exprimieren. Phoenix-eco-Verpagkzellen sind stabil mit zwei Plasmiden tranefizi
welche diese irtrans bendtigten Proteine kodieren. CMV, Promotor deso@yegalovirus; RSV, Promotor
des Rous-Sarcoma-Virus; gag, env und pol: kodigfign virale Polyproteine; LTR, lange terminale
Wiederholungssequeniofig terminal repegt Poly A, Polyadenylierungssignall, Verpackungssignal.

Die Trennung der kodierenden Sequenzen dieserieaef zwei Plasmide minimiert die
Wabhrscheinlichkeit eines Auftretens von replikaskompetenten Viren, da dazu
mindestens drei simultan und unabhangig voneinandeauftretende

Rekombinationsereignisse stattfinden misskaaf et al, 1993]. Es gibt eine Vielzahl von
unterschiedlichen Verpackungszellen, die sich mhblgge im Wirtstropismus des

produzierten Env unterscheiden. In dieser Arbeitden Phoenix-eco-Zellen verwendet,
welche eine ecotrophe Hille produzieren, d.h. dezlgzierten Viren kdnnen nur murine
Zellen infizieren. Um infektiése aber replikatioe$idiente Viruspartikel zu generieren,
mussen Phoenix-eco-Zellen lediglich mit dem retaen Transfervektor transfiziert
werden. Die neugebildeten Viruspartikel werden s dumgebende Zellkulturmedium
abgegeben.

Weit verbreitete retrovirale Vektoren sind die sogmnten Selbst-Inaktivierenden-
Vektoren (SIN). Hier wurden die in der U3-Regionsd®LTRs lokalisierten viralen

Promotor- und Enhancer-Elemente deletiert (Abh).2.3
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Plasmid-DNA:

SD Promotor

P Interner
U3 | R|Us Transgen — WPRE MH A | R | U5

5'LTR 3'LTR

Nach Integration in genomische DNA:

P Interner
T [ | |
Al R|Us 5 Pmmm> ransgen WPRE Al R |Us

5'LTR 3'LTR

Abb. 2.3: Schematische Darstellung eines SIN-VektsrDie viralen Promotor/Enhancer-Elemente in der
U3-Region des 3'LTR wurden deletiert. Nach revei@anskription der viralen RNA und Integration der
cDNA in das Genom der Wirtszelle steht die Exp@ssies Transgens daher unter der Kontrolle demite
Promotors. AU3; Deletion in der U3 Region (untranslatierte R&)i SD, Splice Donor Stelle;
Y, VerpackungssignalWPRE, posttrankriptionell ~ regulatorisches Element des dfiéipvirus des
Waldmurmeltiers\Woodchuck hepatitis posttranscriptional regulatefgmeny

Dies bedeutet, dass virale Partikel in einer Vekpagszelle hergestellt werden kdnnen, da
der 5'LTR noch intakt und funktionell ist. Nach égfration des Virus in das Genom der
Wirtszelle befindet sich aufgrund des Replikatigikbzs der Retroviren die
Promotor/Enhancer-deletierte U3-Region des 3’'LTRshaim 5’LTR. Damit hangt die
Transkription des Transgens ausschlie3lich vonneimgernen Promotor ab, der viralen

oder auch zellularen Ursprungs sein kann.

3.2.3 Induzierbare gammaretrovirale Vektoren

Ein wichtiges Ziel bei der Entwicklung viraler Veken ist neben der zell- oder
gewebsspezifischen Genexpression auch die zeittiohérolle der Expression. Um dies zu
erreichen, ist eine genaue Regulierung der Genssiore noétig, denn die zeitlich
unangemessene Expression eines Transgens kaniveemddr schadliche Effekte haben,
z.B. wahrend der Entwicklung. Induzierbare Vektsteyne bieten die Méglichkeit einer
genau regulierbaren transienten Genexpression. 18efir als zehn Jahren wird das
sogenannte tet-System hierflir genutzt und standigeventwickelt. Die Induzierbarkeit
basiert auf dem Tetracyclin-Resistenzoperon &oroli [Gossen and Bujardl992] und

erlaubt im Rahmen des sogenannten Tet-on Systarisxgiression eines Transgens nur in
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Gegenwart des Tetracyclin-Derivats Doxycyclin. &ejrcline sind kleine lipophile
Verbindungen, die in eukaryontische Zellen leichircth passive Diffusion gelangen
konnen. Als Modulatoren der Genexpression werdenssit Jahren in der Human- und
Veterinarmedizin ohne nennenswerte Nebenwirkungegesetzt. Doxycyclin ist dabei das
am haufigsten verwendete Tetracyclin-DeriBlau and Rossi1999;Gossen et al.1995].
Das Tet-on System besteht aus zwei regulatoriscBEmenten: einem reversen
Transaktivator (rtTA) und der tet-Operatorsequete() (Abb. 2.4). Der rtTA ist ein
Fusionsprotein bestehend aus dem reversen Tetima@®epressorprotein (rTetR), sowie
der Aktivierungsdoméane des VP16 Proteins des HeBmaplex Virus, durch welche die
Aktivierung der Transkription in Eukaryonten ermiégt wird. TetO besteht aus sieben
direkten Wiederholungen der tet-Operatorsequenz)jchg@e mit mindestens einem
minimalen viralen Promotor fusioniert sind, von demlie Transkription des
nachgeschalteten Transgens ausgeht. Die bidirgltéidrusion von tetO mit einem zweiten
minimalen viralen Promotor erlaubt die gleichzestignduktion der Expression zweier
TransgeneBaron et al, 1995].

Sobald Doxycyclin an den reversen Transaktivatondéi, kommt es zu einer
Konformationsanderung dieses Molekdls, die eineBny an tetO erlaubt. Dies wiederum
ermoglicht die Initiation der Transkription. Die @pression hangt also allein von der
gleichzeitigen Verfugbarkeit des Transaktivatord des Effektormolekiils Doxycyclin ab.

rtTA

Promoter rtetR VP16

ohne DOX / \ mit DOX
Tranyription nn o Transkription
. )
|

tetO | Poppy Transgen tetO Pevv Transgen

Abb. 2.4: Schema der Doxycyclin-induzierbaren Gengxession.Der reverse Transaktivator (rtTA) ist ein
Fusionsprotein aus dem reversen Tetracyclin-Repréaotein rtetR und der Aktivierungsdoméane des6/P1
Proteins des Herpes Simplex Virus. rtTA bindet eg&nwart des Tetracyclin-Derivats Doxycyclin (D)

die tet-Operatorsequenz tetO und ermdglicht so Taanskription des Transgens, ausgehend von einem
minimalen Promotor des Cytomegalovirusgf). Zellspezifische Genexpression wird erreicht, wetie
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Expression von rtTA unter die Kontrolle eines ertshenden Promotors gestellt wird. In Abwesenheit v
DOX kann rtTA nicht an tetO binden und es findeihkeGenexpression statt.

Eine zell- oder gewebsspezifische Genexpressiom wadurch ermdglicht, dass die
Expression des rtTA unter die Kontrolle eines emsipenden Promotors gestellt wird.
Eine genaue Regulation sowie ein hohes Mal} an Esipresaktivitat wird durch die
Verwendung eines dualen Vektorsystems erreicht, eivabe beiden regulatorischen
Komponenten des induzierbaren Systems, rtTA un@, tauf separaten MLV-basierten
retroviralen Vektoren bereitgestellt werden. Daraugibt sich die Notwendigkeit zweier
unabhangig voneinander stattfindender Integratiengeisse innerhalb einer Zelle.
Theoretisch kénnen aus der gleichzeitigen Transolukimit beiden Vektoren vier
verschiedene Zellpopulation hervorgehen: Zellere ditsdchlich mit beiden Vektoren
transduziert wurden, aber auch Zellen, die nuramém der beiden Vektoren transduziert
wurden und untransduzierte Zellen.

Eine Alternative stellen singuléare Vektorsysteme, die sowohl den Transaktivator als
auch die tetO-Sequenz auf einem einzigen Vektoeinen. Man unterscheidet hier
unabhangige sglf-containeyl und autoregulierte a(itoregulatedl Vektorsysteme. In
Ersteren werden beide regulatorischen Komponentam wnabhangigen Promotoren
exprimiert Hwang et al. 1997; Paulus et al. 1996]. In den autoregulierten
Vektorsystemen wird die Expression des Transakirgaiiber eine positive Rickkopplung

kontrolliert [Unsinger et al.2001].

3.3 Lentivirale Vektoren

Mit Hilfe der bereits beschriebenen gammaretrogmaV/ektoren lasst sich eine effiziente
und stabile Genexpression sowdahlvitro als auchin vivo erreichen. Ein Nachteil dieses
Systems liegt jedoch u.a. darin, dass die Integrales viralen Provirus nur in das Genom
teilungsaktiver Zellen erfolgen kanrMiller et al., 1990]. Dies hat zur Folge, dass
teilungsinaktive Zellen, wie z.B. Hepatozyten, Nmmen oder hamatopoetische
Stammzellen, der gammaretroviralen Gentherapiet midar nur schlecht zuganglich sind.
Um diesen limitierenden Faktor zu umgehen, wurden ebenfalls zur Familie der

Retroviren gehorenden lentiviralen Vektoren entwitkwelche auch ruhende Zellen
infizieren kénnen llewis and Emermanl994]. Durch die Trennung von cis- und trans-
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wirkenden viralen Elementen wurde auch hier eif3gnigliches Mal3 an Sicherheit fir
die gentherapeutische Anwendung dieser Vektorereichtr Die Spezifitat der

Genexpression beruht auf der Wahl eines entsprdehenternen Promotors.

3.3.1 Struktur und Replikationszyklus der Lentivire n am Beispiel von
HIV-1

Die in dieser Arbeit generierten lentiviralen Veldo basieren auf dem Humanen
Immundefizienz Virus (HIV-1), das innerhalb der Riender Retroviren zum Genus der
Lentiviren gehort. Struktur und Replikationszyklemes Lentivirus sollen im Folgenden
am Beispiel des HI-Virus beschrieben werden.

Lentiviren sind den bereits beschriebenen Gamnuasiedn in Struktur und Lebenszyklus
sehr ahnlich, jedoch ist ihre genetische Orgamisakomplexer. Das HI-Virus verfugt
neben den Ublichen drei retroviralen Genproduktag,®ol und Env, Uber sechs weitere:
die regulatorischen Proteine Tatd Rev, sowie die vier akzessorischen Faktoren\gf,
Vpu und Nef Frankel and Youngl998]. Die akzessorischen Faktoren smditro nicht
essentiell fur die Virusreplikation in HIV-Zielzelh. In vivo jedoch spielen sie eine
wichtige Rolle bei der Infektion und Pathogenesa \lV-induzierten Erkrankungen
[Malim and Emerman2008]. Das HI-Virus infiziert in erster Linie Zeh, die den CDA4-
Rezeptor auf inrer Oberflache tragen, wie z.B. Tidteellen, Makrophagen und Gliazellen
[Dalgleish et al. 1984;Maddon et al. 1986]. Chemokinrezeptoren wie CCR5 und CXCR4
fungieren als zellspezifische Korezeptoren furldfektion von z.B. Makrophagen (CCR5)
und T-Zellen (CXCRA4).

Die Infektion und Replikation des HI-Virus verlaufn Prinzip nach dem bereits fur
Gammaretroviren beschriebenen Schema. Ein wichtldeterschied besteht in der
Fahigkeit, sowohl teilungsaktive als auch ruhendbien zu infizieren. Dies erfolgt jedoch
nicht bei allen Zelltypen in allen Stadien des Zgtlus mit vergleichbarer Effizienz. Die
Infektion ruhender T-Zellen ist beispielsweise seaheffizient. Nach der reversen
Transkription des einzelstrdngigen RNA-Genoms intoghasma der Wirtszelle wird das
entstandene doppelstrangige DNA-Molekil als Prgnatgonskomplex aktiv in den
Zellkern transportiert. Die Translokation erfolgiirdh Interaktionen viraler Proteine wie
Vpr, Matrix, Reverse Transkriptase und Integrase dam nukledren Importkomplex der
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Wirtszelle [Heinzinger et al. 1994; Trono, 1995]. Obwohl jede HIV-1 infizierte Zelle
mehrere Kopien des viralen Genoms enthalt, komn dsr Regel nur zur Integration von
ein bis zwei Kopien der HIV-1 DNA in das Genom d#irtszelle Butler et al, 2001].
Bevorzugt werden hierfur transkriptionell aktive r@e Die Integration von HIV-1 scheint
somit einer stringenteren Kontrolle zu unterliegds dies z.B. bei Gammaretroviren wie
MLV der Fall ist.

3.3.2 Gentransfer durch lentivirale Vektoren

Auch bei lentiviralen Vektoren wurden alle trangkenden genetischen Elemente entfernt,
um replikationsdefiziente Viren zu generieren, miig noch tber einen 5'LTR und 3'LTR,
die Leitsequenz, sowie einen kurzen Abschnitt vgag verfigen und dartber hinaus ein
oder mehrere Transgene im Kontext einer internamdkriptionseinheit kodieren.

Die Produktion der lentiviralen Vektoren erfolgt rdo transiente Transfektion von
humanen embryonalen Nierenzellenuhan embryonic kidney cell293T) mit drei
Plasmiden DuBridge et al. 1987]. Davon ist eines der eigentliche Transfeioe ein
weiteres fungiert als Verpackungsplasmid von dems die trans-wirkenden viralen
Proteine exprimiert werden, und das dritte kodiksd Hullprotein. Da HIV-1 Env-Proteine
am effizientesten an die Oberflache von CD4-pasitiZellen binden kénnen, wird Env
routinemaRig durch das Glykoprotein G des VesilaaStomatitis Virus Wesicular
stomatits virus glycoprotein ,GVSV-G) ersetzt, wodurch eine Infektion vieler
verschiedener Zelltypen moglich wird. Lange wurdegenommen, dass VSV-G an
Phosphatidylserin bindet, einer Komponente der ddpppelschicht der meisten
eukaryontischen ZellmembraneBchlegel et a].1983;Schlegel and Wadd983]. Neuere
Arbeiten kommen jedoch zu dem Ergebnis, dass VS¥rGeinen noch unbekannten
zellularen Rezeptor bindet und mdglicherweise eash der Aufnahme des Viruspartikels
Uber rezeptorvermittelte Endozytose in EndosomenPtmosphatidylserin interagier€pil
and Miller, 2004].

Abhangig von der genetischen Organisation der i@rRaoduktion verwendeten Plasmide
werden lentivirale Vektorsysteme der ersten, zweited dritten Generation unterschieden.
In der vorliegenden Arbeit wurde ein Vektorsysteen dritten Generation verwendet, das

die Generierung sogenannter lentiviraler SIN-Vedioermdglicht. Hier wurde, ahnlich
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wie bei den bereits beschriebenen gammaretrovir8lidhVektoren, ein Teil der U3-
Region des 3'LTR des Transfervektors deletiert, dexurch einen inaktiven 5’LTR im
integrierten Provirus zu erhalten. Dies wiederuncimalie Expression eines Transgens
vollstandig von einem internen Promotor abhangign Wahrend der transienten
Transfektion der 293T-Zellen eine Wiederherstellutgy deletierten U3-Region des
Transfervektors durch homologe Rekombination mitndeoch intakten 5’LTR zu
vermeiden, wurde die U3-Region des 5’LTR zusatztialch einen CMV-Promotor ersetzt
[Dull et al, 1998]. Das Verpackungsplasmid wurde ebenfallsnatert und kodiert nur
noch die viralen Proteine Gag, Pol, Rev und Tatkdsite gezeigt werden, dass keiner der
vier akzessorischen Faktoren essentiell ist fir dReplikation von HIV-1 in
immortalisierten Zelllinien Niller and Sarvey 1997]oder die Produktion von lentiviralen
Vektoren Eufferey et al. 1997]. Mit Hilfe dieser Modifikationen kann dassiko der
Bildung replikationskompetenter viraler Vektoremimiiert werden.

Lentivirale Vektoren wurden bereits erfolgreich fdre Transduktion verschiedenster
differenzierter Zelltypen und Gewebe eingesetzte wi.B. Neuronen, Hepatozyten,
Muskelzellen und in der Retinaafri et al, 1997; Miyoshi et al, 1997;Naldini et al,
1996], ebenso wie fur die Transduktion noch und#feierter Stammzellen und
Embryonen Pawliuk et al, 2001;Pfeifer et al, 2002].

3.4 Zielsetzung der Arbeit

Genfunktionen werdenn vivo klassischerweise anhand transgener Mause studhert,
welchen das zu untersuchende Gen lUberexprimietiernader vollstandig entfernt wurde.
Ein alternativer Ansatz zur zeitintensiven Genengrtransgener Mause ist der Gentransfer
mit Hilfe viraler Vektoren. Vor allem fur die Manigation von Zellen des Immunsystems
hat die Verwendung transduzierter Stammzellen gdgemden klassischen transgenen
Mausstammen zwei wesentliche Vorteile. Erstens rtighm Transduktion von HSPC und
die  anschlieBende  Rekonstitution des  h&matopoetisch Systems  einer
Knochenmarkschimére nur sechs bis acht Wochen ispvach und zweitens ist diese
Methode durch die Mdoglichkeit des Transfers them#ipeher Gene in hdmatopoetische

Stammzellen auch klinisch relevant.

28



3 EINLEITUNG

In der vorliegenden Arbeit sollte ein System zurn$ttutiven B-zellspezifischen
Transgenexpressiom vivo etabliert werden. Hierfir wurden entsprechendeiveate
Vektoren entwickelt, um zunachst die Expression Reportergens GFP in B-Zellen zu
erreichen. Lentivirale Vektoren besitzen verschiedeVorteile gegeniber anderen
Vektoren aus der Famillie der Retroviren, dennksienen beispielsweise teilungsinaktive
Zellen transduzieren und verfigen tUber gro3ere Ktgtan fur den Gentransfer.

Um die B-Zellspezifitat der GFP-Expression zu Ubifgn, wurden detaillierte Analysen in
Knochenmarkschiméren durchgefihrt. Dartber hinausd@n die lentiviralen Vektoren
auch fur intravendse Immunisierungen eingesetat,amwurde zunachst Uberprift, ob die
Spezifitat und Starke der Expression des Repomergeich mit dieser Applikationsroute
erhalten bleibt. Anschlielend wurde in funktionell&tudien untersucht, ob die B-
zellspezifische Expression des Modellantigens OVA&timulation eines TCR-transgenen
T-Zellrepertoires (OT-1) sowie des endogenen QBBellrepertoires fiihrt. Desweiteren
wurde die Bildung einer spezifischen Antikdrperamtivgegen virale Hullproteine bzw.

gegen OVA nach systemischer Anwendung der viralektdfen tberprift.

29



4 MATERIAL UND METHODEN

4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material

Die Materialien wurden alphabetisch geordnet.

4.1.1 Antikorper

Tabelle 4.1: Verwendete Antikdrper fir DurchfluBzytometrie und ELISA

Spezifitat Konjugat | Klon Bezugsquelle
(Anti-Maus-)

PE , .
CD4 PerCP H129.9 BD Pharmingen (San Diego, CA, USA)
o8 E(I;CP 53.6.7 BD Pharmingen

APC CT-CDsa Caltag (San Francisco, CA, USA)
CD11b Biotin M1/70 BD Pharmingen
CD11c APC HL3 BD Pharmingen

PE .
CD19 APC 1D3 BD Pharmingen
CD21/CD35 PE 7G6 BD Pharmingen
CD23 BIO B3B4 BD Pharmingen

PE IM7.8.1 Caltag
Cha4 APC IM7 BD Pharmingen
CD45.1 Biotin A20 BD Pharmingen

FITC
B220 PE RA3-6B2 BD Pharmingen

PerCP g

APC

FITC .
CD62L APC Mell4 BD Pharmingen
I-AP E'ETC AF6-1201 BD Pharmingen
Igh PE F(ab')2 BD Pharmingen
19G HRP polyklonal Serotec

APC . Jackson Immuno-Research Inc., West
'gM F(ab)2 Grove, PA, USA

FITC
Va2 TCR PE B20.1 BD Pharmingen

Biotin

FITC
VB5.1/5.2 TCR | PE MR9-4 BD Pharmingen

Biotin
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APC-, PE- oder SA-konjugiertes Streptavidin wurda der Firma Caltag (San Francisco,
CA, USA) bezogen. Das Tetramer H-28IINFEKL sowie das zugehorige PE- bzw. APC-

Konjugat wurde von der Firma Proimmune (Deutschjdoetogen.

4.1.2 Chemikalien

Alle Lésungen und Puffer wurden mit zweifach déistilem Wasser angesetzt. Wenn nicht
anders vermerkt, wurden alle Chemikalien von dermé&n Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe) und Sigma (St. Louis, MO, USA) im jeisehdchsten Reinheitsgrad bezogen.
Die Herkunft speziell benttigter Reagenzien ist ider entsprechenden

Methodenbeschreibung angegeben.

4.1.3 Gerate

Brutschrank (Hera cell, von Heraeus), Chemikalieagea (Kern, Albstadt),

Durchflusszytometer (FACSCalibur und FACSAria voecBn Dickinson), Feinwaage
(Adventurer, Ohaus Corp., Pine Brooks, NJ, USA)ghtcycler (Roche Diagnostics,
Mannheim), Magnetruhrer (Ika Labortechnik, Stauf&fGR-Maschine (Biometra), Pipetten
(Gilson, Middleton, WI, USA), Pipettierhilfe (Inte Biosciences, Baar, Schweiz),
Spannungsquelle (Amersham Pharmacia, Piscataway,USA), Sterilbank (Heraeus),
Tischzentrifuge (Centrifuge 5415 D, Eppendorf, Hangp, Ultrazentrifuge (L8-70M |,

Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, USA), U¥rhpe (UVC 30, Kendro,

Langenselbold), Vortex-Genie2 (Scientific IndustridBohemia, NY, USA), Wasserbad
(Grant Instruments Ltd., Barrington Cambridge, lngl), Zellzahlgerat (Coulter Counter
Z2, Beckman Coulter, Krefeld), Zentrifuge (Rotix® RHettich, Tuttlingen). Alle anderen

verwendeten Gerate sind in den jeweiligen Methodsaireibungen erwéhnt.

4.1.4 Losungen und Medien

ACK-Puffer 8,02 g Ammoniumchlorid
1 g Kaliumhydrogencarbonat
37,2 mg EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat
HOad 1l
pH 7,2 — 7,4 mit 1 N HCI einstellen und durch
0,2 um Filter sterilfiltrieren
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Auftragspuffer BSU 21 g Harnstoff
25 g Saccharose
0,1 M EDTA
1 Spatelspitze Bromphenolblau
HOad 50 ml

CFSE-Puffer Dulbecco’s PBS (Gibco) ohné'ddg?*
0,1 % FBS (v/v)

ELISA-Puffer
10x Waschpuffer 1010 g Natriumchlorid
10 g Kaliumchlorid
10 g Kaliumdihydrogenphosphat
57,5 g Dinatriumhydrogenphosphat
HO ad 5|

1x Waschpuffer 1 | 2®Waschpuffer
5 ml Tween 20
HO ad 10 |

Blockierungslésung 0,05 % Natriumazid (w/v)
0,5 % Milchpulver (w/v, Applichem)
PBS

Antikdrperlésung 0,05 % Tween20 (v/v)
0,5 % Milchpulver (w/v)

Kaliumzitratpuffer 42 g Zitronensaure-Monohydrat
950 ml HO
pH 3,95 mit KOH einstellen
275 ul 30 %-ige KO-
HOad 1|

bei 4°C im Dunkeln lagern

FACS-Puffer 0,01 % Natriumazid (v/v)
2 % FBS (v/v)
PBS

5-Fluorouracil 20 mg/ml in Dulbecco’s PBS (Golpc
pH mit NaOH auf 10 — 11 einstellen
vortexen bis vollstandig gelost
pH mit HCI auf 7,5 einstellen
sterilfiltrieren, bei -20°C lagern
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MACS-Puffer Dulbecco’s PBS (Gibco) ohne’@ig?”
0,5 % FBS (v/v)
2mM EDTA

PBS 150 mM Natriumchlorid

10 mM Dinatriumhydrogenphosphat
2 mM Kaliumdihydrogenphosphat
pH 7,4 mit 5 N NaOH einstellen

RFI 15 % Glycerin (v/v)
100 mM Kaliumchlorid
50 mM Mangan-Chlorid-Tetrahydrat
30 mM Kaliumacetat
10 mM Calciumchlorid
pH 5,8 mit 0,2 mM Essigsaure einstellen,
sterilfiltrieren und bei 4°C lagern

RFII 15 % Glycerin
10 mM MOPS
10 mM Kaliumchlorid
75 mM Calciumchlorid
pH 6,8 mit 1 N NaOH einstellen,
sterilfiltrieren und bei 4°C lagern

50x TAE-Puffer 242 g Tris
57,1 ml 100 % Essigsaure (Eisessig)
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

Transfektions-Ldsungen
2xHBS 50 mM HEPES
280 mM Natriumchlorid
1,5 mM Dinatriumhydrogenphosphat
mit NaOH auf pH 7,05 einstellen
sterilfiltrieren und bei -20°C lagern
(< 6 Monate)

CaCb 2,5 M Calciumchlorid
sterilfiltrieren und bei -20°C lagern
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Zellkulturmedien

Alle Zellkulturmedien und -ldsungen stammten, sofeicht anders vermerkt, von der
Firma Gibco (bezogen Uber Invitrogen, Carlsbad, G8A).

HSPC-Medium

Stemline Il Hematopoetic Stem Cell Expansion
Medium (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

50 ng/ml hIL-6

10 ng/ml miIL-3

50 ng/ml mSCF

Phoenix-Medium
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
mit GlutamaxI
10 % FBS (inaktiviert, v/v)
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

Transfektionsmedium
fur Phoenix-Zellen DMEM Glutamaxl
10 % FBS (inaktiviert, v/v)
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
2,5 mM Chloroquine (Sigma)

293FT-Medium
DMEM Glutamaxl
10 % FBS (inaktiviert, v/v)
10 mM Hepes
10 mM Non-Essential Amino Acids (MEM)
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
500 pg/ml Geneticin
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Transfektionsmedium
fur 293FT-Zellen
DMEM Glutamaxl|
10 % FBS (inaktiviert, v/v)
10 mM Hepes
10 mM Non-Essential Amino Acids (MEM)
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

NIH3T3-Medium
RPMI-1640
10 % FBS (inaktiviert, v/v)
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

Einfriermedium

90 % FBS (inaktiviert, v/v)
10 % Dimethylsulfoxid (DMSO)

4.1.5 Mausstamme
Alle Mause wurden in den Tierstallen des Instifiitsimmunologie in Minchen gezichtet

und gehalten.

C57BL/6 und B6SJL
Der MHC-Haplotyp dieser Mausstamme ist H-257BL/6-Mause exprimieren das Ly5.2-

Allel fur CD45. Der kongene B6SJL-Mausstamm ist bif das Ly5.1-Allel genetisch
identisch zu C57BL/6.

oT-1
Dieser Mausstamm ist transgen fir einen T-Zellrerepler das Peptid OVA7.264 iM

Kontext von MHC-I (H-2K) erkennt Hogquist et al. 1995]. Der TCR kann spezifisch mit

monoklonalen Antikérpern gegena¥ und 3 5.1/5.2 nachgewiesen werden. Dieser
Mausstamm wurde sowohl auf dem C57BL/6- bzw. B6Biltergrund gezichtet, d.h. die
OT-1 T-Zellen exprimieren das Ly5.2- bzw. das LyBllel.
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4.1.6 Peptide, Proteine und Oligonukleotide

Huhner-Ovalbumin glbumin, chicken eggGrade V) wurde von der Firma Sigma (St.
Louis, MO, USA) bezogen.

Das Peptid OVAe7-264(SIINFEKL) wurde von der Firma NeoMPS (Stral3buktgnkreich)
synthetisiert.

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma biomees.@&mbH (UIm) hergestellt.

Alle Sequenzierungen wurden von der Firma Seques@raterstetten) durchgefihrt.

4.1.7 Vektoren

4.1.7.1Herpes Simplex Vektoren

Der rekombinante und replikationsdefiziente HSV-ékir HSV-OVA wurde im Labor
von P. Marconi (Universitat Ferrara, Italien) hesigdlit [Lauterbach et aJ. 2004]. Das
Konstrukt basiert auf dem Vektor TOZGFP, in welchdim essentiellemmmediate early
Gene ICP4, ICP27 und das Gen ICP22 deletiert wuldEnExpressionskassette hCMsv-
Globin-OVA wurde in den UL41-Lokus inseriert.

4.1.7.2Lentivirale Vektoren

Die hier verwendeten lentiviralen Vektoren basieaeri dem Vektor FugWLois et al,
2002].

Der Vektor pSIN-UbiC-eGFP entspricht dem Originkbeg FugW, wird jedoch in dieser
Arbeit als pSIN-UbiC-eGFP bezeichnet, um eine dtliblee Nomenklatur der Vektoren zu
schaffen.

Um die Vektoren pSIN-1kb-CD19-GFP bzw. pSIN-0,2kBA®-GFP zu generieren, wurde
das 999 bp-Fragment (-1018 bp bis -19 bp) bzw2@&sbp-Fragment (-241 bp bis -19 bp)
des humanen CD19-Promotors jeweils &et I/Age I-Fragment aus dem bereits
vorhandenen Vektor pSIN-CD19-OVA-WPRE (hergestetin Melanie Werner) isoliert
und als Klenow/Age d{Fragmente in FugW kloniert. Der im OriginalkonstruFugWwW
vorhandene humane Ubiquitin C-Promotor wurde za®Pac I/Age {Fragment entfernt.
Fur die Vektoren CD19-OVA und Ubi-OVA wurde das fsgen eGFP aus den Vektoren
pSIN-1kb-CD19-GFP bzw. pSIN-UbiC-eGFP gegen das bmanstéandige Huhnerei-
Albumin TfrOVA getauscht. EGFP wurde alsge I/Eco R JFragment entfernt und
TfrOVA aus dem bereits vorhandenen Vektor Ca§-TfrOVA (hergestellt von Henning
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Lauterbach) alsEco R I/Xba I-Fragment isoliert, in das Plasmid pBluescripk’
(Stratagene, Amsterdam, Die Niederlande) subklonied schliel3lich al$\ge I/Eco R
Fragment in pSIN-1kb-CD19-GFP bzw. pSIN-UbiC-eGhRyefugt.

4.1.7.3Gammaretrovirale Vektoren

Die Originalkonstrukte fir das Tet-induzierbare Yekystem, SK-s-rtTA-2 und S2s-
c(LM2CG), wurden freundlicherweise von Rainer Ld&ufets GmbH, Idar-Oberstein) zur
Verfigung gestellt. Um den Vektor pSIN-CD19-rtTA-WRE zu generieren, wurde das 999
bp-Fragment (-1018 bp bis -19 bp) des humanen GBd83otors aldot I/Agel-Fragment
aus dem bereits vorhandenen Vektor pSIN-CD19-OVARERhergestellt von Melanie
Werner) isoliert und in SK-s-rtTA-2 blunt klonierDer Vektor pSIN-eGFP-tet-OVA
entstand durch einen Austausch des urspriunglidmavalenen Transgens Luziferase gegen
das membranstandige Huhnerei-Albumin TfrOVA. Daawde TfrOVA aus dem bereits
vorhandenen Vektor CMYg-TfrOVA (hergestellt von Henning Lauterbach) &so R
I/Xba I-Fragment isoliert, subkloniert und schlief3lids 8al I/Bam H {Fragment in S2s-
c(LM2CG) kloniert.

4.1.8 Verbrauchsmaterialien

Centricon Filter Millipore Corporation, Billerc MA, USA

Einmal-Spritzenfilter (0,2 + 0,45 um) Nalgene Nunt, Rochester, NJ, USA

Flaschenfilter Nalgene Nunc Int., Rochester, BEBA

Einmal-Injektionskanilen 26 &1/2“ Terumo Medical Corporation, Tokyo, Japan

Einmalspritzen Braun, Melsungen

Reaktionsgefal3e 0,2 ml Nunc, Wiesbaden

Reaktionsgefal3e 1,5 ml und 2 ml Eppendorf, Hamburg

Reaktionsrohrchen 5 ml Becton, Dickinson & Co.,rkim Lakes, NJ,
USA

Reaktionsgefal3e 15 ml und 50 ml Greiner, Frickeanba

Ultrazentrifugenréhrchen Beckman Instruments IRalp Alto, CA,
USA

Sonstige Zellkulturmaterialien und -plastikwarenrden von den Firmen Falcon, Becton
Dickinson (Franklin Labs. NJ, USA), Nunc (Wiesbagdemd Greiner (Frickenhausen)

erworben.
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4.2 Methoden

Die Methoden wurden alphabetisch geordnet.

4.2.1 Molekularbiologische Methoden

4.2.1.1Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente der Auftregnuletentifizierung und Isolierung von
DNA-Fragmenten. Abh&ngig von der erwarteten Groe Bragmente wurden Gele
verwendet, die zwischen 0,7 % und 2 % Agarose [wiV]x TAE-Puffer enthielten. Als
GroRRenstandard dienten 200 bp und 1kb DNA-Leitedew( England Biolabs,
Frankfurt/Main). Um die DNA-Banden spater im UV-hic(312 nm, Intas, Géttingen)
sichtbar machen zu konnen, wurden der flissigenrdsgosung 5 pl pro 150 ml
Gelvolumen einer 0,1 %igen [w/v] Ethidiumbromidldguzugegeben. Vor dem Laden des
Gels wurden die Proben mit 10 % (v/v) BSU-Auftragfégr vermischt. Die Auftrennung
der DNA-Fragmente erfolgte mitx1TAE-Laufpuffer in einer Elektrophoresekammer
(Werkstatt, Institut fur Immunologie, Minchen) lener konstanten Spannung von 80 V.
Anschlieend wurden die Gele an einem Geldokumentgerat fotografiert (Intas,

Gottingen) und ausgewertet.

4.2.1.2Bakterienkultur

Fur Flussigkulturen wurde LB-Medium (Roth, Karlsejhmit 100 pg/ml Ampicillin
verwendet, da alle hier verwendeten Plasmide undoven ein Ampicillin-Resistenzgen
als Selektionsmarker enthielten. Die Kultivierurey 8akterien erfolgte bei 3T in einem
Schttler (Infors, Bottmingen, Schweiz). Fur diezoht auf Agar-Platten wurde dem LB-
Medium Agar (7,5 g Agar/500 ml LB-Medium) sowie 1A@/ml Ampicilin zugesetzt. Die
Platten wurden bei 3 im Brutschrank inkubiert. FlUr die dauerhafte Lagg von
Bakterien wurden Glycerin-Stocklésungen hergestBldizu wurde 1 ml Bakterienkultur

mit 1 ml reinem Glycerin vermischt und bei 280eingefroren.

4.2.1.3Bestimmung der DNA-Konzentration
Die DNA-Konzentration wurde photometrisch (UV-Spekthotometer Biophotometer,
Eppendorf, Hamburg) in Plastikkivetten (Brand, \Weirn) bei einer Wellenlange von 260
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nm bestimmt. Bei einer Schichtdicke von 1 cm emtbpreine ODRggEinheit 50 pg
doppelstrangiger DNA pro ml. Die Reinheit der DNA&b sich aus dem Quotienten der
Absorptionswerte bei 260 nm und 280 nm. DNA-Losumgait einem geringen
Proteinanteil haben einen Quotienten von 1,8 — @dhr geringe DNA-Mengemg/m||
wurden vorzugsweise mit dem Qubit Fluorometer (hogen, Carlsbad, CA, USA)
bestimmt. Dieses sehr sensitive System basiertFatfstoffen, die spezifisch an DNA
binden kénnen und daraufhin ein starkes Fluoresagmal abgeben. Dieses wird mit Hilfe
des Qubit Fluorometers detektiert und anhand &teendardkurve quantifiziert.

4.2.1.4Herstellung chemokompetenter Bakterien

Eine Uber-Nacht-Kultur einer Einzelkolonie v&n coli StbI3™ (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) wurde 1/100 in 100 ml LB-Medium mit 10 mM MgQGlerdunnt, bis zu einer Qg
von 0,4 — 0,6 bei 37°C inkubiert und anschliel3etid X0 min auf Eis gestellt. Die
Bakteriensuspension wurde bei 3000 g und 4°C furn#b zentrifugiert, in 40 ml
eisgekuhltem RFI-Medium resuspendiert und fur 18 auf Eis inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Bakterien in 4 ml RFII-Mem resuspendiert, 15 min auf Eis
inkubiert und in Aliquots zu 100 ul aufgeteilt. DAiquots wurden bei —80°C aufbewahrt.
Der StammE. coli StbI3™ wurde speziell fur die Transformation wmralVektoren
entwickelt, die direkte Wiederholungssequenzen atgh. Unerwinschte homologe
Rekombinationen innerhalb der LTRs kénnen so vetamieverden.

4.2.1.5lsolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach der Gelelektrophorese wurden die gewinschtdi-Bragmente unter UV-Licht
ausgeschnitten und in 1,5 ml-Reaktionsgefalie UberfDie Isolierung der DNA aus den
Agarosestucken erfolgte mit Hilfe des MN Nucleosprctract Kits (Macherey-Nagel,
Duren) gemaR den Angaben des Herstellers. Die DNAl&in 30 — 50 ul kO eluiert und

bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
4.2.1.6lsolierung von Plasmid-DNA

Kleine DNA-Mengen (bis 20 pg) wurden nach Anleitutigs QlAprep Spin Miniprep
Kits (Qiagen GmbH, Hilden) isoliert.
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Zur Aufreinigung groRerer DNA-Mengen wurde das QIAf~ Plasmid Maxi Kit
verwendet. Um endotoxinfreie DNA fir die Transfektivon 293 FT-Zellen zu erhalten,
wurde fir die Isolierung das Qiagen EndoFrédasmid Maxi Kit eingesetzt. Die DNA

wurde in TE Puffer eluiert und bei -20°C gelagert.

4.2.1.71solierung von RNA

Gesamt RNA wurde ausx10® Zellen gemaR den Angaben des Quiaquick RNeasy Kits
isoliert. Die Lyse der Zellen erfolgte in den Quieesdder-Saulen von Quiagen. Die
gewonnene RNA wurde entweder bis zur weiteren Veduag bei -80C gelagert, oder
sofort in cDNA umgeschrieben (reverse Transkription

Vor der reversen Transkription wurde ein DNAse-\&ranit DNAse der Firma Promega
laut Herstelleranweisung durchgefuhrt. Dies soll ghiotie Kontaminationen durch
genomische DNA entfernen. 1 —8 der Gesamt-RNA wurden mit Random-Hexamer-
Primern in cDNA umgeschrieben. Hierfir wurde dapes8criptl First-Strand Synthesis
Kit (Invitrogen) verwendet. Als Kontrolle wurde inenauch eine Reaktion ohne Reverse

Transkriptase durchgefuhrt.

4.2.1.8Ligation von DNA-Fragmenten

Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden mit entspemden Restriktionsenzymen
gespalten und vor der Ligation Uber eine Agarosseldrophorese aufgereinigt. Etwa 100
ng Vektor sowie die zwei- bis finffache Menge desimserierenden DNA-Fragments
wurden mit 400 U T4-Ligase (New England Biolabs,v&ty, MA, USA) in einem
Gesamtvolumen von 20 pl gemischt und 2 StunderRbemtemperatur oder tGber Nacht
bei £C inkubiert.

Anschliel3end wurden chemokompeteRteoli Bakterien mit 10 pl des Ligationsansatzes

transformiert.

4.2.1.9Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktiorpdlymerase chain reactiopnPCR), dient dernn vitro
Amplifikation eines DNA-Segments, das zwischen zWwekannten Sequenzen liegt. Als
Primer werden zwei Oligonukleotide verwendet, dmezfisch an die 5- und 3'-

flankierenden Bereiche der zu amplifizierenden eglbinden. Die DNA-Strange werden
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zunéchst durch Hitze denaturiert, dann auf eine peeatur abgekuhlt, die erstens den
Primern erlaubt, an ihre Zielsequenzen zu hybedesi und zweitens der DNA-Polymerase
ermoglicht, den komplementaren Strang zu syntlkeeési Die Reaktion findet unter einem
hohen molaren UberschuR an Oligonukleotid-Primend den vier dNTP statt. Alle
Schritte werden mehrmals wiederholt, was zu eix@oeentiellen Vermehrung der Ziel-
DNA fuhrt, da die Produkte einer Amplifikationsrundwieder fir die nachste zur

Verfligung stehen.

PCR Reaktionsbedingungen:
0,2l Primer A (100 pmoldl)

0,2l Primer B (100 pmolil)
12,5ul ReddyMix PCR Mastermix
2,0l DNA

H,O ad 25ul

“ThermoFisher Scientific, Surrey, UK

Die Amplifikation der DNA-Fragmente erfolgte in eim T3 Thermocycler, z.B. mit Hilfe

des folgenden Standardprogrammes:

Schritt 1: 95C 5 min

Schritt 2: 98C 30 sec

Schritt 3: 58C 45 sec

Schritt 4: 72C 30 sec zurtick zu Schritt 2 2@iederholen)
Schritt 5: 72C 10 min

Schritt 6: 2C Kihlung

4.2.1.10 Quantitative Real-Time PCR zur Bestimmung des viran
Titers

Genomische DNA wurde mit dem DNeasy Tissue Kit ¢@i@ Hilden, Deutschland)

gemald der Anleitung des Herstellers isoliert un@00 pl HO eluiert. Die quantitative

PCR Higuchi et al, 1992] wurde mit dem LightCycler System (Roche dbiastics,

Penzberg) durchgefiuhrt. Dazu wurde ein 65 bp-Fragmraes dem 5’LTR-Bereich des

lentiviralen Vektors mit den Oligonukleotiden LTRwarts 5'-
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TGAAAGCGAAAGGGAAACCA-3 und LTR-revers 5-CCGTGCGCGITCAG-3'
vervielfaltigt. Zur internen Standardisierung wurden Fragment dedrain-derived
neurotrophic factor(Bdnf) Gens in einem separaten Reaktionsansatz ameiifiBdnf
liegt als Einzelkopie-Gen vorHpfer et al, 1990], so dass Uber das Verhaltnis der
Kopienanzahl von Vektor z8dnf normalisiert werden kann. Mit den Oligonukleotiden
bdnf-vorwarts 5-ACGACATCACTGGCTGACAC-3 und bdnévers 5'-
CATAGACATGTTTGCGGCATC-3' wurde ein 206 bp-Fragmertn Bdnf amplifiziert.
Jeweils 5 ul DNA wurde in Gegenwart von 8 uM Oligkleotid-Paar (fur 5’LTR oder
Bdnf), 3 mM MgChb und xLC-FastStart DNA Mastél”®> SYBR Green | gemessen. Jede
Probe wurde in Duplikaten angesetzt. Die PCR-Komgg&n waren wie folgt: ein
anfanglicher Denaturierungsschritt von 95°C fir Mbhuten, dann fur die néachsten 40
Zyklen bei 95°C fir 10 Sekunden. Die Anlagerung Bemer erfolgte bei 60°C fir 5
Sekunden und die Verlangerungsreaktion bei 72°Q@iBekunden.

Fur jede der beiden Reaktionen (5'LTR odamnf wurde der PCR-Zyklus, der das erste
Signal oberhalb eines bestimmten Signalschwelletewegenerierte, als der Kreuzpunkt
(crossing pointCP) bestimmt. Der Prozentsatz vektortragendde@eVurde auf Basis der
Differenz zwischen dem CP (Delta CP) der 5’LTR-P@RI derBdnfPCR mit Hilfe einer
Standardkurve berechnet. Zur Erstellung der Stalkdave wurde Plasmid-DNA des
lentiviralen Vektors FugW, sowie einddnfkodierenden Bluescriptvektors verwendet.
Von dieser DNA wurden 10-fach Verdiunnungen angigfieund fur die quantitative PCR

eingesetzt.

4.2.1.11 Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen

Um DNA-Fragmente fir Klonierungen zu erhalten odgech einer Ligation positive Klone
zu identifizieren, wurde Plasmid-DNA mit Restrikigenzymen gemal den Angaben des
Herstellers (New England Biolabs, Beverly, MA, US#9schnitten. Anschliel3end wurden
die DNA-Fragmente mit Hilfe der Agarosegelelektromse aufgetrennt, analysiert und im

Falle einer nachfolgenden Ligation mit dem MN Nuwoslein Exctract Kit aufgereinigt.
4.2.1.12 Transformation chemokompetenter Bakterien

Fur jede Transformation wurde ein Aliquot (100 pthemokompetente Bakterien auf Eis

aufgetaut, mit 10 ul Ligationsansatz oder 0,5 -g1PRlasmid-DNA vermischt und 10 min
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auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschéiak90 sec bei 42 im Wasserbad und
eine anschlieBende zwei mindtige Inkubation auf. Biim die Expression des
Resistenzgenes zu ermoglichen, wurde dem Transfmmsansatz 1 ml LB-Medium ohne
Ampicillin zugegeben und fur 30 min bei &7 geschittelt. Die transformierten Bakterien

wurden auf LB Agarplatten mit Ampicillin ausplattieind Gber Nacht bei 3T inkubiert.

4.2.2 Zell- und immunbiologische Methoden

4.2.2.1Adoptiver Zelltransfer

Diese Methode ermdglicht es, das Verhalten antgpezfischer T-Zellenn vivo zu
studieren. In nicht-immunisierten Tieren ist dieduenz antigen-spezifischer T-Zellen zu
gering um mit Hilfe von Antikdrpern gemessen zu aegr. Auch nach Immunisierung gibt
es nur eine geringe Anzahl spezifischer endogenetellen, die mit Hilfe von
MHC:Peptid-Pentameren detektiert werden konri@oaf et al, 2008]. Eine Loésung dieses
Problems ist der Transfer TCR-transgener T-Zellensyngene Empfangertiere. Hier
entsteht eine Population antigen-spezifischer Tedel die grol3 genug ist, um mit
Antikorpern detektiert zu werden, die direkt gegem TCR gerichtet sind. Andererseits ist
diese Population auch klein genug um eine antigeaiische Immunantwort, z.B. nach
Immunisierung, zu ermoglichen. Fur den adoptiven llittdasfer wurden
Einzelzellsuspensionen aus Milz und Lymphknoten wh1 TCR-transgenen Mause
hergestellt. Nach der Erythrozytenlyse wurde mitlfeHieiner FACS-Analyse der
prozentuale Anteil TCR-transgener CD&Zellen ermittelt. Um Zellaggregate zu
entfernen, wurde die Zellsuspension vor der Inggktdurch ein feinporiges Nylonnetz
(Reichelt Chemie Technik, Porengro3eusd) filtriert. Der Zelltransfer erfolgte in syngene

gleichgeschlechtliche Mause.

4.2.2.2CFSE-Farbung

Mit Hilfe des Carboxyfluorescein-Succinimidyl E|e(CFSE) lasst sich die Proliferation
einer Zellpopulation verfolgen. CFSE dringt passivdie Zellen ein und bindet dort an
Amingruppen zellularer Proteine. Bei der Hydrolylsx Estergruppe durch intrazellulare
Esterasen entsteht im Zytoplasma ein stabiler Ekmenzfarbstoff, der bei jeder Zellteilung

zu gleichen Teilen an die Tochterzellen weitergegelwird, wodurch diese nur noch die
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Halfte der urspringlichen Fluoreszenzintensitattbess. Daher kann jede nachfolgende
Generation einer proliferierenden  Zellpopulation hamd der abnehmenden
Fluoreszenzintensitat identifiziert werden.

Die zu farbenden Zellen wurden mit 12 BFSE in CFSE-Puffer (PBS mit 0,1 % FCS)
fur 10 min bei 37°C im Inkubator gefarbt. Die Reaktwurde durch Zugabe von einem
Volumen reinem FCS gestoppt. Das im CFSE-Puffeakahe FCS gewahrleistet, dass die
Farbung nicht zu intensiv wird und dadurch nicht amderen Fluorochromen in der FACS-

Analyse interferiert.

4.2.2.3Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Die Durchflusszytometrie ist eine wichtige immurgikthe Methode, die es ermdoglicht,
einzelne Zellen anhand ihrer relativen Grof3e, Qeaitat und Expression von
Oberflachenantigenen zu unterscheiden. In einem3-&€rat fluorescence activated cell
sorter, FACS) werden die Zellen in einem Flissigkeitddtrar einem Laser geleitet, wobei
das Licht beim Auftreffen auf die Zelle gestreutrdviDas Vorwartsstreulichtfgrward
light scatter FSC) ist ein Mal3 fur die Zellgrél3e, das Seitvgdresilicht side scatterSSC)
gibt Auskunft Gber die Granularitat. Mit Hilfe dexsbeiden Parameter lassen sich sowohl
tote Zellen aufgrund ihrer geringeren GroRRe, alshaBranulozyten sowie Makrophagen
wegen ihrer hoheren Granularitdt von der Lymphaorytpulation abgrenzen. Die an der
Zelloberflache gebundenen und fluorochrommarkieAahkorper absorbieren Licht einer
bestimmten Wellenlange und emittieren Licht einéhdren Wellenlange. Das emittierte
Licht wird durch sogenanntBhotomultiplierin elektronische Signale umgewandelt und
gibt somit Auskunft Gber die Anzahl fluoreszierendeZellen sowie deren
Fluoreszenzintensitéat. Bei der Analyse der aufgenenen Zellen kann die gewiinschte
Zellpopulation durch Eingrenzen der entsprechenBegion genau betrachtet werden.
Gangige Darstellungsweisen sind das Histogrammgderi nur ein Parameter dargestellt
wird, oder das Punktwolkendiagrammaf plof), bei dem zwei Parameter, z.B. zwei
Fluoreszenzen, gegeneinander dargestellt werden.

Die FACS-Analysen wurden mit einem FACSCaliBurDurchflusszytometer mit zwei
Lasern (488 und 633 nm) und mit einem FACSCaHffoDurchflusszytometer (Becton,
Dickinson & Co., Franklin Lakes, NJ, USA) mit 3 lems (488, 633 und 405 nm)
durchgefuhrt. Die Datenaufnahme erfolgte mit Ced§uSoftware, Version 3.4 bzw. BD
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FACSDiva Software, Version 2.2 (Becton, DickinsonGb., Franklin Lakes, NJ, USA)
und die Datenanalyse mit Flow<loftware (TreeStar, Ashland, OR, USA).

a) Farbung von Lymphozyten mit fluorochrommarkieretikdrpern

In einem 5 ml FACS-R6hrchen wurden 50 — 30Ceiner Einzelzellsuspension mit dem
gleichen Volumen einer doppelt konzentrierten Adrderlosung in PBS gut vermischt und
20 min im Kuhlschrank inkubiert. Die optimalen Adirpermengen waren zuvor in
Titrationen ermittelt worden. Danach wurden ungelame Antikorper durch einmaliges
Waschen mit 4 ml PBS entfernt. Sofern der primardik®rper biotinyliert war, wurde
dieser in einer zweiten Farbung mit fluorochromameltem Streptavidin markiert. Nach
dem letzten Waschschritt verblieben 100 — gD@ellsuspension im Réhrchen, das bis zur

Analyse lichtgeschutzt auf Eis gelagert wurde.

b) Tetramerfarbung

Endogene T-Zellpopulationen, die wahrend einer Imamiwort aktiviert werden und
expandieren, kdnnen mit Hilfe ihres natirlichen drigen, dem Peptid:MHC-Komplex,
nachgewiesen werden. In ihrer monomeren Form hdie®eptid:MHC-Komplexe eine
hohe Dissoziationsrate vom TCR, deshalb werdemsiémerisiert, um mehrere TCR pro
Zelle binden zu kdénnen, was die Aviditat der Bingarhoéht Altman et al, 1996]. Durch
die zusatzliche Kopplung an Fluorochrome sind digesannten Tetramere gut geeignet
fur die durchflusszytometrische Analyse endogenégan-spezifischer T-Zellen.

Fur die Tetramerfarbung wurdenuBbiotinyliertes Tetramer pro Probe eingesetzt bed
4°C far 20 min inkubiert. Danach wurde ein Mal mit E8-Puffer gewaschen und im
zweiten Schritt & des fluorochromgekoppelten Sekundarantikbrpegegaben. Es folgte
eine Inkubation von 20 min im Dunklen beéCGlund anschliel3end wieder ein Waschschritt

mit FACS-Puffer. Bis zur Analyse wurden die ProloarKihlschrank gelagert.

4.2.2.4Entnahme von Blut und Organen der Maus

a) Isolation von Lymphozyten und Serumgewinnung goeripherem Blut

Zunachst wurde die Maus unter einer Infrarotlampegaemt. Dies fuhrt zur Erweiterung
der Blutgefale und erleichtert die BlutentnahmercBueinen Schnitt in die untere

Schwanzvene wurden 3 — 5 Tropfen (100 — 180 Blut entnommen und in einem
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Eppendorfgefal3 sofort mit Heparin-Natrium (2500@&./6 ml, Ratiopharm, Ulm)
vermischt, um die Blutgerinnung zu verhindern. Angf3end wurden 50 — 1Qf Blut in
ein  FACS-Rohrchen uUberfihrt und direkt mit den gesdten Antikdrpern oder
Tetrameren gefarbt. Es folgte eine 15minitige Eogitenlyse mit 2 ml BD Pharm Ly%e
Puffer (BD Pharmingen) im Dunkeln bei RaumtemperaRanach wurden die Proben
einmal mit FACS-Puffer gewaschen und bis zur Aralys Kihlschrank aufbewahrt.

Zur Gewinnung von Serum wurde das Blut nicht mipaten vermischt, sondern 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert und anschliel3end Iblbmi 3000 g in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues dfplprfgefal transferiert und bis zur

weiteren Verwendung bei -20 gelagert.

b) Organentnahme und Herstellung einer Einzelzeltgpension

Zur Organentnahme wurde die Maus durch cervikalsloRation getotet, auf einem
Sezierbrett fixiert und aufRerlich mit 70 % Ethadesinfiziert. Die Lymphknoten, die Milz
und der Thymus wurden mit Hilfe feiner PinzetteaAgariert. Lunge und Leber wurden vor
der Entnahme mit einer PBS-Heparin Losung (15 mEPB225ul Heparin-Natrium)
gespult, um mdglichst viele Erythrozyten aus denwé&me zu entfernen. Um dies zu
erleichtern, wurde vor der Spulung die Vena cavaBeneich des Abdomens durchtrennt
und das austretende Blut mit Zellstofftupfern anfgemen. Knochenmark wurde aus den
Ober- und Unterschenkeln beider Hinterbeine gewonméle Organe wurden nach
Entnahme bis zur weiteren Verwendung in RPMI 164&Mm auf Eis gelagert.

Zur Isolierung von Knochenmark wurden zunadchst @éer- und Unterschenkel
voneinander getrennt und die Knochen an beidereibeiit einer Schere gedffnet. Dann
wurde das rote Knochenmark mit einer Spritze (20 Bndun) und PBS in ein 50 ml-
Rohrchen gespllt.

Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension aus Milaymus und Lymphknoten wurden
diese in einer Petrischale (@ 5 cm) zwischen zweidgatischen Gazestiickchen (Franz
Eckert GmbH, Waldkirch, Porengrof3e 100 um) mit d8tempel einer 1 ml-Spritze
(Omnifix, Braun) zerrieben. Die so entstandene sZspension wurde in ein neues
Reaktionsgefald Uberfiihrt und bei 300 g fur 5 mind3€ abzentrifugiert. Das Zellpellet
wurde anschlie3end in der gewlnschten Menge Mediden FACS-Puffer zur weiteren

Analyse resuspendiert.
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Fur einen vollstandigen Aufschluss des Leber- undgengewebes sowie fur die bessere
Analyse von dendritischen Zellen aus der Milz wuardikese Organe vor dem Zerreiben
zusatzlich mit DNAse | (0,2 mg/ml, Boehringer Maeith) und Liberase CI (0,4 mg/ml,
Boehringer Mannheim) in RPMI 1640 Medium verdautmPder Losung wurden mit einer
5 ml-Spritze (BD Discarditll) an verschiedenen Stellen in das jeweilige Orgaiziert
und dann 20 min bei 3T inkubiert. AnschlielRend wurde das Organ in eif@st Strainer
(BD Falcori™, Porengrof3e 100 um) zerrieben und die Zellsusperesnmal mit PBS + 5
mM EDTA (Sigma) gewaschen und dann bei 300 g fimirbbei £C abzentrifugiert.

Die aus Knochenmark, Milz, Leber und Lunge gewommeZellsuspensionen wurden

anschliel3end einer Erythrozytenlyse unterzogen.

c) Erythrozytenlyse

Zur Entfernung der Erythrozyten wurden die Zellpelin 4 ml ACK-Puffer resuspendiert
und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wutdn Proben 10 ml FACS-Puffer
zugefigt und bei 300 g und@ fur 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in FRufbder

Medium resuspendiert und auf Eis gelagert.

d) Bestimmung von Zellzahl und Zellvitalitat

Alle primaren Zellen wurden mit Hilfe des Coulteo@ters Z2 (Beckman Coulter, Inc.,
Fullerton, CA, USA) gezahlt. Das Zahlprinzip beralff der Detektion und Messung einer
Widerstandsanderung, die eine Zelle auslost, weanirs einer elektrisch-leitfahigen
Flissigkeit suspendiert wird und durch eine Kapilftoung tritt. Aus dem Durchtritt jeder
einzelnen Zelle resultiert ein elektrischer Impulgler fur die Zahlung und
GrolRenbestimmung geeignet ist. Wahrend die Anzahllehpulse die Zahl der Zellen
angibt, hangt die Amplitude des elektrischen Imesilson der Grol3e der Zelle ab. Diese
Methode erlaubt tber elektronische Auswahl der @ldsten Impulse die selektive Zahlung
von Zellen in sehr engen Grolienverteilungen. Ddogabe von Zap-O-Globin (Beckman
Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA) konnen lebendenvtoten Zellen und Erythrozyten
unterschieden werden.

Fur einen Reaktionsansatz wurden 10 ml Isoiohésung (Beckman Coulter) mit 10 pl
Zellsuspension und 2 Tropfen Zap-O-Globin in eiMesskivette gemischt und im Coulter

Counter Z2 analysiert.
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4.2.2.5Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA)

Mit Hilfe einer enzymvermittelten Reaktion konnerit minem ELISA énzyme linked
immuno sorbent asspyAntikorper gemessen werden, die gegen ein bedesintigen
gebildet wurden. In der vorliegenden Arbeit wurdehlSA-Tests zur Detektion von
Serumantikérpern gegen OVA (HUhnerei-Albumin) od&V-G (Vesicular Stomatitis
Virus Glycoprotein G) durchgefiihrt. Fir den OVA-ELISA mden 96-Lochplatten
(Maxisorp, Nunc, Wiesbaden) mit OVA (150 pg/ml) tieishtet. Es wurden jeweils 50 pl
pro Loch der Antigen/PBSN-LAsung in die Plattenettiert, die anschlie3end tGber Nacht
bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Vor Gebraucinden die Platten finfmal mit PBS
gewaschen und dann mit 50 pl/Loch Blockierungspugiee Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach funf Waschschritten mit Waschpu#eiolgte die Zugabe der zu testenden
Seren (50 pl/Loch), die entsprechend in Blockiesmugfer verdinnt waren. Nach
zweistuindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurdeea funfmal gewaschen. Der
primare Antikorper, der gegen Immunglobuline der uSlagerichtet ist, wurde in
Antikodrperlésung verdinnt, mit 50 pl/Loch eingeseaind flr weitere zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgten wieder funfSékeschritte und anschlieRend die
Zugabe von 100 pul Substratldsung pro Loch. Die &d@diktion wurde je nach
Geschwindigkeit des Farbumschlags nach funf bisMifuten durch Zugabe von 50 pl
H.SQOy/Loch gestoppt. Die Farbung der einzelnen Ansataede mit Hilfe eines ELISA-
Lesegerats (Vmax, Molecular Devices, Sunnyvale, O8A) als Funktion der optischen
Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 450 nm un@ &8 gemessen. Die Waschschritte
erfolgten mit einem automatischen Waschgerat (96 BW Labinstruments, Gréding,
Osterreich).

Die Bestimmung von Serumantikérpern gegen VSV-GetsitELISA wurde am ENS Lyon
im Institut fur Humanvirologie L{aboratoire de Virologie Huma)n Lyon, Frankreich,
durchgeflhrt.

4.2.2.6Generierung von Knochenmarkschimaren

Um Knochenmarkschimaren zu generieren wurden 1A Bi8Vochen alte Mause an den
Tagen -2 und O vor Transplantation mit jeweils 580 einer Casium-137-Quelle (Model
G.C. 40; Type B (4); Atomic Energy of Canada LirditeKkanata, Ontario, Kanada)
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bestrahlt. Vier Stunden nach der letzten Bestrahiuarden 1 — 410° transduzierte HSPC
pro Maus i.v. injiziert. Um eine mogliche baktelgelinfektion der Tiere wahrend der
Rekonstitution des hamatopoetischen Systems zundenm, wurde dem Trinkwasser in
den ersten drei Wochen nach Transplantation dasbiatikum Neomycin (1,17 g/l

Trinkwasser) zugegeben.

4.2.2.7Generierung von lentiviralen Vektortiiberstanden

Am Vorabend der Transfektion wurden 293 FT-Zelleih emer Dichte von 5 —6L0° pro
100 mm Zellkulturschale in 293 FT-Medium ohne Gametausplattiert. Zum Zeitpunkt
der Transfektion sollten die Zellen etwa zu 80 %fkent sein. Am nachsten Morgen
wurde der Transfektionsmix in einem sterilen 2 nebRtionsgefald hergestellt, pro Ansatz
bestehend aus 15 pug psPax2, 10 ug VSV-G, 20 pigitatem Vektor und 100 pl Cagl
Das Volumen wurde mit sterilem Millipore-Wasser &uhl eingestellt, danach 1 ml
2xHBS zugefiigt und sofort 8 sec auf dem Vortex grighdjemischt. AnschlieRend wurde
die Transfektionslosung ohne vorherigen Mediumwelchasrsichtig zu den Zellen gegeben
und durch leichtes Schwenken verteilt. Nach 4 tun&n Inkubation bei 3T im CQO-
Inkubator wurde das Transfektionsmedium entferid, Z&llen einmal mit warmem (RT)
PBS gewaschen und frisches DMEM Medium ohne Genetiggefligt. Zur Generierung
der lentiviralen Vektorliberstande wurden die Zeltm 37C inkubiert. Die Ernte der
Uberstande erfolgte 24 und 48 Stunden spater. Barde der Uberstand mit einer 20 ml-
Spritze aus der Zellkulturschale abgesaugt und (#&een Minisaft Spritzenfilter
(Sartorius, PorengrofRe 0,45 um) in ein neues Qdfaffihrt, wodurch Zelldebris entfernt
wurde. Bis zur letzten Ernte wurden die Vektorltierde bei 4C im Kuhlschrank
gelagert, dann vereinigt und mittels Ultrazentrdtign oder Centricon-Filtration
konzentriert, in flissigem Stickstoff eingefrorenduanschlielend bis zur Verwendung bei

-80°C gelagert.

4.2.2.8Generierung von gammaretroviralen Vektortberstanden

Phoenix-eco Zellen wurden mit Hilfe von Calcium-Bpbat transfiziert. Dazu wurden
7,5x10° Zellen am Vorabend auf einer 100mm Zellkultursehalisplattiert. Am nachsten
Morgen wurde das Medium durch 8 ml warmes (RT) $tektionsmedium ersetzt. 60 pul

(Apg/ul) Vektor-Plasmid wurden mit 615 pl sterildilipore-Wasser und 75 pl Cagh
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einem sterilen 2 ml Reaktionsgefal3 gemischt. Zuletarden 750 pl 2HBS zugegeben
und sofort fir 8 Sekunden gevortext. AnschlieRendrde die Transfektionslésung
vorsichtig auf die zu transfizierenden Zellen geggelund im C@Inkubator bei 37°C
inkubiert. Nach 5 — 6 Stunden wurden die Zellenmmgihmit 5 ml warmem (RT) PBS
gewaschen und das Transfektionsmedium wurde duwrehl Phoenix-Medium ersetzt. 24,
36 und 48 Stunden nach der Transfektion wurde émhesi Medium durch 6 ml Phoenix-
Medium ersetzt und die Zellen zur Generierung vekteriberstanden bei 32°C inkubiert.
Auch hier wurde der Uberstand mit einer 20 ml-Seriabgenommen und mit Hilfe eines
Spritzenfilters abgeltste Zellen entfernt. Die \Gelberstande wurden nach jeder Ernte
ohne vorherige Konzentration entweder sofort zuansduktion eingesetzt oder in

flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C geld.

4.2.2.9Immunisierungen

a) Immunisierung mit Lentiviren

Die zur Immunisierung verwendeten Viren wurden kinnzWasserbad bei 37°C aufgetaut
und dann auf Eis gelagert. Mit serumfreiem Epidé¢efdium (Gibco) wurden die Virus-
Konzentrate auf %10° bzw. 510" virale Partikel pro ml verdiinnt, gut gemischt usis
zur Injektion auf Eis gelagert. Pro Maus wurdexl® oder 10" Partikel intravends

injiziert.

b) Immunisierung mit rekombinanten Herpes Simplexrgn Typ 1 (rHSV-1)

Die zur Immunisierung verwendeten Viren wurden &ig aufgetaut und mit PBS auf
2x10" infektidse Einheiten pro ml verdiinnt. AnschlieRendrde die Suspension gut
gemischt und bis zur Injektion auf Eis gelagero Rtaus wurden zwischenx20® und

4x10° pfu intravends injiziert.

4.2.2.10 In —Vivo — Zytotoxizitatstest

Der In-Vivo-Zytotoxizitatstest ist ein sehr sensitiver Assay die Effektorfunktionen
zytotoxischer CD8T-Zellen zu untersuchen. Dabei werden peptidbelademd CFSE-
markierte Milzzellen (CFSE®™ selektiv von antigenspezifischen CI&Zellen eliminiert.
Als interne Referenz dient eine Population unbetadlilzzellen, die mit einer geringeren

Menge CFSE markiert wurde (CF%E"™), um sie von der peptidbeladenen Fraktion
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durchflusszytometrisch unterscheiden zu konnen. Alesn Verhdaltnis der beiden
Populationen zueinander lasst sich die spezifikgse berechnen.

Aus Milzen und Lymphknoten wurde eine Einzelzelfsrssion hergestellt und die
Erythrozyten lysiert. AnschlieRend wurden die Zelia RPMI 1640 Medium mit 10 %
Serum aufgenommen, in zwei gleich grof3e Populati@uéggeteilt und fur eine Stunde bei
37°C im Brutschrank mit (OVAs7.264; 2 Hg/ml) oder ohne Peptid inkubiert. Danach
wurden beide Populationen mit PBS gewaschen unceilgwn 2 ml CFSE-Puffer
aufgenommen. Die Farbung erfolgte wie unter 4.2.b@schrieben, wobei die
peptidbeladenen Zellen mit einer hohen Konzenma@iéSE (2,5 puM) gefarbt wurden und
die unbeladenen Zellen mit einer niedrigen CFSEz¢aotration (0,5 uM).

Nach der Farbung wurden beide Populationen im Memikdl:1 gemischt und pro Maus 1
— 2x10’ Zellen injiziert. Nach 3 — 6 Std wurde die Milzteammen und das Verhaltnis von
CFSE™9 Zellen zu CFSE" Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Die speeife

Lyse wurde wie folgt berechnet:

Prozentsatz der spezifischen Lyse (PSL):

PSL = [1-(r von nicht immunisierter Maus/r von imnisierter Mausx 100];

Verhéaltnis beider Populationen zueinander:
r = (Prozentsatz CFSE"Y Prozentsatz CFSEN

4.2.2.11 Konzentration lentiviraler Vektoruberstande durch

Ultrafiltration
Die Ultrafiltration bietet die Mdglichkeit, lentivale Vektoriberstande sehr effektiv zu
konzentrieren. Hierbei werden die Uberstande wéhreimer Zentrifugation (ber eine
anisotrope Zellulose-Membran gefiltert. Losungsehitind niedermolekulare Substanzen
bis zu einer bestimmten Gr6éRe kdnnen die Membrdreidangehindert passieren und
werden als Durchfluss gesammelt. Hohermolekularestamzen, wie z.B. Viruspartikel,
werden im Probenreservoir der Membran zurlickgemaltel konnen Uber einen weiteren
Zentrifugationsschritt eluiert werden. Das Volundar Probe kann so deutlich verringert

werden.
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Es wurden CentricdhPlus-70 Filter (Millipore) mit einer Ausschlussgs& von 100kDa
verwendet. Vor Gebrauch wurde der Filter erst dind 70 % (v/v) Ethanol und dann mit
40 ml sterilem Millipore-Wasser gespult. Anschlie8avurde der Filter mit maximal 60 ml
Vektorliberstand befillt und bei 3500 g fur 30 mai #C zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde samt Sammelbehélter verworfen und im nachSehritt das Konzentrat eluiert.
Dazu wurde die Filtereinheit umgedreht auf den tbleladlter gesetzt und bei 1000 g fir 2
min bei £C zentrifugiert. Die so gewonnene konzentrierteusidssung wurde sofort

aliquotiert, in flussigem Stickstoff eingefrorendubei -80C gelagert.

42.2.12 Konzentration lentiviraler Vektortberstande durch
Ultrazentrifugation

Eine weitere Methode, lentivirale Vektoriiberstarzdekonzentrieren, ist die praparative
Ultrazentrifugation.  Hierbei werden geloste Makrdekole gemass ihrer
Bewegungsgeschwindigkeit unter dem Einfluss staflestrifugalkrafte sedimentiert.

Der Rotor bewegt sich dabei in einem kunstlichelkian, so dass keine Luftreibung
auftritt.

Fur die Zentrifugation wurden Beckman Ultra-Cl#aiTubes (2389 mm, Beckman
Instruments, Palo Alto, CA) randvoll mit Vektoribginden befillt, in die Schwenkbecher
des SW 28 Ausschwingrotors Uberfiihrt und mit Héfeer Waage tariert. Anschlie3end
wurden die Becher mit Schraubdeckeln verschlosséniuden Rotor eingehangt. Um die
Becher moglichst dicht verschliessen zu kénnengemiinre Gewinde und Dichtungsringe
zuvor gefettet. Der Rotor wurde anschliel3end vbtgjan der Zentrifuge platziert und die
Proben bei 26 000 g fur zwei Std béC4zentrifugiert. Die Zentrifugenréhrchen wurden
nun aus den Schwenkbechern entnommen und der &berdtirch Dekantieren entfernt.
Um restliche Flissigkeit zu entfernen, wurden dédniehen noch fir zwei min umgedreht
auf ein Papiertuch gestellt. Das glasig erscheieenicile Pellet am Boden der Réhrchen
wurde in 150 pl Episerf Gber Nacht im Kihlschramedgt. Am nachsten Tag wurden alle
geldsten Pellets aus den maximal sechs Réhrchen Zemtrifugation vereinigt, aliquotiert,
in flissigem Stickstoff eingefroren und bei ¢280gelagert.

Um Kreuzkontaminationen der verschiedenen viralen#rukte zu vermeiden, wurde nur

ein Konstrukt pro Lauf zentrifugiert und die Schwbacher und Deckel nach jeder
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Benutzung mit Fermacidal-Losung (IC Products, MiausSchweiz) desinfiziert und
anschliessend 20 min mit einer UV-Lampe bestrahlt.

4.2.2.13 Kultivierung von Zelllinien

a) Kultivierung von NIH3T3- und Phoenix-eco Zellen

Die beiden adharent wachsenden Zelllinien wurdeihiien jeweiligen Medien bei 3T
und 5 % CQkultiviert. Jeden zweiten Tag wurden die NIH3T34€elim Verhaltnis 1 : 10
in neue 75 cmZellkulturflaschen tberfiihrt. Es wurde darauf deat dass die Konfluenz
nie mehr als 80 % betrug.

Die Phoenix-eco Zellen wurden ebenfalls jeden ameifag im Verhéltnis 1 : 5 auf neue
100 mm Zellkulturplatten verteilt. Alle sechs Moeatwurden diese Zellen einer
zweiwdchigen Reselektion mit 1 pg/ml Diphterie-TioXCalbiochem-Novabiochem, San
Diego, CA, USA) und 500 pg/ml Hygromycin B (CNbigstces LTD., Beeston, UK)
unterzogen.

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde der TrypamAusschlusstest durchgefuhrt.
10 pl der Zellsuspension wurde mit 90 pl Trypanblé@ibco) gemischt. Die
Lebendzellzahl wurde durch Auszéhlen der Zellverding in der Neubauerzédhlkammer
bestimmt. Blau gefarbte Zellen wurden dabei alsdentifiziert und bei der Zahlung nicht
bertcksichtigt.

Eingefroren wurden die Zellen in 1 ml FCS mit 10DXISO und maximal sechs Monate
bei -180C gelagert.

b) Kultivierung von 293FT-Zellen

293 FT-Zellen wurden in 293 FT-Medium mit Genetibel 37C und 10 % CQkultiviert.
Jeden zweiten Tag wurden sie im Verhaltnis 1 : Jiéne 175 cZellkulturflaschen
uberfihrt. Am Vorabend der Transfektion wurden digllen in 293FT-Medium ohne
Geneticin berfilhrt und in einer Dichte von 5 x16° pro 100 mm Zellkulturschale
ausplattiert.

Hinsichtlich Konfluenz, Bestimmung der Lebendzetizand Einfrieren wurde auch mit
den 293 FT-Zellen verfahren wie unter 4.2.2a)Beschrieben.
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4.2.2.14  Kultivierung von HSPC

Zur Gewinnung von HSPC wurden fiinf Tage vor Isoingy des Knochenmarks 150 mg/kg
Kdrpergewicht 5-Fluoro-Uracil (5-FU, Amersham, letiChalfont, UK) i.v. injiziert. 5-FU
ist ein Pyrimidin-Analog und inhibiert die ThymiditSynthase. Daher wirkt es zell-
zyklusspezifisch (S-Phase) und fuhrt zu Anreichgrder sich langsam oder nicht teilenden
Stammzellpopulation. Die aus dem Knochenmark bei@&er- und Unterschenkel
praparierten Zellen wurden in HSPC-Mediunx1@’ Zellen/10 ml) resuspendiert und in
einer 100 mm Zellkulturschale bei 37°C und 5 %,@® drei Tage inkubiert. Dem HSPC-
Medium wurde ausserdem rekombinantes Interleuki(Ri-6, 200 U/ml), murines
Interleukin-3 (mIL-3, 10 ng/ml) und muriner Stamrtaktor (MSCF, 50 ng/ml) zugefigt.
Dieser Wachstumsfaktorcocktail verhindert die weit®ifferenzierung der Stamm- und
Vorlauferzellen und regt sie zur Proliferation &e Stammlosung von hlL-6 sollte nicht
alter als sechs Monate sein. Die rekombinanten Wfaotsfaktoren stammten von

Strathmann Biotech, Hannover.

4.2.2.15 Magnetische Zellseparation (MACS)

Um Zellen durch magnetische Zellseparatioragnetic cell seperatiorMACS, Miltenyi
Biotech, Bergisch-Gladbach) zu isolieren, werdeaséi mit Antikdrpern markiert, die
wiederum an paramagnetische Partikel gebunden Bindiner Saule, die sich in einem
starken magnetischen Feld befindet, werden die isréek Zellen zurlickgehalten, wahrend
alle anderen Zellen die Saule ungehindert passikigmen. Daraus resultieren zwei
Moglichkeiten der Separation: bei der positiven ligsang wird die gewlnschte
Zellpopulation magnetisch markiert, zunachst in &ule zurickgehalten und spéater
ausserhalb des magnetischen Feldes eluiert. Fimeligtive Isolierung werden alle
unerwinschten Zellen markiert und zurtickgehalten,dass sich nur die gewinschte
Population im Durchfluss befindet. In dieser Arbeitirden beide Strategien angewendet.
B-Zellen wurden mit CD19-Microbeads und Dendritischellen mit CD11c-Microbeads
positiv isoliert. OT-1 T-Zellen wurden mit dem CHO8Zellisolationskit negativ
aufgereinigt. Es wurden nur frische Puffer verwéndige nicht alter als zwei Wochen
waren. Aus Milz und Lymphknoten gewonnene Einzé&dmspensionen wurden einer
Erythrozytenlyse unterzogen und dann mit den vomstdber angegebenen Mengen an
Antikorper-Cocktail, Microbeads und MACS-Puffer fidire empfohlene Zeit bei 4 — 8°C
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inkubiert. Die Zellen wurden mit dem 20-fachen fakn MACS-Puffer gewaschen. Um
Zellaggregate zu entfernen wurden die Zellen Glbeere MACS Pre—Separation Filter
(Miltenyi Biotech) filtriert, bevor sie auf die (g&f den Angaben des Herstellers
equilibrierte) Saule gegeben wurden. Maximall® Zellen pro 500 pl wurden auf die
Saule pippettiert, welche in einem Magneten bejestar. Fur die positive Selektion von
bis zu 10" bzw. x10° Zellen wurde eine MS bzw. LS-Séaule verwendet. Die Zellen
wurden mit X500 pl bzw. 33 ml MACS-Puffer fiir MS- bzw. LS-Saulen gewaschen.
Die passierenden Zellen wurden als negative Fralgesammelt. Anschlie3end wurde die
Saule aus dem Magnetfeld entfernt und die auf @ereSzurtickgehaltenen Zellen als

positive Fraktion mit 2500 pl bzw. &3 ml MACS-Puffer eluiert.

4.2.2.16  Statistik
Mittelwerte, Standardabweichungen und p-Werte wuraeit dem Programm Prism

(Version 4.0b, 2004) berechnet.

4.2.2.17 Transduktion von HSPC

Drei Tage nach Isolierung des Knochenmarks wurdenkdltivierten HSPC geerntet,
gezahlt und mit aufgetauten Vektortiberstanden s@wig/ml Polybrene gemischt. Die
Zellen wurden mit einer Dichte vorx§0°/ml in 6-Lochplatten ausgelegt und durch Spin-
Infektion transduziert. Dazu wurden die Platten Ruarafilm umwickelt und fir 2 Std bei
32°C und 300 g zentrifugiert. Anschlie3end wurdenRlatten fur weitere 4 Std bei 37°C
im Brutschrank inkubiert. Dann wurden die Vektoni#é&nde mit dem darin enthaltenen
Polybrene durch HSPC-Medium ersetzt und die Zédkr87°C weiterkultiviert. Alternativ
wurde die Transduktion ein- oder zweimal wiederhabbei zwischen den einzelnen
Transduktionen mindestens 24 Std lagen. Am Tag dacHetzten Transduktion wurden

die Zellen durch kraftiges Abspilen mit PBS gedrnte

4.2.2.18 Transduktion von Zelllinien

Bei der Transduktion von Zelllinien wurde ahnlicarfahren wie unter 4.2.2.17 fir HSPC
beschrieben. Die Zelllinien waren vor der Transtrkimindestens eine Woche in Kultur.
Die zu transduzierenden Zellen wurden geerntet, dlgezund in aufgetauten

Vektortberstanden mit gg/ml Protaminsulfat aufgenommen. Es folgte eineigtiiadige
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Spin-Infektion in 6-Lochplatten bei 32°C und 300AmschlieRend wurden die Platten fur
weitere zwei Std bei 37°C im Brutschrank inkubierDanach wurden die

Transduktionstiberstande gegen die jeweiligen Zellemeersetzt und die Zellen bei 37°C
weiterkultiviert. Auch hier wurden die Zellen beie@arf einer zweiten Transduktion
unterzogen, die 24 Std nach der ersten durchgefidlmde. Drei bzw. vier Tage nach der
letzten Transduktion wurden die Zellen im Durch$fmgometer analysiert.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Entwicklung B-zellspezifischer lentiviraler Vek  toren

Zunachst sollten lentivirale Vektoren entwickeltrden, deren B-Zellspezifitat durch ein
1kb-Fragment des humanen CD19-Promotors vermiieftl. Die Spezifitat dieses
Promotors im Rahmen eines gammaretroviralen komist#in Expressionssystems wurde
bereits gezeigt Werner et al. 2004]. In lentiviralen Vektoren stehen bis zu 8kl
regulatorische Sequenzen und Transgene zur Verfigaer Titer nimmt jedoch
halblogarithmisch zur Vektorgrof3e aKumar et al, 2001]. Aus diesem Grund wurde
zusatzlich auch ein kirzeres Promotorfragment tgtteEs handelt sich hierbei um eine
Sequenz von 222 bp (-241 bis -19; 0,2kb-Promofdgse sowie die oben erwéhnte lange
Sequenz von 999 bp (-1018 bis -19 bp; 1kb-Promotanyden bereits als B-zellspezifisch
beschrieben (Abb. 5.1Kumar et al, 2001;Moreau et al. 2004;Werner et al.2004].

pSIN-1kb-CD19-GFP 1kb-CD19

Promotor
U3| R|US Hé;;l — P ]' eGI'P -|' WPRE —AU3| R | US
>'LIR Pstl Agel EcoRI FSINLIR

BamHI
pSIN-0,2kb-CD19-GFP 0.2kb-CD19
Promotor
U3 | R |US HIV-11 4 p eGFP WPRE H—AU3| R [Us
flap

>'LIR Psil Agel EcoRI ISINLIR

BamHI

Abb. 5.1: Schematische Darstellung der lentiviralen SIN-Vektoren zur Generierung von
Knochenmarkschiméaren. Gezeigt sind SIN-Vektoren, in welchen die Trangggmession (eGFP) unter der
Kontrolle eines 1kb- bzw. 0,2kb-Fragments des hiena@D19-Promotors steht. CMV, Cytomegalovirus;
LTR, lange terminale Wiederholungssequelong terminal repeat P, Promotor; SIN, selbst-inaktivierend;
eGFP, verbessertes grunfluoreszierendes Pratalma(ced green fluorescent prodeiAU3; Deletion in der
U3 Region (untranslatierte Region); WPRE, postteptonell regulatorisches Element des Hepatitisyi
des Waldmurmeltierswoodchuck hepatitis posttranscriptional regulatogjement) HIV-1 flap, DNA
Uberhang, der am aktiven nukledren Import des HIdh@ns beteiligt ist; Pstl, Agel, BamHI, EcoRI:
Schnittstellen der Restriktionsenzyme, die furklienierung der Vektoren verwendet wurden.
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Ziel war es, eine moglichst kurze, aber dennoclelBgezifische Sequenz mit ausreichend
starker Promotoraktivitdt zu identifizieren. Fir sdaCD19-Gen sind mehrere
Transkriptionsstartpunkte bekannt, die 5° vom $tabn in einer Region von 100 bp
liegen Kozmik et al. 1992;Zhou et al. 1994]. Der Promotor besitzt keine TATA-BoX,
enthalt aber Bindungsstellen fur Transkriptionsbag&h wie das B-zellspezifische Aktivator
Protein B cell-specific activator protej BSAP) und den friilhen B-Zellfaktoedrly B-cell
factor, EBF). Von diesen Transkriptionsfaktoren wird amg®@men, dass sie die B-
zellspezifische Expression von CD19 regulierBiutf et al, 1999;Kozmik et al. 1992].
Als Transgen wurde zunachst das verbesserte guirefizierende Protein eGFP gewahlt
(enhanced green fluorescent protam Folgenden als ,GFP“ bezeichnet), welches gut in

der Durchflusszytometrie detektiert werden kann.

letale Bestrahlung

1000 rad
Injektion von 5-FU Kultivierung Transduktion
des Knochenmarks mit Virustiberstinden
\ ¢ \
4 Tage 2 Tage
—_—> —_—> —>
Spender-Maus Empfianger-Maus

Abb. 5.2: Generierung von Knochenmarkschiméaren. Die Abbildung zeigt schematisch den
Versuchsablauf. Knochenmark von Spendertieren wuwikr Tage nach intravendser Gabe des
Chemotherapeutikums 5-Fluorouracil (5-FU) entnommed zwei Tageex vivokultiviert. Danach erfolgte

die Transduktion mit retroviralen Vektoruberstandamd die Rekonstitution letal bestrahlter
Empfangermause.

Um das Expressionsverhalten der beiden Vektoremrgarsuchen, wurden HSPC mit
lentiviralen Vektortberstanden transduziert und ¢tremmarkschimaren generiert (Abb.
5.2). Als Knochenmarksdonoren dienten C57BL/6-Mawseichen vier Tage zuvor das
Chemotherapeutikum 5-Fluoroura¢8-FU) injiziert worden war. Dieses ist toxisch fur
teilungsaktive Zellen und erh6ht den Anteil hAmatgtscher Stamm- und Vorlauferzellen
(hematopoietic stem and progenitor celsSPC) im Knochenmark. Es wird angenommen,
dass HSPC durch eine erhthte Aktivitdt des Enzynfg/dbopyrimidin-Dehydrogenase
(DPD) weitgehend vor der toxischen Wirkung von 5-&bkchitzt sind. DPD katalysiert
den Abbau von 5-FU in das nicht-toxische Stoffwegi®dukt 5-Fluord3-Alanin [Takebe

et al, 2001;Mattison et al., 200R Nach der Isolation wurde das Knochenmeaxkvivomit
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5 ERGEBNISSE

den in Abb. 5.1 dargestellten viralen Vektoren s$duriert und anschliel3end in letal
bestrahlte Empfangermause transplantiert. Acht Woatmach Transplantation wurde die
GFP-Expression in B-Zellen aus Milz und Lymphknoteder Chiméaren
durchflusszytometrisch untersucht (Abb. 5.3). Dakai in der Milz der Prozentsatz GFP-
exprimierender B-Zellen mit dem 1kb-CD19-Vektor mals doppelt so hoch verglichen
zu dem 0,2kb-CD19-Vektor (Abb. 5.3., 1kb-CD19: 15,6,1 vs. 0,2kb-CD19: 5,9 0,2).
Im Lymphknoten dagegen war die GFP-Expression d&felken in beiden Gruppen
vergleichbar (1kb-CD19: 9,5 2,1 vs. 0,2kb-CD19: 8,2 0,02). Hier kam es jedoch mit
dem 1kb-CD19-Vektor auch in Nicht-B-Zellen (CDL2u GFP-Expression, wohingegen
sich die GFP-Expression mit dem 0,2kb-CD19-VektdrExZellen beschrénkte.

Milz Lymphknoten
‘“-m‘ . ) 100 g
: Al
1kb-CD19 . I,%v l
15,51 6,1 / ]\/9;4: 2,1
ey 1 ey
o ‘ o u;‘ ‘“I]J 1.:13 10
0,2kb-CD19
2
a
@

3 . .
o w' w? 0®

Abb. 5.3: Bestimmung der Frequenz GFP-positiver B-llen in Milz und Lymphknoten von
Knochenmarkschimaren. HSPC wurden mit 1kb-CD19 bzw. 0,2kb-CD19 transdtiziad in syngene letal
bestrahlte Rezipienten transplantiert (n = 3 Maaegbpe). Acht Wochen nach Transplantation wurde die
Frequenz GFP-exprimierender B-Zellen (= CDABP-Zellpopulation) in Milz und Lymphknoten
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Ergebnissel siapréasentativ fur zwei Experimente, welche mit
unabhéngigen Knochenmarkschimdren durchgefuhrt ewurdin den Histogrammen sind jeweils
Durchschnittswerte{ SD) der Prozentsatze GFP-positiver B-Zellen daedjes

In CD19-negativen Zellen, wie T-Zellen und Zelleer dmyeloiden Linie, wie z.B.

Monozyten, Makrophagen oder Granulozyten, lag ne@msduktion mit dem 1kb-CD19
Vektor die GFP-Expression in Milz und Lymphknoteengrell héher im Vergleich zum
0,2kb-CD19 Vektor. In T-Zellen der Milz war diesegar bis zu zehnfach erhoht (Abb.
5.4a, 1kb-CD19: 3,& 0,4 vs. 0,2kb-CD19: 0,4 0,02). Einzig die myeloiden Zellen der
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5 ERGEBNISSE

Lymphknoten zeigten vergleichbare Prozentsatze @ddiver Zellen, unabhangig vom
verwendeten Vektor (Abb. 5.4b, 1kb-CD19: }70,3 vs. 0,2kb-CD19: 1,& 0,2). Die
spezifische Transgenexpression in B-Zellen war gadamit beiden Vektoren signifikant
hoher als in allen anderen untersuchten Zelltypen.

Milz
a
B Zellen T Zellen myeloide Zellen
J\“’”' 100 = 100
1kb-CD19 | ] . .
+ + +
0] 15.576.1 w0 38704 w] 34706
0,2kb-CD19 o] o
e 47002 | 21401
E —_ s | —_—a |
-6 204 204
N
GFP
Lymphknoten
b :
B Zellen T Zellen myeloide Zellen
J\ 100
1kb-CD19 B}
n
© 1,710.3
0,2kb-CD19 | R ]
% 8.810.02 E 10102 E 1.810.2
'E 40 - 40 o - 40 -
-6 20 \ 204 204
N \

T r o -r
10° 10! 102 10° 10t 10° 10 102 10° 10* 10° 10’ 102 10?

GFP

Abb. 5.4: Vergleich spezifischer und unspezifischeGFP-Expression in Milz und Lymphknoten von
Knochenmarkschiméaren. Es wurde die Frequenz GFP-positiver B-Zellen (ClpEowie T-Zellen (CD4
bzw. CD8) und myeloider Zellen (CD11pin Milz (a) und Knochenmarkb) der Chiméaren aus Abb 5.3
durchflusszytometrisch bestimmt. Graue Linie: niitisfreiem Medium transduzierte Kontrollchimére.
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Desweiteren wurden in den Chimaren die untersdoieeth Entwicklungsstadien der B-
Zellen aus Knochenmark und Milz mittels Durchflugemetrie auf die Frequenz
transgenexprimierender B-Zellen untersucht (Abb. &nd Abb. 5.6). Im Knochenmark
wurde mit beiden Vektoren in den frihen StadienBl&ellentwicklung eine vergleichbare
GFP-Expression erreicht (Abb. 5.5b, Histogrammendl 8). In den transitionalen sowie
reifen und rezirkulierenden B-Zellen dagegen konmi¢ dem 1kb-CD19-Vektor eine

doppelt so hohe Transgenexpression erreicht wedladn 5.5b, Histogramme C und D).

Knochenmark 1kb-CD19 0,2kb-CD19
(Ig[)Jr + IgD-) Ao . 100
" I
- C A o] !
Pro-/Pra-B-Zellen o] o
Bzzolnt IgM- IgD' l,OSfO,G \ 1,81’0,5
0? D 5 5 40 —_ ] 1 _ s
ED R A 10° 107 102 10? 10t 4 10 10 10 10°
N ) g
B220 B:

unreife B-Zellen ]
B220™ TgMM°h 1gD" 1940.8

- oy - T T T
10° 10' 102 10° ot 10° 10’ 0% 10? 10*

C: "
transitionale B-Zellen ” ‘
B220", IgMMoh g+ | «f || 2T
D: o] |
reife und rezirkulierende | ={,
B-Zellen < \
cn g« || _11.9+44
BzzOhOCh, Ingedng’ IgD+ % . | p——at = Ty
N

Abb. 5.5: GFP-Expressionsprofil von 1kb-CD19-GFP ba. 0,2kb-CD19-GFP wahrend der B-
Zellentwicklung im Knochenmark. Die in Abb. 5.4 gezeigten Knochenmarkschimaren {n3
Méause/Gruppe) wurden acht Wochen nach Transplantader transduzierten HSPC analysiext. Die
unterschiedlichen  Entwicklungsstadien der B-Zellemwurden, wie in den reprasentativen
Punktwolkendiagrammen gezeigt, anhand ihrer difféeelen Expression von B220, IgM und IgD
identifiziert. Die IlgD-Farbung im Knochenmark istht gezeigtb: Die Histogramme sind fir die linksseitig
beschriebenen B-Zellsubpopulationen dargestelle Brgebnisse stammen aus zwei Experimenten mit
unabhéngigen Knochenmarkschimaren. Graue Linievimisfreiem Medium transduzierte Kontrollchimare.
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Noch deutlicher zeigt sich dieser Unterschied im t#lz (Abb. 5.6). Hier lag die
Expression von GFP mit dem Vektor 0,2kb-CD19-GFP aiten B-Zellstadien bei
durchschnittlich 4 9%, wohingegen der 1kb-CD19-GFRktdr eine deutlich hdhere
Expression erreichte. Am hochsten war diese iniiameéB-Zellen mit 27,5 7,8 % GFP
positiven Zellen (Abb. 5.6b, Histogramme A) undrbgtin den reifen B-Zellen noch 13,7
*+ 4,2 % (Abb. 5.6b, Histogramme C). Anders als ino&menmark kam es in der Milz im
Laufe der B-Zellreifung zu einer schrittweisen Abnmee des Prozentsatzes GFP-positiver
Zellen. Dieser Effekt war nach Transduktion mit ABD19-GFP starker ausgepragt als
dies fur 0,2kb-CD19-GFP der Fall war. Die in denstdgrammen (Abb. 5.3 — 5.6)
angegebenen Werte spiegeln die Durchschnittswette zwei Experimenten mit

unabhangigen Knochenmarkschimaren wieder.

: Milz (B22()+) b 1kb-CD19 0,2kb-CD19
* A o
A:
unreife B Zellen 1
TgMMo<h, [gD" 1 27,5178
B: 001

transitionale B Zellen | =]

hoch +
IgM™", IgD o] 19.645.3
——

C:
reife B Zellen “
Ingedrlg IgDhOCh 60+

13,7 +4,2
—

Zellzahl

Abb. 5.6: GFP-Expressionsprofil von 1kb-CD19-GFP ba. 0,2kb-CD19-GFP wahrend der B-
Zellentwicklung in der Milz. Die in Abb. 5.4 gezeigten Knochenmarkschimarenn(je 3) wurden acht
Wochen nach Transplantation der transduzierten HSB@alysiert. a: Die unterschiedlichen
Entwicklungsstadien der B-Zellen (CD}9wurden, wie in den reprasentativen Punktwolkem@inmen
gezeigt, anhand ihrer differentiellen Expression igM und IgD identifiziert. Die CD19-Farbung inrdglilz

ist nicht gezeigt.b: Die Histogramme sind fur die linksseitig bescheieén B-Zellsubpopulationen
dargestellt. Die Ergebnisse stammen aus zwei BExgaten mit unabhangigen Knochenmarkschimaren.
Graue Linie: mit virusfreiem Medium transduzierterrollchiméare.
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Die zum Teil grofe Varianz der Transgenexpressiomerhalb der experimentellen
Gruppen geht vermutlich auf die unterschiedlichetelBigung transduzierter und
untransduzierter HSPC bei der Rekonstitution desatdpoetischen Systems zurick.
Anhand der hier beschriebenen FACS-Expressionsseralikonnte gezeigt werden, dass
durch Verwendung eines 999-bp-grof3en Fragmentiuweanen CD19-Promotors eine B-
zellspezifische Transgenexpression im Kontext elagiviralen Vektorsin vivo erreicht
werden kann. Das kurzere 0,2kb-CD19 Promotorfragmemde in der Literatur zwar als
B-zellspezifisch beschriebdiMoreau et al. 2004], erwies sich in den hier vorgestellten
Experimenten aber als ungeeignet, da mit diesenmétoy zwar eine weitgehend
spezifische, aber nur schwache Transgenexpressiaictd werden konnte. Fiur die
angestrebte systemische Anwendung der lentivirAfektoren ist jedoch eine starke
Transgenexpression von Vorteil. Somit muss ein zexiter Titer des groReren 1kb-CD19
Konstruktes akzeptiert werden, um eine spezifiscled moglichst starke
Transgenexpressiom vivo erreichen zu konnen. Aus diesen Grinden wurdeafig

weiteren Experimente der 1kb-CD19-Promotor verwéende

5.2 Systemische Anwendung lentiviraler Vektoren

Die Anwendung lentiviraler Vektoren als Vakzine heagrschiedene Vorteilgegenuber
anderen viralen Systemen, denn sie sind beispiedlewe der Lage, APCs in Leber und
Milz, darunter auch B-Zellen, nach systemischer éadffizient zu transduzieren
[VandenDriessche et al2002] ohne diese jedoch konstitutiv zu aktiviereder zu
inhibieren, wie das bei Adenovirus- bzw. Herpes [3éx Virus-basierten Systemen der
Fall ist Miller et al., 2002;Salio et al, 1999]. Dartiber hinaus ist das Risiko einer bereit
vor Immunisierung bestehenden Immunitat gegen eati gering Esslinger et al.2003
Follenzi et al.,2007].

5.2.1 Expressionsanalyse des Reportergens GFP nach ~ systemischer
Anwendung
Zunachst wurde mit Hilfe des unter 5.1 beschriebelib-CD19-GFP Vektors Uberpriift,

inwieweit nach systemischer Gabe eine B-zellspectie@ Transgenexpression

nachgewiesen werden kann. Als positive Kontrollente ein Vektor, in dem die
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Expression von GFP unter der Kontrolle des humasigiquitin C-Promotors steht (Abb.
5.7). Dieser ist in nahezu allen humanen sowie meariGeweben aktiv, so z.B. auch in
Zellen hamatopoetischen Ursprungs, wie B-Zellen Dx@s. Mit Hilfe dieses Promotors
kann eine starke und dauerhafte Transgenxpressigahlreichen Gewebe- und Zelltypen

erreicht werden$chorpp et a).1996].

pSIN-Ubi-GFP Ubiquitin C
Promotor
U3 | R|US HIV-1 eGFP WPRE H—AU3| R | US
flap
' 3
> LIR Pstl Pacl Agel EcoRI SINLIR
BamHI
pSIN-1kb-CD19-GFP 1kb-CD19
Promotor
U3 | R|U5 HIV-1 P { <GFP WPRE —AU3| R | U5
flap T
>'LIR Pstl Agel EcoRI FSINLIR
BamHI

Abb. 5.7: Schematische Darstellung der lentiviralerSIN-Vektoren fiir Immunisierungen. Gezeigt sind
SIN-Vektoren, in welchen die TransgenexpressionRjalmter der Kontrolle des humanen CD19-Promoters
bzw. des humanen Ubiquitin C-Promoters (Ubi) stehklarung der Abkirzungen: siehe Abb. 5.1.

Eine systemische virale Infektion ruft im Organisraine starke antivirale Immunantwort
hervor, wobei ein Grof3teil der viralen Partikel tmalisiert wird, bevor es zu einer
Infektion von Wirtszellen kommen kanPdn et al, 2002]. Um die Expression von GFP
nach der Immunisierung mit Lentiviren durchflussagetrisch bestimmen zu kdnnen,
muss daher mit einer grossen Menge von Viruspamtikemunisiert werden. Daher
wurden die lentiviralen Uberstande nach ihrer Geneng zuséatzlich durch
Ultrazentrifugation konzentriert und dann bis z( Partikel pro Maus i.v. injiziert. Die
durchflusszytometrische Analyse der GFP-Expressioder Milz erfolgte am Tag vier

nach der Immunisierung (Schema Abb. 5.8).
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\
@ — 3=

Generierung von 1.v. Injektion von
Virusiiberstinden Viruspartikeln Analyse der Milz

Abb. 5.8: Schematische Ubersicht des experimentefle Ablaufs. Zunachst wurden lentivirale
Virusuiberstadnde generiert und durch Ultrazentrifiogekonzentriert. AnschlieBend wurden C57BL/6-M&us
mit den viralen Partikeln i.vimmunisiert. Vier Tage spater wurde die Expression GFP in der Milz
durchflusszytometrisch analysiert.

Wie erwartet war im Vergleich zu den ErgebnissenKinochenmarkschiméren die
Gesamtfrequenz GFP-exprimierender Milzzellen naemuinisierung mit dem 1kb-CD19-
GFP Vektor stark vermindert und auch deutlich gggimals mit dem ubiquitéar exprimierten
Ubi-GFP Vektor (Abb. 5.9a, b). Innerhalb der B-gelbulation konnte mit 1,98 0,76 %
GFP-positiven Zellen nur noch 10 % der unter 5.4chaebenen Expression in Chimaren
erreicht werden. Die Spezifitdt des Vektors bliedgegjen nach systemischer Gabe der
lentiviralen Vektoren unverandert. In dendritiscigilen (CD118&) und myeloiden Zellen
(CD11b) war die GFP-Expression marginal (0,410,04 % bzw. 0,03 0,02 %; Abb.
5.9b). Mit dem Ubiquitin C-Promotor konnten aufgdun seines breiten
Expressionsspektrums insgesamt mehr GFP-positilenzeachgewiesen werden. Sowohl
in B-Zellen (1,98% 0,87 %) als auch in dendritischen Zellen (1+38,03 %) gab es eine
deutliche Transgenexpression. Bei den B-Zellen eiar Frequenz GFP-positiver Zellen
vergleichbar zu den Ergebnissen mit CD19-GFP (UBIRGL,98+ 0,87 % vs. CD19-GFP:
1,98+ 0,76 %). Die myeloiden Zellen zeigten dagegen&&iirP-Expression (0,650,03
%).

In der Ubi-GFP Gruppe konnte in allen analysiettansgenexprimierenden Zelltypen eine
hohere Intensitat der GFP-Expression beobachtetlamerwas die Folge einer hdheren
Aktivitat dieses Promotors sein kann.
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CDllc 0,11+0,04 0,11+ 0,04 1,38+0,03
CDI1b 0,05+0,02 0,03+0,02 0,05+0.03

Abb. 5.9: Durchflusszytometrische Analyse der GFP-Epression in der Milz nach systemischer (i.v.)
Administration von Lentiviren. C57BL/6-M&use wurden mit #0Partikeln der lentiviralen Konstrukte
CD19-GFP bzw. Ubi-GFP i.v. immunisiert. Nach vieagen wurde die GFP-Expression in der Milz
untersuchta: Analyse der GFP-Expression in der GesamtzellpdpulgDAPT), in B-Zellen (CD19) und
dendritischen Zellen (CD11c nach Immunisierung mit CD19-GFP bzw. Ubi-GHPR. Vergleich der
Frequenz GFP-exprimierender B-Zellen, dendritisétadlen und myeloider Zellen (CD11)oder Milz nach
Immunisierung mit CD19-GFP bzw. Ubi-GFP. Es sindigds Durchschnittswertet(SD) der Prozentsatze
GFP-positiver Zellen aus zwei unabhangigen Expernteredargestellt (n = 2 Mause/Gruppe).

Um Aufschluss dariber zu erhalten, welche B-Zelsytulationen der Milz nach
lentiviraler Immunisierung GFP exprimieren, wurdereitere durchflusszytometrische
Analysen durchgefiihrt. Wie in Abb. 5.10 dargestelitrden Milzzellen mit Antikdrpern
gegen IgM und IgD angefarbt. Diese Farbung erladle Unterscheidung zweier
Subpopulationen der B-Zellen in der Milz: IgMD" (unreife B-Zellen) und IgMIgD*

(reife und transitionale B-Zellen) (Abb. 5.10a). D&unktwolkendiagrammen ist zu
entnehmen, dass sowohl unreife ([gigD"), als auch reife bzw. transitionale (IGNgD™)
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B-Zellen nach Immunisierung mit CD19-GFP bzw. Ut das Transgen exprimierten,
wobei der Prozentsatz GFP-positiver Zellen in depufation unreifer B-Zellen etwas
hoher lag als bei den reifen B-Zellen. Dieser Wstkied war jedoch fur beide Vektoren
nicht signifikant (Abb. 5.10Db).

Milz (B220")

10° A
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oh
b
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A 1054 0,78+ 0,11 |5 4 _ 1.01 + 0,11 | 1,40+ 0,34
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'(‘] 1||12 |(‘]3 |(‘]“ IIIJE' 0 1|‘)2 1(‘13 1(‘1‘ 1[‘)5 :] 1|‘]2 1(‘]3 ! ||‘)5
B: 0 0,97 + 0,13 |ip° 1,38 10,28 |ig¢ 2,04 10,49
IgM" IgD~ :
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et r T T
o 10? 10? 1ot 0¥

GFP

Abb. 5.10: Expression von GFP in B-Zellen der Milz.a: Das Punktwolkendiagramm oben zeigt die
Vorauswahl! der analysierten B-Zellen (B22agM*/igD* (A) und IgM7/IgD" (B). b: Die Diagramme unten
zeigen die GFP-Expression innerhalb der linkssdégchriebenen B-Zell-Populationen nach Immunisigru
mit CD19-GFP bzw. Ubi-GFP im Vergleich zur virusée PBS-Kontrolle. Die Zahlenwerte innerhalb der

Punktwolkendiagramme sind DurchschnittswetteSD) der Prozentsatze GFP-positiver Zellen aus zwei
unabhéngigen Experimenten (n = 2 Mause/Gruppe).

In einer weiteren FACS-Analyse sollte untersuchtdea, ob auch follikulare B-Zellen
sowie B-Zellen der Marginalzone der Milz GFP experan (Abb. 5.11).

Eine Antikdrperfarbung mit CD21 und CD23 erlaubteeUnterscheidung dieser beiden B-
Zellpopulationen (Abb. 5.11a). CD21 ist auch alsridementrezeptor 2 bekannt und auf
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B-Zellen der Marginalzone der Milz besonders hogpriiert [Timens et aj. 1989].
Zusammen mit CD19 bildet er einen Rezeptorkomptkex, eine wichtige Rolle bei der
Bekampfung systemischer bakterieller InfektionerlsplLevy et al. 1998]. Aufgrund der
anatomischen Gegebenheiten der Milz gehoren dieelB4Z der Marginalzone zu den
ersten APCs, die nach systemischen InfektionerAmtigen in Kontakt kommen, das tber
den Blutstrom in die Milz gelangNach Immunisierung mit CD19-GFP exprimierten diese
dreimal haufiger GFP als die follikularen B-Zellgh97+ 0,34 vs. 0,32 0,21). Dies war
ebenso fur den Vektor Ubi-GFP der Fall (100,35 vs. 0,3% 0,15; Abb. 5.11b). Dieses
Ergebnis entsprach den Erwartungen, denn es istnehmen, dass nach systemischer
Gabe der lentiviralen Partikel diese mit dem Bhatst zunachst zur Milz gelangen und dort
vor allem die B-Zellen der Marginalzone infizierkdnnen. Die Auswertunigistologischer
Schnitte der Milz war aufgrund der schwachen GFPBr&ssion unter Kontrolle des 1kb-

CD19-Promotors nicht aussagekraftig (Daten nickaeoyt).
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Abb. 5.11: Expression von GFP in follikularen B-Zdlen und B-Zellen der marginalen Zone der Milz.a:
Das Punktwolkendiagramm zeigt die Vorauswahl dedyaierten B-Zellen (B220: follikulare B-Zellen (A;
CD21/CD23/CD19) und B-Zellen der marginalen Zone (B; CD&ID23/CD19). b: Die Diagramme
zeigen die GFP-Expression innerhalb der linkssdégchriebenen B-Zell-Populationen nach Immunisigru

mit

CD19-GFP bzw. Ubi-GFP. Die Zahlenwerte innebhalder Punktwolkendiagramme sind

Durchschnittswerte{ SD) der Prozentsatze GFP-positiver Zellen aus mwabhangigen Experimenten (n =
2 Mause/Gruppe).

Somit konnte gezeigt werden, dass auch nach systkeri Anwendung des CD19-GFP

Vektors eine B-Zellspezifitat gegeben ist. Die Eegmionsstarke war jedoch im Vergleich

ZUu

den Ergebnissen in den Knochenmarkschimérek retduziert.

5.3 B-zellspezifische Expression eines Modellantige  nsin vivo

Um den Einfluss der Antigenprasentation durch Befelauf eine antigenspezifische

CD8'T-Zellantwort zu untersuchen, wurde das Reporte@ER durch das Modellantigen

Huhnerei-Albumin ersetzt (im Folgenden als ,OVA"“zZieechnet), wodurch die Vektoren
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CD19-OVA und Ubi-OVA (Abb. 5.12) entstanden. OVA mde hier in einer
membranstandigen Form (tfrOVA) Djebold et al, 2001] exprimiert, d.h. als
Fusionsprotein aus der Transmembrandomane des kamaransferrinrezeptors und
nativem OVA.

pSIN-Ubi-OVA

Ubiquitin C
Promotor
U3| R|Us Hﬁ:l;l tIOVA WPRE —AU3| R |Us
! 3'SIN LTR
S'LIR Pstl Pacl Agel EcoRI
BamHI
- - i 7
pSIN-1kb-CD19-OVA Lkb-CD19
Promotor
HIV-1
U3| R| U5 flap — P 1 tHOVA WPRE —AU3| R | U5
S'LIR Pstl Agel EcoRI 3'SIN LTIR
BamHI

Abb. 5.12: Schematische Darstellung der lentivirale OVA-kodierenden SIN-Vektoren. Gezeigt sind
SIN-Vektoren, in welchen die Expression von membt@mdigem Hihner-Ovalbumin (OVA) unter der
Kontrolle des humanen CD19-Promoters bzw. des haméibiquitin C-Promoters steht.

Aufgrund seiner guten Charakterisierung wurde dasndrei-Albumin ausgewahlt. Es
stehen zudem geeignete Tiermodelle und Werkzeugé@rmalyse einer OVA-spezifischen
und durch CD8T-Zellen vermittelten Immunantwort zur Verfigung:

1) Es existieren die unter 5.3.1 beschrieben&ellfezeptor transgenen OT-1 Mause.

2) Mit fluorochrommarkierten MHC-I:Peptid-Tetramare kdnnen polyklonal T-
Zellantworten untersucht werdermAlfman et al. 1996]. Beispielsweise binden H-
2KP:SIINFEKL-Tetramere Busch et al. 1998] an OVA-spezifische T-Zellen, deren TCR
das Peptid SIINFEKL im Kontext von H-2kerkennt.
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OVA

300 ——

Abb. 5.13: Expression von OVA in B-Zellen und Dendtischen Zellen (DC) nach lentiviraler
Immunisierung. Mause wurden mit Partikeln der lentiviralen Vektoren 1kb-CD19-OVAvazUbi-OVA
immunisiert. 4 Tage spater wurden B-Zellen und DEI’s getrennte Populationen aus den Milzen der
immunisierten Tiere isolierta: RT-PCR Analyse der B-Zellpopulationen. RNA wurdeliirt, in cDNA
umgeschrieben und mit spezifischen Primern untétsiis ist die Untersuchung der OVA-Expression in B
Zellen nach Immunisierung mit den angegebenenviealitn Vektoren gezeigt. Aktin diente als Konteoflir

die eingesetzten cDNA-Mengen. OVA 170 bp, Aktin 32 b: RT-PCR Analyse der DC-Populationen.
RNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und mipesgifischen Primern untersucht. Es ist die
Untersuchung der OVA-Expression in DC nach Immumnisig mit den angegebenen lentiviralen Vektoren
gezeigt. Aktin diente als Kontrolle fiir die eingezten cDNA-Mengen. Als positive Kontrolle wurde cBN
aus EG7-OVA Zellen eingesetzt. Die Rahmen marki¢eareils die OVA-Bande. OVA 170 bp, Aktin 302
bp.

Um die Expression des OVA-Transgens zu Uberprifemden C57BL/6-Mause mit £0
Partikeln der lentiviralen Konstrukte 1kb-D19-OVAwb. Ubi-OVA immunisiert. Nach 4
Tagen wurden aus den Milzen B-Zellen und DCs aefgaggt und aus diesen
Zellpopulationen mRNA isoliert. Die anschlieRendrahgefiihrte RT-PCR zeigte, dass
OVA sowohl nach Immunisierung mit 1kb-CD19-OVA, asch Ubi-OVA in B-Zellen
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exprimiert wird (Abb. 5.13a). In DCs dagegen kondie Expression von OVA nur nach
Immunisierung mit Ubi-OVA nachgewiesen werden, hieldoch nach Immunisierung mit
1kb-CD19-OVA (Abb. 5.13b). Da nur geringe MengenN#ZD aus den DCs gewonnen
werden konnten, wurde fur die RT-PCR zusatzlich eDAus EG7-OVA Zellen als
positive Kontrolle eingesetzt. Diese murine Zeidirwurde stabil mit OVA transfiziert
[Moore et al, 1988]. Die Ergebnisse der RT-PCR bestatigten Risultate der Facs-
Analysen nach Immunisierungen mit den GFP-kodiezankkntiviralen Vektoren (Abb.
5.9).

5.3.1 Stimulation antigen-spezifischer CD8 * T-Zellen

Um zu testen, ob eine Antigenexpression in B-ZeHereiner OVA-spezifischen CDB-
Zellantwort fuhrt, wurden OVA-spezifische OT-1 Tilém isoliert und in C57BL/6-Méause
transferiert (Abb. 5.14). OT-1 Mausedgquist et al. 1994] verfuigen tiber CD8-Zellen,
deren Mehrheit (80 — 95 %) einen klonotypischen dpexr tragt, der spezifisch ein
oktameres Peptid (SIINFEKL, OV\s&;.26) aus Ovalbumin im Kontext von MHC-I (H-2K

erkennt.

Isolation von T-Zellen aus 1.v. Injektion von (CFSE-markierten) Identifikation der OT-1 T-Zellen
der Milz einer OT-1 Maus OT-1 T-Zellen mit Hilfe des kongenen

Markers CD45.1
Transfer \ Analyse
_— > _— >

OT-1 T-Zellen:
erkennen das Ova-Peptid SIINFEKL
im Kontext von MHC T (H-2kP)

CD45.1

Abb. 5.14: Adoptiver Transfer von OT-1 T-Zellen. Gezeigt ist eine schematische Darstellung des
Versuchsablaufs. T-Zellen einer OT-1 Maus wurdetiegt, bei Bedarf mit CFSE markiert und in syngene
Empfangerméause transferiert. Die ldentifikation demsferierten Zellen im Blut bzw. in der Milz der
Empféanger erfolgte durchflusszytometrisch mit Hiffen Antikérpern gegen CD8 und den kongenen Marker
CD45.1 oder anhand der CFSE-Farbung (nicht gezeigt)

Diese T-Zellen kdnnen in syngene Mause transfeviemden, wo sie nach Kontakt mit
spezifischem Antigen proliferieren und mit Hilfe rvdAntikérpern gegen CD8 und den
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kongenen Marker CD45.1 oder anhand einer vorhechdefihrten CFSE-Farbung
identifiziert werden kdnnen.

Einen Tag nach dem Transfer der OT-1 T-Zellen gtéotlie Immunisierung mit £oder
10’ lentiviralen Partikeln von 1kb-CD19-OVA bzw. UbM®@, sowie 10 Partikeln CD19-
GFP als negative Kontrolle (Abb. 5.15a). Die Imnsigriung mit ansteigenden lentiviralen
Dosen sollte gewahrleisten, dass eine ausreichédmdgenprasentation auf B-Zellen
erreicht wird.

In den darauf folgenden 10 Tagen wurde die FrequemzOT-1 T-Zellen im peripheren
Blut mit Antikdrpern gegen CD8 wund den kongenen ®Wdar CD45.1
durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 5.15b). AngT£ wurde ausserdem dm-Vivo-
Zytotoxizitatstest durchgefihrt. Dieser sensitivesiTbasiert auf der selektivén-Vivo-

Eliminierung von peptidbeladenen und CFSE-marknekidzzellen.

a

DV Y e I

Tag -1 Tag 0 Tag 4-10 Tag 12
1i.v. Injektion i.v. Injektion Blutanalyse in vivo
der OT-1 T-Zellen der Lentiviren Zytotoxizititstest
b
CDI19-GFP _~ CDI9-OVA  Ubi-OVA

0¥ R
g
lmfj'

10

CD8

L
Ll

CD45.1

Abb. 5.15: Immunisierung mit Lentiviren nach OT-1 Transfer. a: Schematische Darstellung des
experimentellen Ablaufs. OT-1 T-Zellen wurden isdliund am Tag -1 in C57BL/6-Mause transferierei
Tag spater erfolgte die lentivirale Immunisierungt mkb-CD19-OVA, Ubi-OVA oder CD19-GFP
(Kontrollvektor; n = 3 Mause/Gruppe). Am Tag 4 Hi® wurde die Frequenz der OT-1 T-Zellen im
peripheren Blut mit Hilfe von Antikérpern gegen CD8nd den kongenen Marker CDA45.1
durchflusszytometrisch bestimmt. Desweiteren wwaaeTag 12 eirin-Vivo-Zytotoxizitatstest durchgefihrt.
b: Die Punktwolkendiagramme zeigen exemplarisch dégjlenz der OT-1 T-Zellen im peripheren Blut am
Tag 4 nach Immunisierung.
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Nach Immunisierung von C57BL/6-Mausen mit 1kb-CBOYA kam es zu einer
dosisabhéngigen Expansion der OT-1 T-Zellen impberien Blut. Eine niedrige Dosis
(10° Partikel) 1kb-CD19-OVA fiihrte zu einer schwachenxp&hsion, wobei der
prozentuale Anteil der OT-1 T-Zellen an der Gesampipation der CD8T-Zellen im Blut
unter 10 % lag. Nach Immunisierung mit einer holmasis (10 Partikel) des viralen
Vektors hingegen lag der Anteil der OT-1 T-Zellert @0 % deutlich hoher (Abb. 5.16a,
b). Der Hohepunkt der Expansion wurde in beidedeR&m Tag 4 nach Immunisierung
erreicht. An den folgenden Tagen ging die Zahl@&rl T-Zellen im Blut kontinuierlich
zurtck.

Mit dem Vektor Ubi-OVA konnte eine starke und im temsuchten Bereich
dosisunabhangige Expansion beobachtet werden (Bliba, b). Der prozentuale Anteil
von OT-1 T-Zellen an der Gesamtpopulation der CD&ellen im Blut lag am Tag 4 nach
Immunisierung mit beiden Virusmengen bei knapp 60A4ch hier markierte dieser Tag
zugleich den Hohepunkt der Expansion.

Anhand einedn-Vivo-Zytotoxizitatstests wurde am Tag 12 nach Immunisig zudem
Uberprift, ob die transferierten OT-1 T-Zellen ierd.age sind, SIINFEKL-beladene
Zielzellen zu eliminieren. Zu diesem Zwecke wurdkm Tieren jeweils 210" syngene
C57BL/6 Milzzellen i.v. injiziert, die zuvor wie rfi Material- und Methodenteil) unter
Punkt 4.2.2.10 beschrieben, mit OVA-Peptid belad®h mit CFSE gefarbt worden waren.
Bereits 4 Stunden nach Transfer konnte die zytetdna Eliminierung der CFSE-
markierten Zellen durchflusszytometrisch gezeigtdea (Abb. 5.16c).

Obwohl die Immunisierungen mit 1kb-CD19-Ova zu eimdosisabhéngigen OT-1
Proliferation gefuhrt hatten, gab es keine sigaffiten Unterschiede bei der spezifischen
Lyse der CFSE-markierten Zielzellen. Nach Immumisig mit der niedrigen Dosis 1kb-
CD19-Ova betrug die spezifische Lyse in den Rentpie 85,03t 5,61 % und war damit
nur ca. 9 % geringer als in Rezipienten, die emeehDosis 1kb-CD19-Ova erhalten hatten
(93,55+ 2,23 %).

Auch nach Immunisierung mit Ubi-OVA konnte eine Afische Lyse der peptidbeladenen
Zielzellen gezeigt werden. Diese lag nach Immunisig mit der niedrigen Dosis Ubi-
OVA bei 70,55+ 4,03 %. Mit der hohen Dosis konnten dagegen 82,3008 % der
Zielzellen eliminiert werden, was einer um 27 %iziéinteren Lyse im Vergleich zur

niedrigen Dosis entspricht.
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Der Vergleich der beiden Vektoren zueinander madatgiber hinaus deutlich, dass mit
1kb-CD19-OVA im Vergleich zu Ubi-OVA eine hohereegffische Lyse erreicht wurde.

Bei der niedrigen Dosis war diese 21 % héher, beindhen Dosis betrug der Unterschied
5 %. Es erwies sich jedoch keiner der Unterschiedsichtlich der spezifischen Lyse als

signifikant.
100 Viruspartikel b 107 Viruspartikel
a
- 80
80 ; 0 -m- CDI9-OVA 107
% 704 - CD.19-OVA610 % . i Ubi-OVA 107
o 60+ —&— Ubi-OVA 10 3] 60 . CD19-GEP 107
= 50 -¥- CD19-GFP 107 g 50 \
= >
T 404 = 40-
© 30 S 304
2 2
20 204
104 ) 10-
------ '_ ------'---
0 4 Tag 7 10
C
100+
2 80
2 509
Q
S 60
h=|
3 404
&
X 20

0% 107 1% 107 107
CD19-OVA Ubi-OVA CDI19-GFP
(Kontrollvektor)

Abb. 5.16: Kinetik der OT-1 Expansion in peripherem Blut und In-Vivo-Zytotoxizitatstest nach
Immunisierung mit 1kb-CD19-OVA bzw. Ubi-OVA. Es wurden 5x10 OT-1 T-Zellen/Maus adoptiv
transferiert (n = 3 Mause/Gruppe). Kinetik nach Immunisierung mit 2@iralen Partikeln. Kontrollvektor:
CD19-GFP (10 Partikel).b: Kinetik nach Immunisierung mit 1Gsiralen Partikeln. Kontrollvektor: CD19-
GFP (10 Partikel).c: Am Tag 12 wurde ein auf CFSE basierentte¥ivo-Zytotoxizitatstest durchgefiihrt
und die spezifische Lyse von SIINFEKL-beladenen, SEfmarkierten Zielzellen nach 4 Stunden
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Ergebnissed sheprésentativ fir 2 unabhangig durchgefuhrte
Experimente. Gezeigt sind Durchschnittswerte SD) des Prozentsatzes von OT-1 T-Zellen bzw. der

spezifischen Lyse.
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5.3.2 Stimulation des endogenen T-Zellrepertoires

Der adoptive Transfer monoklonaler OT-1 T-Zellehrttin den Empfangertieren zu einer
kinstlich hohen Frequenz naiver T-Zellen mit eitlidliem T-Zellrezeptor, der selektiv
das OVA-Peptid SIINFEKL erkennt. Natlrlicherweisst idie Frequenz endogener
antigenspezifischer CD8-Zellen sehr viel geringer und variiert von Indivum zu
Individuum.

Nachdem die Immunisierung mit den viralen Vektoit&h-CD19-OVA bzw. Ubi-OVA zu
einer Expansion und zytotoxischen Aktivierung agigpezifischer CDF-Zellen gefiihrt
hatte, sollte im nachsten Schritt Uberprift werd#gmauch ein endogenes T-Zellrepertoire
mit diesen Vektoren stimuliert werden kann.

Der Versuchsaufbau (Abb. 5.17a) war dabei analodezu in Abb. 5.15a beschriebenen,
jedoch erfolgte kein adoptiver T-Zelltransfer. N@i@57BL/6-Mause wurden mit 1@der
10" lentiviralen Partikeln von CD19-OVA bzw. Ubi-OVA mimunisiert. Eine
experimentelle Gruppe erhielt 1Partikel CD19-GFP als negative Kontrolle. In demaalif
folgenden 10 Tagen wurde die Frequenz endogener-§péiifischer CD8T-Zellen im
peripheren Blut mit einem Antikérper gegen CD8 sowluorochrommarkierten MHC-
I:Peptid-Tetrameren durchflusszytometrisch bestinfAdtb. 5.17b). Am Tag 12 wurde

ausserdem eim-Vivo-Zytotoxizitatstest durchgefihrt.
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a

VA N I

Tag 0 Tag 4-10 Tag 12
1.v. Injektion Blutanalyse in vivo
der Lentiviren Zytotoxizititstest
b
CD19-GFP  ~ CDI19-OVA Ubi-OVA
=
o
EI
oL
o

Abb. 5.17: Antigen-spezifische Stimulation des eng@nen CD8T-Zellrepertoires nach Immunisierung
mit Lentiviren. a: Schematische Darstellung des experimentellen Akl&b7BL/6-Mause wurden am Tag
0 mit 1kb-CD19-OVA, Ubi-OVA oder CD19-GFP (Kontreéiktor; n = 3 Mause/Gruppe) immunisiert. In den
folgenden 10 Tagen wurde die Frequenz endogener-péaifischer CD8I-Zellen mit H-2K:SIINFEKL-
Tetrameren und einem monoklonalen anti-CD8-Antikdrpm peripheren Blut durchflusszytometrisch
analysiert. Am Tag 12 nach Immunisierung wurde adifd® einln-Vivo-Zytotoxizitatstest durchgefiihrb.
Die Punktwolkendiagramme zeigen exemplarisch deg&enz endogener OVA-spezifischer CDZellen

im peripheren Blut am Tag 7 nach Immunisierung.

Wie erwartet war die Frequenz endogener OVA-ssetiir CD8T-Zellen im peripheren
Blut insgesamt sehr gering und machte auch nachuhmsierung maximal etwa 1 % der
CD8'-Gesamtpopulation im Blut aus (Abb. 5.18a, b). iesdm System gibt es eine groRe
Varianz bzgl. der Frequenz tetramer-positiver CDBellen, da die Mause, obwohl sie
syngen sind, ein unterschiedliches T-Zellrepertbasitzen.

Mit beiden Dosen Ubi-OVA konnten mehr Tetramer-puesi Zellen detektiert werden als
nach Immunisierung mit den entsprechenden MengdénCIX19-OVA. Beide Vektoren
fuhrten zu einer dosisunabhangigen Expansion, dé#éhepunkt am Tag 7 nach
Immunisierung erreicht wurde, also 3 Tage spates @ den vorangegangenen
Experimenten mit OT-1 Transfer. Der prozentualeefrder OVA-spezifischen CD8-
Zellen im Blut ging zwischen Tag 7 und 10 deutlmlriick, nur nach Immunisierung mit
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10" Partikeln 1kb-CD19-OVA blieb der Prozentsatz erafmy T-Zellen auch am Tag 10

unverandert.

a 106 Viruspartikel b 107 Viruspartikel
1,5 - 1,5-
% .-m- CD19-OVA 10° % .-m- CD19-OVA 107
@) ——Ubi-OVA 10° O ——Ubi-OVA 107
€104 -4 CDI9-GFP107 £1,04 -4 CD19-GFP 107
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Abb. 5.18: Kinetik der Expansion eines polyklonalenCD8'T-Zellrepertoires in peripherem Blut und
In-Vivo-Zytotoxizitatstest nach Immunisierung mit 1kb-CD19OVA bzw. Ubi-OVA. a: Kinetik nach
Immunisierung mit 10 viralen Partikeln. Kontrollvektor: CD19-GFP (A(Partikel). b: Kinetik nach
Immunisierung mit 10viralen Partikeln. Kontrollvektor: CD19-GFP (1Partikel).c: Am Tag 12 wurde ein
auf CFSE basierenddn-Vivo-Zytotoxizitatstest durchgefuhrt und die spezifischyse von SIINFEKL-
beladenen, CFSE-markierten Zielzellen nach 6 Sturdlechflusszytometrisch bestimmt. Die Ergebnisse
sind reprasentativ fir 2 unabhéngig durchgefuhrigweEimente (n = 3 Ma&ause/Gruppe). Gezeigt sind
Durchschnittswerte { SD) des Prozentsatzes endogener OVA-spezifisch@B8 GZellen bzw. der
spezifischen Lyse.

Am Tag 12 nach Immunisierung wurde auch hier eémVivo-Zytotoxizitatstest
durchgefuhrt um zu Gberprifen, ob auch die endagé@wA-spezifischen T-Zellen in der
SIINFEKL-beladene Zielzellen 5.18c). Die

durchflusszytometrische Analyse der Milz erfolgteS@unden nach dem Transfer der

Lage sind, zu elimneie (Abb.

CFSE-markierten Zielzellen.

Aufgrund der geringen Frequenz endogener OVA-spehiér T-Zellen wurden insgesamt
weniger Zielzellen eliminiert als in den Experimamimit OT-1 Transfer. Es zeigte sich fur
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beide verwendeten Vektoren mit der hohen viralesi®eine hochsignifikante Steigerung
der spezifischen Lyse gegenlber Tieren, die mitngealrigen Dosis immunisiert worden
waren. Mit 1kb-CD19-OVA stieg die spezifische Lysen 48,72+ 11 % (niedrige Dosis)
auf 96,54+ 1,88 % (hohe Dosis) p = 0,0038, mit Ubi-OVA von3&4+ 3,46 % (niedrige
Dosis) auf 61,25 3,94 % (hohe Dosis) p = 0,0019. Die Expansion@€A-spezifischen
endogenen T-Zellen im Blut hatte sich dagegen féidd Vektoren dosisunabhéngig
dargestellt.

Die iiberraschend hohe spezifische Lyse nach Imneunigy mit 16 Partikeln 1kb-CD19-
OVA kann ihre Ursache in der erhéhten Frequenz gézifischer endogener T-Zellen
haben, die bereits in der Blutanalyse an Tag 10 mawnunisierung beobachtet worden

war.

5.3.3 Antikdrper-Antwort nach lentiviraler Immunisi erung

In weiteren Studien sollte Uberprift werden, oln&sh systemischer Gabe der lentiviralen
Vektoren zu einer Antikdrperantwort kommt, die geglas virale Hillprotein VSV-G oder

das Modellantigen OVA gerichtet ist.

a b
OVA ELISA VSV-G ELISA
1,50 = 1,50 =
1,25 - 1,25 -
A 1.00 ~ 1.00
o @)
0,75 4 0,75 -
0,504 0,50 -
0,25 - 0,25 —
CDI19- Ubi- CDI19- unbe-  HSV- CD19- Ubi- CDI19- unbe- pos. neg.
—— GFP handelt OVA — GFP  handelt Kontroll
OVA OVA ontrolle

Abb. 5.19: Nachweis einer Antikérperantwort nach Immunisierung mit Lentiviren. C57BL/6-Mause

wurden mit folgenden OVA-kodierenden Lentiviren immisiert: CD19-OVA, Ubi-OVA (10 Partikel, n = 3

Méause/Gruppe). Serum wurde an Tag 21 gewonnen.r@ative IgG-Antikdrpertiter wurde mit ELISA
bestimmt. a: OVA-spezifischer Gesamt-lgG Antikdrpernachweis r(@everdinnung 1:50) Als
Kontrollvektoren dienten CD19-GFP (l@artikel) und HSV-OVA (19 Partikel). b: VSV-G-spezifischer

Gesamt-IgG Antikérpernachweis (Serumverdiinnung @):2@ositive Kontrolle: VSV-G spezifischer
Antikérper (50ng/ml); negative Kontrolle: ohne Agirper.
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Dazu wurden C57BL/6-Mause mit &giralen Partikeln der Vektoren 1kb-CD19-OVA und
Ubi-OVA i.v. immunisiert. Als Kontrolle diente déentivirale Vektor 1kb-CD19-GFP, der
eine VSV-G Hiulle besitzt, aber kein OVA kodiert,wse der replikationsdefiziente,
rekombinante HSV-1-basierte Vektor HSV-OVBRauterbach et aJ.2004], welcher OVA
kodiert aber keine VSV-G Hullproteine besitzt.

Vor der Immunisierung wiesen die Mause im ELISA neeiOVA- oder VSV-G-
spezifischen IgG-Antikdrper auf (Daten nicht gegeid\n Tag 21 nach Immunisierung
wurde Serum gewonnen und OVA- bzw. VSV-G-spezifisdBesamt-lgG-Antikorper
mittels ELISA bestimmt (Abb. 5.19a, b). Wie in Abb.19a dargestellt, fihrte nur die
Immunisierung mit HSV-OVA zur Bildung entsprechend&gG-Antikdrper. Nach
systemischer Gabe der lentiviralen Vektoren konkine 1gG-Antikérperantwort
gemessen werden, weder wenn OVA nur in B-Zellerrigprt wurde (1kb-CD19-OVA),
noch nach ubiquitarer Expression (Ubi-OVA).

Auch das Hullprotein VSV-G l6ste nach Immunisierumgt keinem der untersuchten
viralen Vektoren eine spezifische IgG-Antikorperanitt aus (Abb. 5.19b). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass es nach daveniisen Immunisierung nicht zu einer
Eliminierung freier Viruspartikel oder OVA-exprimender Zellen durch neutralisierende
IgG-Antikorper kommt.

5.4 Entwicklung eines induzierbaren gammaretroviral en
Vektorsystems

Als funktionelle Weiterentwicklung des beschriebenenstitutiven B-zellspezifischen
Genexpressionssystems sollte nun ein induzierlggresnaretrovirales Expressionssystem
etabliert werden, welches nur in B-Zellen aktiv. iBies sollte mit Hilfe eines MLV-
basierten gammaretroviralen Vektorsystems erreughten, in welchem die Induktion der
Genexpression unter der Kontrolle des sogenanitetign* Systems steht. Dieses beruht
auf dem Tetracyclin-Resistenzoperon vancoli und erlaubt die Expression eines
Transgens nur in Gegenwart des Tetracyclin-Derizaigycyclin. Das , Tet-on* System
besteht aus zwei regulatorischen Komponenten: @sersen Transaktivator rtTA und der
tet-Operator Sequenz tetO. In Gegenwart von Doxytykann rtTA an tetObinden,

wodurch die Transkription des Transgens ermogiidhd [Gossen and Bujard®002]
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In der vorliegenden Arbeit wurden diese beiden l@guschen Elemente von zwei
unabhangigen gammaretroviralen Vektoren exprinffgnb. 5.20a, b). Die B-Zellspezifitat
des Expressionssystems sollte durch das bereis &rit beschriebene 1kb-Fragment des
humanen CD19-Promotors erreicht werden, unter deksmtrolle die Expression des
reversen Transaktivators stand. Eine bidirektiongleichzeitige Expression zweier
Transgene wurde durch die Fusion der tet-OperagguénhztetO mit zwei minimalen
viralen Promotoren erreichBfron et al, 1995]. Als Transgene wurden GFP und OVA
ausgewahlt (Abb. 5.20b, c). Als positive Kontrdile verschiedene Experimente bezlglich
der OVA-Expression diente der gammaretrovirale UekiSIN-CD19-OVA-WPRE (Abb.
5.20c), in welchem die konstitutive Expression VOWA unter Kontrolle des humanen
1kb-CD19 Promotors standerner et al. 2004]. Das posttranskriptionell regulatorische
Element des Hepatitis Virus des Waldmurmeltiers,REP sollte auch hier, wie bereits
haufig im Zusammenhang mit gammaretroviralen wiechadentiviralen Vektoren
beschrieben, die Expression der Transgene erhOMorefu-Gaudry et al. 2001;
Ramezani et gl.2000; Schambach et al2000; Schwenter et gl.2003; Zufferey et al.
1999].

a b
pSIN-CDI19-1tTA-WPRE pSIN-eGFP-tet-OVA
—_— — B ——
I H S ] [ HETR . |
STTR  hCDI9 oTA WPRE 3'SINLTR SLTR  eGFP | w0 1 OVA 3'SINLIR
CEC
Promotor Promotor

pSIN-CD19-OVA-WPRE

]

5TTR hCD19 OVA WPRE 3'SINLIR

Abb. 5.20: Schematische Darstellung der gammaretraralen SIN-Vektoren zur Generierung von
Knochenmarkschiméaren. a: Gammaretroviraler Vektor, in welchem die Expressides reversen
Transaktivators (rtTA) unter der Kontrolle eineshifkragments des humanen CD19-Promotors steht.
Gammaretroviraler Vektor, der das Doxycyclin-respea Element (tetO) enthédlt, sowie die beiden
Transgene eGFReffhanced green fluorescent profeimd OVA (Hihnerei-Albumin), deren bidirektionale
Expression von einem minimalen CMV-Promotor (eGBBY. einem minimalen MMTV-Promotor (OVA)
ausgehtc: Gammaretroviraler Vektor, in welchem die Expressies Transgens OVA unter Kontrolle eines
1lkb-Fragments des humanen CD19-Promotors steht. ,C8A¥omegalovirus; MMTV,mouse mammary
tumor virus LTR, lange terminale Wiederholungssequelond terminal repeat SIN, selbst-inaktivierend,
eGFP, verbessertes grunfluoreszierendes Proteinhafced green fluorescent projeinWPRE,
posttranskriptionell regulatorisches Element degdiigsvirus des Waldmurmeltiersv¢odchuck hepatitis
posttranscriptional regulatory elemenBfeile zeigen die Transkriptionsrichtung an.
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5.4.1 Untersuchung von unspezifischer Hintergrundex pression und

Induzierbarkeit der Genexpression

Um Aufschluss uber die Induzierbarkeit der Genesgitn sowie eine mdgliche
Hintergrundexpression der Transgene GFP und / dd€A in Abwesenheit von
Doxycyclin zu erhalten, wurden Knochenmarkschimagemeriert (Schema Abb. 5.2).
Nach der Isolation des Knochenmarks wurde diegas vivo gleichzeitig mit
Virustberstanden der Vektoren pSIN-CD19-rtTA-WPREd pSIN-eGFP-tet-OVA
transduziert. Um spater in den Chiméren eine Bspeltifische und induzierbare
Transgenexpression zu erreichen, missen sich tiesken viralen Konstrukte in der
gleichen Zellen befinden.

Anschlielend wurde das transduzierte Knochenmarkr Rekonstitution des
hamatopoetischen Systems von letal bestrahltenesyamg Empfangerméausen verwendet.
Als Rekonstitutionskontrolle diente eine Gruppeolver HSPC injiziert wurden, die mit
virusfreiem Medium transduziert worden waren (Dat&t gezeigt).

Acht Wochen nach Transplantation des transduzidfleonchenmarks hatte sich in den
Rezipienten das hamatopoetische System rekonstituied konnte hinsichtlich der

Transgenexpression untersucht werden.

5.4.1.1 Expression von GFP

Zunachst wurde die Hintergrundexpression von GFH. dn Abwesenheit des
Transaktivators bzw. in Abwesenheit von Doxycyclimtersucht. Zu diesem Zwecke
wurden Chimaren generiert, deren Knochenmark erdgwechur mit dem
transgenkodierenden Vektor pSIN-eGFP-tet-OVA, odber mit beiden Vektoren des
induzierbaren Systems (pSIN-CD19-rtTA-WPRE pSIN-eGFP-tet-OVA) transduziert
worden war.

Acht Wochen nach Transplantation wurde die GFP-&sgion in B-Zellen (CDI9 bzw.
Nicht-B-Zellen (CD19 in der Milz durchflusszytometrisch bestimmit.

Bereits nach Transduktion mit dem transgenkodiezendektor allein konnte eine leichte
Hintergrundexpression von GFP in CDB9Zellen sowie auch in der Fraktion CD19-
negativer Zellen beobachtet werden. Nach Transoluktit beiden retroviralen Vektoren

des induzierbaren Systems, jedoch in Abwesenheit Boxycyclin, nahm diese
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unspezifische GFP-Expression sowohl in B-Zellenalsh in Nicht-B-Zellen weiter zu
(Abb. 5.21). Diese Zunahme war jedoch nicht siatiktsignifikant (p = 0, 29).

pSIN-eGFP-tet-OVA
+
pSIN-eGFP-tet-OVA pSIN-CD19-1tTA-WPRE

0,43 +0,1 0,78 0,21

CDI19

0,51+0,13 0,92 +0,34

GFP

Abb. 5.21: Hintergrundexpression von GFP in Knochemarkschimaren. Knochenmark wurden mit dem
Vektor GFP-tet-OVA allein, oder zusammen mit denkide CD19-rtTA transduziert und in syngene letal
bestrahlte Rezipienten transplantiert (n = 3 M&barggpe). Acht Wochen nach Transplantation wurde die
Frequenz GFP-exprimierender B-Zellen (CD19bzw. Nicht-B-Zellen (CD19 in der Milz
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Ergebnissed smeprasentativ fur zwei Experimente, die mit
unabhéngigen Knochenmarkschimaren durchgefuhrtewrd

Das in Abb. 5.21 exemplarisch dargestellte Ergeldds FACS-Analysen traf fur die
meisten untersuchten Chiméren zu und fiihrte zuAderahme, dass der verwendete
minimale CMV-Promotor noch genug intrinsische Ak&v besitzt, um die Transkription
des GFP-Gens auch ohne die Bindung des Transaks8v&lA antetO unter dem Einfluss
von Doxycyclin zu erlauben.

pSIN-eGFP-tet-OVA + pSIN-CDI19-rtTA-WPRE

ohne DOX

0,09 £ 0,01

CDI19

0,05+ 0,03
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Abb. 5.22: Induzierbarkeit der GFP-Expression in Knochenmarkschiméren. Zur selektiven Induktion
der Genexpression in B-Zellen wurde 4 mg/ml Doxyicys Trinkwasser der in Abb. 5.21 beschriebenen
Knochenmarkschimaren gegeben (n = 3 Mause/Grugpei Tage spater wurde die Expression von GFP in
B-Zellen (CD19) bzw. Nicht-B-Zellen (CD19 der Milz durchflusszytometrisch bestimmt. Die Ebgisse

sind reprasentativ fir zwei Experimente, die miahimingigen Knochenmarkschimaren durchgefuhrt wurden

In einigen wenigen Fallen entsprachen die Ergebnies Durchflusszytometrie eher den
theoretischen Erwartungen, denn hier zeigte siatemMilz von Chiméren, die mit beiden
Vektoren rekonstituiert worden waren, nur eine nmaig GFP-Expression sowohl in B-
Zellen, als auch in Nicht-B-Zellen vor DoxycyclinaBe (Abb. 5.22). Die Genexpression
konnte zudem B-zellspezifisch durch die Aufnahme famxycyclin tber das Trinkwasser
induziert werden. Der Anteil GFP-exprimierender 84&n nach Induktion machte jedoch
in allen untersuchten Chimaren weniger als 1 %gasamten B-Zellpopulation aus (Abb.

5.22 und Daten nicht gezeigt).

5.4.1.2Expression von OVA

Neben GFP wurde auch die Expression von OVA in @aimaren untersucht. Da diese
nicht wie im Falle von GFP auf direktem Wege dulasgzytometrisch analysiert werden
kann, wurde hier das transgene OT-1 Mausmodell OMA-spezifischen T-Zellen zur
Hilfe genommen.

Um eine unspezifische Expression von OVA detektiene konnen, wurden OT-1 T-Zellen
isoliert, mit CFSE markiert und in die induzierbar€himaren transferiert, die mit den
Vektoren pSIN-eGFP-tet-OVA und pSIN-CD19-rtTA-WPRéEkonstituiert worden waren.
Als positive Kontrolle diente eine Gruppe Chiméareiie OVA konstitutiv in B-Zellen
exprimierten (Vektor: pSIN-CD19-OVA-WPRE).
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pSIN-CD19-OVA-WPRE pSIN-eGIP-tet-OVA

953+13

CFSE

Abb. 5.23: Hintergrundexpression von OVA in Knochemarkschimdren. HSPC wurden mit den
Vektoren pSIN-eGFP-tet-OVA und pSIN-CD19-rtTA-WPREder dem B-zellspezifischen OVA-
kodierenden Kontrollvektor pSIN-CD19-OVA-WPRE trdngiert und in syngene letal bestrahlte
Rezipienten transplantiert (n = 3 Mause/GruppehtAtlochen nach Transplantation wurden ZxCESE-
markierte OT-1 T-Zellen pro Chimare adoptiv trangit. Drei Tage nach Transfer wurde die Teilung de
OT-1 T-Zellen in der Milz anhand der CFSE-Farbungctiflusszytometrisch bestimmt. Die Ergebnisse sind
reprasentativ flr zwei Experimente, die mit unalgigen Knochenmarkschiméaren durchgefiihrt wurden.

Drei Tage nach dem adoptiven Transfer der OT-1 lfle@aevurde ihre Proliferation in der
Milz der Chimaren durchflusszytometrisch analysi®¥vie in den Histogrammen in Abb.
5.23 dargestellt, kam es in den induzierbaren Cl@maicht zu einer Proliferation der OT-
1 T-Zellen (rechtes Histogramm). In den pSIN-CDI9AOWPRE Kontrollchimaren
dagegen war eine Proliferation der OVA-spezifiscieBellen anhand der schrittweisen
Abnahme der CFSE-Farbung zu erkennen (linkes Higtogn). Es kam somit, im
Gegensatz zu den Ergebnissen fur GFP, nicht zu eawhweisbaren Expression von OVA
unter der Kontrolle des minimalen MMTV-Promotors.

Als nachster Schritt sollte nun mit Doxycyclin dielektive Expression von OVA in B-
Zellen induziert werden. Dazu erhielten die Chiméeng/ml Doxycyclin im Trinkwasser
und in den folgenden sieben Tagen wurde die Kingék Induktion der Genexpression
anhand des Prozentsatzes von OT-1 T-Zellen im &utTiere durchflusszytometrisch
bestimmt. Als negative Kontrolle dienten Chimardie nicht mit Doxycyclin behandelt
wurden, bzw. naive C57BL/6-Mause, die OT-1 T-Zellemd Doxycyclin erhielten. Die
positive Kontrollgruppe bestand aus naiven C57BUéisen, die nach dem Transfer der
OT-1 T-Zellen mit LPS und OVA immunisiert wurden.
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Abb. 5.24: Induzierbarkeit der OVA-Expression in Knochenmarkschiméren. Zur Generierung der
Knochenmarkschimaren wurden HSPC mit den Vekto&iNgGFP-tet-OVA und pSIN-CD19-tTA-WPRE
kotransduziert und in syngene letal bestrahlte fiReaien transplantiert (n = 3 Mause/Gruppe). Acluctién
nachTransplantation wurden 2x30T-1 T-Zellen pro Chimére adoptiv transferiert. Zetektiven Induktion
der Expression von OVA in B-Zellen wurde einen Taach OT-1 Transfer 4 mg/ml Doxycyclin ins
Trinkwasser der Knochenmarkschiméaren gegeben. Anfalgenden sieben Tagen wurde die Frequenz der
OT-1 T-Zellen im Blut durchflusszytometrisch bestitn Gezeigt ist der prozentuale Anteil von OT-1 T-
Zellen im Blut an Tag drei nach Induktion der Ggmession mit Doxycyclin, bzw. Immunisierung mit
LPS/OVA in der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse sirprasentativ fir zwei Experimente (jeweils n = 3
Mause/Gruppe), die mit unabhéngigen Knochenmarksifgn durchgefuhrt wurden. B6, C57BL/6-Maus;
LPS, Lipopolysaccharid; PBL, periphere Blutlymphtery

In Abb. 5.24 ist exemplarisch der prozentuale Anten OT-1 T-Zellen im Blut an Tag
drei nach Induktion der Genexpression mit Doxyeyafjezeigt. Nur in der positiven
Kontrollgruppe ist eine Proliferation der OVA-spigthen T-Zellen zu beobachten. In den
Chiméaren verhielten sich die transferierten OT-1Zellen zu allen untersuchten
Zeitpunkten wie in den beiden negativen Kontrolipen, d.h. es gab keinerlei
Proliferation. Es muss also davon ausgegangen werdass entweder keine OVA-
Expression induziert werden konnte oder die moglhakeise induzierte OVA-Expression
fur eine OT-1 Proliferation nicht ausreichend war.

Es lasst sich zusammenfassen, dass mit dem higgesteilten gammaretroviralen
Vektorsystem keine induzierbare Genexpression #elen erreicht werden konnte. Daher
musste von geplanten Untersuchungen zur funktiemd®olle der Genexpression wahrend
verschiedener Stadien der B-Zellentwicklung im Rahmder vorliegenden Arbeit

abgesehen werden.
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6.1 Entwicklung B-zellspezifischer lentiviraler Vek  toren

Mit Hilfe eines HIV-1 basierten lentiviralen Vekgystems sollte die konstitutive
Expression eines Transgens in B-Zellen ermoglicetden. Lentivirale Vektorsysteme
haben verschiedene Vorteile gegentber anderererifakpressionssystemen. So kénnen
sie beispielsweise neben teilungsaktiven auch dd&ellen transduzieremaldini et al,
1996; Reiser et al. 1996], was sie besonders auch fur gentherapbatiSmwendungen
interessant macht. Dartiber hinaus wurde durch diiEklung lentiviraler SIN-Vektoren
das Risiko einer ungewollten Aktivierung zellular&ene im Bereich des viralen
Inegrationsortes minimierRyu et al. 2008].

Eine Transgenexpression in verschiedenen Zelltyjp@gmatopoetischen Ursprungs mit
Hilfe lentiviraler Vektoren wurde beispielsweise r fuDCs, Langerhans Zellen,
Makrophagen und T-Zellen berich{&resch et al.2008;Kimura et al, 2007;Lopes et al.
2008;Marodon et al. 2003]. Auch reife murine B-Zellen, sowie prim@e&Zellen, die aus
humanen CD34positiven Vorlauferzellen differenziert wurden, rikaen erfolgreich mit
zellspezifischen Lentiviren transduziert werd®wo$si et al.2003;Moreau et al. 2004]. In
der vorliegenden Arbeit sollte eine B-zellspezifiscGenexpressiom vivo durch das
bereits beschriebene 1kb-Fragment des humanen @mifetors Werner et al. 2004]
vermittelt werden (Abb. 5.1). Zudem wurde auch lginzeres Promotorfragment generiert
und getestet (0,2kb-CD19-Promotor; Abb. 5.1). Bisdette sich dabei um die ersten 222
bp oberhalb des Transkriptionsstartpunktes des @Bdigs. In lentiviralen Vektoren stehen
zwar bis zu 8kb fir regulatorische Sequenzen urahdgene zur Verfigung, der Titer
nimmt jedoch halblogarithmisch zur Vektorgro3e Karpar et al, 2001]. Um hohe virale
Titer auch ohne nachtragliche Anreicherungsschett@ichen zu koénnen, erschien es
deshalb als ginstig, eine moglichst kleine, abernndeh B-zellspezifische
Regulationseinheit in den Vektor zu integrieren.

Zunachst wurden beide Promotoren (1kb-CD19- undklB@D19-Fragment) in
Knochenmarkschiméren dahingehend untersucht, obilmin eine B-zellspezifische
Genexpression im Kontext eines lentiviralen Systamdglich ist. Die Transduktion
hamatopoetischer Stammzellen mit den beschriebeWehktoren sollte zu einer

kontinuierlichen Transgenexpression in den B-Zetlen Chiméren flhren, die bereits in
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frihen Entwicklungsstadien im Knochenmark beginmd bis hin zur reifen B-Zelle in der
Milz erhalten bleibt. Um dieses Konzept zu Uberpenifwurde GFP als Reportergen
ausgewahlt.

Die Analyse der GFP-Expression in den Chiméarentegidass in allen untersuchten
Organen und Geweben mit dem 1kb-CD19-Promotor leineere Frequenz GFP-positiver
B-Zellen detektiert werden konnten als mit dem B;@D19-Promotor (Abb. 5.3 — 5.6).
Dies traf vor allem auf reife B-Zellen in Milz und/mphknoten (Abb. 5.3 und 5.4) sowie
auf unreife und transitionale B-Zellen in der Milu (Abb. 5.6). Nur in frihen
Entwicklungsstadien wie dem Pro-/Pra-B-Zellstadiuim Knochenmark konnte mit dem
0,2kb-CD19-Promotor eine vergleichbare Frequenz -&fRimierender Zellen
nachgewiesen werden (Abb. 5.5).

Bei der Analyse der GFP-Expression wahrend der IRasvicklung konnte in allen
untersuchten Entwicklungsstadien im Knochenmark rhb&iden Promotoren eine
kontinuierliche Zunahme der Transgenexpression enlauf der B-Zellreifung beobachtet
werden (Abb 5.5). Dies entspricht den ErkenntnisgenRegulation des CD19-Gens, denn
es wurde sowohl fir murine als auch fir humane BeAeeine Zunahme der CD19-
Expression wahrend der B-Zellentwicklung beschmelgato et al. 1997; Wolf et al,
1991]. In der Milz blieb die GFP-Expression mit déh2kb-CD19-Promotor in allen
Entwicklungsstadien konstant und lag bei durchgdlulm 4 % aller B-Zellen. Mit dem
1kb-CD19-Promotor dagegen ging die GFP-Expressiahrand der B-Zellreifung in der
Milz um die Halfte zurtick (Abb. 5.6). Trotzdem ekpierten noch knapp 14 % der reifen
B-Zellen GFP. Somit konnte in der Milz das in dertetatur beschriebene
Expressionsmuster des CD19-Gens nicht rekapitwliertlen.

Hinsichtlich der Spezifitdt der beiden Promotorezigie der 1kb-CD19-Promotor wider
Erwarten mehr Aktivitat in CD19-negativen Zelles dies mit dem 0,2kb-CD19-Promotor
der Fall war. In myeloiden Zellen und vor allem €H&n der Milz verursachte der 1kb-
CD19-Promotor eine GFP-Hintergrundexpression imeérvon 3 — 4 % der jeweiligen
Zellpopulation. Auch fur T-Zellen in Lymphknoteratrdies zu, wobei jedoch in diesem
Organ die unspezifische GFP-Expression in myeloigien 50 % geringer war als in der
Milz. Es kam vor allem in T-Zellen zu einer unsgiszhen Transgenexpression, obwohl T-
Zellen zu den wenigen Zelltypen gehoren, die elf@nsduktion durch Lentiviren nicht

zuganglich sind, sofern sie gerade dasS@adium des Zellzyklus durchlaufen. Es befinden
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sich jedoch nicht alle T-Zellen gleichzeitig in siéen Stadium. Zudem kann HIV-1 auch
runende T-Zellen latent infiziererDfrdalhon et al. 2001a;Dardalhon et al. 2001b;
Ducrey-Rundquist et al2002]. Der 1kb-CD19-Promotor sollte auch durcimeeyrofRere
regulatorische Sequenz eine entsprechend sperafesciransgenexpression in B-Zellen
vermitteln. Ein Fragment des humanen CD19-Promatergleichbarer Grol3e und Position
wurde bereits im Kontext eines lentiviralen Trandenssystems als B-zellspezifisch in
humanen Zellen beschrieben, wohingegen ein klesne#80 bp umfassendes Fragment,
welches deckungsgleich mit dem hier verwendetent2Eragment liegt, eine schwache
Promotoraktivitat aufwies, die nicht allein auf Bllen beschrankt warMoreau et al.
2004]. Die Sequenz der Promotorregionen des humanednmurinen CD19-Gens sind
nicht vollig identisch Kozmik et al. 1992], was ein Grund daftir sein kann, dass der
humane CD19-Promotor in Mausen anders regulied,vails dies im humanen System der
Fall ist.

Die B-Zellspezifitat und Starke der Transgenexpogsglie in Knochenmarkschimaren mit
dem 1kb-CD19-Promotor erreicht werden konnte, veamdch dem 0,2kb-CD19-Promotor
Uberlegen und wurde als ausreichend erachtet, aseiPromotor fir weitere funktionelle

Experimente mit dem Modellantigen OVA zu verwenden.

6.2 Systemische Anwendung lentiviraler Vektoren

Die Transduktion hamatopoetischer Stammzellen raeBspezifischen viralen Vektoren
fuhrt zu einer kontinuierlichen Generierung antggurimierender und potentiell
tolerogener B-ZellenWerner-Klein et al. 2007]. Eine systemische Anwendung viraler
Vektoren dagegen lost in der Regel eine starke Inamtwort aus und fuhrt zu einer
transienten Genexpression in Zielzellddrdgwn et al, 2007]. Verschiedene Gruppen
konnten bereits zeigen, dass durch die systemigdolendung lentiviraler Vektoren (z.B.
intraven®s, subkutan) eine transgenspezifische Imamwort ausgelost werden kann
[Esslinger et al.2003;Firat et al., 2002;Palmowski et aJ.2004]. Aufgrund ihres positiven
Sicherheitsprofils Jchida et al, 2009] sind HIV-1 basierte lentivirale Vektorenrde
neuesten Generation besonders gut fur systemisen¢hegapeutische Anwendungen
geeignet. In diesem Zusammenhang ist eine spdrfiscdGenexpression in
antigenpréasentierenden Zellen von Vorteil, um deziégmmunreaktionen z.B. gegen
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Tumorzellen auslésen zu kdnnen. Die systemischeefdwng eines B-zellspezifischen
lentiviralen Vektors wurde bislang noch nicht bbtét.

Nachdem in Experimenten mit KnochenmarkschimarerBdiZellspezifitdt des im Rahmen
dieser Arbeit generierten lentiviralen Vektors ng@hiesen werden konnte, sollte dieser
nun fir intravendése Immunisierungen eingesetzt @merd Anhand einer
durchflusszytometrischen Analyse der GFP-Expressmmde gezeigt, dass das B-
zellspezifische Expressionsprofil des Vektors auagh Rahmen dieser neuen
Applikationsroute erhalten bleibt (Abb. 5.9). Alogitive Kontrolle diente in diesem
experimentellen Ansatz ein Vektor, in dem die Espien von GFP unter der Kontrolle des
humanen Ubiquitin C-Promotors steht (Abb. 5.7). dere erlaubt eine starke
Transgenexpression in verschiedenen Zelltypen,ntiartauch Zellen hamatopoetischen
Ursprungs wie B-Zellen und DCS¢horpp et a).1996].

Die funktionelle Lokalisation GFP-exprimierenderZBilen in der Milz wurde ebenfalls
durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei wurdeutlleh, dass nach systemischer
Anwendung der viralen Vektoren vor allem die B-£allin der Marginalzone der Milz das
Transgen exprimieren (Abb. 5.11). Dies war unablgiidgvon, ob mit 1kb-CD19-GFP
oder Ubi-GFP immunisiert wurde. Aufgrund der anatmien Gegebenheiten der Milz
gehoéren die B-Zellen der Marginalzone der Milz anarsten APCs, die mit lentiviralen
Vektoren in Kontakt kommen, wenn diese nach eiystesnischen Immunisierung tber
den Blutstrom in die Milz gelangeZ@ndvoort and Timeng002]. Anhand histologischer
Schnitte der Milz kdnnten noch genauere Aussagendile Lokalisation der transduzierten
Zielzellen gemacht werden, doch aufgrund der schea&FP-Expression unter Kontrolle
des 1kb-CD19-Promotors war ihre Auswertung trotmumhistochemischer Verstarkung
des GFP-Fluoreszenzsignals nicht aussagekréaftiggfDacht gezeigt).

Die Frequenz GFP-positiver B-Zellen in der Milz wam Vergleich zu den
Knochenmarkschiméren stark vermindert. Eine gerifigguenz transgenexprimierender
Zellen nach systemischer Anwendung lentiviraler tdedn wurde bereits verschiedentlich
berichtet [opes et al. 2008; Rowe et al. 2006]. Die intravendse Immunisierung mit
lentiviralen Vektoren induziert vor allem in Lebend Milz eine voribergehende, heftige
Interferonproduktion durch das angeborene Immuegyst was einerseits die
Transduktionseffizienz vermindert und andererseuseiner Eliminierung transduzierter
Zellen fuhrt Brown et al, 2007].
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6.2.1 Stimulation eines transgenen bzw. polyklonale n CD8'T-

Zellrepertoires

In funktionellen Experimenten sollte geklart werdeh nach systemischer Applikation die
Expressionsstarke des Modellantigens OVA in  B-Zellausreichend ist, um
antigenspezifische CD8-Zellen zu stimulieren.

B-Zellen kdnnen Antigen prasentieren, das sie zuwadrHilfe ihres BCR internalisiert
haben. Auf diese Weise konnen sie selbst gerindgdengen I6slichen Antigens
konzentrieren. Die Prasentation erfolgt dabei (MEIC 11, das von CDAT-Zellen erkannt
wird [Batista and Neuberger998]. Um zu klaren, ob B-Zellen nach einer syssehen
Anwendung lentiviraler Vektoren in der Lage sindgla antigenspezifische CDB-Zellen

zu stimulieren, wurde ein experimenteller Ansatav@@t, in welchem B-Zellen das
Modellantigen OVA im Zytosol translatieren und sbrauf MHC | prasentieren. Eine
weitere Mdglichkeit, exogenes Antigen auf MHC | ptésentieren, ist die sogenannte
KreuzprasentatiorBevan 1976a; b], die hauptsachlich durch DCs vermitigtt [Shen et
al., 1997]. Eine vergleichbare Kreuzprasentation voigen durch B-Zellen wurde bisher
nur unterin vitro-Bedingungen nachgewiesddit et al, 2004;Ke and Kapp1996].

In den zuvor durchgefihrten Immunisierungen mit deRP-kodierenden lentiviralen
Vektoren konnte, im Gegensatz zu den Ergebnisséénathenmarkschimaren, trotz des
Einsatzes einer hohen viralen Dosis ®(1®artikel) nur eine geringe Frequenz GFP-
exprimierender Zellen detektiert werden.

Im Rahmen der Immunisierung mit den OVA-kodierendéektoren sollte deshalb
zunachst ein transgenes CD&ellrepertoire stimuliert werden. Die verwende®@m-1 T-
Zellen reagieren bereits auf geringe Mengen des ®¥ptids SIINFEKL sehr sensitiv,
was beispielsweise anhand ihrer Expansion im Bluthflusszytometrisch nachgewiesen
werden kann. Zudem wird durch den adoptiven Trandfeser T-Zellen eine deutlich
hohere Vorlauferfrequenz naiver antigenspezifischBiZellen erreicht, als dies
natirlicherweise in einem Organismus der Fall ist.

Die Tiere wurden nach dem Transfer von OT-1 T-Ze#letweder mit 10oder 18 viralen
Partikeln der Konstrukte 1kb-CD19-OVA bzw. Ubi-OVAnmunisiert (Abb. 5.16).
Titrationen im Vorfeld der lentiviralen Immunisiergen hatten ergeben, dass mindestens
10° Partikel 1kb-CD19-OVA erforderlich sind, um eine sabare OT-1 Expansion im Blut

zu erreichen (Daten nicht gezeigt). Um sicherzlgtedass eine ausreichende Anzahl von
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Effektorzellen fur den nachfolgenden Killerassapaygert wird, wurde zudem jeweils eine
experimentelle Gruppe pro Konstrukt mit einer hénebosis (10Partikel) immunisiert.
Zunachst wurden an verschiedenen Zeitpunkten maatuhisierung Blutproben analysiert
und eine Kinetik der OT-1 Expansion im peripherelut Berstellt. Der Hohepunkt der
Expansion wurde mit beiden Konstrukten und Virusgegnam Tag 4 nach Immunisierung
erreicht. Dies entsprach Erfahrungswerten, wie Bareits haufiger nach viralen
Immunisierungen im OT-1 System beobachtet werdemiem (C. Cheminay, A. Gruber;
personliche Kommunikation). Die Kinetik der OT-1 ZEllexpansion war in den
verschiedenen experimentellen Gruppen ebenfallgleiehbar und entsprach dem
klassischen Ablauf einer antiviralen T-Zellantworbach dem Hohepunkt der
Expansionsphase nimmt die Zahl der T-Zellen im Btatk und rasch ab. Es schliesst sich
die sogenannte Kontraktionsphase an, wahrend der @0 % der urspringlich
vorhandenen T-Zellen durch Apoptose beseitigt werdbies konnte auch in den
durchgefihrten Immunisierungsexperimenten beobtchtrden. Die Uberlebenden T-
Zellen kénnen zu langlebigen Gedachtniszellen #esdnzieren, deren Anzahl sich
stabilisiert und Uber Jahre hinweg unveranderbkleikann Bousso et al.1999;Homann
et al, 2001].

Die Kinetik der OT-1 T-Zellexpansion im Blut nacimmunisierung mit 1kb-CD19-OVA
bzw. Ubi-OVA war identisch. Die Expansion der T{2el am HO6hepunkt der
Immunantwort (Tag 4 nach Immunisierung) war nachmimisierung mit Ubi-OVA
dosisunabhangig, was darauf schlie3en lasst, daBahmen des sensitiven OT-1 Systems
bereits bei einer Dosis von %@iralen Partikeln Ubi-OVA das Maximum der im Blut
messbaren T-Zellantwort erreicht wurde, welche sdkch mit einer zehnfach hoheren
viralen Dosis nicht weiter steigern liess. Dies dvivermutlich durch eine starkere
Promotoraktivitdt sowie das breitere Expressiongspe des Ubiquitin C-Promotors
bedingt. Dieser ist auch in anderen APCs, wie B8s, aktiv, was dazu fuhrt, dass auch
diese Zellen OVA direkt prasentieren konn8gctiorpp et a.1996]. Das Ausmal} der OT-1
Expansion nach Immunisierung mit 1kb-CD19-OVA wagegen deutlich dosisabhangig.
Wahrend nach Immunisierung mit®1Partikeln nur etwa 10 % aller CHBZellen im Blut
OT-1 T-Zellen waren, betrug der Prozentsatz naamunsierung mit 10Partikeln knapp
70 % und war damit vergleichbar zur Expansion nlmunisierung mit der gleichen

Dosis Ubi-Ova. Mdglicherweise gelangt nach Immuwerisng mit der niedrigen viralen
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Dosis nicht genug SIINFEKL-Peptid im Kontext von @H auf die Oberflache der B-
Zellen um OT-1 T-Zellen optimal aktivieren zu konne

Als Negativkontrolle wurde das lentivirale Konsttukb-CD19-GFP eingesetzt, da es zur
Expression eines fur OT-1 Zellen irrelevanten Amtig (GFP) in B-Zellen fuhrt. Nach
Immunisierung mit einer hohen Dosis (1(Partikel) dieses Konstrukts gab es
erwartungsgemalf zu keinem der analysierten Zeitpuake Expansion von OT-1 T-
Zellen im Blut.

Der am Tag 12 nach Immunisierung durchgefuhrte/ivo-Zytotoxizitatsassay fuhrte
bereits 4 Stunden nach Transfer der peptidbeladéhelzellen in allen untersuchten
Gruppen, bis auf die negative Kontrollgruppe, aueeivergleichbaren und hocheffizienten
Lyse (Abb. 5.16c). Dieser Befund spiegelte das Bmgeder Blutanalyse am Tag 10 nach
Immunisierung wieder. Zu diesem Zeitpunkt war dezpntuale Anteil von OT-1 T-Zellen
im peripheren Blut bereits stark zuriickgegangenasdab innerhalb der Gruppen, die mit
10° bzw. 10 viralen Partikeln immunisiert worden waren keinatéischiede mehr
bezuglich der Frequenz der Effektorzellen. Mogligbese wirde ein Zytotoxizitatsassay
am Hohepunkt der OT-1 Expansion im Blut graduellatddschiede zwischen den
zytotoxischen Effektorfunktionen der OT-1 T-Zellder verschiedenen Gruppen deutlicher
machen. Das Ergebnis des am Tag 12 nach Immumgieturchgefiihrten Assays zeigt
jedoch, dass bereits eine lentivirale Immunisiermniigl® Partikeln 1kb-CD19-OVA, trotz
mafiger OT-1 Expansion im Blut verglichen zu dernigén experimentellen Gruppen, fir
die Generierung einer effizienten zytotoxischenéllahtwort ausreichend war. Der fur den
Killerassay gewahlte Zeitpunkt ist von besondererteresse, wenn man die lentivirale
Immunisierung unter dem Aspekt einer potentiellaakxinierungsstrategie betrachtet. Es
lassen sich hier die Effektorfunktionen von OT-ZdHlen untersuchen, die nach Abklingen
der Primarantwort noch vorhanden sind und berést§réhe Gedachtniszellen betrachtet
werden kdnnen\eiga-Fernandes et al2000]. Um ein polyklonales OVA-spezifisches T-
Zellrepertoire zu stimulieren wurde ebenfalls m@® bzw. 10 viralen Partikeln der
Konstrukte 1kb-CD19-OVA bzw. Ubi-OVA immunisiert Ph. 5.18). Aufgrund der
deutlich geringeren Frequenz endogener OVA-spehifis CDST-Zellen, wurde der
Hohepunkt der T-Zellexpansion im Blut erwartungsg8nspater, d.h. erst am Tag 7 nach
Immunisierung erreicht. Auch der prozentuale Antdr antigenspezifischen CD8

Zellen im peripheren Blut lag mit maximal 1 % ndeimunisierung mit Ubi-OVA deutlich
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unter den Werten, die im OT-1 System gemessen wutdlei-OVA fuhrte aber auch ohne
OT-1 Transfer zu einer dosisunabhangigen Expan€id-spezifischer endogener T-
Zellen. Betrachtet man jedoch die Ergebnisse khe¥ivo-Zytotoxizitatsassays (Abb.
5.18c), der am Tag 12 nach Immunisierung durchgefitbrde, wird deutlich, dass sich
die spezifische Lyse der Zielzellen durch Immumisig mit 10 viralen Partikeln
signifikant gegentber der niedrigeren Dosis steigef3. Es kam also mit beiden Dosen
Ubi-OVA in den ersten 10 Tagen nach Immunisierungemer vergleichbaren Expansion
der T-Zellen mit ahnlicher Kinetik, doch untersaee sich die beiden Gruppen
Uberraschenderweise in ihren Effektorfunktionen. ghtherweise fuhrte die
Immunisierung mit der niedrigeren Dosis Ubi-OVA euner Antigenprasentation, die zwar
fur die Generierung einer Primarantwort ausreichead nicht jedoch fur die Ausbildung
optimaler Effektorfunktionen. Hierbei kann sowohk dV/erfliigbarkeit des Antigens, als
auch die Frequenz OVA-spezifischer CID&ellen eine Rolle spielen. Es wurde bereits
verschiedentlich beschrieben, dass das Ausmal} -detigroliferation sowie die weitere
Differenzierung zu Effektorzellen von der Antigenggbarkeit in vivo abhangig ist
[Kaech and Ahmed2001; Kedl et al, 2000; Wherry et al. 1999]. Auch nach
Immunisierung mit den beiden Dosen 1kb-CD19-OVA war signifikanter Unterschied
im Prozentsatz der spezifischen Lyse zu beobaciteders als bei der beobachteten
Dosisabhangigkeit der Stimulation der OT-1 T-Zellerar mit diesem Vektor am
Hohepunkt der Expansion endogener T-Zellen im BEert Prozentsatz OVA-spezifischer
CD8'T-Zellen gleich, unabhéngig von der zur Immunisigrwerwendeten Dosis von 1kb-
CD19-OVA. Am Tag 10 nach Immunisierung mit"1Rartikeln 1kb-CD19-OVA ging der
Prozentsatz der OVA-spezifischen CD&ellen uberraschenderweise nicht, wie in den
Ubrigen experimentellen Gruppen, zurlck, sondeigbbhuf dem Niveau des Wertes am
Tag 7. Bei der Durchfiihrung des Killerassays am Tagach Immunisierung wurde keine
weitere Blutanalyse durchgefuhrt. Es kann dahehtnamisgeschlossen werden, dass die
besonders effiziente Lyse der Zielzellen nach Imisiarung mit 16 Partikeln 1kb-CD19-
OVA darauf beruht, dass zu diesem Zeitpunkt einkel® Frequenz OVA-spezifischer
CD8'T-Effektorzellen vorlag, als dies in den anderengpen der Fall war.

In Anbetracht der effektiven Aktivierung sowohlisgiener als auch polyklonaler OVA-
spezifischer CD8-Zellen nach Immunisierung mit 1kb-CD19-OVA stalth die Frage,

ob B-Zellen in diesem System tatsachlich die emagtigenprasentierende Zellpopulation
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darstellen. Mit Hilfe von RT-PCR Analysen konnte azweine B-zellspezifische
Transgenexpression auf mMRNA-Ebene nachgewieserewdibb. 5.13)doch bestehdie
Moglichkeit, das€DCs das von B-Zellen exprimierte OVA-Protein aufmem und es dann
auf MHC | kreuzprasentieren. Dies hatte ebenfaille eAktivierung OVA-spezifischer
CDS8'T-Zellen zur Folge. Diese Hypothese lasst sich knituzprasentationsdefizienten
Mausen Uberprifen. In CD11c-Racl(N17) Mausen istRiho GTPase Racl selektiv in
DCs inhibiert, was dazu fuhrt, dass ihre Fahigkeit Aufnahme apoptotischer Zellen stark
eingeschrankt ist und auch keine Kreuzprasentatiattfindet Kerksiek et al. 2005].
Experimente in CD11c-Rac1(N17) Mausen machten idbutliass die Immunantwort nach
Immunisierung mit 1kb-CD19-OVA keinerlei Untersothe zu den Ergebnissen in
C57BL/6 Mausen aufwies (Daten nicht gezeigt). Earite somit gezeigt werden, dass
zumindest der in CD1l1lc-Racl(N17) Mausen inhibiert®lechanismus der
Kreuzprasentation nicht fir die Generierung eingotpxischen CD8T-Zellantwort nach
Immunisierung mit 1kb-CD19-OVA verantwortlich ist.

6.2.2 Antikdrperantwort nach lentiviraler Immunisie rung

Die Immunisierung mit OVA-exprimierenden lentivieal Vektoren loste eine zytotoxische,
OVA-spezifische CD8T-Zellantwort aus. Es konnte deshalb angenommemlemerdass

weder die Viruspartikel noch die transgenexpriméden Zellen durch eine bereits im
Vorfeld bestehende Immunitat gegen Vektor oder 3gan eliminiert wurden. Es sollte
untersucht werden, ob bereits eine singulére leates Immunisierung zur Generierung
einer 1gG-Antikérperantwort gegen das Modellantig@A oder das virale Hllprotein

VSV-G fuhrt. In diesem Fall waren wiederholte Imnsi@rungen mit demselben Vektor
problematisch.

In den durchgefiihrten ELISA-Assays konnte nach Imisiarung fur keinen der

angegebenen lentiviralen Vektoren eine IgG-Antwgeégen OVA oder VSV-G

nachgewiesen werden (Abb 5.19). Der OVA-ELISA wurd# Serum von Tag 21 nach
Immunisierung durchgefuhrt. Zu diesem Zeitpunkt wlar Hohepunkt der IgG-Antwort
gegen HSV-OVA erreicht (positive Kontrolle). Eine n#kdrperantwort gegen

thymusabhangige Antigene wie OVA kann nur mit Hilfen CD4T-Zellen generiert

werden Parker, 1993]. Fehlende CD4Hilfe erschien in diesem Zusammenhang
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unwahrscheinlich, da die Stimulation eines polyklen CD8T-Zellrepertoires moglich
war (Abb. 5.18). Funktionelle zytotoxische T-Zelaorten entstehen bei einer geringen
Vorlauferfrequenz naiver CD8Tellen nur mit CD4-Hilfe [Malek 2002]. Diese war im
Rahmen der durchgefiihrten Immunisierungen offeabareichend fur das Auslésen einer
zellularen Immunantwort, nicht jedoch fir die Gesemg einer messbaren IgG-
Antikdrperantwort zum Zeitpunkt der Analyse.

Die 2-Signal Hypothese der B-Zellaktivierung besagiss B-Zellen nur aktiviert werden,
wenn sie Antigen in Verbindung mit einem kostimat&chen Signal erkenneBretscher
and Cohn 1970]. Die intravendse Immunisierung mit len@en Vektoren stellt einen
starken inflammatorischen Stimulus dar, der jedoaim Zeitpunkt der OVA-Prasentation
bereits wieder abgeklungen ist. Moglicherweise alto das Fehlen eines adéaquaten
kostimulatorischen Signals fur das Ausbleiben detikdrperantwort verantwortlich. Eine
andere Mdglichkeit ware eine zu geringe Express@mnOVA im Kontext von MHC Il auf
der Zelloberflache.

Die Seren wurden auch auf das Vorhandensein vonrAlgiikorpern gegen das virale
Hullprotein VSV-G untersucht, welches in der Hudlker in dieser Arbeit untersuchten
Lentiviren vorhanden ist. Es konnten keine IgG-Ratper nach lentiviraler
Immunisierung nachgewiesen werden. Der ELISA wurd&ooperation mit dem ENS
Lyon im Institut fur Humanvirologie L@boratoire de Virologie Huma)p Lyon,
Frankreichdurchgefuhrt.

Auf einein vivo-Positivkontrolle musste hier verzichtet werdenkdm geeignetes VSV-G
Peptid fur eine Immunisierung zur Verfiigung stand.

VSV-G gehdrt aufgrund seiner organisierten, hoahtigpen Struktur zur Gruppe der T-
zellunabhangigen TI-Antigendl{cell independept[Bachmann et al.1993;Fehr et al,
1996]. Diese konnen B-Zellen direkt und ohne Betejl anderer APCs oder zusétzlicher
T-Zellhilfe aktivieren Mond et al, 1979]. Dies fuhrt hauptséchlich zur Bildung
neutralisierender IgM-Antikorper, die im Rahmensgie Arbeit nicht untersucht wurden.
Die Bildung anderer Ig-Isotypen sowie die Genengruon B-Gedachtniszellen ist jedoch
als Antwort auf natirlich vorkommende TI-Antigengjie bakterielle oder virale
Proteinstrukturen, mdglich, da diese auch T-He##epitope enthaltenSnapper et al.
1995]. In der vorliegenden Arbeit konnte keine I1§@tikdrperantwort gegen VSV-G

nachgewiesen werden. Mdglicherweise reichte auehn tiie CD4-Hilfe nicht fiir die
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Generierung des IgG-Isotyps aus. DarlUber hinaus €& intravendse Immunisierung mit
lentiviralen Vektoren bereits nach wenigen Stundareiner voriibergehenden massiven
Typ | Interferonantwort, die zu einer raschen Etirarung freier Viruspartikel und
infizierter Zellen fahrt Brown et al, 2007;Pichimair et al, 2007]. VSV-G ist also unter
Umstanden nicht lange genug prasent, um eine eatspnde IgG-Antikorperantwort
auszuldsen. Fur die durchgefithrten Immunisierungerden 16 virale Partikel pro Maus
eingesetzt, da diese Menge ausreichend war, umeéfizente zytotoxische T-Zellantwort
auszuldsen.

Es lasst sich zusammenfassen, dass keine messp@rédntwort gegen das virale
Hullprotein VSV-G und das Modellantigen OVA nachgesen werden konnte. Dies
schliel3t jedoch nicht aus, dass dennoch eine Gadsahtwort ausgelost wurde, die
wiederholte lentivirale Immunisierungen erschwereiirde. Dieser Aspekt lag nicht im
Fokus der vorliegenden Arbeit, ist jedoch ein wettewichtiger Punkt zukunftiger

Untersuchungen.

6.3 Entwicklung eines induzierbaren retroviralen Ve  ktorsystems

Eine regulierbare Genexpression in B-Zellen istabig nur sehr bedingt mdglich. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte deshalb atstékentwicklung der beschriebenen
konstitutiven B-zellspezifischen Genexpression enduzierbares gammaretrovirales
Expressionssystem etabliert werden, welches nBrdellen aktiv ist.

Von den bekannten regulierbaren Genexpressionssgateist das sogenannte Tet-
regulierte System am weitesten verbreitet und ggliruntersucht. Es stehen hier zwei
funktionelle Varianten zur Auswahl: das Tet-off uthaks Tet-on System. Ersteres reprimiert
die Genexpression in Gegenwart von Doxycyclin undet vor allem bei der dauerhaften
Unterdrickung von Genfunktionen Anwendur@ogsen and Bujard1992]. Das Tet-on
System dagegen erlaubt die Expression eines Tranganin Gegenwart von Doxycyclin
[Gossen et al.1995]. Die gute Zellgangigkeit und geringe Senfdalbwertszeit dieses
Tetracyclin-Derivats erlaubt eine flexible Reguati der GenexpressiopAgwuh and
MacGowan 2006].

Eine Tet-regulierbare Genexpression in B-Zellen deurbislang nur in zwei

Veroffentlichungen beschrieben (Stand: Septemb@®RESs handelt sich dabei jeweils um
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transgene Mausstamme, in denen mit Hilfe des TetSgstems unter Einfluss von
Doxycyclin entweder eine Uberexpression des PratogensMYC in B-Zellen Refaeli et
al., 2005] oder die Expression der leichten Kette Bezellrezeptors Geraldes et al.
2007] unterdrtickt wird. Die beschriebenen Systemd gwar in B-Zellen aktiv, jedoch
nicht auf diese Zellpopulation beschrankt, da diprEssion des Transaktivators unter der
Kontrolle eines minimalen viralen Promotors steler allgemein in Lymphozyten und
auch Epithelzellen aktiv istHennighausen et al1995]. Eine spezifische Regulation der
Genexpression unter Verwendung des Tet-on Systanmdevihingegen fur B-Zellen bislang
nicht beschrieben.

Fur diese Studie wurde das Tet-on System ausgewddles aus den oben erwahnten
Grinden ideal fur eine regulierbare, transiente e@pression ist. Ein B-zellspezifischer
Promotor ermdglichte zudem eine gerichtete Induktler Genexpression. Dartber hinaus
wurden Knochenmarkschimaren statt transgener Mgeiseriert, da dies eine zeitsparende
Methode ist, um eine stabile Transgenexpressiariaichen.

Der Transfer des Tet-regulierbaren Systems in £€ilea erfolgte mit Hilfe
gammaretroviraler Vektoren, die auf dem Maus Leukavirus basierenniurine leukemia
virus, MLV). In ihrer urspringlichen Form wurden die \feten von Rainer Low (Eufets
GmbH, Idar-Oberstein) konstruiert und freundlicheise zur Verfigung gestellt. In diesem
System befinden sich der Transaktivator und diaulredpare Transkriptionseinheit auf
zwei unabhangigen Vektorehipdemann et al.1997;Vigna et al, 2002], die beide in das
Genom derselben Wirtszelle integrieren mussen, tdame regulierbare Genexpression
stattfinden kann. In der vorliegenden Arbeit wurdba Originalkonstrukte dahingehend
modifiziert, dass die Expression des Transaktigatanter die Kontrolle eines B-
zellspezifischen Promotors gestellt wurde und daspriinglich kodierte Transgen
Luziferase gegen OVA ausgetauscht wurde (Abb. 5.20)

Die B-Zellspezifitat der Induktion wurde durch €89 bp-Fragment des humanen CD19-
Promotors gewahrleistet, fiur das bereits friheemggzavurde, dass es in Kombination mit
einem retroviralen SIN-Vektor ausreichend ist, uie Transgenexpression spezifisch auf
B-Zellen wahrend ihrer gesamten Entwicklung in @nien und sekundaren lymphatischen
Organen zu beschrankeéweérner et al.2004].

Bei der regulierbaren Transkriptionseinheit handsdt sich um einen bidirektionalen

Vektor, der es ermdglicht, das Modellantigen OVAwmo das Reportergen GFP
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gleichzeitig in einer Zelle zu exprimieren. Hieraurde die tetO-Sequenz beiderseits mit
minimalen viralen Promotoren fusioniert, die jeweden Startpunkt fur die Transkription
eines der beiden Transgene bild&aron et al, 1995]. Im Vektor pSIN-eGFP-tet-OVA
ging die GFP-Transkription von einem minimalen lEhrfediate early)Promotor des
humanen Cytomegalus Virusdir,) aus und die OVA-Transkription von einem minimalen
Promotor aus der LTR-Region des Mouse Mammary Tuvis (MMTV; Pywry). Der
zur Verfligung gestellte Originalvektor (S2s-Vargmivar bereits durch eine Insertion des
MLV pollenvFragments dahingehend optimiert worden, dass divifit der beiden
minimalen Promotoren moglichst nicht durch cis-wakie regulatorische Elemente des
Vektor-Backbones beeinflusst werden sollte (R. Lgpersonliche Kommunikation).
Trotzdem birgt die geringe rdumliche Distanz didsgiden starken viralen Promotoren im
Vektor pSIN-eGFP-tet-OVA das Risiko der Promotaiferenz.

Die Analyse der GFP-Expression in der Milz der negisKknochenmarkschiméren zeigte
eine geringe Expression in Abwesenheit von Doxyaybkw. des Transaktivators (Abb.
5.21). Dies war unabhangig davon, ob die Chimé&n@nmit dem transgenkodierenden
Vektor (pSIN-eGFP-tet-OVA) transduziert worden wam@der mit beiden Vektoren des
induzierbaren Systems (pSIN-CD19-rtTA-WPRE + pSBFe-tet-OVA) zusammen. Das
bedeutet, dass bereits durch den transgenkodiarevidktor allein eine unerwinschte
Hintergrundexpression von GFP verursacht wurde.

Die Expression von OVA konnte nur indirekt durcle dntigeninduzierte Proliferation von
transferierten OVA-spezifischen CDBZellen (OT-1) nachgewiesen werden. In keiner der
untersuchten Chiméaren war eine Hintergrundexprasgim OVA anhand der Proliferation
der transferierten T-Zellen zu beobachten (Abb35uhd Daten nicht gezeigt). Diese
Ergebnisse zeigen, dass GFP unkontrolliert exprirmarde, wahrend die Expression von
OVA funktionell nicht nachgewiesen werden konnte.

Fur die Ergebnisse hinsichtlich der unterschiedirciHintergrundexpression der beiden
Transgene gibt es mehrere mogliche Erklarungen:

Eine Ursache kann in der Wahl der beiden minim&lermotoren begrindet liegen. Fir die
Kombination Ryyv und Rumtv wurde beispielsweise berichtet, daggnPselbst im Kontext
des hier beschriebenen optimierten S2s-Vektors imer ebis zu 100-fach hdheren
Hintergrundexpression fuhrt, als das miiyR, der Fall ist Loew et al. 2006]. Dies war
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jedoch zum Zeitpunkt, als die hier diskutierten &xmente durchgefuhrt wurden, noch
nicht bekannt.

Das Problem konnte theoretisch durch den Einsaiezwidentischer, weniger aktiver
minimaler Promotoren, wie z.ByRtv, umgangen werden. Es zeigte sich jedoch, dass dies
zu einer ineffizienten Virusproduktion und folgliadu stark verminderten viralen Titern
fahrt. Es wird angenommen, dass die komplement&remotorsequenzen stdérend auf die
reverse Transkription oder Verpackung wahrend darsgenerierung wirkerLpew et al,
2006]. Ein denkbarer alternativer Ansatz ware mer, einen minimalen viralen Promotor
zu verwenden und die Expression des zweiten Tramss@gber eine IRES-Sequenz zu
erreichen (IREStnternal Ribosomal Entry Sixe

Auch der Integrationsort der viralen Vektoren imnGe der Wirtszelle spielt fir die
Regulierbarkeit und tatsédchlich  erreichbare  Spétifi des  induzierbaren
Expressionssystems eine wichtige Rolle. Minimalenfatoren, wie sie in bidirektionalen
Vektoren zum Einsatz kommen, koénnen beispielsweissmn zellularen
Transkriptionselementen, die Uber groRere genetidaistanzen hinweg wirksam sind,
aktiviert werden, wodurch der gesamte Regulatiokissyumgangen werden kanBylger
and Groudine 1999; Chambeyron and Bickmar2004;Lund and van Lohuizer2004].
Dies wird durch die bevorzugte Integration MLV-lser retroviraler Vektoren in der
Umgebung von Transkriptionsstartpunkten des Wineges mdglicherweise noch
beginstigt Mitchell et al, 2004;Wu et al, 2003].

Um solchen Effekten entgegenzuwirken, wurden vonrscleedenen Gruppen
trankskriptionelle Silencer entwickelt, die in Absemheit von Doxycyclin an die tetO-
Sequenz binden und so eine unspezifische Transkriptusatzlich blockieren sollen
[Freundlieb et al. 1999; Witzgall et al, 1994]. Ob mit Hilfe eines solchen Silencers die
GFP-Hintergrundexpression vivo ganz beseitigt oder zumindest reduziert werdemita&n
wurde hier nicht untersucht. Erstevitro-Experimente mit einem Silencer in B-Zelllinien
hatten zwar gezeigt, dass die GFP-Hintergrundegmes/ollstandig unterdriickt werden
kann, doch war danach eine Induktion der GFP-Esprasauch nicht mehr mdglich
(Daten nicht gezeigt). Eine moglicherweise zu ggiDoxycyclinkonzentration in den
Zellen konnte in dieseim vitro-Experimenten ausgeschlossen werden.

In den Chimaren, die mit beiden Vektoren des inellidren Systems transduziert worden
waren (pSIN-CD19-rtTA-WPRE + pSIN-eGFP-tet-OVA),nkadie haufig beobachtete
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unspezifische GFP-Expression in Abwesenheit vonybgslin noch andere Grinde haben.
Neben einer erhdhtencf,-Promotoraktivitdt und den bevorzugten Integratioten
MLV-basierter retroviraler Vektoren kommt hier auzbm Tragen, dass der im Tet-on
System aktive reverse Transaktivator rtTA auch oBmxycyclin noch eine gewisse
Affinitat zur tetO-Sequenz aufweisen kardrljnger et al, 2000],was ebenfalls zu einer
unspezifischen ,konstitutiven* Transgenexpressiairtf Dieser Effekt ist umso starker, je
hoher die Konzentration von rTA in der Zelle istbnVallem in Systemen, die mit frihen
rtTA-Versionen arbeiten, tritt dieses Problem asib§sen et al.1995].In der vorliegenden
Arbeit kam jedoch ein rtTA neuerer Generation zunmms&tz (rtTA-S2), der durch
verschiedene Mutationen in der DNA-Bindedoméane elaatlich geringere Affinitat zu
tetO in Abwesenheit von Doxycyclin besitHifirichs et al, 1994;Urlinger et al, 2000].
Die hier beschriebenen Ergebnisse zeigen jedocks @s auch ohne Induktion zur
Expression von GFP kam. Auch in diesem Fall korametranskriptioneller Silencer die
unerwiunschte Hintergrundaktivitat moglicherweiseingern.

Einige wenige Chiméaren wichen von den beschriebdtrgebnissen ab und wiesen eine
geringe GFP-Hintergrundexpression auf (Abb. 5.28kd). Dies kann auf einen
transkriptionell weniger aktiven Integrationsorharhalb des Wirtsgenoms zurtckzufiuhren
sein. Verschiedene Studien belegen, dass es ndegrdtion in bestimmte zellulare
Genorte zu keiner messbaren Hintergrundexpressetrregulierter Transgene kommt.
Trotzdem erfolgt nach Induktion die Initiation déranskription mit einer Effizienz, die
den starken Promotoren der zellularen Polymerasertleichbar istBaron and Bujard
2000;Yin et al, 1996]. Diese Genorte werden alslent but activatable(s/a) bezeichnet
und sind ideal fUr die Integration induzierbareraeraler Vektoren Gossen and Bujard
1992; Schonig et aJ.2002].Eine gerichtete Insertion wére hier winschensvigriedoch,
anders als z.B. bei der Generierung von Knock-iuséa, mit viralen Vektoren noch nicht
maglich.

Die Induzierbarkeit der Genexpression war in Chenarmit geringer GFP-
Hintergrundexpression weniger gut als erwartet. iNd@oxycyclin-Gabe exprimierte
weiterhin nur ein geringer Prozentsatz der B-Zel@&AP (Abb. 5.22 rechts). Ein Grund
hierfir kann sein, dass die Konzentration des Hig@nstors in den Zellen nicht fur eine
maximale Induktion der Genexpression ausreichte veavendete Transaktivator rtTA-S2

bendtigt zudem eine relative hohe lokale Doxycy&lonzentration, um aktiv zu werden
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[Urlinger et al, 2000]. Mdglicherweise wurde diese in der Milz déhiméaren nicht
erreicht.

Die regulierbare Expression von OVA hatte sich dggeanfangs als vielversprechend
dargestellt, da eine Hintergrundexpression nicteldert werden konnte (Abb. 5.23).

Eine Expression von OVA liess sich jedoch auch nBoxycyclin-Gabe in keiner der
untersuchten Chimaren funktionell nachweisen (AhB4). Auch hier kann die zellulare
Konzentration des Transaktivators und bzw. oder Desycyclins mdglicherweise nicht
ausgereicht haben, um eine messbare OVA-Exprezgsiernreichen.

Eine theoretische Alternative ware ein positiomeAeistausch der Transgene, was OVA
anstelle von GFP unter die Kontrolle vopyR bringen wirde. Auf das Reportergen GFP
konnte gegebenenfalls auch ganz verzichtet wemees zur Identifikation transduzierter
Zellen zwar natzlich, fur funktionelle Studien abaicht unbedingt notwendig ist. Ein
Austausch OVA/GFP wiurde jedoch an der unerwinschigtergrundexpression unter
Pcwv mMit grosster Wahrscheinlichkeit nichts &ndern, wdederum den Einsatz eines
Silencers nétig machen wirde. Da die bereits ertedhn vitro-Daten gezeigt hatten, dass
die Genexpression durch Silencing im Falle von GFKfstandig unterdrickt wird,
erschien ein positioneller Austausch der Transgénevenig erfolgversprechend.

Ein weiterer wichtiger Punkt, der die Funktiondlides beschriebenden induzierbaren
Systems mal3geblich beeinflusst, ist die Notwendigkeer Doppeltransduktion der
Zielzellen. Nur wenn sich beide Vekoren in einetl@éefinden, kann eine induzierbare
Genexpression stattfinden. Hierbei spielt auch Tiansduktionseffizienz eine wichtige
Rolle. Diese scheint fur primare murine B-ZellenZmisammenhang mit onco-retroviralen
Vektoren auch abhangig vom verwendeten Hullprateisein, wobei mit VSV-G nicht die
bestmdglichen Transduktionseffizienzen erreichtdearfanssens et al2003].

Die Frage, ob die Expression von OVA tatsachliathhinduziert werden konnte, oder ob
die Expressionsstarke nach Induktion nicht ausesidh war, um sie anhand der
Proliferation von OT-1 T-Zellen zu detektieren, kta nicht abschlieBend geklart werden.
Hieriber konnen Westernblot- oder mRNA-Analysen ndthuzierter Zellen aus
Knochenmarkschiméren Aufschluss geben. Da sichcjedder ganze experimentelle
Ansatz als wenig erfolgversprechend erwiesen hattayden hier keine weiteren
Experimente zur Klarung der Ursachen durchgefUhiir die geplanten funktionellen

Experimente war es unabdingbar, eine OVA-Expressiaien Chimaren zu erreichen, die
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mit Hilfe des sensitiven OT-1 Systems detektiertdea konnte. Da dies in keinem der
beschriebenen Experimente der Fall war, musstetefedlich der Aspekt der
Regulierbarkeit der Genexpression mit Hilfe des-Sydtems in B-Zellen verworfen
werden.

Bisher berichtet nur eine Veroffentlichung darulmss eine regulierte Genexpression mit
Hilfe des Tet-on Systema vivonicht in allen Zelltypen erreicht werden karurljnger et

al., 2000]. Es wird spekuliert, dass in diesem Fadl oitrazellulare Konzentration des
reversen Transaktivators zu gering ist. Als Ursadtmnmt die Instabilitat der
Transaktivator-mRNA in Betracht. Mdglicherweisdftrdies auch oder gerade auf murine

B-Zellen zu.

6.4 Schlussbetrachtungen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden lentidrdektoren entwickelt, mit deren
Hilfe eine spezifische Transgenexpression in Befell ermdglicht wurde. Die
Beschrankung der Genexpression auf B-Zellen wuedeeiddurch ein 1kb-Fragment des
humanen CD19-Promotors erreicht.

Lentivirale Vektoren sind zu wichtigen Werkzeugen der Grundlagenforschung
geworden, haben zugleich aber auch therapeutis@wsntial und finden bereits
Anwendung im Bereich der Gentherapie. Abhangig denArt der Applikation kdnnen sie
als Gentransfervektoren oder aber als Vakzine egtge werden. Eineex Vvivo
Transduktion von Knochenmarksstammzellen mit ams8bhder Transplantation
ermoglicht die dauerhafte Supplementierung fehlender mangelhafter Genfunktionem
Vivo.

Immunisierungen mit lentiviralen Vektoren hingegkdnnen eine starke zytotoxische
Immunantwort auslésen. Hier ist eine Anwendunglasapeutische Vakzine denkbar, die
beispielsweise eine tumorspezifische Immunantwastcest.

In den Experimenten mit Knochenmarkschiméaren haitle gezeigt, dass durchschnittlich
20 % der B-Zellen das Reportergen GFP exprimiensas fur eine erfolgreiche
Gentransfer-Therapie moglicherweise zu geringletioch 16sten die Immunisierungen mit
den generierten lentiviralen Vektoren eine effektaytotoxische Immunantwort aus, die in

diesem Fall gegen das Modellantigen OVA gerichtear.wMaogliche klinische
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Anwendungen dieses Vektorsystems waren daher imei@erder therapeutischen
Vakzinierung denkbar.

Ein wichtiges Ziel fir zukinftige Weiterentwicklueg eines B-zellspezifischen
Genexpressionssystems bleibt die InduzierbarkeitGenexpression. So kénnte z.B. die

Rolle der B-Zelle bei der Antigenprasentation gemawntersucht werden.
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