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Einleitung

I EINLEITUNG

Seit 1999 werden an der Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-
Universitit Miinchen in Kooperation mit dem Institut fiir Experimentelle Onkologie
und Therapieforschung des Klinikums rechts der Isar (Technische Universitit Minchen)
und der Chirurgischen Tierklinik (LMU Minchen) verschiedene klinische Studien beim
Fibrosarkom der Katze durchgefiihrt.

Das Fibrosarkom der Katze ist ein spontan auftretender, bésartiger Bindegewebstumor,
der auch nach der Standardtherapie, der radikalen Tumorexstirpation, eine
Rezidivneigung von etwa 70 % aufweillt, weshalb die Prognose als schlecht zu beurtei-

len ist.

In der folgenden Studie wird ein lokaler, nonviraler Gentransfer der felinen Zytokin-
Gene Interleukin 2, Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor und
Interferon ¥ durchgefithrt. Hierfiir wird ein Produkt entwickelt, welches aus einem
resorbierbaren Kollagenschwamm als Trigermaterial besteht, der mit rekombinanten
Zytokin-Gen-tragenden Plasmid-Komplexen beladen ist und den Katzen nach der

Tumorexstirpation ins Wundbett implantiert wird.

Von den verwendeten Zytokinen erhofft man sich eine immunstimulierende Wirkung im
Sinne einer Verbesserung der Antigenprisentation, der Generierung von Memory T-
Zellen, die Antigene des Fiborsarkoms spezifisch erkennen und einer Aktivierung von
Effektorzellen, welche in der Lage sind die Tumorzellen abzutSten. Durch die Bildung
ciner Antitumorimmunitit soll so ein lokales Rezidiv des felinen Fibrosarkoms verhin-
dert oder die rezidivfreie Zeit und damit die Uberlebenszeit der Katzen verlingert wer-

den.

Um die optimale Plasmiddosis zu ermitteln wird zunichst eine Phase I-Studie durchge-
fithrt, in der die Katzen regelmifBig vor allem auf Anzeichen von Toxizitdt mittels eines
angepassten CTCAE-Katalogs (common terminology criteria for adverse events) untersucht und
in festen Abstinden innerhalb eines Jahres nach der Therapie tiberwacht werden (165).
Dieser Dosisfindungsstudie soll anschlieSend eine Phase I1-Studie folgen. Bei erfolgrei-

chem Abschluss beider Studien konnte diese gentherapeutische Immuntherapie, adju-
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vant zur chirurgischen Standardtherapie des Fibrosarkoms, unter tiermedizinischen

Praxisbedingungen durchgefiihrt werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Herstellung des, die Transgene fell.-2, feGM-CSF
und felFNYy tragenden Kollagenschwammes, der in der Therapiestudie zum Einsatz
kommt:

1. Das Klonieren der drei felinen Zytokin-Gene aus genomischer DNA

2. Die Priifung der biologischen Aktivitit der entstchenden Proteine

3. Die Beschichtung des Kollagenschwammes mit den Genvektoren
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IT Schrifttum

1 Fibrosarkom der Katze

Abb. 1:  Felines Fibrosarkom in typischer Lokalisation mit Tendenz zur Ulzeration.

Katze mit Fibrosarkom aus dem Patientengut der Medizinischen Kleintierklinik der LMU Minchen.

Beim Fibrosarkom handelt es sich um einen malignen Bindegewebstumor, der mit tiber
40 % aller kutanen Neoplasien den hiufigsten Hauttumor der Katze darstellt (156, 244,
310). Derzeit werden sowohl Atiologie und Pathogenese als auch Privention der so
genannten vaccine- oder injektionsassoziierten Fibrosatkome verstirkt diskutiert.
Dartber hinaus wird versucht eine zufriedenstellende, erfolgversprechende Therapie zu

finden.

Neben dem injektionsassoziierten Fibrosarkom kommen das feline Sarkomvirus
(FeSV)-induzierte, das intraokulire und das nicht-injektionsassoziierte Fibrosarkom bei
der Katze vor (143). Im Gegensatz zum FeSV-induzierten und zum intraokuliren
Fibrosarkom, bei dem Traumen oder Uveitiden als Tumorgenesefaktoren gelten, bleiben
bei nicht-injektionsassoziierten Fibrosatkomen die tumorauslésenden Faktoren meist

unbekannt (77, 143, 351).
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1.1 Atiologie und Pathogenese

Anfang der 90er Jahre wird von den amerikanischen Pathologen M. Hendrick und
M. Goldschmidt erstmals der Zusammenhang zwischen der steigenden Anzahl an
Fibrosarkomen bei der Katze und der staatlich angeordneten Tollwutimpfung in
Pennsylvania, USA hergestellt (137). Besonders im Verdacht Fibrosarkome an
Injektionsstellen zu verursachen stehen zwei spezifische Impfungen: Tollwut- und
FeLLV-Vaccine (137, 193). Da sich Aluminium, welches als Adjuvans in verschiedenen
Impfstoffen enthalten ist als phagozytiertes Material in Makrophagen nachweisen ldsst
(57,122, 138), wird vermutet, dass dies das auslosende Agens sein konnte (138). Es wer-
den jedoch auch Fibrosarkome an vermeintlichen Injektionsstellen bei Katzen nachge-
wiesen, die keine Impfungen (316) oder aluminiumfreie Vaccinen erhalten haben (161).
In der letzten Zeit geht man immer mehr dazu Gber diese Tumoren nicht mehr als
vaccineassoziiert sondern als znjection-site fibrosarcomas zu bezeichnen (316), da auch von
anderen auslésenden Noxen berichtet wird: So soll chirurgisches Nahtmaterial (35) oder
auch die Injektion eines Depotpriparates (87) die Tumorbildung induziert haben.

Als primirer Ausléser der Tumorenstehung wird heute die subkutane oder intramusku-
lire, granulomatdse Entziindung gesehen, welche in Kombination mit anderen Faktoren
zur Transformation der Bindegewebszellen fihrt (167). Generell scheinen alle Faktoren,
die eine lokale Entziindung verursachen in pridisponierten Katzen potentiell ein
Fibrosarkom auszul6sen zu kénnen (292). Dieses Phinomen dhnelt der Entwicklung
von intraokuldren Sarkomen nach chronischer Uveitis oder Trauma (77, 351).

Die Zeit, in der die Malignitit sich nach einer Impfung entwickelt, wird von Doddy ez a/.
mit drei Monaten bis zu drei Jahren angegeben (72), von Gobar und Kass mit vier
Wochen bis zu zehn Jahren (112). Hierbei soll die, durch die Impfung entstandene,
persistierende Entziindungsreaktion eine Verinderung der Gewebereparaturmechanis-
men bewirken, was wiederum in unkontrollierter Proliferation transformierter,
mesenchymaler Zellen enden kann (72, 138, 194). Postvaccinale Entzindungsreaktionen
treten etwa in einer Haufigkeit von 11,8 pro 10.000 Impfungen auf (112).

Hine genetische Pridisposition der betroffenen Katzen wird jedoch angenommen. So
soll eine Mutation des p53-Gens, ein Tumorsuppressor-Gen, das normalerweise fiir eine
Wachstumshemmung der Zellen verantwortlich ist, in der Pathogenese eine Rolle spie-
len (230). Ebenfalls diskutiert werden die Theorien, dass es durch Mutationen zu einer
vermehrten Bildung von Wachstumsfaktoren kommt (304) oder auch bestimmte

Onkogene aktiviert werden (167). Eine virale Beteiligung an der Tumorgenese kann
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bisher fiir alle wichtigen Tumorviren ausgeschlossen werden (170). Letztendlich ist fest-

zuhalten, dass die Atiopathogenese noch nicht genau bekannt ist (292).

1.2 Inzidenz

Eine prizise Bestimmung der Inzidenz des injektionsassoziierten Fibrosarkoms ist sehr
schwierig: Zum einen werden nicht alle felinen Fibrosarkome an pathologische Institute
eingesandt und untersucht, zum anderen bleibt die Ursache des Fibrosarkoms auch nach
histopathologischer Untersuchung oft unklar (112). Studien aus den USA schitzen das
Risiko einer Tumorentstehung auf etwa einen Fall pro 1.000 bis 10.000 Katzen (58, 138,
161). Fir Deutschland vermutet Kessler aufgrund der Einsendungen von Fibrosat-
komen an fiinf pathologische Institute eine Inzidenz von einem Fall pro 1.000 Katzen

(166).

1.3 Klinisches Bild

Fir injektionsassoziierte Fibrosarkome gibt es weder eine Rassen- noch ecine
Geschlechtspradisposition. Es erkranken Katzen jeden Alters, wobei meist 8-12 Jahre
alte Katzen betroffen sind (72, 138). Die hiufigsten Lokalisationen sind die bevorzugten
Applikationsorte fir Impfungen: Nacken, Interscapularregion und seitlicher Thorax
(siche Abb. 1). In Amerika, wo oft intramuskuldr am Hinterbein injiziert wird, sind die
Tumoren gehduft am Oberschenkel lokalisiert (130). Neben der intramuskuldren Lage
liegt der Tumor hauptsichlich subkutan (138).

Im Gegensatz dazu tritt das nicht-injektionsassoziierte Fibrosarkom am haufigsten am

Kopf auf und zeigt bevorzugt eine dermale Lage (72).

Rapides und lokal invasives Wachstum sind charakteristisch fiir das Fibrosarkom (72).
Der knotig-derbe Tumor wichst stark infiltrativ; obwohl er palpatorisch und bei der
Exzision durch Ausbildung einer Pseudokapsel gut abgegrenzt erscheint (244). Die
Schnittfliche zeigt neben knorpelig oder kndchern erscheinenden Arealen oft auch
schleimbildende Anteile. Ungefihr 25 % aller Tumoren weisen zentrale, flissigkeits-
gefiillte Kavititen auf, die wahrscheinlich sekundar infolge von rapidem Wachstum und

Nekrose entstehen (57, 72). Sie sind meist mit Makrophagen, Neutrophilen und Kern-
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trimmern infiltriert (72). Peritumoral findet man oft entziindliche Infiltrate von
Lymphozyten und Makrophagen (57), welche denen der postvaccinalen Entziindung
dhneln (138, 139). Manchmal kommt es auch zur Ulzeration des Tumors (140) (siche
auch Abb. 1).

Die Rezidivrate wird mit iiber 70 % angegeben, wobei die des injektionsassoziierten
héher liegt als die des nicht-injektionsassoziierten Fibrosarkoms (29, 72, 244, 310, 338).
Sehr haufig fehlt jedoch bei diesen Angaben eine Beschreibung der Operationstechnik
(siche unten). Hershey ez al zeigen in ihren Untersuchungen, dass nach marginaler
Tumorexzision die mittlere rezidivfreie Zeit bei 79 Tagen, nach radikaler Operation bei
325 Tagen liegt (140). Wieland gibt eine mittlere rezidivfreie Zeit von 6 Monaten an,
wobei die Fibrosarkome ex-bloc mit einem Abstand zur palpablen Tumorgrenze von 3 cm

im gesunden Gewebe entfernt werden (338).

Die Metastasierungsrate liegt nach dlterer Literatur bei ca. 5-10 % (29, 244), neuere
Untersuchungen beziffern sie mit 10-20 % (50, 140, 195, 338). Die Metastasierung
erfolgt meist im Spatstadium der Erkrankung und wird tiberwiegend nach multipler
Rezidivbildung oder Behandlung mit Chemo- oder Radiotherapie festgestellt. Die
Metastasen finden sich bevorzugt in Lunge und Lymphknoten aber auch in anderen

inneren Organen (27, 140, 244).

Das Phinomen des injektionsassoziierten Fibrosarkoms ist allerdings nicht nur - wie
urspriinglich angenommen - auf die Katze beschrinkt, sondern tritt auch beim
Frettchen auf (227). Bei einem Vergleich von caninen Fibrosarkomen mit injektions-
assoziierten Fibrosarkomen der Katze ergeben sich bei der Untersuchung von Tumoren
an typischen Injektionsstellen Hinweise auf eine mogliche Entstehung von

Fibrosarkomen nach Impfungen auch beim Hund (327).

1.4 Histologie

Mikroskopisch sind vor allem Spindelzellen und histiozytire Zellen zu sehen, die in lan-
gen Faszikeln angeordnet sind, durchmischt mit mehtkernigen "osteoklastenartigen”
Riesenzellen (27). Die Anzahl der Riesenzellen korreliert nach Untersuchungen von

Couto ¢t al. positiv mit dem Tumorgrad (57). Nach Grosslinger e a/. besteht jedoch keine
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Abhingigkeit vom grading des Tumors (122). Weitere histologische Merkmale, wie
Nekrose, vermehrte mitotische Aktivitit und zelluldrer Pleomorphismus, deuten auf
einen aggressiven Tumor hin (143).

Obwohl injektionsassoziierte Fibrosarkome und solche anderer Genese sich im
Hinzelfall histologisch nicht eindeutig unterscheiden lassen, bestehen bestimmte signifi-
kante Differenzen (143). Die Anwesenheit von Entziindungsanzeichen und das von
Makrophagen phagozytierte Aluminium sprechen fiir ein injektionsassoziiertes
Fibrosarkom (72, 138).

Die bei einer Feinnadelaspiration gewonnenen spindelférmigen bis polygonalen Zellen
liegen einzeln oder in kleinen Verbinden. Die rund-ovalen Kerne besitzen meist mehre-

re deutliche Nukleoli (143).

1.5 Therapie

Leider gibt es gegenwiirtig keine optimale Therapie des felinen Fibrosarkoms (195). Als
derzeitige Standardtherapie gilt die radikale chirurgische Exzision (143). Empfohlen
wird eine méglichst frihzeitige Operation noch kleiner Tumoren ex-bloc mit einem
Abstand zur palpablen Tumorgrenze von 3 cm und einem Tiefenabstand von min-
destens einer Muskel- bzw. Faszienschicht (122). Dies bedeutet, dass je nach Lage auch
Teile der Rickenmuskulatur, Dornfortsitze der Wirbelsdule, proximale Anteile der
Scapula oder Teile der Thoraxwand mit entfernt werden missen (167, 304). Bei

Fibrosarkomen an den Gliedmal3en ist eine Amputation oft unumginglich (167).

Neben der chirurgischen Therapie kann eine adjuvant oder neoadjuvant durchgefiihrte
Radiotherapie sinnvoll sein, die jedoch in Deutschland nur in wenigen Kliniken angebo-
ten wird. Auch verschiedene Chemotherapie-Programme, z. B. mit Doxorubicin, sind
beschrieben (143). Die Multimodalititstherapie, d. h. aggressive Exzision verbunden mit
Bestrahlung und Chemotherapie, stellt nach Séguin derzeit die Behandlung mit der
besten Prognose dar (292).

Immuntherapien haben das Ziel die kdrpereigene Abwehr gegeniiber dem Tumor zu
steigern. Viele dieser Therapieansitze sind bislang rein experimentell, auch die
Fallzahlen in diesen Studien sind gréBtenteils, wie auch bei den zuvor erwihnten Studien

mit Radio- und Chemotherapie, sehr gering,



King e al. beschreiben den Einsatz von Acemannan bei fiinf Katzen in Kombination
mit Operation und Bestrahlung. Dieser Immunmodulator soll iiber eine gesteigerte
Zytokinausschuttung unter anderem die unspezifische Zytotoxizitit und
Phagozytoserate steigern (171).

Couto ¢/ al. bewerten den therapeutischen Einsatz von Zytokinen, wie GM-CSE, IFNy
oder anderen immunregulierenden Komponenten als wertvolle Behandlungsmdéglichkeit
des Fibrosarkoms (57). Ob mit mehrmaligen lokalen Injektionen von Virbagen omega®
(rekombinantes felines IFN®) vor und nach der Tumorexstirpation eine Reduktion der
Rezidivrate erreicht werden kann, wird derzeit im Rahmen einer Phase II-Studie gepriift

127).

Studien einer franzdsischen Arbeitsgruppe zeigen, dass eine adjuvant zur Operation und
lokaler Bestrahlung durchgefiihrte Gentherapie mit Interleukin 2 die Rezidivrate dieses
felinen Tumors senken kann. Dadurch kann die mittlere Uberlebenszeit der Katzen in
einer Studie signifikant verlingert werden (157, 253).

Auf dem gleichen Prinzip basieren die an der Medizinischen Kleintierklinik (LMU
Miinchen) durchgefithrten viralen und nonviralen Gentherapiestudien. Bei den ersten
Studien erhalten die Katzen innerhalb einer Woche nach der Tumorexstirpation fiinf
Injektionen eines rekombinanten Adenovirus ins Tumorbett, oder intratumorale
Injektionen dieser Virus-Suspension 14 und sieben Tage vor der Operation. Die ver-
wendeten Viren sind replikationsdefekt und tragen die Transgene hull-2 (humanes
Interleukin 2) und feIFNY (felines Interferon ) (225, 337, 338). In einem nonviralen
Gentransferprotokoll wird den Katzen an Eisenoxid assoziierte huGM-CSF Plasmid-
DNA 14 und sieben Tage prioperativ intratumoral injiziert, welche mittels
Magnetofektion im Tumorgebiet bleibt (284). Mit diesen Formen der Immunstimulation

konnte die Rezidivrate nach einem Jahr gesenkt werden.

Durch lokale elektrische Impulse, welche Zellen fir kurze Zeit permeabel machen,
kénnen Mir e al. das intravends verabreichte zytotoxische Bleomycin in Fibrosarkom-
zellen einbringen. Mit dieser, von den Katzen gut tolerierten Elektrochemotherapie wird
ein Sistieren des Tumorwachstums und eine verlingerte Uberlebenszeit der Katzen
erreicht (217). Eine zusitzliche lokale Injektion von IL-2 sezernierenden Zellen in das,
nach der Elektrochemotherapie entstehende, peritumorale Odem kénnte, wie bei

Miusen gezeigt, systemische antitumorése Effekte erbringen (216, 268).
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Auch andere Therapieansitze werden derzeit untersucht, so spielen der platelet-derived
growth-factor (PDGF) und sein Rezeptor beim Wachstum des injektionsassoziierten
Fibrosarkoms eine Rolle. Imatinibmesylate inhibiert PDGF und kénnte so eventuell die
Chemosensitivitit des Tumors verstirken (162).

Ebenfalls experimentell ist der Einsatz von Hyperthermie, wodurch sich die
Akkumulation von zuvor intravends applizierten Liposomen im felinen Fibrosarkom
signifikant erhéhen lisst, so dal3 eine Behandlung mit chemotherapeutikaenthaltenden
Liposomen denkbar wire (203).

Auch Gentherapie mittels Enzym-Prodrug-Strategie koénnte eine zusitzliche

Behandlungsméglichkeit dieses Tumors darstellen (199) (siche Kap. II 2.1).

1.6 Prognose

Die Prognose des felinen Fibrosarkoms ist vor allem aufgrund der hohen Rezidivrate als
schlecht zu beurteilen (143). Faktoren, welche zur Prognosestellung herangezogen wer-
den sind Lokalisation und GroBe des Primirtumors, also seine Resezierbarkeit.
Grundsitzlich haben Primirtumoren eine bessere Prognose als Rezidive (50). Auch der
Wachstumstyp sowie die Resektionsrinder scheinen entscheidende Faktoren fiir die
Rezidivbildung zu sein; so konnen Grésslinger ez al. zeigen, dass mit einem vergrof3erten

Resektionsabstand zu den Tumorgrenzen die Anzahl rezidivfreier Katzen steigt (122).

1.7 Prophylaxe

Aufgrund der schlechten Prognose sollte mehr Wert auf die Privention gelegt werden,
wie dies die 1996 gegrindete Vaccine-Associated Feline Sarcoma Task Force (VAFSTE) emp-
fiehlt: Sowohl eine Reduktion tberflissiger Impfungen, da das Risiko einer Katze an
einem injektionsassoziierten Tumor zu erkranken mit der Anzahl der verabreichten
Impfungen steigt, als auch eine Anderung der Impftechniken werden gefordert (195,
324). Grosslinger ef al. empfehlen eine Injektion in die Flanke, da dort eine vollstindige
Resektion der Fibrosarkome mdoglich ist (122). Interscapulire und intramuskulire
Injektionen sind zu vermeiden (143). Die VAFSTF favorisiert eine Verabreichung des
Tollwut-Impfstoffes in den distalen Bereich des rechten Hinterbeins, der Leukose-

Vaccine distal am linken Hinterbein und aller anderen Vaccinen in die rechte Schulter
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(239, 324), da Beinamputationen eine bessere Chance der Tumorkontrolle haben als
Resektionen am Korper (211). Neben vielen anderen Empfehlungen der VAFSTT soll
auch versucht werden die jihrlichen Impfabstinde zu verlingern (195), da nach neueren

Studien der Impfschutz weitaus linger anhilt (130).
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2 Gentherapie

Unter Gentherapie versteht man das Einbringen von Genen in Zellen mit dem Ziel,
durch die Expression und Funktion dieser Gene ecinen therapeutischen Nutzen zu
erreichen. Das gewiinschte Gen kann mit molekularbiologischen Methoden aus dem
Genom einer Zelle isoliert und in einen Vektor eingebaut werden, wobei dem Gen ein
geeigneter Promoter vorgeschaltet wird, der spiter fiir die Transkription des Transgens
sorgt. Der Vektor dient der Ubertragung des Gens in eine Zelle. Nach diesem so
genannten Gentransfer wird in der Proteinbiosynthese der Zielzelle das Gen in das ent-

sprechende Protein, den eigentlichen Wirkstoff, "tbersetzt" (125).

Grundsitzlich unterscheidet man die somatische Gentherapie von der Keimbahn-
Gentherapie:

Der Keimbahn-Gentransfer erhilt durch den Eingriff in das Erbgut einer befruchteten
Eizelle oder eines frithembryonalen Stadiums das Potenzial bestimmte Merkmale eines
Individuums genetisch zu verindern. Diese Eigenschaften werden anschlieSend auch an
alle nachfolgenden Generationen weitergegeben. Deshalb st66t die Keimbahn-
Gentherapie international auf grof3e ethische Bedenken und ist in Deutschland nach den
Richtlinien der Arztekammer aus wissenschaftlichen, medizinischen und ethischen
Grinden unzulissig (34), sowie nach dem Embryonenschutzgesetz von 1990 und dem
Gentechnikgesetz in der Fassung von 1997 verboten.

Beim somatischen Gentransfer ist das Einfithren von Genen in ausgewihlte
Kérperzellen und damit auch auf eine bestimmte Zeit beschrankt. Ziel ist es, durch die
Expression bestimmter Proteine einen therapeutischen oder prophylaktischen Nutzen
fir das Individuum zu erreichen.

Die Applikation des Gens kann entweder direkt in den Korper erfolgen (In-vivo-
Gentherapie) oder aus dem Koérper entnommene Zellen werden iz vitro genetisch ver-
indert und dann reinfundiert (Ex-vivo-Gentherapie). Bei der Ex-vivo-Gentherapie
(Tumorvaccinen siche Kap. II 5) kénnen sowohl autologe (vom Patienten stammende)

als auch allogene (von einem Spender stammende) Zellen verwendet werden (105).

Bei beiden gentherapeutischen Ansitzen werden derzeit eine Vielzahl von
Vektorsystemen verwendet, die das therapeutische Gen in die Zielzellen einbringen

sollen.
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Den cinfachsten Vektor stellt ein rekombinantes Plasmid dar, in das sowohl das
gewtnschte Gen und der Promotor, als auch Sequenzen zur gezielten Selektion (z. B.
Antibiotikaresistenz-Gen) und zur Replikation des Plasmids kloniert sind. Die direkte
Injektion nackter DNA in Gewebe, wie Muskulatur, oder auch systemisch in ein Gefif3
ist zwar die sicherste Methode des Gentransfers, allerdings ist die Expressionshéhe
durch den Abbau der DNA durch Nukleasen und das mononukledre

Phagozytosesystem limitiert (235).

Beim viralen Gentransfer nutzt man die Fahigkeit von Viren in Zellen eindringen zu
konnen. Dabei handelt es sich meist um rekombinante, replikationsdefekte Viren, d. h.
die Gene, welche ecinen infektibsen Zyklus erlauben, werden teilweise durch das
therapeutische Gen ersetzt (7, 125). Je nach Anwendung und Zielzelle kommen
verschiedene Viren zum Einsatz: Retroviren, Adenoviren, Adeno-assoziierte Viren
(AAV), Herpesviren, Papillomaviren, Vacciniaviren, etc. (7, 125, 267). Die gréfiten
Nachteile der viralen Vektoren sind die potentielle endogene Virusrekombination,
eventuelle onkogene Effekte oder eine auftretende Immunantwort (93, 124, 235, 347).
In sehr speziellen Anwendungen finden auch replikationskompetente Viren

Verwendung, z. B. zur viralen Onkolyse (43, 224).

Um Zielzellen zu transfizieren wird beim nonviralen Gentransfer hiufig nackte DNA
mit physikalischen Methoden kombiniert, wie z. B. Mikroinjektion, Elektroporation, bio-
balistische Methoden (gene-gun), Ultraschall, hydrodynamischer Druck (235) oder
Magnetofektion (250, 277). Auch chemische Methoden werden erprobt um die Effizienz

und Zellspezifitit des Gentransfers zu verbessern (235). So werden mit der DNA
komplexbildende Stoffe, wie Kalziumphosphat und Diethylaminoethyl-Dextran oder
membranpermeabilisierende Stoffe, wie Glycerin und DMSO verwendet (26, 53, 283).
Weitere Moglichkeiten des nonviralen Gentransfers sind Lipofektion und Polyfektion.
Wihrend man mit Hilfe der physikalischen und chemischen Methoden versucht zellulire
Membranen fiir die Plasmid-DNA (pDNA) durchlissig zu machen, ist es das Ziel der
Lipo- und Polyfektion den Aufnahmeweg der Viren nachzuahmen, d. h. "synthetische
Viren" darzustellen (283).

Bei der Lipofektion bilden kationische Lipide (z. B. DOTMA, DOTAP) mit der negativ
geladenen DNA so genannte Lipoplexe, die vom Konzept her membranumhillten
Viren dhnlich sind (90, 210, 269).

Polyplexe und molekulare Konjugate ahmen Kapsid-Viren nach. Sie bestehen aus
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Polykationen, welche mit der pDNA Komplexe bilden. Sowohl natiirliche Kationen, wie
Histone (343), als auch synthetische, wie Polyethylenimin, werden verwendet (26, 169,
271).

Auch Kombinationen dieser verschiedenen nonviralen Methoden sind méglich, z. B. die
nonvirale Magnetofektion von pDNA mit magnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln, die

mit einer polykationischen Schutzhiille (Polyethylenimin) versehen sind (250, 277).

Sowohl virale als auch nichtvirale Vektoren werden derzeit in einer Vielzahl klinischer
Studien eingesetzt, wobei jeder Vektor Vor- und Nachteile hat, jedoch keiner alle

Anforderungen eines idealen Vektorsystems erfiillt (37, 267).

Um die bei systemischem Gentransfer eventuell auftretenden Nebenwirkungen zu mini-

mieren, findet beim zielgerichteten lokalen Gentransfer die Transfektion hauptsichlich

im Zielgewebe statt; die unspezifische Genexpression in anderen Koérperzellen kann

durch so genanntes drug fargeting verringert werden:

- physikalisches zargeting durch unterschiedlichen Vektorverabreichungsmodus,

- surface targeting durch molekulare Konjugate, die an ein spezifisches
Zelloberflichenprotein binden und so eine rezeptormediierte Endozytose des
Komplexes zustande kommt oder

- transcriptional targeting, wobei gewebe- oder zellspezifische Promoteren benutzt
werden.

- Auch der natiirliche Tropismus eines viralen Vektors kann fir die zargeted gene therapy
genutzt werden (7, 17, 269).

Die systemischen Wirkungen eines Gentransfers lassen sich weiterhin durch das Ein-

bzw. Ausschalten von therapeutischen Genen kontrollieren (269). So kann z. B. durch

die Verwendung von hitzeinduzierbaren Promotoren, basierend auf humanen

Hitzeschockproteinen, die Transkription reguliert werden (186, 187).

Haupteinsatzgebiete der Gentherapie sind neben monogenen Erbkrankheiten,

Infektionen (besonders durch das humane Immundefizienz Virus HIV) und kardiovas-
kuliren Erkrankungen die malignen Erkrankungen (125). Die Anwendung in klinischen
Studien beschrinkt sich momentan auf schwere Krankheiten, insbesondere solche, die
mit anderen Mitteln nicht heilbar oder tédlich sind (34).

Urspriinglich war die Heilung hereditirer genetischer Erkrankungen das Ziel

gentherapeutischer Versuche (237, 342). Bei monogenetischen Erkrankungen, wie z. B.
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der zystischen Fibrose oder der Severe Combined Immunodeficiency (SCID), besteht der
Therapieansatz darin, das defekte oder fehlende Gen in den Zellen durch Insertion und
Expression einer normalen Kopie des Gens zu ersetzen, so genanntes gene replacement
(128, 267, 268). Um die, bei dieser Art der Gentherapie erwiinschte, stabile Expression
des "korrektiven Gens" zu erhalten, muss dieses in das Genom integriert werden (237),
was wiederum das potentielle Risiko der insertionalen Mutagenese mit sich bringt, z. B.
die Leukdmieerkrankung von Kindern nach retroviraler gentherapeutischer Behandlung
von SCID (46, 93, 123, 237, 300, 347).

Fir andere Erkrankungen ist meist eine transiente Expression ausreichend, bei der die
Plasmide extrachromosomal vorliegen und im Laufe der Zellteilung verloren gehen (7,
53, 128).

Bei der Tumor-Gentherapie werden neben der Immuntherapie (siche Kap. 11 5) ver-

schiedene Strategien verfolgt:

- Beim gene replacement (Substitutionsgentherapie) wird das defiziente oder mutierte
Gen ersetzt, z. B. das Tumorsuppressorgen p53 (177, 269).

- Der maligne Phinotyp von Tumoren kann durch die Blockade der Transkription
von Onkogenen, z. B. der ras-Gene (269) oder fir das Tumorwachstum essentieller
Faktoren (177) unterdriickt werden (18). So kann z. B. mit "Antisensetherapie" die
Transkription oder Translation unterbrochen werden (17).

- Bei der "Suizidgentherapie" wandeln durch Gentransfer exprimierte Enzyme
prodrugs in toxische Metaboliten um, z. B. phosphoryliert die Herpes-simplex-
Thymidinkinase (HSV-tk) Ganciclovir zu einem Di- oder Triphosphat, welches
durch Inhibition der DNA-Polymerase zytotoxisch wirkt (28, 177, 199).

- Auch die Erhchung der Widerstandskraft von Zellen kann zur Therapie von
Malignititen beitragen (177). Das in himatopoetische Stammzellen des
Knochenmarks eingebrachte Multidrugresistenz-Gen dient der Protektion bei hoch
dosierter Chemotherapie (128, 267, 269).



Schrifttum

2.1 Gentherapie in der Tiermedizin

Auch fir die rekombinante DNA-Technologie, einem der neuesten Gebiete der
Molekularen Medizin, stellen sich Krankheiten der Haustiere als sehr wichtig heraus. Sie
sind nicht nur ideale Modelle um potentielle therapeutische Ansitze fiir die
Humanmedizin zu testen, sondern sie machen es auch méglich neue tiermedizinische

Medikamente und Impfstoffe zu entwickeln (7).

Genetische Faktoren sind auch bei Haustieren in viele Krankheitsprozesse involviert.
Hinige Einzelgendefekte von Haustieren dienen als Modelle fiir Gentherapiestrategien
der monogenetischen Erkrankungen des Menschen (7).

Vor allem im Bereich der Behandlung von Himophilie A und B werden in den letzten
Jahren groBe Fortschritte gemacht. Himophilie A und B sind sowohl beim Menschen
als auch beim Hund x-chromosomal rezessive Gerinnungsstérungen und resultieren in
einem Gerinnungsfaktormangel: Faktor VIII bzw. Faktor IX.

Zunichst wird mit Gentransfer der humanen Faktor VIII- bzw. Faktor IX-Gene eine
Phinotyp-Korrektur beim Hund vorgenommen, wobei die erreichten therapeutischen
Level aufgrund von Antikérperbildung gegen die humanen Proteine nur von kurzer
Dauer sind (48, 54). Deshalb folgen Studien mit caninen Faktoren. Bei beiden
Héimophilie-Typen kann mit unterschiedlichen Gentherapieprotokollen eine himostati-
sche Korrektur von Wochen bis Monaten erreicht werden, die z. B. bei Himophilie A
14 Monate (275) und bei Himophilie B sogar iiber 17 Monate anhdlt (222). Allerdings
treten auch bei einigen dieser Studien mit caninen Genen Komplikationen auf, wie akute
vektorassoziierte Toxizitit, himatologische Verinderungen und eine Induktion neutrali-

sierender Antikérper (255).

Far die Duchenne muscular dystrophy (IDMD) wird ebenfalls ein Hundemodell verwendet.
Die beim Golden Retriever einem x-chromosomal rezessivem Erbgang folgende, pro-
gressive Muskelschwiche ist charakterisiert durch Muskelfaserdegeneration und
Nekrose. Nach adenoviralem Gentransfer des humanen Dystrophingens zeigen die
Hunde, unter Immunsuppression mit Cyclosporin, eine Expression des Proteins iiber

zwei Monate (52, 147, 238).

Auch andere Stoffwechselerkrankungen der Haustiere dienen, aufgrund dhnlicher Gen-

und Proteindefekte, als Modell fur die Humanmedizin um die Effektivitit verschiedener
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Gentherapien zu studieren (238). Dazu gehdren autosomal rezessive lysosomale
Speicherkrankheiten bei Hund und Katze, wie der feline Lipoproteinlipase-Mangel (182)
oder verschiedene Mucopolysaccharidosen (340, 348). Die amerikanische Korat-Katze
kénnte z. B. als Modell fiir die Sandhoff-Krankheit dienen. Fiir diese neurologische
Hrkrankung (Typ 11 GM2-Gangliosidose) wiren neurotrope virale Vektoren, wie das
Herpes simplex Typ 1 Virus, gut geeignet (223).

Bei der erblichen Retinadegeneration kann beim Hund durch gene replacement sowohl eine
strukturelle Verbesserung der Retina als auch eine Wiederherstellung des Visus erreicht
werden (3, 231).

Neben dem Hund dient auch das Pferd als Modell fiir Gentherapiestudien beztiglich der
Epidermiolysis bullosa, welche beim Belgischen Pferd zu Blasen in Haut und Maul sowie

zur Exungulation fihrt (10, 303).

Das groBite Gebiet gentherapeutischer Forschungen ist derzeit die Onkologie. 66 % der
918 klinischen Gentherapiestudien in der Humanmedizin werden, seit 1989, in diesem
Bereich  durchgefithrt. Die Griunde dafir sind die hohe Privalenz von
Tumorerkrankungen, sowie deren hiufig letaler Ausgang. 26 % dieser onkologischen
Gentherapiestudien wiederum beschiftigen sich mit Zytokin-Gentransfer (81).

So auch viele Studien, die auf der Behandlung des caninen Melanoms basieren. Dieser
spontan entstechende, sehr aggressive Tumor mit hoher Metastasenrate (75) stellt ein
wichtiges Modell fiir das humane Melanom dar (325). Ein Hund mit malignem oralen
Melanom und Lungenmetastasen zeigt im Mandibularlymphknoten immunsuppressive
Zytokine, nicht jedoch IL-2, IFNY oder 1I.-4. Catchpole ¢/ a/. vermuten eine fehlende
Aktivierung des Immunsystems (38).

So wird bei 16, an einem Melanom erkrankten Hunden eine autologe Tumorzellvaccine,
bei welcher die Zellen mit huGM-CSF oder einem Reportergen transfiziert sind, einge-
setzt. Bei dieser Ex-vivo-Gentherapie wird zwar nur bei drei von 16 Hunden eine klare
Antitumoraktivitit beobachtet, es kann jedoch in Biopsieproben von der Injektionsstelle
24 h post injektionem biologisch aktives huGM-CSF Protein nachgewiesen werden.
Histologische Verinderungen am Injektionsort sind durch eine Neutrophilen- und
Makrophageninfiltration charakterisiert (145). In einer anderen Studie werden - auch auf
die Gentherapie von caninen malignen Melanomen abzielend - gesunden Hunden
mittels gene-gun-Methode Reportergene, sowie 1L-2, IL-6 oder GM-CSF in die orale
Mucosa und Epidermis verabreicht. Es zeigt sich ebenfalls eine effektive, lokale

HExpression der transgenen Proteine, sowie eine durch Neutrophileninfiltration
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charakterisierte Entziindungsreaktion (164).

In einigen Melanom-Studien werden bakterielle Superantigene mit Zytokin-Genen
kombiniert. Die direkte intratumorale Injektion von Lipidkomplexen, welche Plasmide
mit Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) und caGM-CSF bzw. call.-2 enthalten (85,
75), induziert eine diffuse, lymphoplasmazellulire Infiltration und eine lokale
Antitumoraktivitit (75, 318). Die Reaktion des Tumors, ob partielle oder komplette
Regression, korreliert direkt mit dem szaging (85). Die daraus resultierende signifikant
lingere Uberlebenszeit (75, 85) wird auch mit vermehrt im Blut zirkulierenden zytotoxi-
schen T-Lymphozyten und der Ausbildung einer systemischen Immunitit in Verbindung
gebracht (75). Ahnliche Beobachtungen werden in einer Studie mit der Kombination
von Staphylokokken Enterotoxin A (SEA) und call.-2 bei unterschiedlichen caninen

Tumoren gemacht (318).

Bianco e# al. arbeiten auch mit dem Modell des spontanen caninen Melanoms, verfolgen
aber einen anderen gentherapeutischen Ansatz. Nach intratumoraler Applikation des fas-
ligand-Gens kommt es zu einer Uberexpression von fas-/igand, was durch die Bindung an

fas von fas-positiven (fas+) Melanomen Apoptose auslost (15).

Chauvet e/ al’s erfolgreicher adenoviraler Gentransfer des Reportergens
B-Galactosidase in ein spontanes canines Meningiom nach intraarterieller Injektion (44),
sowie die Behandlung vertebraler Fibrosarkome beim Hund durch autologe
Tumorvaccinen (45), dienen als Vorstufen zu gentherapeutischen Strategien bei
spontanen caninen Gehirntumoren, wie sie im Veterinary Medical Teaching Hospital der
University of California in Davis durchgefithrt werden sollen: Sowohl Suizidgentherapie
als auch Zytokin-Gentherapie mit kationischen DNA-Lipid-Komplexen, welche
murines Endostatin-Gen in einem DNA-Plasmid enthalten um die Tumor-Angiogenese

zu storen (178).

Quintin-Colonna ¢ al. verwenden eine Strategie, bei der genetisch modifizierte
histoinkompatible Zellen hohe Konzentrationen an hull.-2 produzieren und so eine
potente, gegen den Tumor gerichtete zytotoxische Immunantwort auslosen. Zwei
natiirlich auftretende Tumoren dienen ihnen hierbei als priklinische Modelle: Das malig-
ne Melanom des Hundes und das im Gegensatz dazu nur selten metastasierende
Fibrosarkom der Katze. Nach Tumoroperation und lokaler Bestrahlung erhalten die

Tiere wiederholte peritumorale Injektionen der hull.-2 sezernierenden xenogenen
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Verozellen. Die behandelten Tiere zeigen eine niedrigere Rezidivrate und haben eine
lingere Ubetlebenszeit im Gegensatz zu den Kontrolltieren, die nur mit Operation und
Bestrahlung behandelt sind (253).

Auch Jourdier e al. verwenden als Referenztherapie zur Behandlung des felinen
Fibrosarkoms chirurgische Tumorexstirpation kombiniert mit lokaler Bestrahlung durch
Iridiumnadeln. In den Therapiegruppen erhalten die Katzen zusitzlich postoperativ
sicben Injektionen mit fell.-2-Gen-tragenden Kanariepocken-, oder hull-2-Gen
tragenden Vacciniaviren subkutan ins Tumorbett. Wihrend die Kontrollgruppe
(18 Tiere) nach zwolf Monaten eine Rezidivrate von 61 % aufweist, liegt diese bei den
beiden Therapiegruppen (jeweils 18 Tiere) nur bei 28 % (fell.-2) bzw. 39 % (hull.-2).
Beziiglich der Uberlebenszeit der Katzen zeigen sich keine signifikanten Unterschiede
(157).

Das injektionsassoziierte Fibrosarkom der Katze bekommt nicht nur Aufmerksamkeit
vom itiopathogenetischen Standpunkt aus (siche Kap. II 1), sondern auch von der
therapeutischen Forschung (325).

Mir et al. planen eine lokale Injektion von I1.-2 sezernierenden Zellen in das, nach einer
Elektrochemotherapie mit Bleomycin entstehende peritumorale Odem, um eine
systemische Immunantwort gegen das Fibrosarkom zu erhalten (216) (siche auch
Kap. II 1).

Durch die intratumorale Injektion von rekombinantem Adenoviren, welche das Gen fiir
das Fusionsprotein GAL-TEK (B-Galaktosidase und HSV-tk) enthalten, ist es méglich
Markierung und therapeutische Funktion zu kombinieren: Man kann Tumorzellen die
B-Galaktosidase-Aktivitdt zeigen in einer histochemischen Firbung identifizieren und
mit RT-PCR nachweisen. Durch die HSV-tk induzierte Aktivierung der prodrug

Ganciclovir wird dann der Tumorzelltod induziert (199).

Andere Erkrankungen der Katze, bei welchen gentherapeutische Strategien erprobt
werden, sind der feline Hyperthyreoidismus und die Andmie bei chronischer
Niereninsuffizienz. Blackwood und Argyle méchten mit Hilfe der Gentherapie
zytotoxische Agenzien spezifisch zu den Schilddriisenzellen bringen. Sie erhoffen sich
so, eine Alternative zu traditionellen Behandlungsmethoden beim Hyperthyreoidismus
der Katze zu erhalten. Durch die Verbindung des Prodrug-Activation-Systems E. coli
NTR/CB1954 (Bioaktivierung der prodrug CB1954 durch E. coli Nitroreductase N'TR)
mit dem zellspezifischen felinen Thyreoglobulin-Promotor verfolgt diese Arbeitsgruppe

die Methode des #ranscriptional targeting (16, 17).
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Katzen, die an einer, mit Animie assoziierten, chronischen Niereninsuffizienz leiden
sind bereits erfolgreich mit humanem Erythropoetin behandelt worden, wobei die
Antwort auf das Medikament, vermutlich aufgrund der Entwicklung von Antikérpern
gegen das humane Protein, mit der Zeit verschwindet. Mit der Verwendung ecines
rekombinanten, das feline Erythropoetin-Gen tragenden, AAV-Vektors wird das
Problem der ungewollten Immunantwort gegen das humane Protein umgangen.
Intramuskulir an gesunde SPF-Katzen verabreicht, reagieren diese mit einem
dosisabhingigen Himatokritanstieg tiber sieben Wochen. Da in dieser Studie ein
unregulierbarer Promotor eine Anpassung der Genexpression (und folglich auch des
Hématokrits) nach Verabreichung des Vektors nicht erlaubt, wird der Himatokrit tiber
die Dosierung des rekombinanten Virus kontrolliert (13).

Die Applikation eines anderen hidmatopoctischen Zytokin-Gens, caGM-CSF, mittels
adenoviralem Gentransfer direkt ins Knochenmark von Hunden resultiert in einer loka-
len myeloiden Expansion, sowie einer signifikanten peripheren Neutrophilie, welche

tber drei Wochen andauert (96).

Bei Kachexie und Animie im Endstadium von Tumorerkrankungen kann eine anabole
Behandlung zur Verbesserung der Lebensqualitit und zur Verlingerung der Lebenszeit
fithren. Draghia-Akli ¢f al. erreichen bei kachektischen, caninen Tumorpatienten mittels
intramuskuldrer Injektion eines das Wachstumshormon-Releasinghormon (GHRH)-
exprimierenden Plamids eine erhéhte Serumkonzentration des zzsulin-like growth-factors 1.
Daraus folgt sowohl eine Normalisierung des roten Blutbilds, als auch eine signifikante
HErhohung der zirkulierenden Lymphozyten. Das Gewicht der Hunde bleibt wihrend der
gesamten Studiendauer konstant im Gegensatz zu den Kontrolltieren, welche im Mittel

1,5 % ihres Anfangsgewichtes verlieren (76).

Die fiir eine somatische Gentherapie in Frage kommenden Krankheiten haben unter-
schiedliche Ursachen, weshalb auch die Griinde und Strategien fir die Behandlung
variieren (49). Bei entziindlichen Erkrankungen, konzentriert sich die Forschung derzeit
auf Zytokin-Interaktionen und im Speziellen auf die Pathogenese von chronisch
inflammatorischen Erkrankungen, wie z. B. Arthritis (7, 49, 101, 102). Sowohl bei
rheumatoider Arthritis als auch bei traumatischer und Osteoarthritis dient das Pferd als
Modelltier (101). Adenoviraler Gentransfer des equinen IL.-1 Rezeptor-Agonisten resul-
tiert in einer Verbesserung der klinischen Parameter. Neben einer Verbesserung der

Lahmbheit kénnen auch positive Effekte auf die Histologie der Synovialmembran und
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des Gelenkknorpels, im Vergleich zu Kontrolltieren ohne Behandlung, festgestellt wer-
den (101, 102). Die Implantation von genetisch modifi-zierten Chondrozyten, welche
bone-morphogenic-protein 7 Uberexprimieren, foérdert die Heilung von Knorpeldefekten

durch hyalinartiges Reparaturgewebe im Femoropatellargelenk von Pferden (141).

Auch kardiovaskulire Erkrankungen und Infektionen, z. B. durch das feline
Immundefizienz-Virus FIV (HIV-Forschung), sind als potentielle Einsatzgebiete fiir die

Tiermedizin in den Blickpunkt der Gentherapie-Forschung gertickt (7, 49).

2.2 Nonviraler Gentransfer mit Kollagenschwamm

Kollagen als Biomaterial fand und findet in der Medizin in verschiedenen Bereichen
Anwendung: Als resorbierbarer Catgutfaden in der Chirurgie, als Schwamm im Bereich
der Wundabdeckung oder Blutstillung (als Himostyptikum), als lokales
Arzneimittelreservoir fiir Antibiotika oder Wachstumsfaktoren, um einen lingeren
Wirkspiegel vor Ort zu erreichen, etc. Dabei werden unterschiedliche Applikationsarten
des Kollagens gewihlt: Gele, Folien, Schwimme, Mikropartikel oder auch Pulver.

Kollagen stellt aufgrund seiner exzellenten Biokompatibilitit ein ideales Trigermaterial
fir Arzneimittel, Genvektoren oder Zellen dar. Es weist nur eine sehr geringe Toxizitit
auf und 16st kaum immunogene Reaktionen aus. Weiterer Vorteil neben der guten
Vertriglichkeit ist die Resorbierbarkeit des Biopolymers im Kérper. Die Verwendung
von Kollagenschwimmen als Wundauflage férdert durch seine Eigenschaften die
Wundheilung, Nach Absorption, auch grofler Volumina von Gewebsfliissigkeit, erhilt
der Schwamm das feuchte Mikroklima der Wunde und ermdglicht so eine optimale
Mikrozirkulation. Durch die Adhirenz ans Wundbett schiitzt er vor mechanischen
Einflissen oder auch bakteriellen Sekundirinfektionen. Die wichtigste Eigenschaft
scheint jedoch, auch im Hinblick auf den Gentransfer, das Erhalten der Zellmobilitit zu
sein. Den Wachstums- und Entziindungszellen ist es méglich das pordse Gertist des
Kollagenschwammes zu penetrieren, was die Formation eines hochvaskularisierten

Granulationsgewebes erméglicht und die Epithelneubildung férdert (100).
Neben der Bestiickung des Kollagenschwamms mit Wachstumsfaktoren (z. B. BMP-2)

oder auch Antibiotika zur Implantation ins Wundbett, ist auch die Beladung mit

Genvektoren zum gentherapeutischen Einsatz moglich (24, 100, 108). Das lokale

20



Schrifttum

Gentransfersystem der GAM (gene activated matrix) hat zwei Bestandteile: Die Plasmid-
DNA und die Trigermatrix, den Kollagenschwamm (24). Ein natiirliches, biokompati-
bles Polymer, wie Kollagen, kann die Plasmid-DNA langsam und protrahiert freisetzen
und so lokal eine optimal hohe Wirkstoffkonzentration mit lang anhaltendem
Wirkspiegel vor Ort durch einen controlled release erreichen, ohne systemische
Nebenwirkungen hervorzurufen (24, 241, 278).

Bei Versuchen mit plasmidbeladenen Kollagenschwimmen kann 7z vitro gezeigt werden,
dass in den Schwamm einwandernde Zellen die Genvektoren auffinden und dort lokal
transfiziert werden. Nach subkutaner Implantation der mit reportergentragenden
Plasmiden beladenen Kollagenschwimme in Ratten und Méuse kann kein signifikanter
Gentransfer nachgewiesen werden (287). Die Effizienz des Gentransfers ist von biolo-
gischen und physikalischen Faktoren abhingig. So fiihrt eine hohe mitotische Aktivitit
der Wundheilungszellen zu einem schnelleren Verlust des Plasmids, d. h. das Plasmid
wird im Verlauf der Zellteilung nur an jeweils eine Zelle weitergegeben und nicht repli-
ziert (24). Kommt es zum Kontakt der Plasmide mit Blut werden diese abgebaut und
inaktiviert (24). Diese Limitation des Gentransfers fihrt zum FEinsatz synthetischer
Vektoren auf den Kollagenschwimmen. Molekulare Konjugate aus Plasmid-DNA und
kationischen Polymeren erhéhen sowohl die Plasmidstabilitit als auch die
Gentransfereffizienz (24). Mit nackter Plasmid-DNA beladene Schwimme zeigen in der
Zellkultur nur eine siebentigige Genexpression, wobei eine initial hohe Freisetzung von
etwa 77 % in den ersten drei Tagen stattfindet (283). Im Gegensatz dazu erreichen mit
pDNA-Polyethylenimin-Komplexen beladene Schwimme eine 45 Tage andauernde, mit
pDNA-PEI-Hillpolymer-Komplexen beladene Schwimme sogar eine 56 Tage mess-
bare Genexpression. Dies liegt an der Immobilisierung der pDNA iiber einen lingeren
Zeitraum, wodurch sie auch linger freigesetzt werden kann um Zellen zu transfizieren.

Dabei wird stets eine transiente Transfektion der Zellen beobachtet (278).

Nach subkutaner Schwammimplantation in Ratten kann bei mit pDNA-PEI-
Hiillpolymer-Komplexen beladenen Schwimmen die héchste Reportergenexpression
iber mindestens sieben Tage nachgewiesen werden. pDNA-PEI-Komplex beladene
Schwimme erreichen eine Expression tber drei Tage, welche jedoch nicht immer repro-
duzierbar ist (278, 283). Ratten mit den implantierten Schwimmen zeigen in dieser
Biokompatibilititsstudie zu keiner Zeit ein gestértes Allgemeinbefinden, noch verlieren
sie Gewicht oder zeigen auffilliges Verhalten. Es kénnen keine duBerlichen Anzeichen

von Wundheilungsstérungen oder Entziindungen beobachtet werden, auch wandert der
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Schwamm nicht, sondern befindet sich auch nach 14 Tagen noch am Implantationsort.
In Blut oder Organproben kann keine Genexpression nachgewiesen werden (283).

Histologisch kann in den ersten drei Tagen eine hochgradige marginale Einwanderung
von neutrophilen Granulozyten in den Schwamm beobachtet werden. Das gesamte
Implantat ist von einem Fibrinnetz und einer groen Ansammlung Exsudat umgeben.
Am siebten Tag befindet sich der Neutrophilensaum dichter am Implantat und in der
Schwammmitte werden vermehrt neutrophile Granulozyten nachgewiesen. Die
Schwammfasern sind von Detritus und Exsudat auseinandergedringt. Die in den
Kollagenschwamm einwandernden Zellen nehmen die pDNA auf und exprimieren das
Gen. Nach 14 Tagen ist sowohl die fortschreitende Schwammauflésung mit einer
Ausreifung des Granulationsgewebes und Zunahme der Fasern als auch die
Vaskularisierung deutlich sichtbar (278, 283). Die Schwimme sind einem kontinuier-
lichen Abbauprozess unterworfen bis der gesamte Schwamm schlieflich mit

neugebildetem Bindegewebe durchsetzt ist (287).

Das zur Komplexbildung mit der negativ-geladenen pDNA verwendete organische,
kationische Makromolekiil Polyethylenimin (PEI) wirkt als "Protonen-Schwamm". Die
schiitzende Wirkung des Polymers wird nach der Aufnahme des Komplexes in die
Zielzelle wirksam und beruht wahrscheinlich auf der Pufferkapazitit in Endosomen,
wodurch der Abbau der pDNA durch Nukleasen verhindert wird. Durch weitere
Absorption von Protonen kommt es in den Lysosomen zur osmotischen Schwellung mit

Ruptur, was einen Escgpe-Mechanismus fiir das tranfizierende Agens darstellt (26, 98).

Die Hillpolymere, protektive Copolymere (PROCODPs), bestehen aus Polyethylenglykol
(PEG) und umschlieBen die positiv geladenen pDNA-PEI-Komplexe mittels elektro-
statischer Interaktionen (92). Durch stabilisierende und opsonisierungsinhibierende
Higenschaften schitzen sie die Polyplexe gegen Blutkomponenten und Bestandteile der
extrazelluliren Matrix (271, 278): Sowohl Komplementaktivierung als auch die Inter-
aktion mit Serumproteinen ist im Gegensatz zu ungeschiitzten pDNA-PEI-Komplexen

reduziert (271).
Durch das Auftragen der pDNA-PEI-Hillpolymer-Komplexe auf den Kollagen-

schwamm und die nachfolgende spezielle Behandlung wird die pDNA auf der dreidi-

mensionalen Matrix fixiert.
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Die pordse Struktur des Kollagenschwammes stellt ein durchlissiges Trigersystem dar,
welches eine kontinuierliche Freisetzung garantiert und als Geriist fiir die Infiltration
von Zellen und nachfolgend auch Gefillen dient.

So entstehen zwei Mechanismen des Gentransfers:

1. Die Genvektoren werden vom Retardsystem freigesetzt und transfizieren das umlie-
gende Gewebe, so auch z. B. nach der Operation im Korper der Katze verbliebene
Fibrosarkomzellen.

2. Das Biomaterial selbst dient als Gertist fiir die einsprossenden Zellen, welche im
Inneren des Systems Genvektoren vorfinden und aufnehmen konnen (278). Einmal
transfiziert agieren die Zellen in der Matrix als Bioreaktoren, welche das rekombinante

Protein sezernieren (24).
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3 Tumorimmunologie und Antitumorimmunitit

3.1 Tumorimmunologie

Bei der Bekdmpfung von Tumorzellen spielt die humorale Abwehr, also B-Lymphozyten
und die von ihnen gebildeten Immunglobuline, eine untergeordnete Rolle (85) und soll

deshalb an dieser Stelle nicht genauer beschrieben werden.

Im Unterschied zu normalen Zellen ist bei Tumorzellen die Kontrolle des
Zellwachstums durch Mutationen verloren gegangen. Grundsitzlich kénnen maligne
Zellen, obwohl sie weniger immunogen als andere Pathogene sind eine Immunantwort
auslosen (1, 21). Warum das Immunsystem die Entstehung von Tumoren in manchen
Fillen verhindern kann und warum es in anderen Fillen zu einem Tumorwachstum
kommt ist noch nicht vollstindig gekldrt. Die zumunosurveillance-theory beschreibt die
Wechselwirkungen zwischen Tumor und Immunsystem. So kann es zu einer Elimination
der malignen Zellen durch das Immunsystem kommen oder zu einem Gleichgewicht
(equilibrum) zwischen Tumorzellen und Immunsystem, d. h. die malignen Zellen sind
zwar vorhanden, vermehren sich jedoch nicht. Im Zustand des umonr-escape kommt es

zum Wachstum eines Tumors (21, 317) (siche Kap. II 3.2).

Im Zustand der Elimination reagieren Natiirliche Killer Zellen (NK-Zellen) des
angeborenen Immunsystems zunichst auf so genannte danger signals, welche entstehen,
wenn der wachsende Tumor aufgrund der Zelltransformation oder auch der
Verinderung des umgebenden Gewebes auffillig wird. Normalerweise induzieren diese
Signale ecine lokale Entziindung sowie die Aktivierung von Effektorzellen mit
Antitumor-Aktivitit (21). NK-Zellen kénnen abnormale Zellen erkennen und direkt
abt6ten, wobei ihre Zytotoxizitit auf einer Erkennung der Zielzelle durch verschiedene
Rezeptoren beruht. So fithrt z. B. eine fehlende MHC I-Expression zur Abtotung der
Zelle durch NK-Zellen (317).

Viele Tumoten unterscheiden sich von normalen Zellen dutrch ecine abnormale
Proteinexpression (317). Tumorantigene, die sich auf der Tumorzelloberfliche befinden,
werden von T-Lymphozyten jedoch nur registriert und als "fremd" erkannt, wenn sie im
antigenbindenden Teil eines major-histocompatibility-complex (MHC) gebunden sind (85).
Abhingig davon, ob es sich um MHC Klasse I (MHC I) oder MHC Klasse II (MHC 1II)

24



Schrifttum

Molekile handelt, werden unterschiedliche Wege der Antigenerkennung mittels ver-
schiedener T-Zellen beschritten, die jedoch eng durch Mediatoren verkniipft sind (1,
260).

MHC I-Molekiile werden auf einer Vielzahl von Zellen exprimiert. So tragen fast alle
Zellen, einschlieflich der meisten Tumorzellen, MHC I-Molekiile auf ihrer Oberfliche
(85). MHC II-Molekiile sind hauptsichlich auf aktivierten Antigenprisentierenden
Zellen (APC) vorhanden: B-Zellen, Makrophagen und dendritische Zellen (1, 260). Die
meisten anderen Zelltypen, inklusive Tumoren, exprimieren nur wenige oder keine
MHC II-Molekiile (1).

Mit MHC I im Komplex auf der Tumorzelloberfliche prisentierte Peptide werden von
CD8"-T-Lymphozyten (zytotoxische T-Zelle, CTL) mittels deren T-Zellrezeptoren
(TCR) spezifisch erkannt. Dies aktiviert die Zellen und sie sind dann in der Lage die
Tumorzelle perforinvermittelt zu lysieren oder auch deren Apoptose zu induzieren (18,
85).

CD4"-Lymphozyten (T-Helfer-Zellen) hingegen sind MHC 1II restringiert, d. h. sie
erkennen nur Peptide, die ihnen im Komplex mit MHC II-Molekiilen prisentiert
werden. Dies geschicht hauptsichlich durch die APC, welche Proteine zugrunde
gegangener oder phagozytierter Tumorzellen verarbeiten und diese in Form von Peptid-
MHC II-Komplexen an der Oberfliche exprimieren (85, 260). Es ist jedoch auch mog-
lich, dass die Tumorzellen selbst, sofern sie MHC II-Molekiile auf ihrer Oberfliche
besitzen, den T-Helfer-Zellen die Antigene prisentieren (1). Erkennt die CD4'-Zelle mit
ihrem TCR den gebildeten Komplex wird sie aktiviert, was erstens eine Aktivierung des
immunologischen Gedichtnisses und damit eine vermehrte Bildung spezifischer CD8'-
T-Lymphozyten und zweitens eine Zytokinausschiittung, auch von IL-2 und IFNYy,
bewirkt, welche sowohl die tumoriziden Fihigkeiten der CTLs verstirkt als auch
Makrophagen und Eosinophile aktiviert (85, 247). Deren Produkte (Superoxide, radikale
Sauerstoffspezies, etc.) sind zwar nicht antigenspezifisch, bleiben jedoch durch die lokale
Aktivierung im Tumorbett (174, 247). Die Freisetzung von Zytokinen durch aktivierte
Immunzellen stellt einen Verstirkungsmechanismus der T-Zell-Antwort dar, da die
sezernierten Zytokine wiederum andere Immunzellen aktivieren oder auch direkt in die
Abtotung von Tumorzellen involviert sind, wie TNFo (174).

IFNY kann sowohl die MHC I-, als auch die MHC II-Expression auf
Transkriptionsebene tber zytokinaktivierte Transkriptionsfaktoren hochregulieren. Eine
grofiere Menge an MHC-Molekiilen bewirkt eine gesteigerte Antigenprisentation, was

wiederum zu einer besseren Tumorerkennung fithren kann (1).
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NK-Zellen lysieren die Tumorzellen ohne MHC-Restriktion (siche oben), wobei deren
Aktivitit ebenfalls durch Zytokinwirkung (unter anderem durch IL-2) gesteigert wird (1,
74,317, 313). In vitro kann 11.-2 NK-Zellen auch zu Lymphokin-aktivierten Killer-Zellen
(LAK-Zellen) aktivieren, welche eine gesteigerte Fihigkeit der Tumorzelllyse besitzen
(190). Mindestens vier verschiedene Zelltypen kénnen 7z vitro Tumorzellen abtéten:
NK-Zellen, LAK-Zellen, Makrophagen und Tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL)
(18).

Insgesamt geschen greifen die Wege der T-Zell-Antwort ineinander und sind durch eine

Vielzahl von Zytokinwechselwirkungen miteinander verkniipft (1).

3.2. Antitumorimmunitat

Der Tumor besitzt die Fihigkeit sich durch verschiedene Mechanismen der
Immunantwort zu entzichen, das so genannte fumonr-escape (1, 21, 248). So geben peri-
tumortse Infiltrate verschiedener Immunzellen, wie man sie auch beim felinen
Fibrosarkom findet (57), zwar einen histopathologischen Hinweis auf die immunogene
Wirkung der Tumorzellen (21, 134, 248), eine protektive Immunantwort bildet sich
jedoch nicht aus. Eine Erklirung dafur sicht Pawelec darin, dass Tumoren "Darwinian
paragons” darstellen, welche unter Selektionsdruck dem Immunsystem immer einen

Schritt voraus sind (248). So haben sich verschiedene Escape-Mechanismen entwickelt:

Maligne Zellen zeigen oft eine verinderte Expression von MHC I-Molekiilen auf ihrer
Oberfliche (21, 212, 293). Ein kompletter Verlust an MHC I-Molekilen wiirde zur
sofortigen Lyse durch NK-Zellen fiithren. Dagegen verhindert eine verringerte MHC I-
Hxpression, wie sie bei verschiedenen spontanen Tumoren festgestellt wird, eine
Erkennung der Tumorantigene durch CTLs (21, 85, 212) und kann mdglicherweise
durch IFNY korrigiert werden (293).

Die meisten Tumorzellen haben keine MHC II-Molekiile auf ihrer Oberflache, weshalb
eine Aktivierung von T-Helferzellen fehlt. Folglich gehen auch keine aktivierenden
Signale an CD8"-Zellen, genausowenig werden Makrophagen und Eosinophile aktiviert
(247). Heike e al. erhalten sarkomspezifische CD4" Zellen nach 7 vitro Stimulierung von
petipheren Blutleukozyten durch eine autologe Tumorzelllinie, welche mit IFNy behan-

delt wurde um vermehrt MHC II-Molekiile zu exprimieren (132).
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Viele Tumoren wiederum prisentieren Tumorantigene auf MHC I-Molekiilen und
trotzdem kommt es zu keiner Erkennung durch die CTLs (323). Eine mogliche
Erklarung fir diesen Status der immunological ignorance ist das Fehlen adaequater kostimu-
latorischer Signale auf den Tumorzellen, wie z. B. der B7 Molekiile (21, 212). Mit B7
tranfizierte Melanomzellen kénnen im Tierversuch eine AbstoBung des Tumors durch
CD8"-Zellen tber die Interaktion der B7 Molekiile mit dem CD28 Molekiil auf den
CD8'-Zellen bewirken (47, 322).

Diese anergy, das Nicht-Reagieren auf ein Antigen, kann auch durch die Qualitit des
TCR-mediierten Signals aufgrund der Antigennatur entstehen: Natirlich vorkommende
Peptidsequenzen agieren z. B. als partielle Agonisten eines Melanomantigens (185, 248).
Anergische T-Zellen kénnen dariiber hinaus sogar als antigenspezifische Suppressor-
Zellen wirken, was ebenfalls zur Toleranz des Tumors durch das Immunsystem fithren
kann (42, 317).

Manche Tumoren kénnen eine T-Zell-Zerstérung induzieren. Sie exprimieren fas-/igand,
welcher, wenn er mit dem exprimierten fas (CD95) der T-Zelle interagiert, fas-/igand-
mediierte Apoptose der T-Zelle induziert (248, 317).

Auch eine Blockade der T-Zell-Aktivierung ist beschrieben. Durch Modulation der
Signaltransduktion, z. B. durch Verlust einer TCR-Untereinheit kénnen T-Zellen nicht
mehr aktiviert werden (248).

Hs gibt noch weitere Moglichkeiten, wie sich Malignititen der Immunantwort entzichen
kénnen: z. B. sezernieren manche Tumoren verschiedene immunsupressive Zytokine
oder andere Faktoren, wie IL-10, TGFB, PGE, oder VEGE, um cine inflammatorische
Antwort zu verhindern (21, 25, 317).
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4 Zytokine

Neben Zell-Zell-Interaktionen sind auch zahlreiche Mediatoren, die als Botenstoffe
zwischen den Zellen agieren und unter dem Oberbegriff biological response modifiers
zusammengefasst werden, fiir die komplexe Regulation der Immunantwort
verantwortlich (1). Indem sie auf Zellen, von denen sie sezerniert werden (autokrin)
oder auf Nachbarzellen (parakrin) wirken, sind ihre Effekte lokal. Ebenso haben sie aber
auch Zugang zur allgemeinen Zirkulation, weshalb sie einen systemischen Effekt haben
kénnen (endokrin) (1, 84). Auch eine juxtakrine Wirkung, indem membrangebundene
Vorliuferformen mit Rezeptoren von Nachbarzellen reagieren, ist méglich (62).
Zytokine sind also biologisch aktive Zellprodukte, welche die Kommunikation zwischen
Immunzellen sichern. Sie wirken pleiotrop, das heiit auf viele unterschiedliche
Zelltypen, wobei sie auf die gleiche Zielzelle oft verschiedenartige Effekte haben
kénnen. Zytokine beeinflussen sich meist gegenseitig in ihrer Wirkung, indem sich
Wechselwirkungen im Sinne eines Antagonismus ausbilden; aber auch additive und syn-
ergistische Wirkungen bestehen (1).

Der Begriff "Zytokine" schlieBt auch die Colony-stimulating factors - Wachstumsfaktoren

fiir Knochenmark-Progenitorzellen - mit ein (1).

Die ersten Zytokine, welche genauer untersucht, isoliert und als rekombinante Proteine
hergestellt werden, sind die der Maus und des Menschen. Inzwischen sind auch viele
Zytokine der Katze kloniert, sequenziert und teilweise auch exprimiert worden,

z. B. IFNa, TNFa, 1L.-4, G-CSF, um nur einige wenige zu nennen (79, 263, 280, 341).

Genauer soll anschlieBend nur auf Interleukin 2, Interferon y und auf GM-CSF einge-

gangen werden, da diese drei Zytokine in der vorliegenden Arbeit kloniert werden.

4.1 Interleukin 2 (IL-2)

In der Mitte der 70er Jahre wird Interleukin 2 (IL-2) als wichtigster Wachstumsfaktor
von T-Lymphozyten als T-cel/ growth-factor (TCGF) erstmals beschrieben (109, 110, 219).

Durch eine Vielzahl biologischer Funktionen spielt I11.-2 eine zentrale Rolle in der
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Immunantwort, weshalb es bereits bei vielen Spezies kloniert, sequenziert und expri-
miert ist:

Nach der humanen (68, 313) und murinen (103, 160, 349) Sequenz folgen die der
Haustierspezies: Bovines (40, 259), ovines (32, 115, 295), caprines (GenBank: X76063)
(111), porcines (116, 153), equines (73, 315, 320), canines 1L.-2 (78, 175) und das des
Huhns (307) und der Ratte (209). Aber auch von exotischeren Spezies, wie z. B. vom
Lama (242) oder der Robbe (299) liegt 11.-2 inzwischen kloniert vor.

Cozzi et al. Klonieren 1993 das feline IL-2 (GenBank: 1.19402) (111) und weisen auch die
biologische Aktivitit des rekombinanten Proteins nach (59, 60), welches allerdings

gegenwirtig nicht kommerziell erhaltlich ist.

4.1.1 Molekularbiologische Charakterisierung

Das humane IL.-2 Gen ist ein single-copy-gene, d. h. es liegt im haploiden Genom nur ein-
fach vor. Es enthilt vier Exons und drei Introns und zeigt keine Sequenzhomologie zu
anderen Faktoren (62, 103).

Das aus einem Vorlduferprotein (154 AS) durch Abspaltung der hydrophoben sekreto-
rischen Signalsequenz entstehende reife feline 11.-2 Protein hat ein Molekulargewicht
von 13,7-23 kDa, je nach Glycosylierung. Es besteht aus 134 Aminosduren und ist als
globulires Protein gefaltet (11, 59, 113).

4.1.2 Molekularer Vergleich von IL-2 verschiedender Spezies

Die Homologien der Nukleotidsequenzen in der kodierenden Region sowie die der

Proteinsequenzen sind in Tab. 14 im Kap. III B 1.1 dargestellt.

Beziiglich der Kreuzreaktivitit des I1.-2 verschiedener Spezies werden 7z vitro Versuche
gemacht: Rekombinantes humanes I1.-2 (rhull.-2) induziert 7z vitro eine Proliferation von
humanen, bovinen, porcinen, equinen, caprinen, ovinen, caninen, felinen und murinen
petipheren Blutleukozyten (PBL). Das Ausmal3 der Proliferation variiert allerdings unter
den Spezies (51, 60, 86, 91, 97). Rekombinantes bovines I1.-2 aktiviert nur spezieseigene

Lymphozyten, nicht jedoch humane, murine oder porcine Zellen (51). Auch fell.-2 wirkt
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nur auf feline Zellen proliferierend, nicht jedoch auf humane (60). Porcines IL.-2 hat
zwar einen Effekt auf murine und ovine, nicht aber auf humane Zellen, wihrend
porcine Zellen sich wiederum nicht von murinem oder ovinem IL-2 aktivieren lassen
(86). Daraus folgern Lindsay ez al., dass die Speziesspezifitit von hull.-2 unidirektional
ist, d. h. humane Lymphozyten lassen sich nicht durch xenogenes 11.-2 stimulieren (180).
Als Grund vermuten Fenwick ef /. Unterschiede im I1.-2 Rezeptor (91). Allgemein laf3t
sich sagen, dass Proteine von Spezies, die auf der evolutiondren Skala weiter unten ste-
hen, keine biologische Aktivitit auf Zellen von héher stehenden Spezies ausiiben, bzw.
Proteine von héher stehenden Spezies ihre biologische Aktivitit auch auf Zellen tiefer

stehender Spezies behalten (60).

4.1.3 Biologische Aktivitit

IL-2 ist ein pleiotropes Lymphokin, welches unter physiologischen Bedingungen
hauptsichlich von T-Helfer-Zellen, infolge einer Zellaktivierung durch Mitogene oder
Antigene, produziert wird (11, 221). In vitro kann diese Stimulation von Blutzellen mit
Concanavalin A (ConA) oder Phytohdmagglutinin (PHA), Mitogenen aus Schwertbohne
und Gartenbohne, durchgefiihrt werden (109, 110).

Ruhende T-Zellen produzieren kein IL-2 und sind nicht fiir Zytokine ansprechbar, da sie
kaum IL-2 Rezeptoren exprimieren. Sie miissen zuerst stimuliert werden. Kommt es zur
Aktivierung einer T-Zelle wird die Expression des 1L.-2 Rezeptors gesteigert (62, 113).
Bindet an diese neu exprimierten Rezeptoren IL-2 iniziiert dies eine klonale T-
Zellproliferation (84, 103).

Drei verschiedene Typen von I1.-2 Rezeptoren sind bekannt. Sie werden unterschiedlich
und unabhingig voneinander exprimiert. Der bigh-affinity 11.-2 Rezeptor ist ein
Membranrezeptorkomplex, der aus zwei Untereinheiten o und B als ligandbindende
Dominen und einer y-Kette als Signalkomponente besteht. Der intermediate-affinity 11.-2
Rezeptor ist ein B-y-Dimer, wihrend der /ow-affinity Rezeptor aus der a-Untereinheit
alleine besteht (62).

IL-2 fihrt neben einer Steigerung der Reaktivitit von zytotoxischen T-Lymphozyten
(CTL) (88, 319) auch zu ciner VergéBerung des NK-Zell-Kompartiments (74). CTL und
NK-Zellen kénnen sowohl virusinfizierte Zellen als auch einige Tumorzellen abtéten

und so eventuell ein frithes Tumorwachstum blockieren und einer Metastasierung vor-

30



Schrifttum

beugen (84, 95).

IL-2 verstirkt aber nicht nur die funktionale Aktivitit von NK-Zellen (74, 313), sondern
ist auch essentiell fir die Induktion und die Expansion von LAK-Effektorzellen
(lymphokine aktivated killer cells), einer 11.-2 aktivierten Untergruppe von NK-Zellen (64,
136, 190). Diese kénnen NK-resistente Tumorzellen lysieren, wihrend sie gegentiber
normalen Zellen eine geringere Toxizitit zeigen (95).

Katzen zeigen nach tiglicher intravendser Injektion von rhull-2 sowohl eine
Bluteosinophilie als auch eine Hyperplasie der cosinophilen Vorliuferzellen im
Knochenmark, welche allerdings nur vortubergehend ist (320). Auch bei Hunden kann
nach Infusion von rhull.-2 eine Bluteosinophilie festgestellt werden (64, 135).

Des Weiteren fithrt IL-2 zu einer gesteigerten antitumordsen Zytotoxizitit der

Tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) (84).

Der fiir die Antitumoraktivitit von IL-2 verantwortliche Hauptfaktor ist méglicherweise
die induzierte Sekretion von tumoriziden Zytokinen (62, 246). IL-2 entfacht nach syste-
mischer Administration einen komplexen "Zytokin-Sturm" (246). Unter anderem
stimuliert es die Synthese von IFNYy in peripheren Leukozyten (88) und induziert die
Sekretion von IL-1, GM-CSE, TNFo und TNF, welche wiederum Makrophagen
aktivieren (62). IL-2 ist auch fiir die Freisetzung von léslichem fas-/igand, der Antitumor-
Aktivitit besitzt, verantwortlich (205).

Eine weitere immunmodulatorische Funktion des IL-2 ist die Férderung der B-Zell-
Proliferation und damit auch der Produktion von Immunglobulinen (84). Auflerdem
verstirkt es die Makrophagenzytotoxizitit (84, 95).

Neben der Beteiligung an der Tumortberwachung spielt das Zytokin auch eine Rolle bei
antiinflammatorischen Reaktionen und der Himatopoese. Dartiber hinaus konnte es
durch die Bindung an 8-Opioidrezeptoren eine analgetische Komponente im peripheren

Nervensystem besitzen (332).

Durch Forschung mit IL-2 &nock-ont Miusen ist bekannt, dass eine fehlende IL-2
Expression eine Dysregulation des Immunsystems im Sinne einer verzégerten T-Helfer-
Anwort sowie einer reduzierten NK-Zell-Aktivitit bewirkt. Iz vitro zeigt sich eine redu-

zierte polyklonale T-Zell-Antwort (62).
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4.1.4 Nebenwirkungen

Die klinische Toxizitit bei Immuntherapien mit hull.-2 zeigt sich in Fieber und
Schiittelfrost, ~ Schwindel, ~Vomitus und  Diarrthoe, Hypotension  und
Flissigkeitsretention, Minderdurchblutung der Niere, myokardialen Infarkten und einer
erhéhten Kapillarpermeabilitit (82, 84, 114, 290). Dies entspricht zum GroBteil auch
den Nebenwirkungen, die bei der Anwendung anderer Zytokine beobachtet werden.
Vor allem die systemische Administration von IL-2 fithrt zu einer gesteigerten
Permeabilitit der Blutgefile, auch als capillary leakage syndrom bekannt (146, 290). In der
Lunge kommt es in der Folge zu einem Lungenédem, welches zu respiratorischer
Symptomatik und Gewichtszunahme fithren kann (196, 201). Im Gehirn wird durch den
Integrititsverlust des Endothels der Hirngefil3e die Blut-Hirn-Schranke geschadigt. Es
wird vermutet, dass diese Effekte im Gehirn den neuropsychiatrischen
Nebenwirkungen, wie Desorientierung mit Depression und Somnolenz bis zum Koma,
zugrunde liegen, wie sie wihrend einer I1-2 Therapie beim Menschen beobachtet wer-
den kénnen. IL-2 verindert auch das elektrophysiologische Verhalten von Neuronen
(62, 83).

Eine cher seltene Nebenwirkung, jedoch mit schwerwiegenden Komplikationen ver-
bunden, ist die gastrointestinale Perforation und Nekrose, welche vereinzelt bei
Menschen nach IL-2 Administration in hoher Dosierung beobachtet werden kann (133,
291).

Abraham und McGrath berichten von einer Uberempfindlichkeitsreaktion vom
Soforttyp nach systemischer IL.-2 (Aldesleukin) Verabreichung (2).

Toxizitit nach 11-2 Verabreichung kann aber auch anderen, in der Folge freigesetzten

Zytokinen, wie dem TNFa zugeschrieben werden (21).

Neben Studien am Schaf (196) werden auch Toxizitdtsstudien mit 11-2 an Katzen (83,
114, 201) durchgefiihrt, da diese Spezies sich gut als Tiermodell fiir die therapeutische
Toxizitit von IL-2 eignen. Nach i.v.-Infusion von rhull.-2 kommt es bei den Katzen zum
capillary leakage syndrom, wobei I11.-2 die Blut-Hirn-Schranke tiberwindet (83, 201). Katzen,
die in einer Toxizititsstudie zwei Injektionen mit 1,4 x 10” tp (total particles) Adenoviren,
welche das Transgen hull.-2 tragen, im Abstand von fiinf Tagen erhalten, sterben oder
miussen euthanasiert werden (225).

Bei kontinuierlichen rhull.-2-Infusionen bei Hunden kénnen Da Pozzo ef al. cine

Gewichtszunahme verzeichnen (64). Helfand ¢ a/. hingegen beobachten Vomitus,
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Diarrhoe sowie Lethargie (135). Wie auch bei Katzen (320) kommt es bei den Hunden
nach iv.-Infusion des rhull-2 zu Blutbildverinderungen, wie z. B. Eosinophilie (64,

135).

Diese nicht erwiinschten Wirkungen von IL-2 nach systemischer Applikation kénnen
auf verschiedene Weise umgangen werden. So ist cine lokale Anwendung moglich:
Aldesleukin ist seit 2001 in der Humanmedizin auch fiir die subkutane Administration
zugelassen (Proleukin-S); auch eine transkutane Applikation von I1.-2 wire mdoglich
(144). Lokale Injektionen intra- oder peritumoral stellen sich im Mausmodell als effektiv
in Bezug auf die Tumorregression heraus, wobei Jacobs ¢ a/. die intratumorale Injektion
bevorzugen (154). Auch eine gentherapeutische Applikation des IL-2 wiirde zur
Expression am gewiinschten Ort fiihren. Weiterhin denkbar ist z. B. die Verwendung

von Antikérpern zum fargeting des 11.-2 auf den Tumor (146).

4.1.5 Klinische Anwendung in der Humanmedizin

In klinischen Studien zeigt die Anwendung von IL-2 bisher bei der Behandlung ciniger
humaner Malignititen Erfolg: Im Speziellen beim malignen Melanom und beim
Nierenzellkarzinom (146). Es ist als Proleukin® und Proleukin-S® (Aldesleukin), welche
in E. coli produziert werden, zur i.v. und s.c. Applikation zugelassen.

Durch seine Schliisselaktionen in der Regulation der Immunantwort entsteht grofles
Interesse an der potenticllen Verwendung in der Immuntherapie und in der

Tumortherapie (62, 78).

4.1.6 Einsatz in der Tiermedizin

Mit Immuntherapie versucht eine Arbeitsgruppe aus Berlin die Rezidivrate des caninen
Fibrosarkoms zu senken. Nach Tumorexstirpation erfolgt mehrmals eine lokale
Applikation von hulL-2 (300).

Ein méglicher therapeutischer Einsatz von 1L-2 wire bei FIV und FelLV denkbar. Diese

felinen Virusinfektionen sind durch eine Dysregulation der I11.-2 Produktion charakteri-

siert, wobei eine Inhibition der Lymphozytenproliferation mit einer supprimierten 11.-2
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Produktion einhergeht (319). So kann I1.-2 7x vitro die spontane Apoptose von T-Zellen
aus Lymphknoten von FIV-infizierten Katzen inhibieren (33). Blakeslee ¢# o/ kénnen
zeigen, dass ecine adoptive Immuntherapie Fel.V-infizierter Katzen mit autologen
Lymphknotenzellen, welche ex vivo expandiert und mit IL-2 aktiviert werden, den
Verlauf der Infektion modulieren kann (19). Auch fiir die Humanmedizin sind
Erkenntnisse auf diesen Gebieten interessant, da beide Erkrankungen wichtige

Tiermodelle fir HIV, sowie Leukidmie und Lymphom darstellen (59).

Khanna e al. erreichen mit Inhalation von hull.-2-Liposomen in Aerosolform die
Regression von Lungenmetastasen fiir mehr als zwolf bzw. 20 Monate bei zwei von vier
Hunden mit Osteosarkom, sowie bei einem von zwei Hunden mit Lungenkarzinom eine

Stabilisierung der Tumorerkrankung fiir mehr als acht Monate (168).

Nach mehrmaligen intra- oder peritumoralen hull.-2 Injektionen (mit 5.000, 20.000
oder 200.000 U) haben sich nach 20 Monaten 35 %, 31 % bzw. 67 % der behandelten
70 okuldren Plattenepithelkarzinome bei Rindern zurtickgebildet (66, 67).

4.2 Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor
(GM-CSF)

Murines GM-CSF wird 1984 als Regulator fiir das Wachstum von Makrophagen und
Granulozyten enthaltenden Kolonien auf Agarkulturen beschrieben und erstmals
kloniert (117). Er gehért zur Familie der Kolonie-stimulierenden Faktoren, welche nach
ihrer Fihigkeit, bestimmte Blutzellen in Kultur zu stimulieren, benannt sind. Drei
weitere Glykoproteine kénnen neben GM-CSF dieser Gruppe zugeordnet werden:

M-CSE, G-CSF und multi-CSF, welches identisch ist mit 11.-3 (62, 163).

Inzwischen ist GM-CSF bei einigen Haustierspezies kloniert: Neben felinem GM-CSF
sind equines (204), porcines (152), bovines (179, 198), ovines (208, 240) und canines
GM-CSF (232, 298), sowie das des Gerbils kloniert (107).

Drei verschiedene Sequenzen fiir felines GM-CSF sind veréffentlicht: GenBank

AF053007 (1998 direkt durch Hughes und O Reilly tibermittelt), AY138140 (80) und
AR241565 (US-Patent Nr. 6471957-A 119) (111). Rekombinantes feGM-CSF ist wie das
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ciniger anderer Spezies bereits kommerziell fiir den experimentellen Gebrauch
erhiltlich. Es entspricht in seiner Sequenz der in der GenBank unter AF053007 ver-
Offentlichten Sequenz (111).

4.2.1 Molekularbiologische Charakterisierung

Humanes GM-CSF stellt ein single-copy-gene von 2,5 kb dar, welches aus vier Exons und
drei Introns besteht (163). Wie andere Zytokine wird auch feGM-CSF als
Vorlduferprotein produziert. Nach Abspaltung der hydrophoben Signalsequenz von
15-20 Aminosduren am aminoterminalen Ende, welche das Zytokin auf seinem Weg
durch endoplasmatisches Retikulum und Golgi-Apparat leitet, wird das
127 Aminosiuren lange reife Protein noch posttranslational modifiziert. Je nach

Glycosylierungsgrad variiert das Molekulargewicht zwischen 15 und 20 kDa (80).

4.2.2 Molekularer Vergleich von GM-CSF verschiedender Spezies

Die Homologien der Nukleotidsequenzen sowie die der Aminosiurensequenzen von
GM-CSF sind in Tab. 16 in Kap. III B 1.2 aufgefiihrt. Die Unterschiede zwischen den
verschiedenen felinen GM-CSF Sequenzen werden ebenfalls spiter - auch in
Verbindung mit der in dieser Arbeit klonierten Sequenz - aufgezeigt und diskutiert.
(siche Tab. 15 Kap. 111 B 1.2 und Kap. IV 6.2)

Trotz grofier Sequenzhomologien und einiger konservierter Strukturen vermuten
Metcalf e al. eine speziesspezifische Wirkung von GM-CSF (214). Arai ez al. erreichen
bei Verabreichung von rhuGM-CSF an FIV-infizierte und SPF-Katzen nur einen sehr
moderaten Effekt auf die zirkulierenden Leukozyten verglichen mit dem beim
Menschen, was sie vermuten ldsst , dass die Kreuzreaktion mit anderen Spezies gering
ist (4). Dariiber hinaus zeigt thuGM-CSF keine biologische Aktivitit auf murinen und
ovinen Zellen (106, 208, 309). Auch der Effekt von rhuGM-CSF auf feline
Knochenmark-Progenitorzellen ist 7z vitro limitiert (80). Gegensitzlicherweise stimuliert
rthuGM-CSF jedoch die canine Himatopoese 7z vivo (289) und entwickelt biologische
Aktivitit auf bovinen Zellen, wohingegen rboGM-CSF keinen Einfluf3 auf murine oder

humane Knochenmarkszellen zeigt (179). Aufgrund eines weiteren dhnlichen Versuchs
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mit thoGM-CSF folgern Maliszewski ¢f al., dass die Speziesspezifitit von GM-CSF sich
entweder auf Ebene der Rezeptorbindung oder auf Signaltransduktionslevel mani-

festiert (198).

4.2.3 Biologische Aktivitit

Das Protein GM-CSF wird vor allem von T- und B-Lymphozyten und Makrophagen,
nach deren Aktivierung durch Antigene oder Mitogene sezerniert, aber auch von
Fibroblasten und Endothelzellen, als Antwort auf Zytokine oder inflammatorische
Stimuli (62).

Das monomere Protein kann unter anderem als Komplex mit Heparansulfatproteo-
glycanen auf der extrazelluliren Matrix von Zellen als biologisch inaktive Form gespei-
chert und bei Bedarf freigesetzt werden. Es kann aber auch als integrales
Membranprotein exprimiert werden. Sowohl die membrangebundene als auch die
matrixassoziierte Form kann mit Rezeptoren von nahe liegenden Zellen interagieren,
was wiederum Zell-Zell-Kontakte etabliert und eine biologische Aktivitit auch im

juxtakrinen Sinn bewirkt (62).

GM-CSF Rezeptoren sind in groBer Zahl (100-1.000/Zelle) auf der Zelloberfliche von
myeloiden Zellen zu finden, aber auch auf nicht-hdmatopoetischen Zellen, wie z. B.
Endothelzellen. Lymphoide und erythroide Zellen scheinen keine Rezeptoren zu
exprimieren. Bei rezeptorpositiven Zelllinien nimmt die Zahl der Rezeptoren mit stei-
gendem Reifungsgrad der Zellen ab (62). Der Rezeptor besteht aus den zwei
Untereinheiten o und B und besitzt nur in dieser Kombination hohe Affinitit zu

GM-CSF (202).

Der hidmatopoetische Wachstumsfaktor reguliert nicht nur die Proliferation und
Differenzierung der myeloiden Knochenmark-Progenitorzellen, sondern stimuliert auch
die reifen Granulozyten und Makrophagen im Sinne einer Abwehrsteigerung. Durch
vermehrte Chemotaxis kommen die Zellen schneller an den Ort des Geschehens. Eine
verstirkte mikrobizide Aktivitit durch gesteigerte Phagozytose sowie die vermehrte
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies und die Freisetzung von Arachidonsiure-
metaboliten erhShen die Zytotoxizitit der Zellen (62, 189).

Zusammen mit Erythropoetin bewirkt GM-CSF auch die Proliferation von erythroiden
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und megakaryozytischen Progenitorzellen (62, 213).

Die Antigenprisentation von Makrophagen wird verstirkt durch eine vermehrte
Expression von MHC II-Molekiilen und kostimulatorischen Faktoren (z. B. B7), was fiir
die Interaktion mit T-Zellen absolut notwendig ist (94). Eine Stimulierung zusitzlicher
Zytokinfreisetzung, wie die des TNFa, potenziert die funktionale Kapazitit der APCs
(218). Langerhans'sche Zellen (LC) in der Haut, welche als immunologisch unteife
lymphoide Dendritische Zellen (DC) angesehen werden kénnen, werden durch
GM-CSF und TNFa umgewandelt in hochpotente immunstimulierende DC, welche
eine zentrale Rolle bei der primiren Immunantwort spielen und neoplastische Zellen als
fremd erkennen konnen (30, 39, 62).

Da GM-CSF hauptsichlich von Zellen produziert wird, die sich am Ort von
Enziindungsreakionen finden, wird vermutet, dass es auch ein wichtiger inflammatori-
scher Mediator ist (62).

Insgesamt gesehen interagiert GM-CSF - wie andere Wachstumsfaktoren auch - mit
anderen Zytokinen und wirkt in einem komplexen Netzwerk zellulirer und humoraler
Mechanismen der Immunabwehr (308).

Die antitumorésen Effekte von GM-CSF beruhen vor allem auf der gesteigerten
Zytotoxizitit der peripheren mononukleiren Blutzellen (PBMC) und der verstirkten

Immunogenitit der Tumorzellen durch verbesserte Antigenprisentation (94).

4.2.4 Nebenwirkungen

Adverse Effekte beim Einsatz von GM-CSF sind dosisabhingig. Bei angepasster Dosis
werden beim Menschen nur milde bis moderate Nebenwirkungen beobachtet. Diese
flu-like symptoms duBBern sich in Fieber, Myalgien, Osteoneuralgien, Ekzemen, Midigkeit,
Vomitus und Diarrhoe. Auch Reaktionen an der Injektionsstelle werden beobachtet (30,
308). Bei Uberdosierung kann es zur first-dose reaction kommen, einem Syndrom aus
Hypoxie und Hypotension; aber auch Thrombosen und Perikarditiden werden
beobachtet (308). Viele Nebenwirkungen werden jedoch nicht durch GM-CSF
verursacht, sondern durch die GM-CSF induzierte Sekretion anderer Zytokine, wie
TNFo (62).

Bei Katzen die mit thuGM-CSF behandelt werden treten vor allem Irritationen an der

Injektionsstelle und Fieber auf (4). Bei der Behandlung von Rindern mit subkutanen
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Injektionen wird ebenfalls Fieber beobachtet (142). Nach s.c. Injektion von caGM-CSF
kann bei Hunden eine gesteigerte Zirkulation von Neutrophilen, Lymphozyten und
Monozyten beobachtet werden, sowie eine dosisabhingige Thrombozytopenie, welche
aus einer gesteigerten Zerstérung der Thrombozyten resultiert, aber nach Absetzen der
Behandlung wieder verschwindet (232, 233).

4.2.5 Klinische Anwendung in der Humanmedizin

Wachstumsstimulierende Zytokine wie GM-CSF werden in der Humanmedizin unter
anderem zur Wiederherstellung der Granulozytopoese nach Chemotherapie,
Radiotherapie oder Knochenmarkstransplantation benutzt, aber auch bei HIV-
Infektionen und in der Onkologie (8). Weiterhin wird GM-CSF bereits in der Human-
medizin als Vaccineadjuvans getestet um die humorale und zellulire Immunantwort auf
Impfungen zu verstirken (302).

Rekombinantes huGM-CSF ist bereits kommerziell unter den Generica Sargramostim,
Molgramostim und Regramostim erhiltlich. Die Produktion erfolgt in unterschiedlichen

Expressionssystemen: Hefen, Bakterien oder Sidugerzellen (8).

4.2.6 Einsatz in der Tiermedizin

In der Tiermedizin spielt der Einsatz von GM-CSF eine untergeordnete Rolle, wire aber
theoretisch denkbar. So wire ein Finsatz bei FIV-Infektionen der Katze méglich um der
bei erkrankten Katzen auftretenden Neutropenie entgegenzuwirken (4). Auch die
therapeutische Applikation zur Verringerung der himatologischen Toxizitit von
Chemotherapien sowie die Verwendung als Vaccineadjuvans wire moglich (232).
Canines GM-CSF wird auch in Versuchen zur Wiederherstellung der Himatopoese nach
hoher Strahlenbelastung eingesetzt (233). Rekombinantes boGM-CSF kénnte bei akuter
klinischer Mastitis einen priventiven oder auch therapeutischen Effekt erzielen, indem
es neutrophilen Granulozyten eine stirkere bakterizide Wirkung verleiht (142). Bei neo-
natalen Kilbern kénnte es priventiv gegen Jungtiererkrankungen eingesetzt werden,

indem es die Zahl der zirkulierenden Granulozyten erhéht (198).

38



Schrifttum

4.3 Interferon y (IFNY)

Bei Interferonen handelt es sich um pleiotrope Glycoproteine, deren vielschichtige
Aktivititen sich im Zytokin-Netzwerk mit der Wirkung anderer Zytokine tberschnei-
den. Interferone beeinflussen den Metabolismus, das Wachstum und die
Differenzierung vieler Zellen auf unterschiedliche Weise (62).

Sie werden unterteilt in Typ I- und Typ II-Interferone. Zu den hauptsichlich antiviral
wirkenden Typ I-Interferonen zihlen IFNa, IFNB, IFNS, IFNw und IFN7. Einige
dieser Interferone sind bei der Katze bereits kloniert und auf biologische Aktivitit
getestet (341). Rekombinantes felFNw ist als Virbagen Omega” (Laboratoire Virbac,
Carros Cedex, Frankreich) oder Intercat® (Toray Industries, Tokyo, Japan) zum
klinischen Einsatz bei Hund und Katze in verschiedenen Lindern, unter anderm in
Deutschland, zugelassen. Auf die Typ I-Interferone soll jedoch an dieser Stelle nicht
niher eingegangen werden.

Interferon v, das einzige Typ Il-Interferon, wird erstmals 1965 beschrieben (334) und

nach seiner Hauptaktivitdt zunichst als Immun-Interferon benannt (62).

Inzwischen ist das Interferon y vieler Haustierspezies kloniert, unter anderem ovines
(207, 254, 352), caprines (14), bovines (41, 228), equines (61, 123, 305), cervines (301),
porcines (71), canines (69, 354), sowie das des Huhns (70, 346), der Ente (148) und des
Truthahns (183). Aber auch von anderen Tierarten, wie dem Lama (242), dem Dachs
(63), dem Elch (311) und dem Delphin (150), sowie von verschiedenen Versuchstieren
(120, 314) liegen IFNY-Sequenzen vor.

Zwei Arbeitsgruppen klonieren 1995 felines Interferon Yy mit identischer Sequenz
(GenBank D30619 und X86972) (5, 111, 279), welches auch bereits als rekombinantes

Protein fiir den experimentellen Gebrauch verfiigbar ist (256).

4.3.1 Molekularbiologische Charaktetisierung

Sowohl humanes als auch murines IFNY werden von nur einem Gen kodiert (single copy
gene), welches etwa 4 kb umfasst. Es besteht aus 4 Exons und 3 Introns (118, 119, 120).

Wie die aktive Form des humanen IFNY ist auch das feline Protein ein Homodimer, das

aus zwei ineinander verdrehten, gegenldufig orientierten Untereinheiten, welche nicht-
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kovalent verbunden sind, besteht. Die monomere Form ist nicht biologisch aktiv (62).
Jede Untereinheit wird aus dem 543 bp grofien Stick cDNA als Precursor-Protein mit
167 Aminosduren synthetisiert, einschlieSlich einer sekretorischen Signalsequenz von
23 Aminosiuren, welche jedoch fiir eine Expression in Bakterien nicht notwendig ist.
Das aus 145 Aminosduren bestehende reife Protein hat ein Molekulargewicht von
17 kDa (279) bzw. 19,6 kDA (5), wobei diese Abweichung auf dem unterschiedlichen
Glycosylierungsgrad beruht. Es besitzt zwei Cysteinreste, welche jedoch nicht in eine
Disulfidbriickenbildung involviert sind, und drei potentielle Glykosylierungsstellen (5).
Rekombinantes Protein aus E. coli ist nicht glycosyliert, zeigt aber trotzdem biologische

Aktivitit (6).

4.3.2 Molekularer Vergleich von IFNY verschiedender Spezies

Wie alle Interferone ist auch IFNYy ein multifunktionales Protein und in seiner
Bioaktivitit trotz relativ hoher Sequenzhomologie (50-90 %), wahrscheinlich aufgrund
stirkerer Unterschiede im Aufbau, strikt speziesspezifisch (119, 276). Dies wird durch
calFNYy bestitigt, welches trotz der phylogenetischen Verwandtschaft keine antivirale
Aktivitit auf Katzenzellen hat (279). Aufgrund von ELISA-Untersuchungen hat man
Hinweise auf familienspezifische Kreuzreaktionen (270): So reagiert IFNy von Biiffel,
Rind, Schaf und Ziege mit den entsprechenden Antikérpern kreuz, wohingegen das von
Hirsch und Schwein keine Kreuzreaktion zeigt (301). Auch IFNY des Hundes, der Katze
und des Dachses zeigen mit entsprechendem Antikérper eine Kreuzreaktion (63). In
Tab. 17 in Kap. III B 1.3 sind die Homologien des IFNY unterschiedlicher Spezies auf

Nukleotid- und Aminosiurelevel dargestellt.

4.3.3 Biologische Aktivitit

IFNY wird vor allem von zytotoxischen T-Lymphozyten, NK-Zellen und CD4*-Zellen
sezerniert, welche durch Antigene oder Mitogene aktiviert sind. Auch eine Sekretion
durch B-Zellen findet statt. IFNY spielt eine zentrale Rolle in der Immunmodulation,
wobei die iiberwiegende Zielzellpopulation Makrophagen sind. Bei diesen bewirkt IFNy
durch die Hochregulierung der Expression von MHC-Molekilen eine Steigerung der
Antigenprisentation (89, 249).
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IFNY bindet an hochaffine Rezeptoren, welche aus zwei Ketten bestehen. Die eine
Kette ist fiir die Bindung des Liganden, die andere fiir die Signaltransduktion in die Zelle
verantwortlich. Die Rezeptoren befinden sich auf allen Zellen, auBler auf reifen
Erythrozyten. Nach Bildung eines IFNY-Rezeptor-Komplexes auf der Zelloberfliche
wird dieser schnell durch Endozytose internalisiert und so die Signaltransduktion
eingeleitet (200).

Die Synthese von IFNYy wird durch verschiedene physiologische und pathologische
Ausloser, wie z. B. Nukleinsduren oder bakterielle Lipopolysaccharide, induziert. Sie
kann, abhingig von der Stirke des Stimulus, lokalisiert oder auch systemisch sein. Als
Hauptzytokin der Typ 1-Lymphozytenantwort (TH1) wird die Produktion von IFNy
unter anderem durch I1.-2, ebenfalls ein TH1-Zytokin, induziert (88, 91), wihrend die

Synthese z. B. durch Cyclosporin A oder Dexamethason gehemmt wird (62).

Young und Hardy betrachten IFNY als eines der Zytokine, welches mehr als alle anderen
Einfluss und Auswirkungen auf das Immunsystem hat (350). Es wirkt gegen intrazellu-
lire Pathogene, d. h. antiviral (unabhingig vom Virus) (236, 294), antiparasitir (gegen
Protozoen, wie z. B. Neospora caninum) (236) und auch antibakteriell (249). Grund
dafir ist vor allem die verstirkte Antigenprisentation auf der Zelloberfliche durch
MHC-Antigen-Komlexe sowie die Aktivierung von NK-Zellen.

Des Weiteren wirkt es sowohl auf normale als auch maligne Zellen antiproliferativ.
Zellen der Typ 2-Lymphozytenantwort (TH2) werden in ihrem Wachstum gehemmt,
genauso wie die TH2-Zytokinproduktion (z. B. IL-10) inhibiert wird und so eine
Umsteuerung von der humoralen zur zelluliren Immunantwort gegeben ist (89). Dies
wird zusitzlich unterstiitzt durch die Férderung der TH1 Zell-Expansion und -Differen-
zierung. Der antiproliferative Effekt auf Tumorzellen beruht auf der einen Seite auf
ciner direkten Einwirkung auf maligne Zellen, auf der anderen Seite wird durch
Stimulation der Abwehrzellen der Tumor indirekt bekdimpft (12). IFNYy bewirkt auf ver-
schiedenen Tumorzelllinien 7z vitro eine Hochregulierung von MHC I- und MHC II-
Molekiilen (9, 336, 345). Canine Tumorzellen zeigen nach Stimulation mit calFNY eine
erhéhte Expression von MHC I- und MHC II-Molekiilen, wodurch sich die
Prisentation tumor-assoziierter Antigene (TAA) verstirkt. Dies fiihrt zu einer besseren
Antigenerkennung und folglich nach Einwanderung der Entziindungszellen ins
Tumorgebiet zur zellvermittelten Lyse der Tumorzellen durch CD8'-Zellen, welche
ebenfalls durch IFNYy aktiviert werden und eine verlingerte Lebensdauer aufweisen

(3306). Okano ¢t al. zeigen fur calFNY ebenfalls eine, die MHC II-Expression steigernde
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Wirkung, sowie anti-proliferative Aktivitit auf Tumorzellen (243).

Insgesamt werden Molekiile, die der Antigenprisentation dienen verstirkt ausgepragt,
unter anderem der Fc-Rezeptor sowie der IL-2 Rezeptor auf der Zelloberfliche von
T-Lymphozyten (62).

IFNY ist auch verantwortlich fiir die Aktivierung von Makrophagen (62, 317). Durch die
verstirkte Infiltration der Tumorumgebung mit Makrophagen, auf welchen ebenfalls
vermehrt MHC-Molekiile exprimiert werden, verstirkt sich erneut die bessere
Hrkennung der Tumorzellen (99, 188). Knock-ont Miuse, denen das IFNY-Gen fehlt
haben unter anderem eine verminderte Expression von MHC II-Molekilen auf
Makrophagen (159).

Hine weitere Méglichkeit tiber welche IFNYy tumorizid wirken kénnte wird derzeit
diskutiert. IFNYy koénnte tiber TRAIL-Modulierung (TINF-related apoptosis-inducing ligand)
Apoptose bei verschiedenen Zell- und Tumorzelltypen mediieren (174, 273, 312).
IFNY induziert die Produktion bestimmter Zytokine, vor allem die Sekretion von TNFo
und die Transkription der Gene G-CSF und M-CSF in Monozyten und Makrophagen.
Es wirkt aulerdem synergistisch mit IT.-2. Die Kombination der beiden TH1-Zytokine
gibt unter anderem auch aktivierten B-Zellen Signale zur Differenzierung, was einem
anti-apoptotischen Effekt entspricht, und potenziert damit die Sekretion von

Immunglobulinen (62).

4.3.4 Nebenwirkungen

Nebenwirkungen einer Interferontherapie sind meist gering und duflern sich in grippe-
dhnlichen Symptomen, dhnlich den Nebenwirkungen anderer Zytokine. Bei
Langzeittherapien zeigen sich Appetitlosigkeit sowie Leuko- und Thrombozytopenien.
Mit Absetzen der Therapie verschwinden diese Erscheinungen jedoch wieder (22).

Beim Einsatz von bolFNY werden Fieber und eine milde himatologische Depression
beobachtet (229). Ob IFNY cinen teratogenen Effekt hat ist bisher nicht genau geklart.
Da es aber bei trichtigen Mausen im Tierversuch zu Aborten und Missbildungen kommt
(22), wird die Gentherapie mit IFNY nicht bei trichtigen Katzen angewandt, weshalb
Trichtigkeit ein Ausschlusskriterium der Gentherapiestudien an der Medizinischen

Kleintierklinik ist (165, 338).
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4.3.5 Klinische Anwendung in der Humanmedizin

In der Humanmedizin gibt es bereits mehrere Interferon-Priparate, die als Medikament
zugelassen sind: Neben verschiedenen o- und B- Interferonen ist auch ein hulFNy auf
dem Markt: Actimmune®, welches vor allem bei der chronisch-granulomatosen

Erkrankung und der malignen Osteopetrose eingesetzt wird (151).

4.3.6 Einsatz in der Tiermedizin

In der Tiermedizin ist der Einsatz von IFNY noch rein experimentell oder auf klinische
Studien beschrinkt. Wie bereits schon erwihnt, ist jedoch ein Typ I-Interferon, ein
rekombinantes IFNw felinen Ursprungs (Virbagen omega®, Intercat”) erhiltlich,
welches bei der Parvovirose des Hundes (215) und unterschiedlichen viralen
Erkrankungen der Katze eingesetzt wird: FIV, FeLV, FIP, Stomatitis-Gingivitis-
Komplex, Katzenschnupfen, etc. (131).

Die immunmodulatorische Rolle von IFNYy konnte bei FIV, FelLV und FIP vielleicht
ebenso eine Rolle spielen (279). Beziiglich der Verwendung als Vaccineadjuvans bei der
Katze wird intensiv geforscht (282), was im Hinblick auf das Fibrosarkomrisiko nach
Tollwut-Impfung sehr interessant ist.

Toray Industries (Tokyo, Japan) fithren erste klinische Studien mit rekombinantem
calFNy durch. Es soll bei der atopischen Dermatitis des Hundes eingesetzt werden
(321).

Die antivirale Wirkung von IFNy wird bei der unterstitzenden Behandlung von
Infektionskrankheiten mit unterschiedlichem Erfolg ausgenutzt: Bei Atemwegs-
erkrankungen durch Herpesviren sowohl beim Rind (281) als auch beim Pferd (281, 342)
und anderen viralen Erkrankungen der Haussdugetiere, wie der Marek schen Krankheit
beim Haushuhn (281). Eine weitere Einsatzmdoglichkeit beim Huhn ist ebenfalls die
Verwendung als Vaccineadjuvans. Als Wachstumsforderer koénnte es eventuell eine
Alternative zum Antibiotikum darstellen (191, 346).

Eine erfolgreiche antiparasitire Wirkung erhofft man sich bei der Leishmaniose des
Hundes (281) oder auch bei Erkrankungen der kleinen Wiederkduer mit Toxoplasma
gondii und Neospora caninum, bei denen IFNY zumindest 7z vifro eine Vermehrung
dieser Aborterreger verhindert (352).

Hin Finsatz bei Schafen zur Unterstiitzung von Impfprogrammen bei
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Clostridienerkrankungen ist ebenfalls geplant (281). An der Universitit Utrecht findet
derzeit eine Studie iiber den Einsatz von calFNY als Vaccineadjuvans bei der Impfung
gegen Leishmanien bei Hunden statt (274).

Ein Test auf bolFNy im Blut von Rindern gibt derzeit als erginzender Test Auskunft
iber eine Erkrankung an Tuberkulose oder auch subklinischer Paratuberkulose (31,
158). Es konnte die Entwicklung eines auf dem Nachweis von ovIFNY basierenden
Tests fiir ovine Paratuberkulose (Johne's disease) folgen (352).

Enzootische bovine Leukose ist ein weiteres Einsatzgebiet des bolFNYy, da es die
Synzytialbildung des bovinen Leukdmievirus 7z vitro inhibiert (294) und auch 7z vive

erfolgversprechende Effekte zeigt (229).

Generell ist zu sagen, dass trotz teilweise vielversprechender Ergebnisse der klinische
Einsatz von Zytokinen noch vieler Studien - sowohl 7z vitro als auch in vivo - mit genau-
erer Klirung der Wirkungen bedarf, welche sich vielleicht auch bei den einzelnen

Tierarten unterscheiden.
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5 Immuntherapie von Tumoren unter besonderer
Beriicksichtigung der Gentherapie mit den
Zytokinen IL-2, GM-CSF und IFNYy

Die Tumor-Gentherapie basiert auf dem Einbringen eines therapeutischen Gens in eine
Zielzellpopulation, welche entweder die Tumorzellen selbst oder spezifische
Effektorzellen des Immunsystems sind (328).

Die verschiedenen Moglichkeiten der Tumorbekdmpfung (siche auch Kap. II 2.2) lassen
sich in zwei Kategorien aufteilen: Ziel der Behandlung ist entweder die genetische
Korrektur der abnormalen Tumorzellen oder ihre Zerstérung, Die Abtétung der
Tumorzellen wiederum kann sowohl durch das Immunsystem als auch durch einen
direkten toxischen Effekt erfolgen (328). Auch eine Steigerung der Resistenz gesunder
Zellen gegen zytotoxische Agentien ist mdglich. Eine intensivere und lingere
Chemotherapie kénnte so durchgefiihrt werden (18).

Eine korrektive Gentherapie ist aufgrund der multifaktoriellen Natur von Tumoren und
der Tatsache, dass selbst bei einem einzelnen mutierten Onkogen das therapeutische

Gen in jede einzelne Tumorzelle verbracht werden musste, fast unmdoglich (328).

Da eine adiquate Antitumorantwort des Immunsystems oft aus verschiedenen Griinden
nicht gegeben ist (siche Kap. II 3), ist es das Ziel der Immuntherapie die vorhandene,
aber ineffektive, Antitumorantwort zu verstirken und neue Effektorzellen zu rekrutie-
ren (85, 323). Die Immuntherapie von Tumorerkrankungen beinhaltet sowohl die
Modifikation von immunologischen Effektorzellen, so dass diese den Tumor besser
erkennen oder andere und effektivere Zytokine exprimieren, als auch eine Alteration der
Tumorzellen selbst zur Steigerung der Immunogenitit (18). Verschiedene Strategien der
Immuntherapie werden dabei angewandt: Bei der Tumorvaccine werden Tumorzellen
ex vivo mit Zytokin-Genen, Antigenen oder allogenen MHC-Molekiilen genetisch
modifiziert um dann nach Bestrahlung wieder reinjiziert zu werden. Ziel ist dabei die
Immunogenitit der Tumorzellen zu verstirken (85, 174, 177, 323).

Andere Moglichkeiten sind die Immunisierung gegen spezifische klonierte tumor-
assoziierte Antigene (TAA) (323, 328) sowie die Reinfusion von ex vivo mit biolgical
response modifiers modifizierten und expandierten Effektorzellen, z. B. tumor-
infiltrierenden Lymphozyten (269) oder dendritischen Zellen (323), welche die

Prisentation der TAA optimieren (260). Autologe Tumorzellvaccinen haben den
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Nachteil, dass fiir jeden Patienten eine Tumorzelllinie 7 vitro etabliert werden muss (85).
Antigenspezifische Immunisierung bendtigt die Identifikation eines spezifischen

Tumorantigens.

Direkte 7in vivo Transfektion der Tumorzellen ist eine alternative Strategie (75, 323).
Hierbei werden sowohl Bestandteile von Mikroorganismen als auch Zytokin-Gene
benutzt (75, 174) (siche auch Kap. II 2.1). Die gegen Tumoren gerichtete zytotoxische
Funktion von Makrophagen z. B. benétigt entweder eine Stimulation mit Bakterien-
wandprodukten, Lipopolysacchariden oder Muramyldipeptiden, oder mit Zytokinen,
wie IFNY oder GM-CSF (174).

Die Zytokin-Gentherapie ist eine Methode die Antitumorantwort zu verstirken, indem
man die genetische Information fir Zytokine direkt in normale Zellen und/oder
Tumorzellen einbringt (145). Ein Vorteil gegentiber der konventionellen Immuntherapie
mit rekombinanten Zytokinen ist die Fahigkeit der lokalen Produktion von immun-
stimulatorischen Proteinen, wodurch die Immunantwort auf das Tumorgewebe
gerichtet wird. Zur gleichen Zeit wird eine systemische Toxizitdt vermieden (85, 95). Bei
Miusen kann gezeigt werden, dass von transfizierten Tumorzellen exprimiertes
GM-CSF eine effektivere Antitumor-Antwort gegen murine Melanom- und
Mastozytomzellen hervorruft als exogenes, in die unmittelbare Tumorumgebung
verabreichtes rekombinantes GM-CSF (297). Die Zytokin-cDNA wird direkt an die
Stelle des Tumors gebracht, entweder durch intratumorale Injektion (85) oder auch z. B.
durch Einlegen eines plasmidbeladenen Kollagenschwamms ins Tumorbett (siche auch

Kap. 11 2.2).

Ziel einer lokalen Immuntherapie ist es Immunzellen an den Ort des Geschehens, zum
Tumor, zu locken. Dartiber hinaus miissen diese Zellen die Tumorantigene erkennen, in
einen aktivierten Status iibergehen und letztendlich die Tumorzellen abtéten. Ein
weiteres Ziel der lokalen Immuntherapie, welches jedoch nicht immer erreicht wird, ist
die Verankerung der Antitumorantwort im immunologischen Gedichtnis. Diese langan-

haltende Immunitit ist sowohl gegen Rezidive als auch gegen Metastasen gerichtet (85).
Viele verschiedene Zytokine werden bisher mit mehr oder weniger grolem Erfolg

genutzt um eine lokale Immunantwort zu provozieren. Hiufig wird dabei allerdings

beobachtet, dass das gleiche Zytokin auf unterschiedliche Tumorzellen variierende oder
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gegensitzliche Effekte zeigt. So ist die Vaccinierung mit IL-2-, IFNy- und GM-CSF-
produzierenden Tumorzellen bei einigen Tumoren effektiv, wihrend diese Kombination
bei anderen Tumormodellen weniger erfolgreich ist. Eine universelle Strategie der
immuntherapeutischen Tumorbekimpfung scheint schwierig, da die Antitumor-Effekte
von Zytokinen und die beteiligten zelluliren Mechanismen von vielen Variablen ab-
hingig sind, wie des z. B. des Tumortyps oder auch der Immunititslage des Patienten

(20).

Die Kombination von Zytokinen hat sich als sinnvoll erwiesen, da additive und
synergistische Effekte ausgenutzt werden kénnen.

GM-CSF wirkt als chemoattractant und lockt T-Zellen, tumorinfiltrierende Makrophagen
und andere APCs an (85, 174, 245) und aktiviert diese (18).

Bei eciner Kombination der beiden TH1 Zytokine IL-2 und IFNYy induziert IL-2 eine
Proliferation und Differenzierung der immunkompetenten Effektorzellen, wihrend das
IFNY auf den Tumorzellen eine vermehrte Expression von MHC-Molekilen und damit
eine Steigerung der Antigenprisentation bewirkt (104, 353). Auch stimulieren beide
Zytokine das Wachstum von NK-Zellen, wobei sich durch IFNY auch noch deren
Aktivitdt steigen ldsst (317).

Wihrend also die T-Zellen aufgrund der MHC I-TAA-Komplex-Erkennung die
Tumorzellen direkt erkennen und abtdten, erfolgt eine T-Zell-Aktivierung auch auf dem
zweiten Weg tber die Prisentation der TAA tiber MHC II-Rezeptoren der APCs: Diese
nehmen Antigene der sterbenden Tumorzellen auf und prisentieren sie im Sinne eines
cross primings den T-Helfer-Zellen des Immunsystems (85, 260).

Bei der Kombination von GM-CSF mit I1.-2 zeigen sich ebenfalls synergistische Effekte.
Beide sind effektiv bei der Reduktion des priméren Tumorwachstums und schaffen eine
protektive Immunitit gegen Metastasen in einigen Tumormodellen (28). Die APCs
scheinen nach Aufnahme der Antigene unter anderem in die Milz zu wandern und dort
antigenspezifische T-Zellen zu stimulieren (245), was zur Ausbildung eines immunologi-
schen Gedichtnisses fihrt (56, 323).

Sowohl  Immuntherapiestudien mit rekombinanten Proteinen als auch
Gentherapiestudien verwenden Zytokin-Kombinationen, wie IT.-2, GM-CSF und IFNy
(197, 285), TL-2 in Kombination mit GM-CSF (28, 56, 155, 333) oder IFNY (337, 338).
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III EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Zielsetzung

Zytokine stellen wichtige Faktoren des Immunsystems in der Antitumorantwort dar. An
der Medizinischen Kleintierklinik (LMU Miinchen) wurden bereits mehrere klinische
Studien zur Zytokin-Gentherapie als adjuvanter Therapie beim Fibrosarkom der Katze
durchgefiihrt. Nach viralem Gentransfer und Verwendung von humanen Zytokin-

Genen wird nun ein nonviraler Gentransfer mit felinen Zytokin-Genen durchgefiihrt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die drei felinen Zytokin-Gene I1.-2, GM-CSF und
IFNY aus felinen peripheren mononukledren Zellen zu gewinnen, mittels PCR zu
amplifizieren und in einen Expressionsvektor zu klonieren. Ein weiterer Teil der Arbeit
bestand darin eine Zelllinie mit diesen Plasmiden zu transfizieren um die biologische
Aktivitit der exprimierten Proteine zu testen; fell.-2 und feGM-CSF mit einem
Proliferationstest, felFNy mittels Durchflusszytometrie.

Bei positiven Ergebnissen der Assays sollten diese Plasmide als pPDNA-Polyethylenimin-
Komplexe, von einem Polyethylenglycol-Hillpolymer umschlossen, auf einen
Kollagenschwamm aufgebracht werden.

Dieser beschichtete Kollagenschwamm wird anschlieend in klinischen Studien an der

Medizinischen Kleintierklinik (LMU Miinchen) eingesetzt (165).
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A MATERIAL UND METHODEN

Materialiennachweis
Zelllinien

COS-7: Nierenzelllinie von Griinen Meerkatzen
Institutszellbank, Institut fiir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung,
Miinchen; Prof. Gansbacher

CTLL-2: murine zytotoxische T-Zelllinie, IL-2 abhingig aus C57B1/6 stammend (109)
Fa. ATCC, Manassas, USA

Feline Fibrosarkomzellen: Primire Fibrosarkomzellkultur
Institutszellbank, Institut fir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung,
Minchen; Dr. Brill

TF-1: humane erythroleukdmische Zelllinie; GM-CSF abhingig
Fa. ATCC, Manassas, USA

Plasmide
p55pCMV _ivs_luc+ Fa. BayerCorp., Emery Ville, USA
p55pCMV_ivs: Leerplasmid Fa. BayerCorp., Emery Ville, USA
pUC19: Standardklonierungsvektor Institut fiir Experimentelle Onkologie und
mit Ampicillinresistenz Therapieforschung, Miinchen;

E. Hammerschmid
pBayMCS: p55pCMV_ivs mit Institut fiir Experimentelle Onkologie und
multiple cloning site Therapieforschung; Miinchen;

E. Hammerschmid
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Bakterien

E. coli Stamm DH 10 B Fa. Invitrogen, La Jolla, USA

Synthetische Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech, Ebersberg

bezogen.

Klonierungsprimer siche Tab. 2 in Kap. III A 1.2.1

Sequenzierprimer siche Tab. 1

Primer Nukleotidsequenz i
0l-428 ; : 5
(BayproofF) 5-TTTGCCTTTCTCTCCACAGGTG-3 60,3°C
0l-429 o : g
(BayproofG) 5"-TCTTATCATGTCTGCTCGAAGCG-3 60,6 °C
Tab. 1: Sequenzierprimer

Bayproof ist die Bezeichnung der Primer, F bezeichnet den forward-Primer. Die Kennzeichnung G verweist auf
die 3'-5"-Leserichtung des Primers (reverse-Primer). Ol- kennzeichnet die Primer als Oligonukleotide, die

Nummern sind fortlaufend und dienen der genauen Identifikation der Primer.

Enzyme und Reaktionskits

Accl mit Puffer Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Drall mit Puffer Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Fsel mit Puffer 4 und BSA Fa. New England Biolabs, Frankfurt
HindIIl mit Puffer Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Nspl mit Puffer Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
T4 DNA-Ligase mit 5 x Ligase Puffer ~ Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Taq-DNA-Polymerase Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
PFU turbo DNA-Polymerase Fa. Stratagene, Heidelberg
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M-MLV RT(H-) Moloney Miuse Fa. Promega, Mannheim

Leukidmie Virus mit Punktmutation

der RNase H- (200 units/pl) mit

M-MLV RT 5 x Reaction Buffer und

Poly(dT)-Primer

MasterAmp™ PCR Optimization Kit ~ Fa. Epicentre Technologies, Cambride, UK

Micro FastTrack™ 2.0 Kit Fa. Invitrogen, Karlsruhe

QIAquick Gel Extraction Kit Fa. Qiagen, Hilden

QIAquick PCR Purification Kit Fa. Qiagen, Hilden

Wizard Plus Minipreps DNA Fa. Promega, Mannheim

Purification System

Qiagen Plasmid Maxi Kit (100) Fa. Qiagen, Hilden

Cell Proliferation Kit I (MTT) Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Cell Proliferation Kit IT (XTT) Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Antikorper

anti-feMHC class 1 GSFE, Michen; Prof. Schindel
monoklonaler Antikorper W6/32

anti-feMHC class 11 Fa. Serotec, Oxford, UK

monoklonaler Antikérper Klon 42.3

IgG1 Isotypkontrolle Fa. BD, Pharmingen

IgG2a Isotypkontrolle Fa. BD, Pharmingen

rabbit anti mouse FITC Fa. DAKO Diagnostica, Hamburg

rabbit immunglobulin fraction, Fa. DAKO Diagnostica, Hamburg

negativ control

Rekombinante Proteine

rekombinantes humanes 11.-2 Fa. Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
rekombinantes humanes GM-CSF Fa. R&D Systems, Wiesbaden
rekombinantes felines GM-CSF Fa. R&D Systems, Wiesbaden
rekombinantes felines IFNy Fa. R&D Systems, Wiesbaden
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Zellkulturmedien

Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Fa. Biochrom, Berlin
Medium (DMEM): 3,7 ¢/1 NaHCO3,
4,5 g¢/1 D-Glucose, 1,028 g/1 N-Acetyl-

L-alanyl-L-glutamine

RPMI 1640 Fa. Biochrom, Betlin

Foetales Kilberserum (FCS): Sera Plus  Fa. Biotech GmbH, Aidenbach
Humanes Serumalbumin (HSA) Fa. Biochrom, Berlin
Phosphate buffered saline (PBS)- Fa. Biochrom, Berlin
Dulbecco (1x)

Trypsin/EDTA Solution: Fa. Biochrom, Betlin

0,25 % Trypsin, 0,02 % EDTA in PBS
Glutamin: 200 mM Glutaminlésung Fa. Biochrom, Betlin
Hepes-Puffer Fa. Invitrogen, La Jolla, USA

RPMI Komplettmedium 1:
RPMI 1640 + 2 % FCS + 100 IU/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin
= Kulturmedium fiir Lymphozyten mit 2 % FCS (59)

RPMI Komplettmedium 2:
RPMI 1640 + 10 % FCS + 2 mM Glutamin + 100 IU/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin = Kulturmedium fiir COS-7 und CTLL-2 Zellen

RPMI Komplettmedium 3:
RPMI 1640 + 10 % FCS + 2 mM Glutamin + 100 IU/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin + 2 ng/ml thuGM-CSF = Kulturmedium fur TF-1 Zellen (80)

DMEM Komplettmedium 1:
DMEM + 10 % FCS + 2 mM Glutamin + 100 IU/ml Penicillin und 100 pg/ml

Streptomycin = Kulturmedium far COS-7 Zellen
DMEM Komplettmedium 2:

DMEM + 10 % FCS + 2 mM Glutamin + 100 IU/ml Penicillin und 100 pg/ml

Streptomycin = Kulturmedium fiir feline Fibrosarkomzellen
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Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Concanavalin A (ConA) (2 pg/ul)
RNasin Ribonuclease Inhibitor
(40 U/ul

Biocoll: Ficoll Separating Solution
(1,077 g/ml)

dNTP-Mix (10 mM)

PCR-Mix

10 x PCR-Puffer und Mg**-Lésung
(25 mM)

Trypanblau (0,5 %)
Ethidiumbromid (10 ug/ml)

1 kb DNA /adder (1 pg/pl)
Ampicillin (40 g/1)
Penicillin/Streptomycin

(10.000 U/ml Penicillin,

10.000 pg/ml Streptomycin)
peqGold Universal Agarose
Glycerin

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Tris

Borsiure

EDTA

Essigsdure

Bromphenolblau

NaNj;

Metafectene

Polykation Polyethylenimin (PEI)
mit 25 kD Molekulargewicht

6 x Bromphenolblaupuffer (Ladepuffer):

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
30 % (v/v) Glycerin
in Aqua bidest.

Fa.
Fa.

Fa.

Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
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Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Promega, Mannheim

Biochrom, Berlin

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Biochrom, Berlin

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
New England Biolabs Inc., Beverly, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Biochrom KG, Betlin

Peq Lab, Biotechnologie GmbH, Erlangen
Roth, Kartlsruhe

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt

. Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Biontex, Munchen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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TE-Puffer:
10 mM Tris
1 mM EDTA pH 8

TBE-Puffer:

21,6 g Tris

11,0 g Borsaure

8 ml 0,5M EDTA pH 8
ad 21 Aqua bidest.

TAE-Puffer:

4,84 ¢ Tris

1,1 ml 100 %ige Essigsiure
2ml 0,5M EDTA pH 8
ad 11 Aqua bidest.

LB-Medium (Luria-Bertani Medium):

10 g Tryptone Peptone (Fa. BD DiagnosticSystems, Sparks, USA)
5 g Yeast-Extract (Fa. BD DiagnosticSystems, Sparks, USA)

10 g NaCl (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

ad 11 Aqua bidest.

- Sterilisation bei 120 °C und 1 bar fir 20 Minuten

- Die Lagerung erfolgt bei Raumtemperatur.

Agarplatten:

15 g Agar (Bacto™ Agar, Fa. BD DiagnosticSystems, Sparks, USA)

11 LB-Medium

- Sterilisation bei 120 °C und 1 bar fir 20 Minuten

- Zugabe von 0,1 g/ml Ampicillin G nach Abkiihlen der Losung auf ca. 60 °C
- Die Lagerung der Platten erfolgt bei 4 °C.

FACS Puffer:
1 % FCS
0,02 % NaNj
in PBS
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Hullpolymer protective copolymer PROCOP:
P6YE5C im eigenen Labor synthetisiert aus PEG-6000 und dem Peptid [YEs],K-ahx-C
02

Tachotop® Kollagenschwamm Fa. Nycomed, Miinchen
Kalium-EDTA-beschichtete Sarsted, Melsungen

Blutréhrchen

Eppendorfgefille, Pipettenspitzen Fa. Eppendorf, Hamburg

BD Falcon™ Cell-Stainers (35 um) Fa. BD, Pharmingen

Cryotubes Fa. Nalge Nunc Inc., Rochester, USA

Simtliche sterile Labormaterialien werden von den Firmen TPP (Trasadingen, Schweiz)
und Nunc (Wiesbaden-Biebrecht) bezogen. Alle verwendeten Chemikalien und
Losungen entsprechen analytischem Reinheitsgrad und werden von den Firmen Merck
Eurolab GmbH (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Deisenhofen) und Roth (Katlsruhe) bezo-

gen.

Gerite

HE 33 Mini Horizontal Submarine Fa. Hoefer, Amersham Pharmacia, USA
Unit

Elektrophoresekammer Biotech, San Francisco, USA
Dunkelkammer mit UV-Leuchttisch Fa. Viber Lourmat, Marne La Valle,
Bio Print Frankreich

FACS-Vantage Fa. Becton-Dickinson, San Jose, USA
Varifuge 3.0R Fa. Heraeus, Hanau

Inkubator: Forma ScientificCO, Water Fa. Thermo Life Sciences, Staufen

Jacketed Incubator

Mikroskop Axiovert 25 Fa. Zeiss, Jena

Mikroskop Axiovert 135 Fa. Zeiss, Jena

(Fotodokumentation in der Zellkultur mittels Nikon Cool Pix 990 Digitalkamera, wel-
che an das Mikroskop Axiovert 135 angeschlossen ist)

PCR-200 Peltier Thermal Cycler Fa. MJ-Research, MA, USA

Vortexer MS 2Minishaker IIKA Fa. IKA Works, Wilmington, USA
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Spektralfotometer Gene Quant 11 Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg
RNA/DNA Calculator mit Hellma

Prizipitationskiivetten

Lyophilisator Hetosicc CD4 Fa. Heto, Camberley, UK

J-21 B Centrifuge Fa. Beckmann, Palo Alto, USA
Bakterienschuttler New Brunswick Fa. Edinson, New Yersey, USA
Wirmeschrank Fa. wtb Binder, Tuttlingen
Heizblock Thermomixer compact Fa. Eppendorf, Hamburg

Microplate Scintillation & Luminiscence Fa. Canberra-Packard, Dreieich

counter: Top Count

AuBerdem werden Gerite der Standardlaborausstattung verwendet.

Computersoftware

BioCapt Viber Lourmat, Marne La Valle, Frankreich
MacVector 5.9.2 Oxford Molecular Group, Oxford, UK
Cell Quest Version 3.1f. Fa. Becton-Dickinson, San Jose, USA
Lasergene DN Astar DNASTAR Inc., Madison, USA

Alle gentechnischen Arbeiten werden in einem Labor der Sicherheitsstufe S2 durchge-
fithrt.
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1 Klonierung der felinen Zytokin-Gene
IL-2, GM-CSF und IFNY

1.1 Gewinnung von cDNA

1.1.1 Isolierung von felinen mononukleiren Zellen aus peripherem Blut
Blutentnahme

Von drei klinisch gesunden Katzen aus der Chirurgischen Tierklinik (LMU Minchen)
werden insgesamt 10 ml Vollblut entnommen. Das Blut wird in 2 ml fassenden, Kalium-

EDTA-beschichteten Réhrchen aufgefangen.

Dichtegradientenzentrifugation nach Ficoll

Nach Vertriglichkeitsprifung (KKreuzprobe) der drei Blutproben werden die 10 ml
Katzenblut mit RPMI 1640 (ohne Zusitze) 1:1 verdinnt. 15 ml einer Ficolllssung
werden in einem sterilen (DNA-, RNA-, DNase-, RNase freien) 50 ml Zentrifugen-
réhrchen vorgelegt und vorsichtig mit dem verdiinnten Blut tberschichtet ohne die
beiden Phasen miteinander zu vermischen. Die Probe wird bei Raumtemperatur 30 min
bei 2.000 rpm zentrifugiert.

Bei Ficoll handelt es sich um ein langkettiges Polysaccharid, welches eine Verklumpung
von Erythrozyten bewirkt, die als gréBere Partikel schnell ausfallen und zu Boden
sinken. Weile Blutzellen und Blutplittchen bleiben hingegen auf der Schichtgrenze
hingen. Durch diese Dichtegradientenzentrifugation erhilt man verschiedene Banden,
wobei die grau-weille Bande aus Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten
(petiphere mononukledre Blutzellen, PBMC) an der Phasengrenze abpipettiert und in
ein neues, steriles Zentrifugenréhrchen tberfithrt wird.

Um die gewonnenen Zellen zu waschen wird das dreifache Volumen an PBS zugegeben
und 10 min bei 1.300 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes wird das am Boden des Réhrchens entstandene Zellpellet erneut mit 20 ml

PBS gewaschen und ebenfalls 10 min bei gleicher Geschwindigkeit zentrifugiert. Das
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nach Verwerfen des Uberstands zuriickbleibende Pellet wird in 2 ml RPMI

Komplettmedium 1 resuspendiert.

Ermittlung der Zellzahl

Die Ermittlung der Zellzahl und wiability erfolgt mittels Trypanblaufirbung (10 ul der
Zellsuspension werden mit Trypanblau 1:2 gemischt) in einer modifizierten Neubauer-
zihlkammer. Trypanblau wandert in tote Zellen ein und firbt interne Proteinstrukturen,
so dass durch die Blaufirbung tote von lebenden Zellen differenziert werden koénnen.
Insgesamt erhilt man 35 Mio. lebende Zellen, ca. 3,5 Mio. Zellen pro ml Vollblut.

Je 3 Mio. Zellen, gelést in 3 ml RPMI Komplettmedium 1, werden in eine Kavitit einer
6-Loch-Platte iberfihrt. Die Platten werden fir 21 Stunden bei 37 °C in einer

Atmosphire mit 5 % CO, im Brutschrank inkubiert.

1.1.2 Stimulierung von mononukleiren Zellen

Nach 21 Stunden werden die Lymphozyten aus den 6-Loch-Platten in 50 ml
ZentrifugenrShrchen tberfithrt und jede Kavitdt mit 1 ml RPMI Komplettmedium 1
gesplt. Mit 5-6 Tropfen Trypsin werden die adhirent wachsenden Monozyten abgelGst.
Insgesamt erhilt man 85 ml Zellsuspension. Nach 10 miniitiger Zentrifugation bei
Raumtemperatur mit 1.300 rpm wird der Uberstand verworfen und das entstandene
Pellet in 20 ml RPMI Komplettmedium 1 resuspendiert. Zur Stimulierung der PBMCs
witd 1 pg ConA/1 ml Zellsuspension eingesetzt.

Concanavalin A (ConA) ist ein zu den Phythdmagglutininen gehérendes Mitogen. Es ist
ein Lektin aus der Schwertbohne (Conavalia ensiformis), welches an verschiedene
Membranrezeptoren von Lymphozyten bindet und so zu deren Proliferation 7z vitro und

zu einer vermehrten Zytokin-mRNA-Synthese fithrt.
Je 20 ml der Zell-Suspension werden in eine Zellkulturflasche mit 75 cm?®

Wachstumsfliche gegeben und tiber drei Tage bei 37 °C in einer Atmosphire von 5 %
CO, inkubiert.
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1.1.3 mRNA Extraktion

Nach drei Tagen werden die stimulierten PBMCs fir die RNA-Extraktion gewonnen.
Die Zellen werden zunichst unter dem Mikroskop untersucht. Wihrend die adhirenten
Monozyten dendritsche Zellausliufer aufweisen sind die Lymphozyten von kugeliger
Form. Gleichzeitig lassen sich am Boden der Zellkulturflaschen zahlreiche zusammen-

geschrumpfte Zellteilchen erkennen (abgestorbene Zellen).

Der Inhalt der Zellkulturflaschen wird in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen verbracht. Um
die adhirenten Monozyten zu l6sen, werden in jede Kavitit 5-6 Tropfen Trypsin
gegeben und nach Ablésen die Zellkulturflaschen mit RPMI Komplettmedium 1
gespilt. Zur Bestimmung der Zellzahl wird ein Aliquot der Zellsuspension mit Trypan-
blau verdiinnt und ausgezihlt (siche Kap. III A 1.1.1): Es ergibt sich eine Menge von
36,75 Mio. lebenden Zellen. Der Ansatz wird nun bei 1.300 rpm fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert und in 5 ml RPMI 1640 mit 5 ml FCS resuspendiert.

Von den gewonnenen Zellen werden mehrere Aliquots als Dauerkulturen eingefroren,
falls eine erneute mRNA Gewinnung nétig sein sollte. Die Zellen werden in 5 ml FCS,
3 ml RPMI 1640 und 2 ml DMSO resuspendiert und in kleinen Volumina in Cryotubes

in flussigem Stickstoff eingefroren.

Aus den Zellen wird mit Hilfe des Micro-FastTrack™ 2.0 Kit nach Angaben des
Herstellers mRNA gewonnen: Nach Lyse der Zellen wird mit Oligo(dT)-Cellulose-
Pulver der Poly(A)-Schwanz der mRNA gebunden. Eukaryotische mRNA enthalt - im
Gegensatz zu tRNA, rRNA und snRNA - einen Poly(A)-Schwanz am 3’-Ende und stellt
etwa 5 % der gesamten RNA dar. Sie wird anschlieBend tber mehrere Bindungsschritte

gewonnen und in 10 pl Lésungspuffer resuspendiert.

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Photometrische Konzentrationsmessung:

Die Konzentrationsbestimmung der mRNA erfolgt in 10 ul Kiivetten mit Hilfe eines

Spektralfotometers. Mit Aqua bidest. wird zunichst der Leerwert eingestellt, dann wird

die OD260 und das Verhiltnis OD260/OD280 (ratio) gemessen. Die Messung der opti-
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schen Dichte (OD) bei 260 nm dient der Berechnung der Konzentration, beruhend auf

dem Lambert-Beerschen Gesetz.

OD260 x Multiplikationsfaktor x Verdiinnungsfaktor = Kongentration in ug/ m!

Multiplikationsfaktor fir doppelstringige DNA betrdgt 50, fir RNA 40 und fir
Einzelstrang-Oligonukleotide 30. Dies ergibt sich daraus, dass eine Ldsung mit der
optischen Dichte OD260 = 1 in einer Kiivette mit einer Schichtdichte von 10 mm
50 pg/ml DNA, 40 ug/ml RNA oder 30 pg/ml Oligonukleotide entspricht.

Aus dem Verhiltnis OD260/OD280 (ratio) erhilt man cine Aussage Uber Reinheit, bzw.
Proteinkontamination der Lésung. Dieses sollte zwischen 1,6 und 1,8 liegen (339).

Fir die drei Ansitze ergeben sich Konzentrationen zwischen 18 und 22 ng/pl. Die ratio

liegt bei etwa 1,2.

Elektrophoretische Konzentrationsschitzung

Die Konzentration geringer Mengen Nukleinsidure wird mittels Gelelektrophorese
geschitzt. Das Aliquot der Probe wird zusammen mit einem Marker bekannter
Konzentration (z. B. 1 kb /adder) aufgetragen. Durch Vergleich der Intensitit der Banden
unter UV-Licht mit der Bande bekannter Konzentration witrd die Konzentration der
Probe geschitzt. Die Intensitit der Fluoreszenz der Nukleinsduren mit Ethidiumbromid

unter UV-Licht ist proportional zu ihrer Menge.

1.1.4 Reverse Transkription

Um die mRNA in ¢cDNA umzuschreiben wird nach dem "M-MLV Reverse
Transcriptase RNase H minus, Point Mutant"- Protokoll nach Herstellerangaben ver-
fahren.

Das Enzym Reverse Transkriptase stammt aus Retroviren und synthetisiert einen DNA-
Strang komplementir zur mRNA-Matrize. Diese komplementire DNA ist sozusagen
ein Abdruck der mRNA, d. h. unterscheidet sich von genomischer DNA durch das
Fehlen von Introns.

Zu jedem der, die mRNA enthaltenden Ansitze (8 pl) werden 0,625 wl RNasin
Ribonuclease Inhibitor (entspricht ca. 25 units) gegeben um die Zerstérung durch

RNAsen zu verhindern. Aulerdem werden 5,375 ul Poly(dT)-Primer zugegeben und der
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Ansatz 5 min bei 70 °C inkubiert. Hierbei wird die RNA denaturiert, d. h. die
Sekundirstruktur, wie z. B. logps, zerstort. Dadurch kénnen sich die Poly(dT)-Primer an
die Poly(A)-Sequenzen der mRNA anlagern. AnschlieBend wird der Ansatz auf Eis
gestellt und pro Ansatz 5 ul M-MLV RT 5x Reaction Buffer, 5 pl ANTPs (bestehend aus
dATP, dCTP, dGTP und dTTP) und 1 ul M-MLV RT(H-) (200 units) hinzugefigt, kurz
gemischt und die Ansitze 60 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Dabei schreibt die
RNA-abhingige DNA-Polymerase die Sequenz der mRNA unter Verwendung der
dNTPs in einen Strang cDNA um.

Die entstandene cDNA wird bei -20 °C gelagert und kann nun als Matrize fiir die
Polymerasekettenreaktion dienen um die cDNA von fell.-2, feGM-CSF und felFNy zu

amplifizieren.

1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasckettenreaktion (PCR) wird 1983 von Kerry Mullis entwickelt (226). Es
handelt sich um eine molekularbiologische Technik mit der spezifische DNA-Regionen
selektiv amplifiziert werden kénnen.

Grundlegend fiir die Durchfithrung einer PCR ist die Auswahl eines geeigneten
Primerpaars. Primer sind synthetische Oligonukleotide, die komplementir zu den DNA-
Sequenzen sein miissen, welche die gewiinschte Sequenz flankieren.

Ein PCR-Zyklus besteht aus 3 Schritten: Durch kurzzeitige Hitzeeinwirkung (94 °C)
kommt es zur Denaturierung der DNA. Die im Doppelstrang vorliegende DNA teilt
sich in zwei einzelne Stringe, die dann als Matrize fur die DNA-Synthese zur Verfiigung
stchen. Bei der folgenden niedrigeren primerspezifischen Temperatur ist eine
Anlagerung der Primer moglich (annealing). Haben sich die Primer an die DNA-Stringe
angelagert, setzt dort die DNA-Polymerase an und synthetisiert unter Verwendung der
zugegebenen desoxy-Nukleotidtriphosphate (dNTPs) einen neuen komplementiren
Einzelstrang (elongation). Nach diesem dritten Schritt der PCR beginnt der Zyklus von
vorne. Durch erneute Denaturierung werden die Stringe wieder voneinander getrennt
und stehen fiir einen weiteren Zyklus zur Verfiigung, Die Menge an DNA steigt mit

jedem Zyklus exponentiell an und erreicht mit 30-40 Zyklen ein Sittigungsplateau.
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1.2.1 Primerdesign

Fir jedes der etwa 500 bp groBlen Zytokin-Gene wird ein Primerpaar mit Hilfe der
Computersoftware MacVector konstruiert und von der Fa. MWG Biotech (Ebersberg)
synthetisiert (siche Tab. 2). Als Grundlage dienen bereits ver6ffentlichte mRNA-
Sequenzen der drei felinen Zytokine. An die ausgewihlten Sequenzen der forward-Primer
werden jeweils am 5-Ende die Sequenz fiir die Schnittstelle des Restriktionsenzyms
HindIII und sechs beliebige Basen angehingt, wobei hierfiir eine Sequenz aus dem
Plasmid p55pCMV _ivs_luct+ verwendet wird. An den reverse-Primer wird ebenfalls am
5’-Ende eine Schnittstellensequenz, fiir Fsel, sowie sechs beliebige Basen angehingt.
Diese sechs beliebigen Basenpaare an jedem Ende werden bei einem spiteren

Restriktionsverdau mit HindIII bzw. Fsel weggeschnitten.

feIL-2

Die mRNA-Sequenz von fell.-2 wird aus der GenBank Datenbank des National Center
for Biotechnology Information (NCBI) des NIH (111) tber das Internet bezogen:
119402, verotfentlicht von Cozzi ef al. (59).

feGM-CSF

Die von Hughes und O'Reilly 1998 direkt an die GenBank tbermitttelte mRNA-
Sequenz von feGM-CSF ist dort unter der Nummer AF053007 gespeichert (111).
Anhand dieser Sequenz werden die Primer konstruiert. Da die Sequenz direkt mit dem
Startcodon ATG beginnt, bei eukaryotischer mRNA jedoch nachgewiesenermallen die
Kozak-Sequenz sich ginstig auf die Expressionslevel auswirkt, wird an Stelle -3 ein A

vor das Startcodon gestellt: ACG (126).

feIFNYy

Die von Argyle et al. (5) und Schijns ef al. (279) verdffentlichten identischen mRNA-
Sequenzen von felFNY werden ebenfalls aus der GenBank bezogen (D30619 und
X86972) (111).
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Primer Nukleotidsequenz roalie
f-IL-2 5 ‘ ]
0I-526 5-AACCCCAAGCTTAACCTCAACTCCTGCCACC-3 51,2°C
:;,'-Isl'g 5'-CGAAGCGGCCGGCCACTCAATTATCAAGTCAGCGTTG-3 | 53,4°C

f-GM-CSF
0l-522 5-AACCCCAAGCTTACGATGTGGCTGCAGAACCT-3" 52°C
-GM-CSF

® 0l1-523 5-CGAAGCGGCCGGCCTTACTTCTGGTCTGGTCCC-3 58°C
-GM-CSF

= 0l1-532 5-CGAAGCGGCCGGCCTTACTTCTGGTCTGGCTC-3' 54°C
f-IFNy ; ) .
0l-524 5-AACCCCAAGCTTCCGAAACGATGAATTACACAAG-3 51,7°C

-IFN:
r;l_gzg 5-CGAAGCGGCCGGCCAGGCAGGACAACCATTATTTC-3™ 50,1°C

Tab. 2: Primer

Die fett hervorgehobenen Buchstaben kennzeichnen die Erkennungsstellen der Restriktionsenzyme. Die kursiv

hervorgehobenen Buchstaben zeigen die sechs beliebigen Basen, welche angehingt werden. Die fett-kursiv her-

vorgehobenen Basen zeigen den beschriebenen Basentausch im neuen reverse-Primer (O1-532) im Vergleich zum
alten (O1-523) von GM-CSE.

f- bezeichnet den forward-Primer. Die Kennzeichnung re- verweist auf die 3°-5"-Leserichtung des Primers (reverse,

bezogen auf seine Sequenz). Ol- kennzeichnet den Primer als Oligonukleotid, die Nummern sind fortlaufend und

dienen der genauen Identifikation der Primer.
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1.2.2 Amplifikationsreaktion

Nach Auswahl der Primer werden die Reaktionsbedingungen und Protokolle optimiert.
Die Amplifikationsreaktionen werden in einem Volumen von 20 ul durchgefiihrt. Als
Matrize dienen je 2 ul cDNA (siche Kap. IIT A 1.1.4).

Der Ansatz wird zuerst in Form eines Mastermixes in ein 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen
pipettiert und anschlieBend die benétigte Menge in die PCR-Reaktionsgefil3e, in denen
die cDNA bereits vorgelegt ist, gegeben. Als Negativkontrolle dient je ein Ansatz mit
Aqua bidest. statt cDNA.

felL-2

felL-2 Ansatz 20 pl
cDNA (1:100 mit Aqua bidest. verdinnt) 2,0 pl

10 x PCR Puffer 2,0 pl
dNTPs (10 mM) 0.4 ul
Mg?*-Lésung (25 mM) 1.2 pl
0OI-526 (100 pM) 0,1 pl
OI-527 (100 pM) 0,1l
Tag-Polymerase 0,2 pl
Agqua bidest. ad 20 pl

Der PCR-Ansatz der Amplifikation von fellL-2, sowie das Temperaturprotokoll der PCR

sind in den Tabellen 3 und 4 dargestellt.

Tab.3:  PCR-Ansatz felL-2

Nach Anlagerung der spezifischen Primer (O1-526 und OI-527) an die ¢DNA wird diese durch die
Taq-Polymerase unter Verwendung der dNTPs amplifiziert.

fell.-2 = felines Interleukin 2

c¢DNA = komplementire Desoxytibonukleinsiure

dNTPs = desoxy-Nukleotidtriphosphate

0OI1-526 = Oligonukleotid, forward-Primer

OI1-527 = Oligonukleotid, reverse-Primer

Aqua bidest. = bidestilliertes Wasser

Die Reaktion verlduft nach einem Touch-Down-Programm mit bo start, d. h. der Ansatz
wird vor Zugabe der Polymerase fiir 5 min auf 94 °C erhitzt. Bei einem so genannten
touch down wird die Annealingtemperatur graduell mit zunehmender Zyklenzahl ernie-

drigt, um die Spezifitit der Primerbindung zu erhéhen.
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Programmschritt Temperatur Dauer

Hot Start 94 °C 1 min

Initiale Denaturierung 94 °C 4 min

Denaturierung 94 °C 30 sec

Annealing 58 °C 40 sec
-0,5/2Zyklus

Synthese 72°C 1 min

Anzahl der Zyklen: 29

Denaturierung 93 °C 30 sec

Annealing 43°C 30 sec

Synthese 72°C 1 min

Anzahl der Zyklen: 14

Finale Extension 72°C 7 min

Kihlung 4°C

feGM-CSF

Der PCR-Ansatz und das Temperaturprotokoll der Amplifikationsreaktion von

feGM-CSF sind in den Tabellen 5 und 6 dargestellt.

Tab. 5:  PCR-Ansatz feGM-CSF

feGM-CSF Ansatz 20 pl
cDNA (1:100 mit Agua bidest. verdinnt) 2,0l
PCR-Mix (Fermentas) 15,2 pl
OI-522 (100 pM) 0,1yl
01-532 (100 uM) 0.1 pl
PFU turbo DNA-Polymerase 0.4 pl
Aqua bidest. ad 20 pl

Nach Anlagerung der spezifischen Primer (O1-522 und OI-532) an die ¢cDNA wird diese durch die DNA-
Polymerase unter Verwendung der dNTPs amplifiziert.

feGM-CSF = feliner Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor

c¢DNA = komplementire Desoxyribonukleinsiure

dNTPs = desoxy-Nukleotidtriphosphate

O1-522 = Oligonukleotid, forward-Primer

01-532 = Oligonukleotid, reverse-Primer

Aqua bidest. = bidestilliertes Wasser
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Die PCR wird mit hot start durchgefiihrt.

Programmschritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 94 °C 5 min
Denaturierung 94 °C 1 min
Annealing 52 °C 1 min
Synthese 72°C 1 min
Anzahl der Zyklen: 32

Finale Extension 72°C 7 min
Kiihlung 4°C

Tab. 6: PCR-Temperaturprotokoll feGM-CSF

feIFNYy
Der PCR-Ansatz von felFNY ist in Tab. 7 dargestellt. Das Temperaturprotokoll ent-
spricht dem der PCR von fell.-2 (siche Tab. 4).

felFNy Ansatz 20 pl
cDNA (unverdinnt) 0,2 pl
Lésung B des MasterAmp PCR Optimization Kit 10,0 pl
0OI-524 (100 uM) 0,1 ul
0OI-525 (100 pM) 0,1 pl
Tag-Polymerase 0,2 pl
Aqua bidest. ad 20 pl

Tab.7:  PCR-Ansatz felFNy

Nach Anlagerung der spezifischen Primer (O1-524 und OI-525) an die ¢cDNA wird diese durch die Taq-
Polymerase unter Verwendung der dNTPs amplifiziert.

felFNy= felines Interferon y

cDNA = komplementire Desoxyribonukleinsiure

dNTPs = desoxy-Nukleotidtriphosphate

01-524 = Oligonukleotid, forward-Primer

0I-525 = Oligonukleotid, reverse-Primer

Aqua bidest. = bidestilliertes Wasser

Die Reaktion verlduft ebenfalls nach dem Touch-Down-Programm, wobei allerdings auf

einen hot start verzichtet wird.
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5 ul jedes PCR-Ansatzes werden nach der Reaktion auf 1 % TBE-Ethidiumbromid-
Agarosegel aufgetragen, bei 90 V im elektrischen Feld getrennt und nach einer Stunde
unter UV-Licht analysiert und dokumentiert (siche Kap. III A 1.3). Zur groben
Schitzung der DNA-Konzentration kann die erhaltene Bande mit der Intensitit der

Banden eines aufgetragenen DNA-Standards verglichen werden (siche Kap. III A 1.1.3).

1.3 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient der analytischen Auftrennung von Nukleinsiuren
nach ihrer GréBe im elektrischen Feld. Bei Anlegen einer konstanten
Gleichstromspannung kommt es zur Wanderung elektrisch geladener Teilchen, so auch
von DNA.

Die Agarose wird in der vorliegenden Arbeit je nach GréBe der erwarteten Banden in
Konzentrationen von 0,7 bis 1,5 % in TBE-Laufpuffer verwendet. Nach Abwiegen der
Agarose wird diese unter Erwidrmung in der Mikrowelle im Laufpuffer aufgelst, auf
ca. 60 °C abgekuhlt, mit 2,5 ul Ethidiumbromidlésung (10 ug/ml) versetzt und in eine
Geltridger-Form gegossen, die zur Ausformung von Geltaschen mit einem Plastikkamm
versehen wird. Nach Erkalten und Festwerden des Gels wird der Plastikkamm entfernt
und das Gel in eine mit TBE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer verbracht. Die
Proben werden mit 1/6 Volumen Bromphenolblaupuffer (Ladepuffer) versetzt und auf
das Gel aufgebracht. Dieser Puffer erleichtert durch das enthaltene Glycerin sowohl das
Hinpipettieren der Proben in die Geltaschen, er lisst auch durch seine zweifarbige
Lauffront erkennen, wie weit die Proben gelaufen sind. Zusitzlich wird ein
Lingenstandard (1 kb DNA /ladder) aufgetragen, welcher der zu erwartenden Gréfie der
Proben-DNA entspricht und der FragmentgroBenbestimmung dient.

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgt durch eine konstante Spannung von 60
bis 90 Volt zwischen 45 und 90 min. Hierbei wandern kleine, negativ geladene
Fragmente schneller in Richtung Anode als gréB3ere, negativ geladene.

Durch Anregung des interkalierenden Ethidiumbromids fluoreszieren die DNA-Banden
bei UV-Bestrahlung. Das Gel wird in einer Dunkelkammer mit UV-Leuchttisch foto-

grafisch dokumentiert und anschlieBend mit der Software Bio-Capt ausgewertet.
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1.3.1 Priaparative DNA-Gelelektrophorese

Als Losungspuffer fir die Agarose und als Laufpuffer fiir die Elektrophorese wird TAE-
Puffer verwendet. Die DNA-Fragmente werden anhand des Lingenstandards identifi-
ziert und das gewiinschte Fragment ziigig unter Sichtkontrolle mit einem Skalpell aus

dem Gel herausgeschnitten.

1.3.2 DNA-Aufreinigung aus priparativen Agarosegelen

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung (siche Kap. IIT A 1.3.1) wird das gewiinschte
DNA-Fragment mit Hilfe des "QIAquick Gel Extraction Kit Protocol" nach Angaben
des Herstellers aus dem Agarosegel extrahiert, gereinigt und anschlieBend durch

Spektralphotometrie (siche Kap. IIT A 1.1.3) quantifiziert.

1.4 Klonierung der PCR Produkte in den Expressionsvektor

1.4.1 Plasmid

Bei Plasmiden handelt es sich um ringférmige extrachromosomale DNA-Molekiile, wel-
che sich autonom vermehren, d. h. die Replikation in E. coli ist unabhingig von der des
bakteriellen Chromosoms. Dafiir notwendig ist ein Replikationsstart (origin of replication,
ori). Neben diesem enthilt das Plasmid weitere wichtige Sequenzen: Der
Selektionsmarker, hier das Gen fiir die Ampicillinresistenz, erlaubt Bakterien, die dieses
Plasmid tragen, in ampicillinhaltiger Nahrl6sung zu wachsen. Bakterien, die kein Plasmid
enthalten sterben in Anwesenheit von Ampicillin. Ein Promotor aus dem Genom des
humanen Cytomegalievirus (hCMYV) ist ein starker primarer Promotor und sorgt fir eine
maximale Transkription in jedem Gewebe. Er dient als Erkennungs- und
Bindungsregion fiir die RNA-Polymerase. Die folgende znzervening sequence (ivs) zwischen
Promotor und Luciferase verstirkt die Effizienz des RNA-processing. Dieses Intron wird
nach der Transkription effizient herausgeschnitten. Das Polyadenylierungssignal SV 40
poly A des Simian Virus dirigiert das processing des 3°-Endes des Proteins.

Durch Aufschneiden oder Entfernung eines Teilstlicks des Plasmids (in diesem Fall das

Reportergen Luciferase) kann fremde DNA bis zu einer bestimmten Grof3e eingesetzt
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werden. Das Gen muf3 ein ATG Startcodon sowie ein Stopcodon enthalten.
In dieser Arbeit sollen jeweils die cDNA-Sequenzen von fell.-2, feIFNy und feGM-CSF

in den Expressionsvektor p55pCMV _ive_luc+ kloniert werden.
p55pCMV _ivs_luc+ (siche Abb. 2) ist ein high copy plasmid. Die Kopienzahl, d. h. die Zahl

an Plasmiden, die sich normalerweise in einer Bakterienzelle befindet, liegt bei etwa 50,

was die Klonierung beglinstigt.

ivs

Hindill
p55p CMV ivs luc+
5732 bp

ori

Luciferase

Fsel

Abb. 2: Schematischer Aufbau des Plasmids p55pCMV _ivs_luc+
Amp = Ampicillin-Resistenz, Antibiotikaresistenzgen

ori = origin of replication (Bakterieller Replikationsstart)

hCMV = Promotor (humanes Cytomegalievirus)

ivs = intervening sequence, synthetisches Intron, welches die Stabilitit der mRNA erhéht
Luciferase = Reportergen

SV40 pA = Polyadenylierungssignal (Simian Virus 40 poly A)

5732 bp = GroBe des Plamids in Basenpaaren

HindIII, Fsel = Schnittstellen fiir die entsprechenden Restriktionsenzyme

(nur ein Auszug der Schnittstellen des Plamids ist dargestellt)
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1.4.2 Restriktionsverdau des Plasmids

Um die gewiinschte Zytokin-cDNA ins Plasmid integrieren zu kénnen, muss zuerst die
Sequenz fiir Luciferase aus dem Plasmid ausgeschnitten werden. Dies geschieht durch
sequenzspezifische Spaltung mit zwei verschiedenen Restriktionsendonukleasen:
HindIII und Fsel. Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische Sequenzen von
4-8 Nukleotiden und spalten Phosphodiesterbriicken in DNA-Molekiilen. Im
Gegensatz zu Enzymen, die den DNA-Doppelstrang gerade abschneiden (blunt end),
schneiden HindIII und Fsel den Doppelstrang versetzt, so dass kurze Einzelstrang-
Schwinze mit spezifischer Sequenz entstehen, so genannte szicky ends.

Beide Enzyme schneiden im Plamid nur die Luciferase heraus. Es tauchen weder im
Plasmid noch in den Sequenzen von fell.-2, feIFNy und feGM-CSF weitere

Schnittstellen dieser Enzyme auf.

AAGCTT GGCCGG|ICC
TTCGAJA CCGGCCGG(b)

@

Abb. 3:  Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme Hind III (a) und Fsel (b)
Die angegebenen Sequenzen entsprechen der des Stranges in 5°-3'-Richtung. Wie bei fast allen

Erkennungssequenzen handelt es sich auch bei diesen um Palindrome.

Die Enzyme werden mit den vom Hersteller empfohlenen Puffern und Zusitzen bei der
angegebenen Temperatur verwendet. Zur Spaltung von 1 ug DNA werden bei einer
Inkubationszeit von einer Stunde bei 37 °C 2-3 units Enzym bendétigt. HindIIT schnei-
det am 5°- und Fsel am 3"-Ende der Luciferase. Die Erkennungssequenzen dieser
Enzyme sind auch an die jeweiligen Primer der Zytokin-Gene angehingt worden (siche
Kap. III A 1.2.1), so dass nach einem Restriktionsverdau der PCR-Produkte, genauso
wie beim Plasmid, s#icky ends vorliegen, was einen gerichteten Einbau der PCR-Produkte

bei der Ligation mit dem Plasmid ermdglicht.

Der Restriktionsverdau mit Hind IIT und Fsel wird in einem Ansatz durchgefiihrt, wobei
der fir das Enzym Fsel empfohlene 10 x Puffer 4 verwendet wird. Im Milieu dieses
Puffers schneidet Fsel zu 100 % und HindIII nach Angaben des Herstellers zu 50-75 %.
Das Plasmid p55pCMV _ivs_luc+ liegt in einer Konzentration von 2,14 ug/ul vor. Etwa

5 ug des Plasmids werden mit den beiden Enzymen verdaut. Das Volumen des zugege-
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benen Restriktionsenzyms tiberschreitet wegen des relativ hohen Gehalts an Glycerin

nicht 1/10 des Gesamtvolumens des Ansatzes.

RE-Verdau Plasmid Ansatz 50 pl
p55pCMV _ivs_luc+ 2,5 pl (entspr. 5,35 ug)
Puffer 4 50pl

BSA 0,5l

Fsel 50pl

Hindlll 2,5l

Agqua bidest. ad 50 pl

Tab. 8:  Verdau des Plamids p55pCMV_ivs_luc+ mit Restriktionsenzymen

Aus dem Plasmid p55pCMV _ivs_luc+ wird mit den Restriktionsenzymen HindIII und Fsel unter Verwendung
der vom Hersteller angegebenen Puffer (Puffer 4) und Zusitze (BSA= bovines Serumalbumin) die Luciferase
ausgeschnitten.

RE-Verdau = Restriktionsverdau

Aqua bidest. = bidestilliertes Wasser

Der Ansatz wird eine Stunde bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Mit einem kleinen Aliquot des Ansatzes wird durch eine gelelektrophoretische Trennung
auf 1 % TBE-Gel der Verdau tiberprift (siche Kap. I1I A 1.3).

1.4.3 Restriktionsverdau der PCR-Produkte

Fur den Restriktionsverdau werden die gereinigten cDNA-Fragmente aus der PCR
benétigt. Die PCR-Produkte werden nach Kontrolle der Gréfle durch
Gelelektrophorese mit dem "QIAquick PCR Purification Kit Protocol" nach
Herstellerangaben aufgereinigt oder auf das Gel aufgetragen, ausgeschnitten und die
gewiinschte DNA mit dem "QIAquick Gel Extraction Kit Protocol" isoliert (siche
Kap. III A 1.3.1 und 1.3.2). Eine geringe Menge Zytokin-cDNA liegt anschlieBend in
etwa 50 pl Aqua bidest. gel6st vor. Um eine stirker konzentrierte Losung zu erhalten

wird das Wasser im Exsikkator eingedampft.

Der Verdau witd in einem 10 ul Ansatz durchgefihrt und eine Stunde bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert (siche Tab. 9) (vergleiche auch Kap. III A 1.4.2).
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RE-Verdau des PCR-Produkts Ansatz 10 pl
PCR-Produkt 0,6 pl
Puffer 4 1,0l
BSA 0,1 pl
Fsel 1,0 pl
Hindlll 0,5l
Agua bidest. ad 10 pl

Tab. 9:  Verdau der PCR-Produkte mit Restriktionsenzymen

Die PCR-Produkte werden mit den Restriktionsenzymen HindIII und Fsel unter Verwendung der vom Hersteller
angegebenen Puffer (Puffer 4) und Zusitze (BSA = bovines Serumalbumin) verdaut.

RE-Verdau = Restriktionsverdau

Aqua bidest. = bidestilliertes Wasser

Hin erneutes Aufreinigen des Ansatzes ist nicht nétig, da die Aktivitdt der Enzyme bei
Raumtemperatur unterbrochen wird und vor der anschlieBenden Ligation eine

Ethanolfillung stattfindet (siche Kap. III A 1.4.4).

1.4.4 Ligation

Die Ligation des Amplifikats in den Expressionsvektor erfolgt gerichtet, das hei3t die
verwendete T4 DNA Ligase verbindet das HindIII-Schnittende des PCR-Produkts
(¢nserd) mit dem des Vektors und das Fsel-Ende des #nserts ebenfalls mit dem des Vektor.
Diese, urspriinglich aus dem Bakteriophagen T4 stammende, Ligase katalysiert die
Bildung von Phosphodiesterbindungen und verkntpft so doppelstringige DNA-
Fragmente, die am 3"-Ende eine Hydroxylgruppe und am 5'-Ende eine Phosphatgruppe

besitzen.

Fir die Ligation wird das zu klonierende /nsers zum linearisierten Vektor in molarem

Uberschuf3 zugegeben. Die Berechnung erfolgt nach folgender Formel (126):
ng (Vektor) = ng (insert) x kb (Vektor)/ kb (insert) x molarer Uberschuss (3-5)

Die Konzentrationen von Vektor und zzsert werden anhand der Intensitat der im

Agarosegel auftretenden Banden unter UV-Licht abgeschitzt (siche Kap. 11T A 1.1.3).
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In den Ansitzen des Restriktionsverdaus befinden sich noch die abgespaltenen, nur
wenige Basen langen, Enden. Diese werden durch eine der eigentlichen Ligation vor-
ausgehenden Ethanol-Co-Prizipitation entfernt. Hierbei werden alle gréfleren DNA-
Fragmente ausgefillt, wihrend die kleinen, von den PCR-Produkten abgespaltenen,

DNA-Stiicke in Lésung bleiben.

Die mit oben stehender Formel berechneten Anteile an Vektor und znsert werden unter
Zugabe von 5 M NaCl und Aqua bidest. gemischt, so dass eine 0,5 M Losung entsteht.
Dazu wird das 2,5 fache Volumen an Ethanol gegeben und die Ansitze bei -20 °C etwa
eine Stunde gelagert. Nach Zentrifugation (4 °C, 45 min, 13.000 g) wird der Uberstand,
der die kleinen, nicht ausgefillten DNA-Stiicke enthilt, verworfen. Das zuriickbleiben-
de DNA-Pellet, dessen Lage zu Beginn der Zentrifugation markiert wurde, wird 2-3 min

luftgetrocknet und dann in folgendem 10 ul Ligationsansatz resuspendiert:

Ligation Ansatz 10 pl
DNA-Pellet

TE-Puffer 4.0 pl

5 x Ligase Puffer 20u
Aqua bidest. ad 10 pl

Tab. 10:  Ligationsansatz

Zum DNA-Pellet, welches den Vektor und das zusert enthilt, werden die vom Hersteller empfohlenen Puffer (TE-
Puffer und 5 x Ligase Puffer) zugegeben. Spiter erfolgt die Ligation der DN A-Stiicke mittels der T4 DNA Ligase.
Aqua bidest. = bidestilliertes Wasser

Zu 9 pl des Ansatzes wird 1 ul T4 DNA Ligase gegeben und der Ansatz tiber Nacht bei
16 °C, dem Temperaturoptimum der Ligase, im Wasserbad inkubiert. 1 pl wird vor
Zugabe der Ligase aus dem Ansatz entnommen und in 2 ul Aqua bidest. gegeben. Mit
Hilfe dieses Kontrollansatzes, der nur das geschnittene, linearisierte Plasmid ohne
inserierte DNA enthilt, kann nach der Transformation kompetenter Bakterien die
Anzahl der Bakterienkolonien abgeschitzt werden, die durch Aufnahme religierter

Hxpressionsvektoren entstanden sind (siche Kapitel 111 A 1.4.5).

Die entstandenen Vektorkonstrukte werden als pBay-fell.-2, pBay-feGM-CSF und
pBay-felFNY bezeichnet.
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1.4.5 Transformation kompetenter Bakterien

Als Transformation bezeichnet man das Einbringen genetischen Materials, z. B. in Form
bakterieller Plasmide, in Bakterien. Die genetischen Eigenschaften der Bakterien werden
hierbei verdndert. Nur kompetente Bakterien haben die Fihigkeit DNA aufzunehmen.
Zur Amplifizierung der rekombinanten Plasmide werden Bakterien des E. coli Stammes
DH 10 B verwendet.

Ein tiefgefrorenes Aliquot dieser Bakterien wird auf Eis aufgetaut und mit den rekom-
binanten Plasmiden transformiert. Die Selektion der Bakterien im entsprechenden

Medium erfolgt tiber das Antibiotikaresistenzgen des aufgenommenen Plasmids.

Zu je 100 ul der Bakterien-Stammsuspension werden je 3 ul des Ligationsansatzes oder
des negativen Kontrollansatzes pipettiert (siche Kap. III A 1.4.4). Als Positivkontrolle,
zum Nachweis einer erfolgreichen Transformation, dienen 10 ng des Plasmids pUC19,
die ebenfalls auf ein Aliquot der Bakterien pipettiert werden.

Nach vorsichtigem Mischen werden die Bakterien zuerst 15 min auf Eis (4 °C) inkubiert
und dann 1 min 50 sec im Heizblock auf 42 °C erhitzt. Der Hitzeschock stoppt die
Aufnahme der Plasmide in die Bakterien. Nach Zusatz von 1 ml Luria-Bertani Medium
(LB-Medium) ohne Antibiotikum wird der Ansatz nochmals 15 min auf Eis gekihlt. Es
folgt eine Inkubation von 1 h bei 37 °C und 150 U/min im Bakterienschiittler.
AnschlieBend werden unterschiedliche Volumina (100 ul, 900 pl) der
Transformationsansitze auf ampicillinhaltige Agarplatten (Ampicillin in einer
Endkonzentration von 100 ug/ml) ausplattiert. Transformanten mit dem, das
Ampicillinresistenz-Gen enthaltenden, Plasmid kénnen auf diesen Selektivmedium-
Platten wachsen im Gegensatz zu Bakterien, die das Plasmid nicht enthalten. Die Platten
werden, nachdem sie an der Luft abgetrocknet sind, im Wirmeschrank bei 37 °C tber

Nacht inkubiert.

Nach der Inkubation kénnen auf den Platten nach erfolgreicher Transformation steck-
nadelkopfgrofle, gelbe, leicht erhabene, klonale Bakterienkolonien gezihlt werden. Auf
den Negativkontrollplatten kénnen vereinzelt Kolonien gezihlt werden, die auf die
Aufnahme religierter Plasmide zurtickzufithren sind. Die Positivkontrollplatten zeigen

unzihlige kleine Kolonien, was fir eine erfolgreiche Transformation spricht.

74



Eigene Untersuchungen

1.4.6 Untersuchung transformierter Bakterien

Minikultur und analytische Plasmidpriaparation

Die Anzucht der Einzelkolonien erfolgt durch Einimpfen der Kolonien in je eine
Starter-Kultur aus 2 ml LB-Medium, das cbenfalls mit Ampicillin (80 pg/ml LB-

Medium) versehen ist, um das Wachstum anderer Bakterien zu unterdriicken.

Nach einer Inkubation der Kulturen im Flachbett-Schiittler bei 300 U/min im 37 °C
warmen Brutschrank tiber Nacht wird die Plasmid-DNA aus den Minikulturen mit Hilfe
des "Wizard Plus Minipreps DNA Purification System" entsprechend den Angaben des
Herstellers extrahiert und gereinigt. Hierbei erfolgt die Lyse der Bakterien in
NaOH/SDS-haltigem Puffer. Proteine und DNA werden freigesetzt und denaturiert.
Durch Neutralisation des Lysats mittels Zugabe hoher Salzkonzentrationen fallen chro-
mosomale DNA, Proteine und Zelltriimmer als Prizipitat aus. Die in Lésung verblei-
bende Plasmid-DNA wird durch Alkohol entsalzt und gefillt.

Restriktionsanalyse der rekombinanten Plasmide

Um sicher zu sein, dass sich das gewtinschte /zsers im Vektor befindet, fithrt man eine
analytische Spaltung der Plasmide mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen durch.
Hierfiir werden 0,2-1 ug Plasmid-DNA mit 5-10 units Restriktionsenzym und dem
dazugehérigen Puffer in einem Ansatzvolumen von 10 ul far 1-2 Stunden bei der jeweils
vom Hersteller angegebenen, enzymspezifischen Temperatur inkubiert.

Eine Fragmentierung der Plasmide mit HindIII und Fsel ergibt die urspriingliche
Zytokin-cDNA-znserts sowie den linearisierten Rest des Plasmids. Des Weiteren erfolgt
cine Linearisierung des supercoiled Plasmids mit HindIII. Fir das Plasmidkonstrukt pBay-
fell.-2 erfolgt noch eine Spaltung mit Nspl, fir pBay-feGM-CSF mit Drall und far
pBay-felFNY mit Accl. Diese Enzyme schneidet das neue Plasmid zweimal, optimaler-
weise einmal im Zusert und einmal im backbone des urspriinglichen Plasmids. Die
Auftrennung der Fragmente erfolgt in einprozentigem Agarosegel (siche Kap. 11T A 1.3).
AnschlieBend wird unter UV-Licht die Linge der Banden mit der erwarteten

BandengréBe verglichen.
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Glyceroldauerkultur

Von Bakterienkulturen, welche vermutlich die gewiinschten Plasmide enthalten, werden
Glyceroldauerkulturen angelegt, indem 0,5 ml der entsprechenden Minikultur mit dem
gleichen Volumen 40 % Glycerin gemischt und bei -70 °C gelagert werden.

Zum erneuten Ausstreichen missen mit einer sterilen Impfése an der Oberfliche der
gefrorenen Kultur Bakterien aufgenommen und in ampicillinhaltiges LB-Medium

geimpft werden.

1.5 Sequenzanalyse

Um sicher zu gehen, dass auch die erwiinschte Zytokin-cDNA in das Plasmid eingebaut
wurde und um dessen Sequenz zu Uberpriifen, werden die rekombinanten, nach
Probespaltung durch Restriktionsendonukleasen als positiv angesechenen Plasmide zur

Sequenzanalyse geschickt.

PCR mit Sequenzierprimern

Um das znsert zu sequenzieren sind Sequenzierprimer (siche A Materialiennachweis
Tab. 1) nétig, die im Plasmid an den flankierenden Sequenzen ansetzen und das znsert in

einer PCR amplifizieren. Fiir die PCR wird jeweils 1 ng der gereinigten Plasmid-DNA
cingesetzt (PCR-Ansatz und Temperaturprotokoll siche Tab. 11 und 12).
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PCR mit Sequenzierprimern Ansatz 20 pl
1 ng gereinigte pDNA

PCR-Mix (Fermentas) 15,2 pl
0l-428 (100 pM) 0.1yl
01-429 (100 uM) 0.1l
Tag-Polymerase 0,2 pl
Aqua bidest. ad 20 pl

Tab. 11: PCR-Ansatz Sequenzierprimer

Nach Anlagerung der spezifischen Primer (O1-428 und O1-429) an die pDNA (Plasmid-DNA) wird das insers

durch die Taq-Polymerase amplifiziert.
pDNA = Plasmid-Desoxyribonukleinsiure
01-428 = Oligonukleotid, forward-Primer
0O1-429 = Oligonukleotid, reverse-Primer
Aqua bidest. = bidestilliertes Wasser

Programmschritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 94 °C 4 min
Denaturierung 94 °C 1 min
Annealing 52 °C 1 min
Synthese 72 °C 1 min
Anzahl der Zyklen: 30

Finale Extension 72°C 7 min
Kihlung 4°C

Tab. 12: PCR-Temperaturprotokoll Sequenzierprimer

Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung der znserss erfolgt durch die Fa. SequiServe, Vaterstetten. Es

werden sowohl die gereinigten Plasmide als auch die zwei Sequenzierprimer in den

geforderten Konzentrationen an die Firma geschickt. Ausgehend von den

Sequenzierprimern O1-428 und O1-429 (siche A Materialiennachweis Tab. 1) erfolgt die

Sequenzreaktion in beide Richtungen.

Die Sequenzen werden mit den entsprechenden bereits veroffentlichten felinen

Sequenzen verglichen. Weitere alignments mit Sequenzen anderer Spezies erfolgen mit

Hilfe der Software Lasergene DNAstar.
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1.6 Priparation von Plasmid-DNA

Die gewiinschten Bakterien werden in eine Starterkultur aus 2 ml ampicillinhaltigem LB-
Medium (80 pg/ml LB-Medium) cingeimpft und in einem Flachbett-Schittler fiir 4 h bei
37 °C inkubiert. 500 pl dieser Vorkultur werden in 500 ml des gleichen Mediums
pipettiert und so die DH 10 B-Bakterien, die das rekombinante Plasmid tragen ausrei-
chend vermehrt. Die Priparation einer groleren Menge Plasmid-DNA erfolgt mit dem
"Qiagen Plasmid Maxi Kit (100)" nach Angaben des Herstellers. Das Prinzip der
Plasmid-Priparation entspricht dem im Kap. III A 1.4.6 beschriebenen.
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2 Biologische Wirksamkeit der rekombinanten Proteine

Um die drei klonierten Zytokin-Gene klinisch einsetzen zu kénnen, muss zuvor mit
einer akkuraten und sensitiven Methode getestet werden, ob der nach der
Proteinbiosynthese entstehende Mediator auch biologische Aktivitit besitzt.

Zum Nachweis der biologischen Aktivitit von Zytokinen kommen so genannte
Bioassays zum Einsatz, welche die biologische Wirkung dieser Faktoren in Relation zu
einem Standard absolut oder relativ quantifizieren (62). Dabei kénnen die Wirkungen
von Zytokinen auf spezielle Zellen ausgenutzt werden: Schutz vor einer viralen
Infektion, Apoptoseinduktion, Sekretion anderer Zytokine, Differenzierung und
Induktion von Zelloberflichenmarkern oder auch die Proliferation und das Ubetleben
von Zellen (276).

Bei vielen Zytokinen kann eine bereits etablierte Zelllinie genutzt werden. Diese
Zelllinien sind in ihrem Wachstum und Uberleben auf ein oder auch manchmal mehre-
re Zytokine angewiesen. Fiir hull.-2 und huGM-CSF sind solche Tests etabliert. Die
Zellproliferation kann mit der Inkorporation von radioaktivem *H-Thymidin gemessen
werden, oder dutch nicht-radioaktive Methoden, wie der Verwendung von
Tetrazoliumsalz-Assays (MTT, XTT, WST-1), welche spektralphotometrisch ausgewertet
werden. Andere zelluldre Funktionen kénnen ebenfalls benutzt werden um biologische
Effekte von Zytokinen zu messen. Dies ist z. B. beim durchflusszytometrischen Bioassay
von IFNYy der Fall: Hier wird die durch IFNYy induzierte Hochregulation von MHC-

Molekiilen auf der Zelloberfliche von Tumorzellen nachgewiesen (335).

2.1 Kultivierung von COS-7 Zellen

Fur die Expression der drei felinen Zytokine wird eine Saugerzelllinie gewihlt. COS-7
Zellen sind adhirent wachsende Nierenzellen von Grunen Meerkatzen, die auch von

Cozzi et al. fur die Expression von fell.-2 verwendet werden (59, 60).

Hs werden ca. 2 x 10° COS-7 Zellen in 10 ml RPMI Komplettmedium 2 in einer T75
Zellkulturflasche ausgelegt und bei 37 °C, 5 % CO, und 100 % Luftfeuchtigkeit im
Inkubator kultiviert. Nach etwa 2-3 Tagen, wenn sich ein fast konfluenter Zellrasen

gebildet hat, erfolgt die Subkultivierung.
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Analog erfolgt eine Kultivierung von COS-7 Zellen in DMEM Komplettmedium 1, da
die biologische Aktivitit des Uberstands der mit felFNY transfizierten COS-7 Zellen auf

in DMEM Komplettmedium wachsenden felinen Fibrosarkomzellen getestet wird.

2.2 Transfektion von COS-7 Zellen

Die Transfektion dient dazu, DNA-Molekule mittels nicht-viraler Methoden in Zellen
einzuschleusen, um eine transiente Expression der entsprechenden Gene zu erreichen,
d. h. die DNA wird nicht ins Genom integriert, sondern verbleibt extrachromosomal.
Hs wird die Lipofektion mit Metafectene verwendet, wobei die Transfektion nach

Empfehlungen des Herstellers durchgefithrt wird.

Fir die Transfektion werden nur regelmiBig passagierte, gut proliferierte Zellen benutzt.
Einen Tag vor der Transfektion werden die COS-7 Zellen in neuem RPMI Komplett-
Medium 3 in Petrischalen fiir die Zellkultur in einer Konzentration von

1 x 10° Zellen/10 cm? Platte ausgelegt. Die Zellen werden anschlieBend weiterkultiviert.

Zur Vorbereitung der Transfektion werden je 10 pug der Plasmide pBay-fell.-2 und pBay-
feGM-CSF mit je 500 pul RPMI 1640 (ohne Zusitze) gemischt. Des Weiteren wird eine
Losung aus 20 ul Metafectene und 500 wl RPMI 1640 (ebenfalls serum- und
antibiotikafrei) vorbereitet. Zur Bildung der DNA/Lipid-Komplexe werden beide
Ansitze vorsichtig gemischt und bei Raumtemperatur 30 min inkubiert. Nach Zugeben
der Transfektionslosung auf die COS-7 Zellen werden diese 2 h im Wirmeschrank
weiterkultiviert. Das alte Medium mit der Transfektionslosung wird anschlieend ent-
fernt und durch frisches Medium ersetzt.

Nach Transkription und Translation befindet sich das synthetisierte Protein nun im
Uberstand der COS-7 Zellen, welcher nach drei Tagen geerntet wird: Nach Absaugen
und Zentrifugieren (5 min bei 125 g) der Uberstande werden diese aliquotiert und in

1,8 ml Portionen in Cryotubes bei -80 °C eingefroren.

Fir spitere Negativkontrollen wird auch Metafectene ohne Plasmid auf die COS-7
Zellen gegeben und Transfektionen mit dem Plasmid p55pCMV_ivs_luc+ und einem
weiteren Kontrollplasmind pBayMCS entsprechend durchgefiihrt.

Die Transfektion der im DMEM Komplettmedium 1 kultivierten COS-7 Zellen mit
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pBay-felFNy erfolgt analog, anstelle des RPMI 1640 Mediums wird DMEM ohne wei-
tere Zusitze verwendet, da die Fibrosarkomzellen, auf die spiter der Uberstand gege-
ben werden soll im Gegensatz zu den TF-1 und CTLL-2 Zellen in DMEM und nicht in
RPMI 1640 kultiviert werden. Auch die oben genannten Negativkontrollen werden ent-

sprechend angesetzt.

2.3 Nachweis der biologischen Aktivitit von felinem IL-2

Der Nachweis biologischer Aktivitit von murinem und humanem IL-2 ist bereits fest
etabliert und erfolgt nach einem Standardprotokoll (65). Hierbei wird eine murine
zytotoxische T-Zelllinie (CTLL) verwendet, welche von exogen zugefithrtem IL-2 (und
11.-4) abhingig ist, d. h. ohne das Interleukin ist keine Proliferation der Zellen moglich,
sie sterben ab (109).

Zum Nachweis biologischer Aktivitit des felinen IL-2 Proteins ziichten Cozzi e al.
COS-7 Zellen, die nach Transfektion fell.-2 exprimieren. Den Uberstand dieser Zellen
geben sie auf eine Kultur von CTLIL-4 Zellen. Die Auswertung des Proliferationsassays
erfolgt mittels MTT-Colorimetrie Assay (59). In anderen Ver6ffentlichungen kommen
ebenfalls murine I11.-2 abhingige zytotoxische T-Zelllinien zur Anwendung: CTLL-2 und
CTLL-20 (11, 113).

2.3.1 Kultivierung von CTLL-2 Zellen

Etwa 2,3 x 10° CTLL-2 Zellen werden in 10 ml RPMI Komplettmedium 2 in einer T75
Zellkulturflasche ausgesit. Damit die Zellen nicht absterben muss 11.-2 zugegeben wer-
den. Nach Kultivierung bei 37 °C, 5 % CO, und 100 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank
findet alle 2-3 Tage cine Subkultivierung statt. Die Zellzahl und viability werden anhand
cines Aliquots entsprechend Kap. III A 1.1.1 bestimmt. Die Zellen liegen einzeln oder
formen kleine c/uster. Das Medium wird nach fiinfminiitiger Zentrifugation bei 125 g
abgesaugt und die Zellen mit frischem Medium unter 11-2 Zugabe auf neue T75
Zellkulturflaschen verteilt.

Nach Optimierung des Wachstums der CTTIL-2 Zellen mit unterschiedlichen Mengen

an I1.-2 Zusatz, erhilt man zwei verschieden konditionierte Zelllinien: Eine Zelllinie mit
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1 U hulL-2/ml und eine andere mit 4 U hull.-2/ml.
Die Zellen werden bis zur erncuten Teilung oder Beginn des Proliferationtests im

Brutschrank kultiviert.

2.3.2 Proliferationstest IL-2

Testprinzip dieses Bioassays ist die dosisabhingige Proliferation der CTLL-2 Zellen,
welche mittels MTT-Test bestimmt werden kann. Die mitochondrialen Dehydrogenasen
metabolisch aktiver Zellen sind in der Lage gelbes Tetrazoliumsalz (3-(4,5-dimethylthia-
zol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-Bromid) zu einem purpurfarbenen Formazanprodukt
zu reduzieren. Dieses ldsst sich komplett in Isopropanol 16sen und tber die spektral-
photometrische Messung der Extinktion im ELISA-reader auswerten, wobei die
Datenanalyse im angeschlossenen Computer erfolgt (220). Uber die Extinktion kann
man mittels Lambert-Beer'schem Gesetz die Konzentration des Formazanprodukts

bestimmen und dartiber Riickschlisse auf die durch IL.-2 induzierte Proliferation ziehen.

Bei der Vorbereitung der CTLL-2 Zellen fiir den Bioassay werden diese zunichst 10 min
bei 125 g zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Zellpellet in 10 ml steri-
ler PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wird insgesamt drei-
mal durchgefithrt, um das restliche rhull.-2 zu entfernen. Nach der letzten
Zentrifugation wird das Zellpellet in einer kleinen Menge RPMI Komplettmedium 2
(ohne Zugabe von rhull.-2) resuspendiert, sowohl Zellzahl als auch wiability
bestimmt (siche Kap. III A 1.1.1) und anschlieBend eine Konzentration von etwa
3.000 Zellen/50 ul eingestellt. Je 3.000 Zellen werden pro Kavitit der 96-Lochplatte
vorgelegt. Die Anzahl der verwendeten Zellen orientiert sich an Cozzi ez al., welche
5000 CTLL-4 Zellen benutzen (59), an anderen Autoren, die 4000 CTLL-2 Zellen ver-
wenden (23, 260), als auch an einem eigenen Vorversuch, bei welchem unterschiedliche
Zellzahlen sowie eine Verdiinnungsreihe von rhull.-2 verwendet werden (siche Kap. 111
B 2.1). Der Vorversuch wird entsprechend dem Hauptversuch durchgefiihrt.

Als  Positivkontrolle dient eine Verdinnungsreihe von rhull-2 mit einer
Maximalkonzentration von 32 U/ml (in Triplets aufgetragen). Des Weiteren werden die
gewonnenen Uberstinde (siche Kap. 111 A 2.2) der mit pBay-fell.-2 transfizierten
COS-7 Zellen zugegeben. Als Negativkontrollen dienen Uberstinde von nicht-transfi-

zierten, nur mit Metafectene ohne Plasmid behandelten COS-7 Zellen, sowie mit
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p55pCMV _ivs_luct und dem Kontrollplasmid pBayMCS transfizierten COS-7 Zellen.
Insgesamt befinden sich in jeder Kavitit 100 pl.

Nach Inkubation der 96-Lochplatte fiir 48 h bei 37 °C, 5 % CO, und 100 % Luftfeuchte
im Wirmeschrank wird der MTT-Test (Cell Proliferation Kit I) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt: Es werden 10 pl der MTT Reagenz in jede zu testende Kavitit gegeben
und die Platte weiter bei 37 °C bei 5 % CO, inkubiert. Nach vier Stunden wird der ent-
standene unlésliche Formazankomplex durch Zugabe von 100 pl Losungsreagenz gelSst
und die Platte erneut far 24 h im Brutschrank inkubiert. Nach mikroskopischer
Kontrolle, ob sich alle Formazankristalle gelést haben, erfolgt die Messung der
Extinktion im ELISA-reader bei einer Wellenlinge von 550 nm mit einer Referenz-
Wellenldnge von 690 nm, welche den Hintergrund, wie Zelltriimmer oder nicht-spezifi-

sche Absorption, reduziert.

2.4 Nachweis der biologischen Aktivitit von felinem GM-CSF

Hine etablierte Moglichkeit die Bioaktividt von GM-CSF zu bestimmen, beruht auf dem
gleichen Prinzip wie der IL-2 Bioasay. Dieser fiir huGM-CSF etablierte Proliferationstest
witd fiir feGM-CSF im US-Patent Nr. 6471957 sowie von Dunham e# a/. aufgefiihrt. Die

Proliferation wird dort mittels *"H-Thymidin Inkorporation gemessen (80).

2.4.1 Kultivierung von TF-1 Zellen

Bei der Zelllinie TF-1 handelt es sich um eine humane erythroleukimische Zelllinie, die

in threm Wachstum unter anderem auch GM-CSF abhingig ist (172).

59 x 10° TF-1 Zellen werden in 27 ml RPMI Komplettmedium 3 in einer T75
Zellkulturflasche aufgetaut. Pro Milliliter werden 2 ng thuGM-CSF zugegeben, damit die
Zellen nicht absterben. Die Kultivierung erfolgt bei 37 °C, 5 % CO, und 100 %
Luffeuchtigkeit im Inkubator. Alle 2-3 Tagen wird die Kultur passagiert: Zellzahl und
viability werden anhand eines Aliquots entsprechend Kap. III A 1.1.1 bestimmt. Die
Zellen wachsen hauptsichlich in ¢uster, lassen sich jedoch durch vorsichtiges Auf- und
Abpipettieren gut vereinzeln. Nach fiinfminttiger Zentrifugation bei 125 g wird der

Uberstand abgesaugt und die Zellen in neuem Medium unter thuGM-CSF Zugabe
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resuspendiert und in der gewtinschten Anzahl auf neue T75 Zellkulturflaschen verteilt.
Bis zur erneuten Teilung oder Beginn des Proliferationtests werden die Zellen im

Brutschrank weiter kultiviert.

2.4.2 Proliferationstest GM-CSF

Dieser Test dient dem Nachweis der biologischen Aktivitit des feGM-CSEF im
Zellkulturiiberstand der COS-7 Zellen.

Verwendet wird fiir die Proliferationsmessung ein XTT-Test, der wie der MTT-Test
(siche Kap. III A 2.3.2) auf der Reduktion eines Tetrazoliumsalzes beruht. Es entsteht
allerdings im Gegensatz zum MTT-Test ein l6sliches Formazanprodukt. Deshalb kann
der letzte Schritt des MTT-Test, das Loslichmachen des Formazanprodukts entfallen.
Der Test kann also nicht nur zu einem bestimmten Zeitpunkt abgelesen werden, son-

dern mehrmals.

Die TF-1 Zellen werden bei 125 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in 10 ml steriler PBS resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wird dieser
Waschschritt insgesamt dreimal wiederholt, so dass das restliche im Medium enthaltene
rthuGM-CSF entfernt ist. Nach Ermittlung der Zellzahl und viability (siche Kap. 111 A
1.1.1) wird die Zellsuspension auf eine Dichte von 20.000 Zellen/50 ul eingestellt.

Je 20.000 Zellen werden in die Kavititen einer 96-Lochplatte vorgelegt. Die Anzahl der
verwendeten Zellen orientiert sich an einem eigenen Vorversuch, bei welchem unter-
schiedliche Zellzahlen, sowie eine Verdiinnngsreihen von thuGM-CSF verwendet wer-
den (siche Kap. II B 2.2). Eine andere Quelle verwendet 10.000 Zellen/Kavitit (265).
Darauf werden je 50 pl einer Verdiinnungsreihe (Duplet) mit thuGM-CSF (bis zu einer
Maximalkonzentration von 20 ng) und einer Verdinnungreihe (Triplet) mit rfeGM-CSF
(bis zu 100 ng) gegeben, um zwei Standardkurven zu erstellen. In einer weiteren
Verdiinnungsreihe (Triplet) wird der zu testende Uberstand der mit pBay-feGM-CSF
transfizierten COS-7 Zellen und zur Negativkontrolle der Uberstand der mit
p55pCMV _ivs_luc+t transfizierten COS-7 Zellen iiber die TF-1 Zellen gegeben. Nach
Inkubation der 96-Lochplatte fir 48 h bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank wird der
XTT-Test (Cell Proliferation Kit II) nach der Anleitung des Herstellers durchgefiihrt:
50 ul des XTT-Reagenz werden in alle zu testenden Kavititen pipettiert und die

96-Lochplatte weiter inkubiert. Die Messungen mit dem ELISA-reader bei eciner
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Wellenlinge von 485 nm mit einer Referenzwellenlinge von 650 nm erfolgen in regel-

mifigen Abstinden bis 24 h.

2.5 Nachweis der biologischen Aktivitit von felinem IFNY

IFNY hat sowohl antivirale und antiparasitire als auch antiproliferative Wirkung, wobei
die immunmodulatorische, wachstumsinhibierende Aktivitit stirker sein soll als die
anderer Interferone (62, 288). All diese Eigenschaften kénnen fir den Nachweis der

Bioaktivitit ausgenutzt werden.

IFNY ist eines der Hauptzytokine, welches verantwortlich ist fiir die Verstirkung bzw.
Induktion der MHC I- und MHC II-Molekiilexpression auf einer groen Anzahl von
Immunzellen, aber auch anderen Zellen (288).

Da die geplante gentherapeutische Anwendung die immunregulatorische
Wirkkomponente des Zytokins erfordert, soll versucht werden mittels
Durchflusszytometrie den Einfluss von felFNy in Bezug auf MHC I- und MHC II-

Expression auf Fibrosarkomzellen der Katze darzustellen.

2.5.1 MHC-Induktionstest mit felinen Fibrosarkomzellen

2.5.1.1 Kultivierung von felinen Fibrosarkomzellen

Kleine Stiicke eines chirurgisch entfernten felinen Fibrosarkoms werden in DMEM
Komplettmedium 2 kultiviert und unter 37 °C, 5 % CO, und 100 % Luftfeuchte im
Brutschrank angeziichtet. Eine Passagierung findet alle 3-4 Tage statt.

2.5.1.2 Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie (FACS, fluorescent activated cell sorting) beruht auf
einer gleichzeitigen physikalischen Analyse mehrerer Charakteristika von Zellen, die von

einem Fliissigkeitssystem einzeln an einem Laserstrahl mit Licht der Wellenldnge 488 nm

vorbeigefithrt werden. Das von den Zellen gestreute Licht wird in Richtung des Strahls
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(FSC, forward scatter) und im 90° Winkel (SSC, side scatter) mit unverinderter Wellenlinge
aufgefangen und iiber elektronische Signale an einen Computer weitergeleitet. Uber
diese Lichtstreuung werden Gréfie (FSC) und Komplexitit (SSC), d. h.
Oberflichenbeschaffenheit und Granularitit der Zellen bestimmt.

Zusitzlich kann Fluoreszenzstrahlung in drei verschiedenen Wellenlingen registriert
werden: 515-545 nm (FL1, Grunfluoreszenz), 564-606 nm (FL2, Orangefluoreszenz)
und > 650 nm (FL3, Rotfluoreszenz). Zu diesen Untersuchungen werden Zellen mit
monoklonalen Antikdrpern, die gegen bestimmte Oberflichenantigene oder auch intra-
zelluldre Strukturen gerichtet sind, markiert. Durch Fluoreszenzfarbstoffe, die an den
Antikorper gekoppelt sind, kénnen die gebundenen Antikérper durch Anregung der
Fluoreszenz mit dem Laser sichtbar gemacht werden.

Diese Parameter definieren alle Partikel als Messereignisse, welche nach computer-

gestiitzter Auswertung dann in verschiedenen Diagrammen dargestellt werden kénnen.

Vorversuch

Mittels indirekter Immunfluoreszenz soll die Hochregulation von MHC I- und MHC II-
Molekiilen auf felinen Fibrosarkomzellen durch felFNYy durchflusszytometrisch gezeigt
werden. Die verwendeten Primirantikorper sind W6/32 (IgG2a), ein monoklonaler aus
der Maus stammender anti-feMHC I-Antikérper, der urspriinglich aus der Human-
medizin stammt und kreuzreagiert (251) und 42.3 (IgG1), ein muriner monoklonaler
anti-feMHC 1I-Antik6rper (262). Der Sekundirantikbrper rabbit anti monse (alle Sub-
klassen) ist FITC (Fluorescein Isothiocyanate Isomer I)-markiert und soll den Erstanti-
kérper sichtbar machen. Dieses Fluorochrom ist durch den Argon-Laser bei einer
Wellenlinge von 488 nm anregbar und emittiert griinfluoreszierendes Licht im Bereich
von 530 nm, also des Fluoreszenzdetektors FI1L1.

Als Negativkontrollen dienen Ansitze ohne felFNY und Ansitze mit jeweils gecigneten
isotypspezifischen Oberflichenmarkern IgG1l und IgG2a aus der Maus
(Isotypkontrollen).

Ein Vorversuch mit drei verschiedenen Ansitzen erfolgt in Petrischalen (10 cm
Durchmeser). In alle Petrischalen werden 1,72 x 10° FSA-Zellen in 4,95 ml vorgelegt.
Zum ersten Ansatz werden 50 ul PBS und 1 % HSA gegeben, so dass sich insgesamt
5 ml in der Petrischale befinden, zum zweiten Ansatzes 50 ul rfelFNY, welches 1:100
vorverdinnt wurde, so dass sich eine Endkonzentration von 10 ng tfelFNy/ml ergibt.

Zu den Zellen des dritten Ansatzes werden 50 pl tfeIFNYy gegeben (Konz. 1 ug/10 ul),
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so dass die Endkonzentration 1000 ng/ml betrigt. Es etfolgt cine Inkubation der
Ansitze fir 48 h bei 37 °C.

Je 3,3 x 10° FSA-Zellen werden in einem FACS-Rohrchen: mit verschiedenen
Konzentration des tfeIlFNy (0 ng/ml, 10 ng/ml , 1000 ng/ml) versetzt (5 FACS-
Rohrchen/Ansatz).

Die Zellen werden mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen indem sie bei 1.300 rpm 3 min zen-
trifugiert werden und der Uberstand vorsichtig abgesaugt wird. Das entstandene
Zellpellet wird gevortext und mit 20 ul rabbit inmunglobulin fraction bei 20 °C 10 min inku-
biert um unspezifische Bindungen zu blockieren. Dadurch soll eine hohere Spezifitit der
Firbung erzielt werden. Dann erfolgt die Zugabe der Primirantikérper mit einer 20
minttigen Inkubation bei 20 °C: in das erste FACS-Rohrchen wird kein Antikorper
zugegeben, in das zweite und dritte jeweils die Isotypkontrollen: 10 pl IgG1 bzw. 10 pl
IgG2a, und in das vierte und funfte Rohrchen 60 ul des MHC I-Antikorpers (W6/32)
bzw. 10 pl des MHC II-Antikérpers (42.3).

Um ungebundene Antikérper zu entfernen werden die Ansitze jeweils zweimal mit 2 ml
FACS-Puffer gewaschen und bei 1.300 rpm 3 min zentrifugiert. Nach Absaugen des
Uberstands pipettiert man nun zu den pelletierten, mit primiren Antikérper behafteten
Zellen 10 pl des Sekundirantikrpers rabbit anti mouse FITC, welcher an den priméren
Antikérpern haftet. Nach 20 miniitiger Inkubation im Dunkeln bei 20 °C werden die
Zellen erneut zweimal mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen, bei 1.300 rpm 3 min abzentri-
fugiert und der Uberstand abgesaugt. Zum Abschluss werden die Zellpellets in 0,4 ml
FACS-Puffer resuspendiert, durch ein 35 um Cell-Strainer-Cap filtriert und bis zur

Analyse auf Eis und vor Licht geschiitzt aufbewahrt.

Die Analyse erfolgt mit dem FACS-Vantage, wobei die Auswertung mit der Software
Cell Quest durchgefithrt wird. Die Einstellungen am FACS werden tber den Zeitraum

der Experimente nicht verdndert, um die einzelnen Ergebnisse vergleichen zu kénnen.

Da im Vorversuch nachgewiesen werden kann, dass rfelFNy sowohl die Expression von
MHC I- als auch von MHC II-Molekiilen auf Fibrosarkomzellen hochreguliert (siche
Kap. III B 2.3), soll dies nun auch fiir das Protein, das vom rekombinanten Plasmid

pBay-felFNY kodiert wird, nachgewiesen werden.
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Hauptversuch

Fir den Hauptversuch werden in sieben Petrischalen je 0,5 ml mit 1,75 x 10° FSA-Zellen
vorgelegt und eine entsprechende Menge an Medium zugegeben. Als Negativkontrolle
dienen eine Petrischale, zu der nur PBS und 1 % HSA gegeben werden und zwei
Petrischalen, welche die Uberstinde von nichttransfizierten COS-7 Zellen (angeziichtet
in DMEM-Komplettmedium 1) in unterschiedlicher Konzentration enthalten.
Positivkontrollen sind, wie bereits schon im Vorversuch verwendet, zwei Petrischalen
mit tfelFNY (10 ng/ml und 1000 ng/ml). In die letzen beiden Petrischalen wird der
Uberstand von mit pBay-felFNY transfizierten COS-7 Zellen (ebenfalls in in DMEM-

Komplettmedium 1 kultiviert) unterschiedlicher Konzentration gegeben (siche Tab. 13).

Medium Zellen Uberstand/felFNy

1 4.5 ml DMEM-Komp. 1 0,5 ml feFSA (1,75 x 107 50 pl PBS + 1 % HSA

2 4.5 ml DMEM-Komp, 1 0,5 ml feFSA (1,75 x 10%) 50 pl rfelFNy (0,01 pg/10 i)
3 4.5 ml DMEM-Komp. 1 0.5 ml feFSA (1,75 x 109 50 pl rfelFNy (1 pg/10 pl)
4 4,0 ml DMEM-Komp. 1 0,5 ml feFSA (1,75 x 10%) 0,5 ml COS-7 (nativ)

5 - 0.5 ml feFSA (1,75 x 10" 4,5 ml COS-7 (nativ)

6 4,0 ml DMEM-Komp. 1 0.5 mil feFSA (1,75 x 10" 0,5 ml COS-7 (pBay-felFNy)
7 - 0.5 ml feFSA (1,75 x 109 4.5 ml COS-7 (pBay-felFNy)

Tab. 13:  FACS-Ansitze

Far die durchflusszytometischen Messungen zum Nachweis der biologischen Aktivitit des in dieser Arbeit klo-
nierten IFNy werden verschiedene Ansitze gemischt. Bei der Negativkontrolle 1 wird PBS (phosphate buffered sali-
n¢) und HSA (humanes Serumalbumin) auf die feFSA-Zellen (felinen Fibrosarkomzellen) gegeben. Die
Negativkontrollen 4 und 5 beinhalten eine Zugabe von 10 bzw. 90 % nativen COS-7 Uberstands auf die feFSA-
Zellen. Als Positivkontrolle dienen Fibrosarkomzellen, die mit 10 bzw. 1000 ng/ml rfelFNy (rekombinantes feli-
nes Interferon v) inkubiert werden (Ansitze 2 und 3). Bei den Probeansitzen werden 10 bzw. 90 % des Uber-
standes, der mit pBay-felFNY transfizierten COS-7 Zellen auf die Fibrosarkomzellen gegeben (Ansitze 6 und 7).
Zum Ausgleich des Volumens wird DMEM-Komp. 1 (Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium
Komplettmedium 1) zugegeben.

Die Ansitze werden 48 h lang bei 37 °C inkubiert. Nach Trypsinisierung kommen je
0,5 x 10° Zellen in 0,9 ml in ein FACS-Réhrchen: fiir jeden Ansatz 5 FACS-R6hrchen.
Das Firben der Zellen sowie die durchflusszytometrischen Messungen erfolgen analog

zum Vorversuch.
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2.5.2 MHC-Induktiontest mit PBMCs
2.5.2.1 Gewinnung von PBMCs

Von einer klinisch gesunden Katze aus der Chirurgischen Tierklinik (LMU Miinchen)
werden 7,5 ml Vollblut in mehrere Kalium-EDTA Rohrchen entnommen. Die
Isolierung der peripheren mononukledrer Blutzellen erfolgt mittels Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation (siche Kap. III A 1.1.1). Ein Teil der Zellen wird analog
zu Kap. IIT A 1.1.2 mit ConA stimuliert.

2.5.2.2 Durchflusszytometrie

Die Inkubation der Zellen mit den entsprechenden Uberstinden und Kontrollen, sowie
die Firbung als auch die durchflusszytometischen Messungen erfolgen analog zu
Kap. TIT A 2.5.1.2.

Fir den Versuch werden zwei verschiedene Ansatzreihen verwendet: Mit ConA vorsti-
muliere und native PBMCs. Jeweils ein Ansatz wird als Negativkontrolle mit nativem
COS-7 Uberstand inkubiert. Als Positivkontrolle dient eine Verdiinnungsreihe von
rfelFNY (0, 1, 10, 100, 1000 ng/ml). Die Uberstinde der mit pBay-felFNY transfizier-

ten COS-7 Zellen werden in unterschiedlichen Konzentrationen aufgebracht.
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3 Schwammbeschichtung

Nachdem sich die drei Zytokine als biologisch aktiv erwiesen haben, sollen die Plasmide
nun mit dem Hillpolymer versechen und auf das Trigermaterial, den Kollagenschwamm,
aufgebracht werden.

Die Herstellung der Plasmid-DNA in den bendtigten Mengen iibernimmt die Firma
Plasmid Factory, Bielefeld.

Sowohl die Konjugation der Plasmid-DNA mit dem Polykation Polyethylenimin (PEI)
und den protektiven Kopolymeren (PROCOP), als auch die -ecigentliche
Schwammbeschichtung erfolgen nach etablierter Methode (92, 271, 278, 283).

Plasmid-Hiillpolymer-Konjugation

Zur Bildung der pPDNA-PEI-PROCOP-Komplexe werden gleiche Volumina an pDNA,
PEI und PROCOP benétigt.

Die Menge an PEI ergibt sich aus dem gewiinschten Stickstoff:Phosphat-Verhaltnis
(N/P-Verhiltnis in diesem Fall 8). Dieses gibt das molare Verhiltnis von Stickstoff-
Atomen im PEI zu den negativ-geladenen Phosphaten der Nukleotide der pDNA an.
Das optimale PEI Kationen:Anionen-Verhiltnis liegt also leicht auf der Kationenseite
(20).

Die Berechnung erfolgt nach folgender Formel (283):

N/P = (ug PEI)/ 43 x 330/ (ug pDNA)

N/P = Stickstoff:Phosphat-Verhiltnis

PEI = Polyethylenimin

43 = MW der sich wiederholenden Grundeinheit von PEI unter Beriicksichtigung der primiren Amine (in g/mol)
330 = mittleres MW eines Nukleotids (in g/mol)

pDNA = Plasmid-Desoxyribonukleinsiure

Die gewtnschte Menge (je nach vorgesehener Dosis fiir die Phase I-Studie) an Plasmid-

DNA wird in Aqua ad injectabilia gelést und mit der benotigten PEI-Losung des glei-

chen Volumens durch rasches Auf- und Abpipettiecren vermischt. Nach 15 min
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Inkubation bei Raumtemperatur wird der gebildete DNA-Komplex zu den protektiven
Kopolymeren (PROCOP) P6YES5C gegeben und mit diesen vermischt. POYE5C ist aus
PEG-6000 und dem Peptid [YE;],Kahx-C synthetisiert (92).

Die Konzentration des Polymers ergibt sich aus der Anzahl der negativen Ladungen des
anionischen Peptids im Polymer.

Die Menge der PROCOPs (P6YES5C) berechnet sich nach folgender Formel (283):

PROCOP (ul) = DNA (ug)/ 330 x Ladungsign./ ¢ Hiillpolymer (umol/ ml) x 1000

PROCOP = protective copolymere

DNA = Desoxyribonukleinsiure

330 = mittleres MW eines Nukleotids (in g/mol)
Ladungsiqu. = Ladungsiquivalent (hier 2)

¢ = Konzentration

Nach einer Inkubation von 15 min erfolgt die Beladung der Kollagenschwimme.

Schwammbeschichtung

Die drei Plasmid-Hillpolymer-Komplexe werden nun auf den Kollagenschwamm auf-
gebracht.

Der steril verpackte Kollagenschwamm wird unter der Sterilbank in sterile Petrischalen
verbracht. Die zuvor hergestellte pPDNA-PEI-PROCOP-Suspension wird nun unter ste-
rilen Bedingungen mit einer Mikropipette auf den Schwamm aufgebracht. Seitlich ablau-
fende Suspension wird erneut mit der Pipette aufgenommen und tber den Schwamm
pipettiert bis der Schwamm die gesamte Fliissigkeit aufgesaugt hat. Nach vierstindiger
Inkubation werden die Schwimme im Lyophilisator bei 10 pbar einem kurzzeitigen
Vakuum ausgesetzt, dem eine plotzliche Beliiftung der Kammer folgt. Dieses "vacuum
loading" fihrt zu einer Beseitigung der Lufblasen aus dem Schwamm und bewirkt eine
gleichmiBige Flissigkeitsfillung. Nach dreimaliger Wiederholung wird der Schwamm
iiber Nacht im Lyophilisator getrocknet.

Bis zur Implantation der Schwimme in das Tumorbett der an einem Fibrosarkom
operierten Katzen (Chirurgische Tierklinik) werden die Schwimme bei 4 °C in mit
Parafilm verschlossenen sterilen Petrischalen gelagert. Vor der Implantation wird der
Schwamm unter sterilen Bedingungen vom Operateur im Operationssaal aus der

Petrischale enthommen und direkt in das Tumorbett der Katze verbracht.
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B ERGEBNISSE

Entsprechend der Zielsetzung der vorliegenden Arbeit sind die Ergebnisse in mehrere
Teilbereiche gegliedert: Klonierung der drei felinen Zytokine, biologische

Aktivititspriifung und Schwammbeschichtung,

1 Klonierung und Sequenzierung

1.1 felL.-2

Mithilfe det konstruierten Primer kann fell.-2 amplifiziert werden (siche Abb. 4).

2036 bp
1636 bp

1018 bp

506 bp

Abb. 4:  Elektrophorese des PCR-Produkts der feIL-2 Gen-Amplifikation
IL-2 PCR: Spur 1: 1 kb Jadder; Spur 2: PCR-Negativkontrolle mit H,O; Spur 3-5: PCR IL-2, cDNA in ciner Linge
von 507 bp (465 bp = I1.-2 und 42 bp zusitzliche seitl. Primersequenzen)

Das aus det 500 bp-Bande ecluierte PCR-Produkt wird in den Expressionsvektor

p55pCMV _ivs_luc+ kloniert (siche Abb. 5).
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Sacl (657) Sacl {1252)

Hindil (1548}
pBay-fellL-2
4531 bp

fell-2

Fsel (2055)

Abb. 5:  Vektor mit felL.-2 (pBay-felL.-2)

Schematischer Aufbau des Plasmids pBay-fell.-2 mit Angabe der fiir die Klonierung verwendeten
Restriktionsenzymschnittstellen.

Anstelle des Reportergens Luciferase befindet sich nun die Gensequenz des felinen I1.-2 im Plasmid.

4531 bp = GroBe des Plamids in Basenpaaren

HindIII, Fsel, Sacl = Schnittstellen fiir die verwendeten Restriktionsenzyme

Fir den ersten Verdau werden die Enzyme HindIII und Fsel verwendet mit denen das
insert auch in den Vektor kloniert worden war. Diese beiden Restriktionsenzyme schnei-
den das zuvor hineinligierte znsert fell.-2 wieder heraus. Das Vektorkonstrukt
pBay-fell.-2 hat 4531 bp. HindlII schneidet bei 1548 bp, Fsel bei 2055. Bei einer
Gelelektrophorese erhilt man zwei Banden: Das znsert fell.-2 mit einer GréBe von
507 bp, und das backbone mit 4024 bp. Mit einem zweiten Verdau durch HindIII wird der
Vektor mit dem enthaltenem znsert linearisiert und man erhilt eine Bande von 4531 bp.
Das beim dritten Verdau verwendete Enzym Sacl schneidet zweimal im backbone und
zwar an den Stellen 657 und 1252: Es ergeben sich zwei Banden mit 595 und 3936 bp.
Aller Wahrscheinlichkeit nach befindet sich das spezifische PCR-Produkt im Vektor.

Die Sequenzierung des znserts mit den Sequenzierprimern O1-428 und O1-429 fiihrt die
Fa. SequiServe, Vaterstetten durch. Sie erfolgt sowohl in sense- als auch in antisense-
Richtung, Eine zuvor mit dem Vektorkonstrukt durchgefiihrte PCR mit diesen Primern
zeigt, dass das znsert amplifiziert wird. Das erste Sequenzergebnis wird durch eine zweite
Sequenzanalyse gesichert und die Sequenz des fell.-2 an die GenBank tibermittelt und

dort unter der Nummer AY878358 registriert (111).
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Die erhaltene Sequenz stimmt mit der ver6ffentlichten Sequenz des fell.-2 von Cozzi et
al. (1.19402) (59, 111) weitestgehend tiberein (Abb. 6).

10 20 30 40 50 &0
AYB78358 ATGTACAAAATTCAACTCTTGTCTTGCATTGCACTGACTC TTATACTCGTCACARACAGT 60
L1902 ATGTACAAAATTCAACTCTTGTCTTGCATTGCACTOGACTCTTATACTCGTCACARACAGT 60
¥ 70 80 S0 loo 110 120
AY878358 GCACCTGCTTCAAGCTCTACAAAGGAAACACAGCAACGGCTGGCAGCAATTACTGCTGGAT 120
L19402 ACCTGCTTCARGCTCTACAR&GGARACACAGCARCEGCTGDAGCARTTACTGCTDGAT 120
130 140 150 160 1 180
A¥878358 TTACGGTTGCTTTTGAATGOGAGTTAATAATCCTOGAGAACCCCAAACTCTCCAGGATGCTC 180
119402 TTACGGTTGCTTTTGAATGGAGTTAATAATCCTGAGAACCCCAAACTCTCCAGGATGCTC 180
190 200 210 220 230 240
AY878358 AC ATTTAAATTTTACGTGCCCAAGAAGGCCACAGAATTGACACATCTTCAGTGTCTAGTA 240
Lig40z ACATTTAAAT TT TACGTGCCCAAGAAGGCCACAGAATTGACACATCTTCAGTGTCTAGTA 240
250 260 z70 280 230 300
AT878358 CAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGOGCTATATTTAGCTCAAAGCAAAAACTTTC CACTTCG 300
119402 GAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTATATTTAGCTCAAAGCAAAAACTTTCACTTG 300
310 320 330 340 350 360
AYB78358 AATCACATCAAGGAATTAATGAGCAATATCAATGTAACAGTTCTGAAACTAAAGGGATCT 360
Lladoz AATCACATCAAGGCAAT TAATGCAGCAATATCAAT CTAACAGTTCTCOAARAACTARAGGGATCT 360
0 380 %0 400 410 420
AY8378358 CAAACAACGATTCACATCTAACTATCATGCAT CAGACAGCAACCATTCTAGAATTTCT CAAC 420
L19402 GAAACAAGATTCACATGTAACTATGATGATGCAGACAGCAACCATTGTAGAATTTCTGAARC 420
430 440 aso 460
AY878358 AA AT GGATTACCTTTTOTCAAAGCATCTTCTCAACGCTGCACTTGA 65
L1340z AARTGGATTACCTTTTGTCAAAGCATCTTCTCAACGCTGACTTGAR 465
——

Abb. 6:  Vergleich feIL-2 cDNA Sequenzen

Vergleich der cDNA Sequenz von felinem I1-2 (AY878358) mit der bereits in der GenBank veréffentlichten
Sequenz von Cozzi et al. (1.19402) (59, 111). Die Sequenzunterschiede sind weil3 unterlegt. Unterstrichen darge-
stellt ist die Sequenz des Primers (der Vorwirtsprimer reicht nicht bis in die kodierende Region der cDNA). Ein
Pfeil markiert den Beginn des fiir das reife Protein kodierenden Abschnitts (59).

Alle angegebenen Nummern bezichen sich auf die GenBank Datenbank des National Center for Biotechnology

Information (NCBI) des NIH (111).

%10 200 30 an 50 50
AYE78358 M YK IQLLSCIALTLILVTHNSAPASSSTEETOQORLEQLLLDLRLLLNGYNNPENPELSRHNL
L1940z n IQLLSCIJLTLILVTHKAPASSSTKETUUELEULI.LDLR]-I.]-HGV!IHPENPKLSRHL
70 * 80 80 100 llw 120
AY878358 TFEFYVPEKEATELTHLOQCLVEELKPLEEVLYLAQSEKENFHLNHIKELESNINVTVYLELEGS
L8462 TFRFYVPKKATELTHELOCLVEELRPLEEV LY LAOSKENFHLEHIKELNSNINYTYLRLRGS
* 130 140 * 150
AYB78358 ETR FTCNYDDETATIVEFLNEVITFCOSIFSTLT
L19402 ETRFTCHYDPDETATIVEFLNEKEVITFCOQSIFSTLT

Abb. 7:  Vergleich felL-2 Protein

Vergleich der Aminosiurensequenz von felinem IL-2 (AY878358) mit der bereits veroffentlichten Sequenz von
Cozzi et al. (1.19402) (59, 111). Der durch den Sequenzunterschied kodierte Aminosiurewechsel an Position 33
ist weil3 unterlegt. Der Pfeil zeigt den Beginn des reifen Proteins nach der Signalsequenz von 20 AS an. Sterne
markieren die Cysteinreste, wobei diese an Position 78 und 126 cine Disulfidbriicke bilden. Das Dreieck markiert
die potentielle N-Glycosylierungsstelle (59).

Alle angegebenen Nummern bezichen sich auf die GenBank Datenbank des National Center for Biotechnology

Information (NCBI) des NIH (111).
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Der Unterschied zwischen den zwei vorliegenden fell-2 ¢DNA Sequenzen ist
Basenpaar 98 (siche Abb. 6), wo eine unterschiedliche Base (Guanin bei AY878358,
Adenin bei 1.19402) zu einem AS-Wechsel an Position 33 im Protein fihrt (Arginin bei
AY878358, Glutamin bei 1.19402) (siche Abb. 7).

Fir die beiden Nukleotidsequenzen, sowie fiir die Proteine ergibt sich eine Homologie
von 99,8 %.

Dartiber hinaus wird die Sequenz des klonierten fell.-2 (AY878358) mit IL.-2 Sequenzen
anderer Spezies sowohl auf Nukleotid- als auch auf Aminosiurelevel auf Uberein-

stimmungen verglichen (siche Tab. 14).

fell-2 felL-2
cDNA Protein

ca_1 90,3 % 80,6 %
ca_2 88,4 % 79,4 %

hu 89,2 % 779 %

po 852% | 74,0%
bo_1 82,4 % 68,4 %
bo_2 82,6 % 69,0 %
ov_1 82,4 % 68,4 %
ov_2 82,4 % 68,4 %
cap 79,8 % 63,2 %
eq_1 87,7 % 77,2 %
eq_2 88,7 % 78,0 %
mu M,2% 59,4 %

Robbe 91,4 % 87,7 %

Tab. 14:  IL-2 alignment

Prozentuale Homologie des felinen IL-2 (AY878358) zu IL-2 anderer Spezies auf Nukleotid- und
Aminosiurelevel:

Canine Sequenzen 1 und 2 (D30710 und U11689), humane Sequenz (NM000586), potcine Sequenz (AB041935),
bovine Sequenzen 1 und 2 (AF348423 und M12791), ovine Sequenzen 1 und 2 (X55641 und A19169), caprine
Sequenz (X76063), equine Sequenzen 1 und 2 (106009 und X69393), murine Sequenz (NM008366), Sequenz der
Robbe (U79187)

Alle angegebenen Nummern bezichen sich auf die GenBank Datenbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI) des NIH (111).
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1.2 feGM-CSF

Die Software MacVektor kann keine passenden Primer fiir feGM-CSF finden, weshalb
zundchst mit den Primern OI-522 und Ol-523 geatbeitet wird. Da sich auch nach meht-
maligen PCR-Versuchen und #roubleshooting keine passende Bande ergibt, wird der reverse-
Primer abgewandelt:

Angelehnt an die TagMan-PCR-Pimersequenz fir feGM-CSF von Linenberger und
Deng wird im reverse-Primer ein Basentausch vorgenommen (181), der aber nun nicht
mehr der veréffentlichten felinen Sequenz entspricht, sondern der humanen. Des
Weiteren wird die letzte Base weggelassen und der Primer so verkiirzt, dass sich die
Temperaturen des forward- und des reverse-Primers annihern (siche OI-532 in Tab. 2 in
Kap. IIT A 1.2.1). Mit diesen Primern kann ein PCR-Produkt mit einer Linge von etwa
500 bp amplifiziert werden (siche Abb. 8).

1636 bp
1018 bp

506 bp

Abb. 8:  Elektrophorese des PCR-Produkts der feGM-CSF Gen-Amplifikation
GM-CSF PCR: 1 Spur: 1 kb /adder; 2. Spur: PCR-Negativkontrolle mit H,Oj; 3. Spur: PCR: cDNA in ciner Linge
von 464 bp (435 bp = GM-CSF und 29 bp zusitzliche seitl. Primersequenzen)

Nach Restriktionsverdau wird das aus der Bande eluierte PCR-Produkt in den
Expressionsvektor kloniert (siche Abb. 9).

Die durch die Minipreps aus den Bakterienkolonien gewonnenen Pasmide werden
probeverdaut. Im ersten Verdau schneiden die Enzyme HindIlI und Fsel das /nserz wie-
der aus dem Vektorkonstrukt heraus: pBay-feGM-CSF hat 4473 bp. HindIII schneidet
bei 1548 bp, Fsel bei 1997 bp, es ergeben sich zwei Banden: Das znsert feGM-CSE mit
einer GrofBe von 449 bp, und das backbone mit 4024 bp. Ein zweiter Verdau mit HindIII
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alleine linearisiert das supercoiled Plasmid und es entsteht eine Bande von 4473 bp. Das
beim dritten Verdau verwendete Drall schneidet sowohl im zusert als auch im backbone
und zwar an den Stellen 1799 und 2261: Die zwei Banden sind 462 und 4011 bp grof3.
Alle in der Gelelektrophorese erhaltenen Banden zeigen die erwartete GroBe. Das PCR-

Produkt ist in der richtigen Richtung in den Vektor eingebaut.

Hindlll {1548]
pBay-feGM-CSF
4473 bp

feGM-CSF

Dralf (2261) Drall (1799)

Fsel (1997)

Abb. 9:  Vektor mit feGM-CSF (pBay-feGM-CSF)

Schematischer Aufbau des Plasmids pBay-feGM-CSF mit Angabe der fiir die Klonierung verwendeten
Restriktionsenzymschnittstellen.

Anstelle des Reportergens Luciferase befindet sich nun die Gensequenz des felinen GM-CSF im Plasmid.

4473 bp = GroBe des Plamids in Basenpaaren

HindIIl, Fsel, Drall = Schnittstellen fiir die verwendeten Restriktionsenzyme

Die Sequenzanalyse mit den Sequenzierprimern Ol-428 und Ol-429 (siche Tab. 1 in
Kap. IIT A Materialiennachweis) sowohl in sense- als auch in antisense-Richtung wird durch
eine zweite Sequenzanalyse gesichert. Eine zuvor mit dem Vektorkonstrukt durchge-
fithrte PCR zeigt, dass das znsert mit den Sequenzierprimern zu amplifizieren ist (siche
Kap. III A 1.5).

Die cDNA von felinem GM-CSF ist 435 Basenpaare lang. Das Sequenzergebnis stimmt
mit den veréffentlichten Sequenzen AF053007 (111), AR241565 (US Patent Nr.
6471957 SEQ ID NO: 119) (111) und AY138140 (80, 111) im weitesten Sinne tibetein
(siche Abb. 10). Es finden sich Sequenzunterschiede durch abweichende einzelne Basen,
welche sich auch teilweise im Protein widerspiegeln (siche Abb. 11).

Sowohl auf Nukleotid- als auch auf Aminosiurelevel besteht zwischen den vier felinen

GM-CSF Sequenzen mindestens eine Gemeinsamkeit von 94,4 % (siche Tab. 15). Die
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Bte Ubereinstimmung zeigt die klonierte Sequenz mit der Sequenz AR241565 (111)

gtd
Die Sequenz des feGM-CSF wird an die GenBank tbermittelt und dort unter der

98,9 % auf Nukleotid- und 97,2 % auf Aminosiurelevel.
Nummer AY878357 registriert (111).
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Vergleich feGM-CSF cDNA Sequenzen

MRZ41565 CCAGACCAGAAGTAL
Die Sequenzunterschiede sind weill unterlegt. Unterstrichen dargestellt sind die Sequenzen der Primer. Ein Pfeil

Alle angegebenen Nummern bezichen sich auf die GenBank Datenbank des National Center for Biotechnology

Vergleich der cDNA von felinem GM-CSF (AY878357) mit den bereits ver6ffentlichten feGM-CSF Sequenzen:
Information (NCBI) des NIH (111).

AR241565, AF053007 und AY138140 (80, 111).
markiert den Beginn des fiir das reife Protein kodierenden Abschnitts (80).

Abb. 10
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10 * W+ 20 30 40 v 50 v 60
AY670957 MW LONLLFLGTVVYCSISAPTS 5P S5SVTRPVOHVDAIREALSLLNNSSEITAVANEAVEYY
Ai'laBHBEDMlLTLT‘ZVCSISA?TSSPSSYTRPVGH\’DJ\IKERLSLLHNSSEITRVHHEAVEVV
AF0S3007 HW LONLLFL|N[TVYCSISAPTSSPSSVTRPVOEVDAMKEALSLLNNSSEITAVHENEDVEYY
ARZA1565 MV LONLLFLGTVYCSISAPTSSPSSVTRPVOHEVDAIKEALSLLNNSSEITAVENEAVEYY
T0x a0 B 00 * uo 120
AY678357 SEMHFDPEEFRCHOTHLRLYEQGLRGS LISLKEFPLREMANHYROHCFLTFETPCETATITE
AY136140 SEMFDPEEPKC[lJ0THLKLYEQGLRGSLISLKEPLREMANEYROQHCPLTRPETPCETQOTITY
AF0S3007 SEMFDPEEPKC[L/OTHLKLYEQGLRGS LIS LKEPLREMANHYKQHCPLTPETPCETOTITF
ARZ41565 SEHFDPEEPKRC|LJOTHLRLYEQGLRGSLISLKEFPLREHANEYRQHCPLTFETPCETOTITF
130 * 140
A¥E78357 KN FEENLEDFLFNIPFDCWEPD QK
AY136140 KN FEENLKDFLFNIPFD Cufk]p[ox
Ams3novxxvxz|§|r.xnr1.rurrncu PD QR
ARZ41565 KN FEENLEDFLFH[PFDCUls/PD AR

Abb. 11:  Vergleich feGM-CSF Protein

Vergleich der Aminosiurensequenz von felinem GM-CSF (AY878357) mit den drei bereits veréffentlichten feli-
nen GM-CSF Sequenzen: AR241565, AF053007 und AY138140 (80, 111). Die durch die Sequenzunterschiede
kodierten Aminosiurewechsel sind weil unterlegt. Der Pfeil zeigt den Beginn des reifen Proteins nach der
Signalsequenz. Sterne markieren konservierte Cysteinreste, Dreiecke potentielle N-Glycosylierungsstellen (80).
Alle angegebenen Nummern bezichen sich auf die GenBank Datenbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI) des NIH (111).

AY878357 | AY138140 | AF053007 | AR241565
AYB78357 - 98,8 % 97,7 % 98,9 %
AY138140(| 96,5 % - 97,4 % 98,1 %
AF053007|| 94,5% 94,4 % - 98,4 %
AR241565| 97,2 % 96,5 % 96,6 % -

Tab. 15:  feGM-CSF alignment

Prozentuale Homologie der verschiedenen felinen GM-CSF Sequenzen auf Nukleotid- (im rechten, oberen
Bereich) und Aminosiurelevel (im linken, unteren Bereich). GenBank: AY878357, AR241565, AF053007 und
AY138140 (80, 111).

Alle angegebenen Nummern beziehen sich auf die GenBank Datenbank des National Center for Biotechnology

Information (NCBI) des NIH (111).

Die Sequenz des felinen GM-CSF zeigt eine signifikante Homologie zu den entspre-
chenden Proteinen anderer Haustierspezies. In Tab. 16 sind sowohl die Homologien auf

Nukleotidlevel, als auch die a/ignments auf Aminosdurelevel dargestellt.

99



Eigene Untersuchungen

-
Fs
@

feline
cenine
uman
porcine
bovine
ovine_l
ovine_2
equine

murine

6TV

e ele

E]= =
o coanao|s
el

EPEEEEEE &

CEE I mE]s

Beeceeecfe=

<4 a2 <}

BOLH M E
CE s
ELhLLE
coocccooes
EEE L ImEE]
[P R—
= )
Tt U W R W W
EEEEE] SRR
] g TP
ICELELE L
B == e
LR
FrvovoEes
PEEEERE PR
LA

C | GG e ]

cnaoanoa
[mEEEE R
Taqaga<a
EE L
==

EE e
BEruwun

-
2

Soononoooal %
@
3
=

0

N
S

=
E- =E=

EEEEE TR

3

8

]
B = =
LR
s = =] =[]
SR [
S A AR
e I e
copcaceee
= E ] [E]
H[H o H A

o
b
D
b
D
D
D
o]
5

EEGGIGIGRGIE

w1 [ e oo [@]ea [ e

F
F
F
r
K
F
r
r
=

SRR o]
e T e e
e
R
aaanaaaan
FER R R e
n @ m[E)e =[]
anonaaaaa

i

ﬂ
0w ww w
cooocooo
EEE L]

]

B

feline
canine
hunan
porcine
bovine
ovine_l
ovine_2
equine
wucine

[ =

=
LR
LT
ERC

=
EEEELEEEL]

RARARER
£
Sl S S
]
e

LR
mERX

i v e
e
Flocoooonoo

Hove

Abb 12:  Vergleich GM-CSF Protein

Vergleich des feGM-CSF Proteins (AY878357) mit GM-CSF Aminosiurensequenzen verschiedener Spezies:
Canine Sequenz (NM001003245), humane Sequenz (M10663), porcine Sequenz (NM214118), bovine Sequenz
(U22985), ovine Sequenzen 1 und 2 (X55991 und X53561), equine Sequenz (AY040203) und murine Sequenz
(X03019). Die Aminosdurereste sind tber den a/ignments nummeriert. Mit der felinen Sequenz identische
Aminosiuren sind grau, sich unterscheidende weil unterlegt. Der Pfeil zeigt den Beginn des reifen Proteins nach
der Signalsequenz. Sterne markieren hoch konservierte Cysteinreste, Dreiecke hoch konservierte potentielle
N-Glycosylierungsstellen (80, 152, 232). Alle angegebenen Nummern beziehen sich auf die GenBank Datenbank
des National Center for Biotechnology Information (NCBI) des NIH (111).

feGM-CSF feGM-CSF
cDNA Protein

ca_1 86,2 % 77,2 %

hu 81,8 % 70,3 %
po 84,6 % 73,8 %
bo 82,4 % 72,2%

ov_1 859 % 771 %
ov_2 85,7 % 76,6 %
eq 84,8 % 73,8 %
mu 716 % 57,7 %

Tab. 16:  GM-CSF dlignment

Prozentuale Homologie des felinen GM-CSF (AY878357) zu GM-CSF anderer Spezies auf Nukleotid- und
Aminosiurelevel: Canine Sequenz (NM001003245), humane Sequenz (M10663), porcine Sequenz (NM214118),
bovine Sequenz (U22985), ovine Sequenzen 1 und 2 (X55991 und X53561), equine Sequenz (AY040203) und
murine Sequenz (X03019). Alle angegebenen Nummern bezichen sich auf die GenBank Datenbank des National
Center for Biotechnology Information (NCBI) des NIH (111).
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1.3 feIFNYy

Das in der PCR amplifizierte felFNY ist etwas gréBer als 500 bp.

1636 bp
1018 bp

506 bp
396 bp

Abb. 13:  Elektrophorese des PCR-Produkts der feIFNy Gen-Amplifikation
IFNy PCR: Spur 1: 1 kb /adder; Spur 2: PCR-Negativkontrolle mit HyO; Spur 3 und 4: PCR: cDNA in einer Linge
von 537 bp (504 bp = IFNy und 33 bp zusitzliche seitl. Primersequenzen)

Mit diesem PCR-Produkt wird genau wie mit IL-2 und GM-CSF verfahren: Es wird in
den Expressionsvektor kloniert und Bakterien mit diesem transformiert. Nach
Anziichtung werden die Plasmide zur Kontrolle mit verschiedenen Restriktionsenzymen
verdaut. Mit Hind III und Fsel kann das /nsers wieder heraus geschnitten werden: Es
ergeben sich zwei Banden mit 537 bp und 4024 bp. Ein zweiter Verdau mit HindIII line-
arisiert den Vektor (4561 bp). Das beim dritten Verdau verwendete Accl schneidet
sowohl im znsert als auch im backbone und zwar an den Stellen 1719 und 2335: Es erge-
ben sich zwei Banden, 616 und 3945 bp grofB3. Alle erhaltenen Banden zeigen die erwar-
tete GroBe, so dass sich mit grofler Wahrscheinlichkeit das spezifische PCR-Produkt in

der richtigen Orientierung im Vektor befindet.
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Hindill (1548}
pBay-felFNy
4561 bp

felFNy

Accl (2335) Accl (1719)

Fsel (2085)

Abb. 14:  Vektor mit feIFNy (pBay-feIFNy)

Schematischer Aufbau des Plasmids pBay-felFNy mit Angabe der fir die Klonierung verwendeten
Restriktionsenzymschnittstellen.

Anstelle des Reportergens Luciferase befindet sich nun die Gensequenz des felinen IFNy im Plasmid.

4561 bp = GroBe des Plamids in Basenpaaren

HindlIIl, Fsel, Accl = Schnittstellen fiir die verwendeten Restriktionsenzyme

Die Sequenzierung findet ebenfalls mit den Sequenzierprimern Ol-428 und OI-429 in
sense- und in antisense-Richtung statt. Eine zuvor mit diesen Primern und den wahr-
scheinlich positiven Plasmiden durchgefiihrte PCR zeigt, dass das znser amplifiziert wird.
Eine zweite durchgefithrte Sequenzanalyse stimmt mit der ersten iiberein. Die in dieser
Arbeit erhaltene Sequenz des felFNy wird ebenfalls an die GenBank tbermittelt:
AY878359, und mit den bereits bekannten Sequenzen verglichen (siche Abb. 15).

Felines IFNY ist 504 bp lang. Die in dieser Arbeit klonierte Sequenz weist auf
Nukleotidebene im Vergleich mit den beiden identischen Sequenzen eine Homologie
von 99,4 % auf; drei Nukleotide stimmen nicht iiberein. Diese wirken sich jedoch nicht

auf die Aminosdurensequenz aus. Hier besteht eine Homologie von 100 % (siche Abb.

16).

102



Eigene Untersuchungen
ATGAATTACACAAGT TTTATTTTCGCTTTCCAGCTTTGCATAATTTTGTGTTCTTCTGGT 60

86972

nuunouunouunnunouu
§85 888 3% 88§  ®E®  §§§
Fi=EE | BgeE | EES FEEmE | SEEE | §ise
§ g H 8 H §
VLY B b B [l =l o Lalal =l
Son | B2 | lesE | aE | R | BaE
ger | (GBS | (BER | EER | (B | [
EE K L LY I 2 ] b b b EE ]
E ] FEE L (LN voLw B}
s | BEs | 252 BEE | [EEs | S
[N ol 2] - L] - < Ll sl
b K EE R ] ] b e
St | elei [ pldEhe | o lWieN (NN | o (e
g 8 & g ]
L o0 o] o [T TR & vo o v o w
ee | 558 | |mEE | B35 | [BEE | B
[CRTRTY FEeE L vLw FEBR <
oo FEE b - o e 5o e
oo (B cuu vow cou EEE
- e e < - < PRl
e B N0 o (LI [LELNTY B
EE K] [ERENEY [EN TN (LN [N - -
siii | oo | s BEE | glhed | o lREE | o R
g g 8 g g g
[CNL NS B (TR [N LNt B
- e e © oo oo e (TR}
LTS (LR CNCY (CRCNLY o e VLW LCRLZNL]
B [EN TS} [l a0 o JL L LY B o
EE K] o o O Wwo B B
[LNL LY L ol o - B B L
EE K] o o o o e [N oo o
[ ol [ o o - - - < o oo [CRLNT)
OAAA DECC uECC OCCC nlll QCCE
Sls== fEquewe oo FE{rrr FBuon t8{oow
EE K] [ER TN (LN RN 2 UL B
[CNL NS FEEF - % < ol ol o LERENE]
B (LR CNLY o o (RSN L] uLo o oo
e [CRLRTL) - g [LNCNT] (LN Lol ol o]
EE K} [CRTNTY [TRTRT) TN TN S LCRT N
[ [ e oo voo oo o
FEE IR NS EFRE R [T B
[ o [CRLRTL) B [FNENT] ] oo
PR o lFEE olee= | Sleve | Slrer | Jleee
ke FSlaxa rS{ekE F@8jea= (Ulxaa [Bf0E
HFEH IR LY - g (LN < LERENE]
[CRTNTY L] R (SN < LRzl =
HFEE (LR TS [ENTREY LI HFEHEPF < €
EE K} XU R vLoo BB o oW
Lo - = R R vwooe e
e [N =8 = R - BB B}
SEEE | |EEE | EEE | EES | ([ |
LX) [N 8 [N 20 o R ocow ACRINT]
RSSO LRSS [ ]Ras | fREE | feEs [ [REE
e e W NEGG Iﬂ [CECRCY Mlﬂhl ﬂl‘ﬂﬂ ﬂ‘hﬂ-ﬁ
Bee [CEEE [HEE [SEEe [ |58 | TEEE
[CRTNTY [ER TN ) [CHCRCY [0 =N 2] EE ] W
oed | lamE | EEE | [BeE | [BGE | [BEE
von | e | 1338 | Baes | [BRE | BEE
K} B - B [l ol o Lalal
22| 22| 858 Eas | [Bus | BEn
gan | |BEE | 855 | BEE | [BEs | [EEA
EE K L LY EEE oL o e b EE ]
o | 15EE | B8 | |GEs | [BEE | (288
o . 2 2 a -
8.0 Han  Ban  Bo.  B..  B..
day  das  dan  gas  dan 2w
E38 238 EgE 238 g3y &gt
B8E  EE8%  BEE  BE2  psR BiE
EX-4 ER-54 ER-5:4 ER-53 EN-8 ER-B

504
£04
504

480

450 450 a7
CAGAATCTGTTT 480
500
103

h feIFNy cDNA Sequenzen

430

CETAGAGCATCGAAATAAR

Vergleic

ATGAATGATCTCTCACCAAGATCTAACCTGAGGAAGCGGAAAARGGAG

CGAGEG

Die Sequenzunterschiede an Position 408, 468 und 486 sind weil unterlegt. Unterstrichen dargestellt sind die
Sequenzen der Primer. Ein Pfeil marktiert den Beginn des fiir das reife Protein kodierenden Abschnitts (5, 279).
Alle angegebenen Nummern bezichen sich auf die GenBank Datenbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI) des NIH (111).

Vergleich der cDNA von felinem IFNy (AY878359) mit den bereits veroffentlichten felFNy Sequenzen: D30619

(5) und X86972 (279).

AYET3359
D3061Y
XB6972
AY878359
D30619
X86972
Abb. 15
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v LTI * B oy an wio s0 60
A¥876359 AN YT 5 FIFAFOQOLCIILCSS5GYYCOANFFRE IEELKGY FNASNPDVADGGSLFVDILENGK
D30619 HENYTSFIFAFQLCIILCSSGYYCQANFFKEIEELEGYFNASNPDPVADGGSLFVDILENWK
¥86972 NHNYTSFIFAFQLCIILCSSGYYCQAMFFREIEELKGYFNASHIDVADGGSLFVDILENVE

7 80 0 100 LR 120
AYB78359 EESDPEKTIIQSQIVSFYLENFENLKDPDPDOQRIQRSNDTIKEDHNLDPEKELLNTSSSEKERDDFLEKLI
D30619 EESDRTIIQSQIVSFYLENFENLEDDPDOQRIQRSHDTIKEDHNLDKLLNTSSSERDDFLEKILT
X86972 EESDKTIIOQSQIVSFYLKEFENLEDDPDQRIQRSNDTIKEDALDKLLNTSSSKRDDFLKLI
130 140 150 180
AY878359 0 IPVHDLUVOUREKAINELFEVHENDLS PRSNLRERKRSUNLFRGRRASK
D30619 QIPYVHNDLOVOREAINELFEVENDLSPRSNLREKRKRSQNLFRGRRASK
X86972 QIPVHNDLOVORKAINELFEVENDLSPRSNLRERKRSUNLFRGRRASK

Abb. 16:  Vergleich feIFNy Protein

Der Vergleich der Aminosaurensequenz von felinem IFNy (AY878359) mit den zwei bereits verdffentlichten
felFNy Sequenzen D30619 (5) und X86972 (279) ergibt identische Sequenzen. Der Pfeil zeigt den Beginn des rei-
fen Proteins nach der Signalsequenz. Sterne markieren Cysteinreste, Dreiecke potentielle N-
Glycosylierungsstellen (5, 279).

Alle angegebenen Nummern bezichen sich auf die GenBank Datenbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI) des NIH (111).

Es wird ebenfalls ein Vergleich mit den Sequenzen anderer Spezies durchgefiithrt: Die
Nukleotidhomologien zwischen den einzelnen Spezies sind in Tab. 17 dargestellt, eben-

so die alignments der AS-Sequenz.

on | proin
ca 84,2 % 822%
hu 76,4 % 63,5 %
bo 80,8 % 73,7 %
ov 80,8 % 74,9 %
cap 81,0 % 749 %
eq 83,3 % 774 %
mu 62,8 % 44,2 %

Tab. 17:  IFNy alignment

Prozentuale Homologie des felinen IFNy (AY878359) zu IFNy anderer Spezies auf Nukleotid- und
Aminosiurelevel:

Canine Sequenz (S41201), humane Sequenz (NM000619), bovine Sequenz (NM174086), ovine Sequenz
(X52640), caprine Sequenz (U34232), equine Sequenz (D28520) und murine Sequenz (NM008337)

Alle angegebenen Nummern beziehen sich auf die GenBank Datenbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI) des NIH.
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2 Untersuchung der biologischen Wirksamkeit

2.1 fel-2

Das Testprinzip des 11.-2 Bioassays beruht auf der Proliferation von IL-2 abhingigen
CTLL-2 Zellen. Mit Hilfe des Photometers kann die Konzentration des von den leben-
den Zellen umgesetzten Formazanprodukts quantitativ bestimmt werden. Dessen
Konzentration ist umso grofer, je mehr Zellen proliferieren und metabolische Aktivitit
zeigen.

Die im Test verwendeten 3000 Zellen/Kavitit otientieren sich sowohl an cigenen
Vorversuchen (siche Abb. 17a und 17b), als auch an verschiedenen Literaturangaben
(siche Kap. IIT A 2.3.2).

CTLL-2 1 Uiml konditioniert

—a—244
—m—as8

—¥—1853
= 908
——T.813

17a

—m—ar7
1853
—H—3.006

U hull-2imi 17b

Abb. 17a und 17b:  Vorversuch zum Proliferationstest feIL.-2

Effekt der unterschiedlichen Zellzahl auf die Firbung und Absorption des MTT-Tests (MTT-Abs). Die
Absorption wird bei 550 nm Wellenlinge mit einer Referenzwellenlinge von 690 nm im ELISA-reader gemessen.
Standardkurven aus Vorversuch: Aufgetragen werden Verdiinnungsreihen von rekombinantem humanem
Interleukin 2 (rhull.-2) kombiniert mit unterschiedlicher Zahl an CTLL-2-Zellen/Kavitit (1 U und 4 U kondi-
tioniert). Als optimale Zellzahl ergeben sich ca. 3.000-4.000 Zellen/Kavitit, sowohl bei der mit 1 U/ml als auch
bei der mit 4 U/ml konditionierten Zelllinie (es sind nicht alle Kurven aufgetragen).
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1 2 3 4 5 <] 7 8 9 10 1 12

A [0 UWml 0 U/mi 0 U/ml COS-7 nativ |COS-7 nativ [COS-7 nativ |0 Uiml 0 U/mi 0 Uiml COS-7 nativ |COS-7 nativ [COS-7 nativ
1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 4U-kond., 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond, 4U-kond. 4U-kond.

B 0.5 U/ml 0,5 Uiml 0.5 Uiml Metafectene |Metafectene |(Metafectene |05 Uiml 0,5 Uiml 0.5 Uiml Metafectene |Metafectene |Metafectene
1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond.

C |1 Uml 1 Wiml 1 Uiml pS5pCMVIue |p55pCMVIuc (pS5pCMWVIue |1 Wmi 1 Uiml 1 Wml p55pCMViuc |p5SpCMViuc |pS5pCMVIuc
1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond.

D |2 Uml 2 Ulml 2 Uimil pBayMCS pBayMC3 pBayMCS 2 Ulml 2 Ulml 2 Uimi pBayMCS pBayMC5s pBayMCS
1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond.

E |4 Uml 4 Ulml 4 Uiml pBay-felL.-2 |pBay-felL-2 |pBay-felL-2 |4 Uiml 4 Ulml 4 Uiml pBay-felL.-2 |pBay-felL-2 |pBay-fell-2
1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond.

F |8 Wml 8 U/ml 8 U/ml pS5pCMViuc |pS5pCMViuc |pSSpCMViuc |8 Uiml 8 U/ml 8 U/ml pS5pCMVIuc |p5S5pCMViuc |pS5pCMVIuc
1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond,

G [16 Uiml 16 Wiml 16 Uimi pBay-felL-2 |pBay-felL-2 |pBay-felL.-2 |16 U/ml 16 Wiml 16 Uimi pBay-felL-2 |pBay-felL-2 |pBay-fellL-2
1U-kond. 1U-kond. 1U-kond.-1  |1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond.

H [32 Uiml 32 Uiml 32 Uiml pBay-felL-2 |pBay-felL-2 |pBay-felL-2 |32 U/ml 32 Uiml 32 UWiml pBay-felL-2 |pBay-felL-2 |pBay-felL-2
1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 1U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond. 4U-kond.

Tab. 18:  Aufbau Proliferationstest feIL-2
Die 12 Spalten sind unterteilt in 2 Blocke mit je 6 Spalten: in einem sind die mit 1 U
rhull.-2/ml konditionierten CTLL-2 Zellen, in dem anderen die mit 4 U/ml konditio-
nierten Zellen. Die ersten drei Spalten enthalten jeweils eine Verdiinnungsteihe des
rhullL-2 in Triplets. Die Spalten 4-6 und 10-12 enthalten sowohl die Proben als auch die
Negativkontrollen. In Zeile A befindet sich jeweils der native Uberstand der COS-7

Zellen; in Zeile B der Uberstand der nur mit Metafectene behandelten COS-7 Zellen.
Zeilen C, D und F enthalten die Uberstinde der mit den Kontrollplasmiden
(p55pCMV_ivs_luct+ und pBayMCS) transfizierten COS-7 Zellen. Die Zeilen E, G und
H enhalten die Uberstinde der mit pBay-fell.-2 transfizierten Zellen.
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I @ M m o o m »

Abb. 18:  Proliferationstest felL.-2

Mit MTT-Test ausgewerteter Proliferationstest. Die dunklen Kavititen enhalten die aufgrund von IL-2 Zugabe
proliferierten Zellen, welche viel Substrat in das Formazanprodukt umgesetzt haben. In den farblosen Kavititen
sind die CTLL-2 Zellen abgestorben, da kein I11.-2 vorhanden war. (Belegung der Kavititen siche Tab. 18)

Der Aufbau sowie das Ergebnis des Proliferationstests sind in Tab. 18 und Abb. 18 dar-

gestellt.

Als Positivkontrolle dient eine Verdinnungsreihe von rhull.-2 mit einer
Endkonzentration von 32 U/ml (in Triplets) (siche Abb. 18 Spalten 1-3 und 7-9). Aus
den Mittelwerten dieser jeweils drei gleichen rhull.-2 Verdiinnungsreihen kann eine

Standardkurve erstellt werden.

Je mehr rhull.-2 sich in den Kavititen befindet, desto stirker ist die Proliferation der
CTLL-2 Zellen und damit auch die metabolische Aktivitit das Tetrazoliumsalz des
MTT-Tests in das purpurne Formazanprodukt umzuwandeln. Die Farbe der Kavititen
ist also umso dunkler je mehr Proliferation stattgefunden hat und zeigt deshalb eine
gréBere Absorption. Der Uberstand der in ganz normalem Medium gewachsenen
COS-7 Zellen (nativ) enthilt kein I1.-2, weshalb die Zellen sterben (z. B. Abb. 18 Kavitit
A4). Genauso verhilt es sich mit der Metafectene-Kontrolle: Hier wurde bei der
Transfektion nur das Transfektionsreagenz ohne Plasmid auf die COS-7 Zellen gegeben
(2. B. Abb. 18 Kavitit B4). Ebensowenig I1.-2 Aktivitit ist im Uberstand der mit
p55pCMV _ivs_luct (z. B. Abb. 18 Kavitit C4) und dem Kontrollplasmid pBayMCS
transfizierten COS-7 Zellen (z. B. Abb. 18 Kavitit D4). Hingegen zeigen die CTLL-2
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Zellen, welche mit dem Uberstand aus pBayfell.-2 transfizierten COS-7 Zellen zusamm-
mengegeben werden, eine starke Proliferation (z. B. Abb. 18 Kavitit E4), was sich an der
hohen Absorption erkennen lisst (siche Abb. 192 und 19b). Der Uberstand der fell.-2
exprimierenden COS-7 Zellen besitzt also eine hohe IL-2 Aktivitit, wohingegen die
Negativkontrollen keine CTLL-2 Proliferation bewirken.

Standard-Kurve (3000 CTLL-2 mit 1U kond.)

0,180
0,160
0,140
0,120 — Standardkurve Mittetwerte
0,100 W pBay-fell-2 Mittehwerte
£ pSSPCMV_ivs_luc+ Mittehwerte
0,080 ®  pBayMC5 Mittehwert
5 0080 X Metafectenekontroe Mittehwert
<
0,040
0,020
0,000
1 2 3 4 5 6 7 8
U rhulL-2/ml 192
Standard-Kurve (3000 CTLL-2 mit 4U kond.)
0,140
0,120
0,100
— Standardkurve Mittebwerte
0,080 ®m pBay-fell-2 Mittebwerte
O pS5pCMV_ivs_luc+ Mittelwerte
0,080 X pBayMCS Mittetwert
X Metafectenskontrolle Mittehvert
5 0,040

0,020

0,000

19b

U rhull-2/mi
Abb. 19a und 19b Standardkurven Proliferationstests felL-2
Messung der rhull.-2 Aktivitit auf CTLL-2 Zellen. Die Zellen (3.000/ Kavitit) wurden mit verschiedenen

Konzentrationen an rhullL.-2 (rekombinantes humanes Interleukin 2) inkubiert. Die Absorbtion (Abs.) steigt mit

vermehrter Umsetzung des Substrates in das Formazanprodukt durch proliferierte Zellen. Die Kurve stellt die
Standardkurve dar, die sich aufgrund der rhulL-2 Verdiinnungsreihe ergibt. Die Punkte stellen die Absorbtion der
Kavititen dar, welche mit dem Uberstand der mit pBay-fell.-2 transfizierten Zellen inkubiert wurden, bzw. mit
den Negativkontrollen. Die hohe Absorption zeigt eine vorhandene 11-2 Aktivitit im Uberstand der mit
pBay-fell-2 transfizierten Zellen, sowohl auf der mit 1 U/ml als auch auf der mit 4 U/ml konditionierten
CTLL-2 Zelllinie. Die Absorption wird bei 550 nm Wellenlinge mit einer Referenzwellenlinge von 690 nm  im
ELISA-reader gemessen (die genauen Absorptionswerte finden sich unter Kap. X 1).
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Es konnen kleine Unterschiede zwischen den mit 1 U hull.-2/ml und 4 U hull.-2/ml
konditionierten CTLL-2 Zellen im Proliferationstest festgestellt werden: Die
Standardkurven der mit 1 U hull.-2/ml konditionierten Zellen zeigen als Reaktion auf
die steigenden Konzentrationen hull.-2s eine stirkere Proliferation, welche sich in einer
héheren Absorption duBert. Mit den Uberstinden der mit pBay-fell.-2 transfizierten
Zellen verhilt es sich genauso: Die Absorption der mit 1 U/ml konditionierten Zellen

liegt bei den Proben héher als die der mit 4 U/ml konditionierten Zellen.

2.2 feGM-CSF

Der GM-CSF Bioassays stellt ebenfalls einen Proliferationstest dar, wobei das Wachstum
von GM-CSF abhingigen TF-1 Zellen bestimmt wird.

Die Konzentration des beim XTT-Test entstehenden 16slichen Formazanprodukts kann
mehrmals photometrisch bestimmt werden, nicht nur einmal wie bei MTT-Test. Die
gemessene Konzentration ist ebenfalls umso groBer, je mehr Zellen metabolisch aktiv

sind.

Aus dem Vorversuch ergeben sich ein optimale Zellzahl von ca. 20.000 Zellen/Kavitit
und ein optimaler Messzeitpunkt nach 6 h (siche Abb. 20a und 20b).
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Messung nach 6 h
2,50E+00
—— 1,470,000
2,00E+00 -— 735,000
i ‘367.500
—%—183.750
1,50E+00 —— 01875
5 —8—45938
— & — 22960
1,00E+00 —11.484
5742
287
1436
5,00E-01
T8
0,00E+00
20a

0 03125 0625 125 25 5 10 20
ng rhuGM-CSFim| 20b

Abb. 20a und 20b:  Vorversuch zum Proliferationstest feGM-CSF

Abb. 20a zeigt den Effekt der unterschiedlichen Zellzahl auf die Absorption des Tests: Standardkurven aus
Vorversuch: Aufgetragen werden Verdiinnungsreihen von rhuGM-CSF kombiniert mit unterschiedlicher Zahl
von TP-1 Zellen/Kavitit. Als optimale Zellzahl ergeben sich ca. 20.000 Zellen/Kavitit.

Abb. 20b zeigt den Effekt des Messzeitpunkts auf die Absorption des Tests: Standardkurven aus Vorversuch:
Aufgetragen werden Verdiinnungsreihen von thuGM-CSF auf jeweils 23.000 Zellen/Kavitit. Als opimaler
Messzeitpunkt ergeben sich 6 h. Die Absorption wird bei 485 nm Wellenlinge mit einer Referenzwellenlinge von
650 nm im ELISA-reader gemessen.

Der Aufbau sowie das Ergebnis des Proliferationstests sind in Tab. 19 und Abb. 21, 23a,
23b und Abb. 24 dargestellt.
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Aus den Mittelwerten der jeweils gleichen thuGM-CSEF (Duplet) und rfeGM-CSF
(Triplet) Verdiinnungsreihen werden zwei Standardkurven erstellt (Abb. 21 Spalten 1-3
und Spalten 10 und 11). Je mehr thuGM-CSF oder rfeGM-CSF zugegeben wird, desto
stirker ist die Proliferation der TF-1 Zellen und damit auch die metabolische Aktivitit
das Tetrazoliumsalz in das purpurne Formazanprodukt umzuwandeln. Die Menge an
cingesetztem rfeGM-CSF ist hoher als die des thuGM-CSE. Die biologische Wirkung
des thuGM-CSF auf die humanen Zellen ist grof3er als die des rfeGM-CSF (siche Abb.
23a und 23b). Der Uberstand der mit p55pCMV _ivs_luc+ transfizierten COS-7 Zellen
enthilt Luciferase, aber kein GM-CSF, weshalb die Zellen sterben (z. B. Abb. 21 Kavitit
A12 und Abb. 24). Die TF-1 Zellen, die mit dem Uberstand aus pBayfeGM-CSF trans-
fizierten COS-7 Zellen in Kontakt waren, zeigen eine starke Proliferation (z. B. Abb. 21
Kavitit E4). Der Uberstand der feGM-CSF exprimierenden COS-7 Zellen besitzt eine
hohe GM-CSF Aktivitit, wobei sogar Verdiinnungen des Uberstands von 1:128 noch
cine starke Zellproliferation aufweisen (z. B. Abb. 21 Kavitit A4).

Beim Hauptversuch wurden Messungen in regelmafBigen Abstinden bis zu 24 Stunden
durchgefiihrt. Im Gegensatz zum Vorversuch war hier die Messung nach 2 h der nach

6 h zu bevorzugen.
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Abb. 21:  Proliferationstest feGM-CSF

Mit XTT-Test ausgewerteter Proliferationstest. Die dunklen Kavititen enthalten die aufgrund von GM-CSF
Zugabe proliferierten Zellen, welche viel Substrat in das Formazanprodukt umgesetzt haben. In den farblosen
Kavititen sind die TF-1 Zellen abgestorben, da kein GM-CSF vorhanden war (Belegung der Kavititen siche
Tab. 19).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A |0 ng/ml 0 ng/ml 0 ng/ml 1:128 pBay- [1:128 pBay- |1:128 pBay- |1:128 pBay- |1:128 pBay- |1:128 pBay- |0 ng/ml 0 ng/ml| p55pCMViuc
feGM-CSF  |rfeGM-CSF  |rfeGM-CSF |feGM-CSF 1 [feGM-CSF 1 |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 2 |feGM-CSF 2 |feGM-CSF 2 |rhuGM-CSF  [rhuGM-CSF
B |16 ng/ml 1.6 ng/mi 1.6 ngfmi 1:64 pBay- |1:64 pBay- 1:64 pBay- 1:64 pBay- 1:64 pBay- |1:64 pBay- |0,31 ng/ml 0,31 ngimi p55pCMVIuc
feGM-CSF  |feGM-CSF  |feGM-CSF |feGM-CSF 1 [feGM-CSF 1 |feGM-CSF 1 |[feGM-CSF 2 (feGM-CSF 2 |feGM-CSF 2 |rhuGM-CSF [rhuGM-CSF
C |31 ng/ml 3.1 ng/ml 3.1 ng/ml 1:32 pBay- |1:32 pBay- |1:32 pBay- |1:32 pBay- ([1:32 pBay- |1:32 pBay- |063ng/ml |0.63 ng/ml |pS5pCMViuc
feGM-CSF  |feGM-CSF  |rfeGM-CSF |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 2 |feGM-CSF 2 |feGM-CSF 2 |rhuGM-CSF |rhuGM-CSF
D |65 ng/ml 6,5 ng/ml 6,5 ng/mi 1:16 pBay- |1:16 pBay- |1:16 pBay- [1:16 pBay- |1:16 pBay- |[1:16 pBay- |1,25ng/ml |1,25ng/ml |pS5pCMViuc
feGM-CSF |feGM-CSF |rfeGM-CSF |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 2 |feGM-CSF 2 |feGM-CSF 2 |rhuGM-CSF |rhuGM-CSF
E [125ng/ml  [125ng/ml (12,5 ng/ml |1:8 pBay- 1.8 pBay- 1:8 pBay- 1.8 pBay- 1:8 pBay- 1.8 pBay- 2,5 ngiml 2,5 ng/ml p55pCMViuc
rfeGM-CSF [rfeGM-CSF |rfeGM-CSF |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 2 |feGM-CSF 2 |feGM-CSF 2 |rhuGM-CSF [rhuGM-CSF

F |25 ng/iml 25 ng/ml 25 ng/ml 1:4 pBay- 1:4 pBay- 1:4 pBay- 1:4 pBay- 1:4 pBay- 1:4 pBay- & ngiml 5 ng/ml p55pCMViuc
feGM-CSF  [feGM-CSF  [rfeGM-CSF |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 2 |feGM-CSF 2 |feGM-CSF 2 |rhuGM-CSF  |rhuGM-CSF
G |50 ngiml 50 ng/ml 50 ng/ml 1:2 pBay- 1:2 pBay- 1:2 pBay- 1:2 pBay- 1:2 pBay- 1:2 pBay- 10 ng/ml 10 ng/ml

feGM-CSF  [rfeGM-CSF  [rfeGM-CSF |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 2 |feGM-CSF 2 |feGM-CSF 2 |rhuGM-CSF  |rhuGM-CSF
H |100 ng/mi 100 ng/ml 100 ng/mi 1:1 pBay- 1:1 pBay- 1:1 pBay- 1:1 pBay- 1:1 pBay- 1:1 pBay- 20 ng/ml 20 ng/ml
feGM-CSF  [rfeGM-CSF  |rfeGM-CSF |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 1 |feGM-CSF 2 |feGM-CSF 2 |feGM-CSF 2 |rhuGM-CSF  |rhuGM-CSF

Tab. 19:  Aufbau Proliferationstest feGM-CSF

Die ersten drei Spalten enthalten eine Verdiinnungsreihe des rfeGM-CSF in Triplets, die  transfizierten COS-7 Zellen. In Spalte 12 befinden sich mehrere Ansitze der
Spalten 10 und 11 eine Verdiinnugnsreihe von thuGM-CSF in Dublets. Dazwischen sind Negativkontrolle: Uberstinde der mit P55pCMV _ivs_luct transfizierten COS-7 Zellen.
von Spalte 4-9 Verdiinnungsreihen der Uberstinde, der mit pBay-feGM-CSF
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22b
Abb. 22a und 22b:  Bilder von TF-1 Zellen

Abb. 22a zeigt lebende Zellen aus dem Proliferationstest, die mit feGM-CSF inkubiert wurden (Abb. 21

Kavitit H1). Abb. 22b zeigt abgestorbene Zellen aus dem Proliferationstest, die nicht mit GM-CSF inkubiert
wurden (Abb. 21 Kavitit A12).

Standard-Kurven (20.000 TF-1)
2,50E400
2,00E+00
— rfeGM-CSF
1,50E400
2 — feGM-CSF
< 1,00E+00
- - rfeGM-CSF
5,00E-01
0,00E+00
0 156 313 625 125 25 50 100
ng rfeGM-CSFim| 23a
Standard-Kurven (20.000 TF-1)
2,50E400
2,00E+00
1,50E+00 — rhuGM-CSF
H
< 1,00E400 — rhuGM-CSF
5.00E-01
0,00E+00
0 03130625 125 25 5 10 20
ng rhuGM-CSFim| 23b

Abb. 23a und 23b:  Standardkurven Proliferationstest feGM-CSF

Abb. 232 und 23b zeigen die Proliferation der TF-1 Zellen (20.000 Zellen/Kavitit) als Antwort auf rekombi-
nantes humanes und felines GM-CSE. Die Absorption (Abs.) steigt mit vermehrter Umsetzung des Substrates in
das Formazanprodukt durch proliferierte Zellen. Die Kurven stellen die Standardkurven dar, die sich aufgrund
der Verdinnungsreihen ergeben. Die Absorption wird bei 485 nm Wellenlinge mit einer Referenzwellenlinge

von 650 nm im ELISA-reader gemessen (die genauen Absorptionswerte finden sich unter Kap. X 2).
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Proben-Kurven (20.000 TF-1)
2,50E+00

2,00E+00
1,50E+00
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1:128 164 1:32 1:18 1A 1:4 12 1w
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Abb. 24:  Probenkurven Proliferationstest feGM-CSF

Abb. 24 zeigt die Proliferation der TF-1 Zellen (20.000 Zellen/Kavitit) als Antwort auf die Uberstinde der
COS-7 Zellen. Die Absorbtion (Abs.) steigt mit vermehrter Umsetzung des Substrates in das Formazanprodukt
durch proliferierte Zellen. Die Kurven stellen die Probenkurven dar, die sich aufgrund der Verdiinnungsteihen
mit den Uberstinden, der mit pBay-feGM-CSF transfizierten COS-7 Zellen ergeben. Uberstinde der mit
pBay-feGM-CSF transfizierten Zellen zeigen biologische Aktivitit. TF-1 Zellen, die mit Uberstinden der mit
p55pCMV _ivs_luc+ transfizierten COS-7 Zellen inkubiert wurden (Negativkontrollen) zeigen keine biologische
Aktivitit (schwarze Rauten im Diagramm).

Die Absorption wird bei 485 nm Wellenlinge mit ciner Referenzwellenlinge von 650 nm  im ELISA-reader

gemessen (die genauen Absorptionswerte finden sich unter Kap. X 2).
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2.3 feIFNy

2.3.1 MHC-Induktionstest mit felinen Fibrosarkomzellen
Vorversuch 1: Morphologie der felinen Fibrosarkomzellen
Im Streuungsdiagramm wird durch die Vorwirtsstreuung die GroBe und durch die

Seitwirtsstreuung die Komplexitit der Zellen bestimmt. Fibrosarkomzellen sind grofie

Zellen von unterschiedlicher Komplexitit (siche Abb. 25).

S5C-Height
600 800 1000

200 400

0

0 200 400 600 800 1000
FSC-Height

Abb. 25: Streuungsdiagramm feliner Fibrosarkomzellen

Streulicht-Messergebnisse im do/ plot: Dieses Diagramm, in dem das Seitwirtsstreulicht (SSC-Height) gegen das
Vorwirtsstreulicht (FSC-Height) aufgetragen ist, stellt die Morphologie der FSA-Zellen dar. Uber das
Seitwirtsstreulicht wird die Komplexitit und tiber das Vorwirtsstreulicht die GréBe der Zellen reflektiert. Jeder
Punkt stellt ein Messereignis dar, d. h. ecine Zelle. Man erkennt cine Anhdufung von Zellen, die dhnliche
Struktureigenschaften haben. Durch die Auswahl einer Region aus dem Streulichtdiagramm, werden die Zellen

gegatet, d. h. es werden die Zellen ausgewihlt, welche fiir die Auswertung interessant sind.

Vorversuch 2: Biologische Aktivitit von rekombinantem feIFNy

Die felinen Fibrosarkomzellen werden mit der Fluoreszenzanalyse im
Durchflusszytometer auf das Vorliegen von MHC I- und MHC I1-Oberflichenantigene
untersucht. Im Vorversuch wird geklirt, ob rfelFNY einen Einfluss auf die MHC-
Molekilexpression auf Fibrosarkomzellen hat (siche Abb. 26).
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Abb. 26: Durchflusszytometrische Analyse einer rfelNFy-induzierten 1000 ng IFNY). In der vierten Spalte sicht man bei der Markierung mit dem MHC I-

MHC Expression auf felinen Fibrosarkomzellen
dot Histogramme: Die Haufigkeit pro Intensititsstufe auf der y-Achse (counts) ist gegen
die Fluoreszenzintensitit auf x-Achse FL-1 (FL-1 Height) aufgetragen.
Die erste Spalte zeigt die Kontrolle ohne Primirantikérper, die zweite und dritte Spalte
die Isotypkontrollen mit Maus IgG1 und Maus IgG2a. Sie zeigen bei den drei Ansitzen
den gleicher peak (PBS-Kontrolle (phosphate buffered saline, ohne IFNY), mit 10 ng und mit

Antikérper bei IFNy-Zugabe im Gegensatz zur PBS-Kontrolle eine deutliche
Verschiebung des peaks nach rechts, d. h. eine gesteigerte MHC I-Expression auf den feli-
nen FSA-Zellen. Die fiinfte Spalte zeigt bei Markierung mit dem MHC II-Antikérper
ebenfalls eine Expressionssteigerung, wobei der peak hier breiter und flacher ist.

feFSA = feline Fibrosarkomzellen

KAMFITC = markierter Sekundarantikorper
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Die Fluoreszenzanalyse mit MHC I und MHC II als Oberflichenmarker zeigt eine deut-
lich gesteigerte Expression der beiden Molekiile im Gegensatz zu normalen FSA-Zellen,
die nicht mit IFNy stimuliert wurden. Felines IFNy kann also auf felinen

Fibrosarkomzellen sowohl die MHC I- als auch die MHC II-Expression hochregulieren.

Hauptversuch

Ziel des Hauptversuchs ist es, die biologische Aktivitit des klonierten felFNY zu zeigen.
Die Fibrosarkomzellen werden mit dem, das Protein enthaltenden Uberstand der mit

pBay-felFNY transfizierten COS-7 Zellen inkubiert (siche Abb. 27).

Einer Inkubation der Zellen mit dem Uberstand der pBay-felFNY transfizierten Zellen
folgend, stellt man eine deutliche Hochregulation der MHC 1- und MHC II-Expression
verglichen mit der Negativkontrolle (Inkubation mit nativem COS-7 Uberstand) fest,
wobei die Inkubation mit 90 % Uberstand gegeniiber der mit 10 % Uberstand die
Hxpression sowohl von MHC I als auch von MHC II noch steigern kann.
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Abb. 27: Durchflusszytometrische Analyse: MHC I- und MHC II-Expression nach Kulti-
vierung von felinen Fibrosarkomzellen im Uberstand pBay-felFNy-transfizierter COS-7
Zellen

Reihen 1 und 2 zeigen eine Vergleichsdarstellung der Expression von MHC I und MHC II auf felinen
Fibrosarkomzellen der Negativkontrolle mit PBS und der Expression auf mit 10 bzw. 1000 ng rfelFNy/ml inku-
bierten Zellen. Sowohl bei der MHC I- als auch bei der MHC II-Expression ist eine deutliche Verschiebung des
peaks nach rechts zu erkennen, welche sich im Vergleich nach Inkubation mit 1000 ng/ml rfelFNy noch verstirkt.
Reihen 3 und 4 zeigen ecine Vergleichsdarstellung der Expression von MHC T und MHC II auf felinen
Fibrosarkomzellen, die mit dem nativen Uberstand nicht-transfizierter, COS-7 Zellen inkubiert wurden (COS-7
Sup) und feline Fiborakomzellen, die mit dem Uberstand pBay-felFNY transfizierter COS-7 Zellen inkubiert wur-
den (COS-7 Sup pBay-felFNy). Im Gegensatz zur Negativkontrolle (nativer COS-7 Uberstand) zeigen die
Fibrosarkomzellen nach Inkubation mit dem in dieser Arbeit klonierten IFNy (Uberstand pBay-felFNY transfi-
zierter COS-7 Zellen) eine deutlich verstirke MHC I- und MHC 11-Expression. Die Inkubation mit 90 % Uber-
stand kann gegeniiber der mit 10 % Uberstand die Expression von MHC I und MHC II noch steigern.

Sup = Uberstand
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2.3.2 MHC-Induktionstest mit PBMCs

Vorversuch 1: Morphologie der felinen PBMCs

Die felinen PBMCs stellen sich durchflusszytometrisch in verschiedenen Gruppen dar:

Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten (Abb. 28).

felLympho
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200 400 600 810 1000
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0

10
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Abb. 28:  Streuungsdiagramm feliner PBMCs

Streulicht-Messergebnisse im do/ plot: Das Seitwirtsstreulicht (SSC-Height) ist gegen das Vorwirtsstreulicht (FSC-
Height) aufgetragen. Die links untern markierte Gruppe von Zellen stellt die Lymphozyten dar, kleinere Zellen
mit geringerer Granularitit, die mittlere markierte Gruppe die Monozyten und oben liegende groBere Gruppe die
Granulozyten, grofere Zellen mit stirkerer Granularitit. Durch die Auswahl der Region aus dem
Streulichtdiagramm, konnen die verschiedenen Zelltypen der peripheren mononukleiren Blutzellen (PBMC)
gegatet werden, d. h. es kénnen die Zellen ausgewihlt werden, die fiir die Auswertung interessant sind.

Vorversuch 2: Biologische Aktivitit von rekombinantem feIFNY

Auf felinen PBMCs (ohne und mit Vorstimulation durch ConA) kann fiir IFNYy keine
immunmodulierende Wirkung auf die MHC I- und MHC II-Molektilexpression nach-
gewiesen werden. Es werden analog zu Kap. III B 2.3.1 durchflusszytometrische
Messungen mit felinen peripheren mononukleiren Blutzellen durchgefiihrt. Zur
Stimulation eingesetzt werden verschiedene Konzentrationen an rfelFNy (Abb. 29, dar-
gestellt sind nur die Endergebnisse der durchflusszytometrischen Messungen der mit

rfelFENy inkubierten, ohne ConA vorstimulierten PBMCs)
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Hauptversuch

Auch bei Inkubation der PMBCs mit verschiedenen Konzentrationen des Uberstands
der mit pBay-felFNY transfizierten COS-7 Zellen kann sowohl bei nativen als auch bei
mit ConA vorstimulierten PBMCs keine Steigerung der MHC I- und MHC II-Expres-
sion festgestellt werden (Abb. 29, dargestellt sind nur die Endergebnisse der durchfluss-
zytometrischen Messungen der mit dem Uberstand von mit pBay-felFNy transfizierten

COS-7 Zellen inkubierten, ohne ConA vorstimulierten felinen PBMCs).
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Abb. 29: Durchflusszytometrische Analyse: MHC I- und MHC II-Expression nach Kulti-
vierung von PBMCs mit tfelFNy oder mit dem Uberstand pBay-feIFNy-transfizierter
COS-7 Zellen

Reihe 1 zeigt die Vergleichsdarstellung der Expression von MHC T und MHC 1T auf felinen peripheren mono-
nukledren Zellen (PBMCs), welche mit 0 bzw. 1000 ng rfeIFNy/ml inkubiert wurden (grauer bzw. schwarzer
peak). Es ist keine Hochregulierung der MHC I- und MHC II-Expression durch rfelFNy zu erkennen.

Reihe 2 zeigt die Vergleichsdarstellung der Expression von MHC I und MHC 11 auf PBMC, die mit dem Uber-
stand nicht-transfizierter COS-7 Zellen (grauer peak) oder mit dem Uberstand pBay-felFNY transfizierter COS-7
Zellen (schwarzer peak) inkubiert wurden . Es ist kein Unterschied zwischen der Negativkontrolle (nativer
COS-7 Uberstand) und den mit 90 % Uberstand ( pBay-felFNy transfizierter COS-7 Zellen) inkubierten PBMCs
zu erkennen. Die in dieser Analyse genutzten felinen PBMCs waren nicht mit Concanavalin A vorstimuliert.

Sup = Uberstand
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3 Schwammbeschichtung

Da sich die Proteine aller drei klonierten Zytokin-Gene als biologisch aktiv erwiesen
haben, wird in Folge der Kollagenschwamm mit der PEI-PROCOP-Formulierung der
Plasmid-DNA nach beschriebener Methode beschichtet (siche Kap. III A 3) (Abb. 30)

und kommt in einer Phase I-Studie zum klinischen Einsatz (165).

Abb. 30: Mit Plasmid-DNA beschichteter Kollagenschwamm

Das steril in einer mit Parafilm verschlossenen Petrischale verpackte Gentherapeutikum kann bis zum Einsatz in
der klinischen Studie bei 4 °C gelagert werden. Der Schwamm wird nach en-bloc Exstirpation des Fibrosarkoms in
das Tumorbett der Katze implantiert.
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IV Diskussion

1 Arbeitsverlauf
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Stimulierung von PMBCs

I

Gewinnung von mRNA

Umschreiben in cDNA

I

Amplifikation mittels PCR

Ligation mit dem Vektor

.-.—I*.-—

| Transformation von Bakterien |

| Gewinnung positiver Plasmide i

:

7 E
¥ A
| Rekombinantes Protein | | Immunisierung |

T

I g von
Antiseren, AntikGrpem,
ELISAs, etc.

Abb. 31:  Arbeitsverlauf
Uberblick tiber den Arbeitsverlauf. Gestrichelte Pfeile verdeutlichen dabei noch ausstehende Versuche, um nicht
nur den Einsatz der Genvektoren in der Gentherapie zu ermdglichen, sondern auch die rekombinanten Proteine

in verschiedenen Bereichen nutzen zu konnen.
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In der vorliegenden Arbeit wurden drei cDNAs, die fur feline Zytokine kodieren, in
einen Expressionsvektor kloniert und die von einer eukaryotischen Zelllinie exprimier-
ten Proteine in unterschiedlichen Bioassays auf ihre biologische Wirksamkeit untersucht

(siche Abb. 31).

Die Klonierung und Sequenzierung der felinen Zytokin-Gene schafft die Moglichkeit
diese auch zu exprimieren. Eine biochemische Charakterisierung der Proteine wire so
méglich. Des Weiteren kénnten Untersuchungen am felinen Immunsystem mit diesen
speziesspezifischen Zytokinen durchgefiihrt werden. Mit entsprechenden Antikérpern
und ELISAs etc. kénnte nun die Funktion dieser Zytokine im Netzwerk immunologi-
scher Zellen, sowohl 2 vitro als auch in vive, genauer untersucht werden. Von besonde-
rem Interesse wire hierbei, in Bezug auf die adjuvante Gentherapie des Fibrosarkoms,
das immunologische Monitoring der Studien (siche auch 225).

Die Entwicklung immunologischer 7# vitro Assays speziell fiir feline Zytokine kénnte
genutzt werden um auch eventuelle Wirkungsunterschiede der felinen Zytokine im
Vergleich zu anderen Tierarten oder dem Menschen aufzuspiiren.

Aber auch die Rolle der Zytokine bei anderen Erkrankungen, wie FIP oder Fel.V, wo je
nach Krankheitsverlauf unterschiedliche Zytokinmuster bzw. eine Dysregulation der
Zytokinproduktion vermutet werden (319), konnte erforscht werden. Vielleicht 1Bt sich
auch bei felinen Tumoren, dhnlich dem oralen Melanom des Hundes, eine mangelnde
Aktivierung des Immunsystems nachweisen, wie sie aufgrund der UbermaiBigen Ex-
pression von immunsuppressiven Zytokinen vermutet wird (38) (siche auch Kap. IT 2.1).
Nach entsprechenden Studien kénnten rekombinante Proteine dieser Zytokine eventuell
sogar therapeutisch angewandt werden, wie es derzeit beim felinen Interferon omega

(Virbagen omega®) der Fall ist.

Auch beim Einsatz der Vektoren in der Gentherapie sind verschiedene Ansitze denkbar.
Neben dem postoperativen Gentransfer mittels Kollagenschwamm kénnten die drei
Zytokin-Gene entweder zusammen oder auch einzeln prioperativ intratumoral injiziert
werden und mittels Magnetofektion oder anderer Verfahren lokal an den gewtnschten
Zielzellen konzentriert werden. Auch eine Kombination beider Methoden ist méglich,
so dass die Katzen sowohl prioperativ die Vektoren intratumoral erhalten, als auch die
auf dem Kollagenschwamm befindlichen Zytokin-Gene ihre Wirkung postoperativ ent-

wickeln.
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2 Speziesspezifische Zytokine

Eine Anderung in Bezug auf die vorausgegangenen Gentherapiestudien des felinen
Fibrosarkoms (173, 184, 192, 286, 337, 338) ist die Verwendung von speziesspezifischem
IL-2 und GM-CSE

Die Verwendung des humanen I1.-2 fiihrt - dies konnte im Rahmen des immunologi-
schen Monitorings der schon beendeten Studien nachgewiesen werden - nach einigen
Tagen dazu, dass die Katzen neutralisierende Antikérper gegen das fremde Protein bil-
den (225). Solche Antikérper konnen unter Umstinden den therapeutischen Nutzen der
Proteine blockieren und sich auflerdem theoretisch gegen das entsprechende endogene
Protein des Tierpatienten richten und so den Krankheitsverlauf noch verschitrfen (4).
Die in bislang durchgefiihrten Studien behandelten Katzen zeigten klinisch keinerlei
Hinweise auf eine Neutralisierung des katzeneigenen I11.-2, was sich in einer allgemeinen
Immunsuppression der Katzen hitte dulern missen. Aufgrund der geringen
Patientenzahl dieser Studien, kann jedoch weder das Risiko der Entwicklung neutralisie-
render Antikérper noch deren klinische Relevanz mit letzter Sicherheit abgeschitzt wer-
den. Auch fehlen noch Daten beziiglich Kreuzreaktion und Neutralisierung des fell.-2
durch die anti-hulL.-2 Antikorper (225).

Der Einsatz von felinen Zytokin-Genen ist in diesem Fall von Vorteil, da das Problem
der Antikérperbildung nicht auftritt. Die eingebrachten Gensequenzen werden von
Zellen der Katze in die entsprechende Aminosiurensequenz iibersetzt und dieses
Protein anschlieBend posttranslational modifiziert, so dass keine Abweichungen in der
Faltung zu erwarten sind.

Wenn eine Antikérperbildung ausbleibt, spricht auch nichts gegen einen mehrmaligen

gentherapeutischen Finsatz der gleichen Zytokin-Gene.

Beziiglich der Verwendung rekombinanter speziesspezifischer Zytokine in vivo, ist bei
dieser Applikationsform im Gegensatz zum Gentransfer sehr wohl eine
Antikérperproduktion méglich. Die hier zu beobachtende Antigenitit beruht jedoch auf

der Sekundirstruktur der Proteine (siche auch Kap. IV 7).
Die speziesspezifische Aktivitit von Zytokinen ist neben der Antikérperbildung ein

weiterer zu berticksichtigender Punkt. IFNY, welches als strikt speziesspezifisch gilt

(119, 276), wurde aus diesem Grund in den vorausgegangenen Studien nie als humanes

124



Diskussion

sondern immer nur als felines Gen eingesetzt (192, 286, 337, 338).

Das entsprechende humane Protein muss nicht unbedingt die vollstindige
Wirkungsweise des felinen Zytokins widerspiegeln. Cozzi e/ al. kénnen zeigen, dass der
biologische Effekt von rhull.-2 auf feline PBMCs geringer ausfillt als der von rfell.-2
in gleicher Dosierung (60).

Auch bei GM-CSF wird die Speziesspezifitit diskutiert. Wihrend Metcalf e a/ eine
strikt speziesspezifische Wirkung vermuten (214), kénnen andere Autoren eine biologi-
sche Wirkung von rhuGM-CSF auf feline Zellen zeigen (4, 80). Allerdings zeigt
rhuGM-CSF nur einen limitierten Effekt auf feline Knochenmark-Progenitorzellen
in vitro (80). An FIV- und SPF-Katzen verabreicht, erreichen Arai ef al. ebenfalls nur
cinen sehr moderaten Effekt (4) (siche Kap. 11 4.2). Sowohl in der vorliegenden Arbeit,
als auch in einer weiteren Arbeit (80), kann gezeigt werden, dass feGM-CSF auf huma-
nen TF-1 Zellen biologische Aktivitit besitzt. Vergleicht man jedoch die Standardkurve
von rhuGM-CSF mit der von rfeGM-CSF fillt die Absorption beim rfeGM-CSF trotz
der ca. 5-fachen eingesetzten Menge deutlich geringer aus (siche Abb. 23a und 23b in
Kap. I1I B 2.2).

Ein weiterer wichtiger Grund fiir den Einsatz feliner Zytokin-Gene in der Katze ist die
Ubertragbarkeit auf den Menschen, da bei der Tumor-Gentherapie des Menschen auch

speziesspezifische humane Zytokin-Gene eingesetzt werden.

3 Tumormodell

Das Fibrosarkom der Katze ist ein lokal hoch aggressiver Tumor mit geringem meta-
statischem Potential, so dass das Rezidiv die klinisch signifikante Hiirde darstellt, welche
zu Gberwinden ist. Sowohl das spontane Auftreten, beeinflusst von den gleichen umwelt-
bedingten Carcinogenesefaktoren, die biologischen Parameter als auch die Ausfiihrung
der Behandlungsmodalititen unter dhnlichen Klinikkonditionen eflauben eine Ubertra-
gung der Ergebnisse von der Katze auf den Menschen; besser als dies von der Maus
oder anderen experimentellen Systemen moglich wire. Auch lassen sich
Haustiertumoren in Bezug auf GroBe und Zellkinetik besser mit humanen Tumoren

vergleichen als Nagertumormodelle (325).

Das feline Fibrosarkom stellt ein relevantes Modell fiir die therapeutische

125



Diskussion

Vorgehensweise beim humanen STS (sof? tissue sarcoma) dar, da beide Tumoren in dhn-
licher Art und Weise auf konventionelle Chemotherapie, Bestrahlung oder Chirurgie
reagieren (199, 211, 325). Sowohl beim STS als auch bei anderen soliden Tumoren mit
Rezidivproblematik wire der FEinsatz ecines mit Genvektoren beschichteten
Kollagenschwamms denkbar. So kénnte diese Art der Gentherapie auch beim
Prostatakarzinom, Mammakarzinom oder Ovarialkarzinom des Menschen zur
Verhinderung eines lokalen Rezidivs beitragen.

Das feline Fibrosarkom wird bereits in einigen experimentellen und klinischen Studien

fir die Evaluierung von Tumor-Gentherapien genutzt (siche Kap. II 1 und II 2.1).

Nachteile des Haustiertumormodells "felines Fibrosarkom" sind allerdings trotz des
Fortschritts molekularer Techniken immer noch die teilweise fehlenden speziesspezifi-
schen "Werkzeuge" fiir weitergehende Untersuchungen, Diagnostik und therapeutischen
Gebrauch: wie z. B. ELISAs, Antikérper oder auch rekombinante Proteine. Mit der
Klonierung der drei felinen Zytokin-Gene in dieser Arbeit ist ein zusitzlicher Schritt in
diese Richtung getan, weitere Arbeiten werden dazu beitragen, die Proteine zu charakte-
risieren, poly- und monoklonale Antikdrper herzustellen und daraus wiederum ELISAs
zu ctablieren (siche auch 165), die ein verfeinertes immunologisches Monitoring der
Gentherapiestudien erméglichen wiirden (siche auch Kap. IV 1).

Neben den Ergebnissen, welche die Studie fiir die Humanmedizin liefert, ist dieser gen-
therapeutische Ansatz natiirlich auch von grofier Bedeutung fiir die Tiermedizin eine

erfolgversprechende Behandlungméglichkeit fiir das feline Fibrosarkom zu finden.

4 Nonviraler Gentransfer mit Kollagenschwamm

Neben der Verwendung speziesspezifischer Zytokin-Gene ist ein weiterer Vorteil
gegentiber den bisherigen Studien die Applikationsart der Gene. Der Kollagenschwamm
als Trigermaterial von Genvektoren besitzt, verglichen mit den in vorausgegangenen
Studien angewandten adenoviralen Vektoren (192, 286, 337, 338), cine groBere
Praxisrelevanz und garantiert ecine einfachere Handhabung des Gentransfers: Der
Schwamm wird zntra operationem nach der Tumorexstirpation ins Tumorbett eingelegt.
Diese Applikation wiirde die Anwendung durch jeden praktischen Tierarzt erméglichen.
Auch fiir die Katze ist diese Methode schonender, da die Injektionen in den Tumor und

ins Operationsgebiet entfallen. Auch eine mdgliche Verschleppung der Tumorzellen
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durch eine intratumorale Injektion wird verhindert. Und gerade im Hinblick auf die
Atiopathogenese des felinen Fibrosarkoms sollten Injektionen wohliiberlegt eingesetzt
werden. Auch unter dem Aspekt, dass es sich bei den betroffenen Katzen um Tiere mit
einer Pridisposition handeln kénnte, die auf Injektionen erneut mit einer chronischen
Entziindung und nachfolgend mit einem Fibrosarkom reagieren kénnten (siche auch
Kap. IV 4.1).

Der nonvirale Gentransfer hat gegentiber der adenoviralen Gentherapie weitere grofie
Vorteile: Durch den Einsatz von rekombinanten viralen Vektoren kommt es in den
Katzen zur Bildung von anti-adenoviralen Antikérpern, die méglicherweise den thera-
peutischen Effekt limitieren kénnen (225). Dartiber hinaus bedeutet die Verwendung
viraler Vektoren einen gréfleren organisatorischen Aufwand - nach dem
Gentechnikgesetz ist ein S2-Labor zur Lagerung und ein S1-Raum zur Anwendung

nétig - dies entfillt bei der geplanten Studie.

Nachteile des nonviralen Gentransfers mittels Kollagenschwamm sind sicherlich die

geringere Effektivitit des Gentransfers verglichen mit der adenoviralen Gentherapie.

4.1 Eingesetzter Kollagenschwamm

Aufgrund vorangegangener Arbeiten in denen der Kollagenschwamm in experimentel-
len Tiermodellen eine gute Biokompatibilitit zeigt (283, 287, 333), kommt er auch in
dieser Studie zum Einsatz. Durch die lockere Struktur und das Einsprossen der Zellen
entlang der Kollagenfasern ins Innere des Schwamms stellt er sich als geeignet heraus
(283).

Das histologische Bild des Kollagenschwamms in Maus und Ratte zeigt eine gering-
gradige Entziindungsreaktion (283, 287). Trotz der beschricbenen sehr guten
Biokompatibilitit des Kollagens finden sich mehrkernige Fremdkérper-Riesenzellen,
welche auf eine konsekutive Entziindung aufgrund eines Fremdkérperreizes durch den
Kollagenschwamm hinweisen (283). Dies bewirkt einerseits eine verstirkte
Immunantwort, welche zusammen mit der Entziindung sogar von Vorteil fiir eine gute
Genexpression sein kann (283). Andererseits sollte man die Atiologie und Pathogenese
des felinen Fibrosarkoms nicht auBler Acht lassen, da hier eine granulomatése
Entziindung in Kombination mit anderen Faktoren als primirer Ausloser dieser

Malignitit gilt (167) (siche auch Kap. IV 4.2).
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4.2 Schwammbeschichtung

Plasmidherstellung

Die Herstellung der Plasmid-DNA in den benétigten Mengen tbernimmt die Firma
Plasmid Factory, Biclefeld. Es soll sichergestellt werden, dass eine einzige Charge in den
Katzen zum Finsatz kommt. Bei mehreren Plasmidpriparationen hitten Varianzen der
cinzelnen Chargen auftreten kénnen. Zudem wird die DNA unter standardisierten,
internationalen Methoden, mit standardisierten Produktionsabliufen hergestellt. Da mit
synthetischen Medien gearbeitet wird, kommte es zu einem hdheren Aufreinigungsgrad
und zu einer geringeren Kontamination, wie z. B. mit Lipopolysacchariden, bakterieller
genomischer DNA oder auch Proteinen. Diese konnten nidmlich unter Umstinden in
der Katze zu Entziindungen fithren, was wiederum aufgrund der Atiopathogenese des
felinen Fibrosarkoms bedenklich wire. Auch wird die strukturelle Homogenitit sicher-
gestellt, d. h. nur das zirkulire, spiralisierte Monomer des Plasmids ist in der Priparation
vorhanden. Bei einer linearen Form des Plasmids wire eventuell eine Integration ins

Genom moglich.

PEI-PROCOP

In einer vorausgegangenen Arbeit wird reportergentragende pDNA sowohl alleine, in
Kombination mit PEI als auch in Kombination mit PEI und PROPCOPs auf
Kollagenschwimmen z vitro und in vivo getestet (283). Dabei stellt sich der Gentransfer
mit einer pDNA-PEI-PROCOP-Kombination auf dem Kollagenschwamm als am
effektivsten heraus, weshalb sowohl die Methoden der Komplexherstellung als auch der

Schwammbestiickung analog durchgefithrt werden.

Schwammbeschichtung

Bei der Schwammbeschichtung finden alle Arbeitsschritte unter der Sterilbank statt,
d. h. sobald der Kollagenschwamm aus der sterilen Originalverpackung entnommen ist,
muss durch sorgfiltiges Arbeiten die Sterilitit des beschichteten Kollagenschwamms
absolut gewahrt werden. Die Petrischale, in welcher der Schwamm verwahrt wird, wird
moglichst luftdicht abgeschlossen. Auch die Luft, die zur Aufhebung des Vakuums in
den Lyophilisator gelangt wird tiber einen virendichten Filter zugefiihrt. Ein nicht steri-
ler Schwamm kann unter Umstinden nach Applikation in die Katze zu
Entziindungstreaktionen fithren. Bei der folgenden Phase I1-Studie miissen diese Schritte

der Schwammbeschichtung medizintechnisch optimiert werden um eine 100%ige
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Sterilitdt zu garantieren.

Die Zytokin-Gen-Dosis auf dem Schwamm wird fiir die geplante Phase I-Studie aus
vorausgegangenen Studien abgeleitet (283, 333) und so angesetzt, dass zunichst bei der
ersten Dosis keine Nebenwirkungen zu erwarten sind (vgl. auch 165).

Sollten jedoch, wider Erwarten, Nebenwirkungen aufgrund zu hohen lokalen Zytokin-
Gentransfers mit so genanntem dose dumping, d. h. Diffusion der rekombinanten Proteine
vom Ort des Gentransfers in den Blutstrom (24), auftreten, kann der Kollagenschwamm
jederzeit chirurgisch entfernt werden (241). Auch bei lokalen iberschieSenden
Entztindungsreaktionen wire dies méglich.

Das Auftreten von Nebenwirkungen durch Zytokin-DNA-Abschwemmung kann auf-
grund der hohen Effizienz des DNA-Katabolismus im Blut als auch durch die niedrige

Transfektionseffizienz in anderen Geweben fast ausgeschlossen werden (24).

5 Plasmid

Das Plasmid p55pCMV _ivs_luc+ wurde bereits bei experimentellen gentherapeutischen
Einsitzen, sowohl in der Zellkultur, als auch iz vivo bei den Versuchstieren Maus und
Ratte verwendet (283, 333). Auch in klinischen Gentherapiestudien wird das Plasmid,
huGM-CSF enthaltend, bei Katzen eingesetzt (284) (siche Kap. II 1).

Der Promoter des Plasmids, hCMV (Promotor aus dem Genom des humanen
Cytomegalievirus) ist ein starker viraler Promotor (264, 267). Als konstitutiver
Promotor, d. h. als Promotor, welcher in fast jedem Gewebe zu hoher Genexpression
fithrt, soll hCMV als Standardgentherapie-Vektor eine gute Wahl fiir den Einsatz in der
Tumor-Gentherapie sein (269). Er erreicht hohe Expressionslevel 7z vivo, wobei diese
jedoch nur transient sind (264, 267). Dafiir verantwortlich ist vielleicht die
Abschwichung der Promotoraktivitit, speziell im inflaimmatorischen Milieu, so auch in
der Tumorumgebung (264). Es ist bekannt, dass Zytokin-mediierte Signale Einfluss auf
die Promotoraktivitit haben kénnen (252, 264). So hat IFNY einen negativen regulato-
rischen Effekt auf virale Promotor (129, 252, 264). Da IFNY durch Inhibition auf
mRNA-Level in verschiedensten Zelllinien die CMV-Promotor abhingige Transgen-
expression hemmt, ist dieser Promotor vielleicht nicht die optimale Wahl fiir einen
Zytokin-Gentransfer (129, 252).
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Im Fall des Zytokin-Gen-beladenen Kollagenschwamms konnte also die primire
Interferonexpression durch Inhibition des hCMV Promotors zu einer niedrigeren
sekundiren Expression sowohl der anderen beiden Zytokine als auch des Interferons
selbst fihren.

Allerdings werden diese Ergebnisse auch kontrovers diskutiert und es ist sicher, dass die
Aktivitdt eines Promotors stark von verschiedensten Faktoren abhingig ist, wie z. B.
vom transfizierten Zelltyp, vom Zytokin-Milieu, etc. (264). Sollte sich 7z wvitro in
Versuchen mit dem beladenen Kollagenschwamm herausstellen, dass IFNy die
Expression der Zytokine hemmt, kénnte als Alternative die Verwendung eines Sauger
Promotors, wie z. B. dem fir das MHC I-Gen (129) oder des zelluliren Promotors

3-Actin (252) angedacht werden.

Das backbone des Plasmids enthilt, wie andere Standardplasmide auch, unmethylierte
CpG Motive (wie in mikrobieller und viraler DNA), welche im Sinne einer
Lymphozytenaktivierung immunstimulierend wirken kénnen (21, 24, 1706). Dies stellt
jedoch fiir die Wirksamkeit der Therapie kaum einen Nachteil dar.

Bei einer Studie am murinen B16F10-Melanom Tiermodell konnte sowohl durch einen
mit dem Kontrollplasmid p55pCMV_ivs als auch durch einen, mit den die Transgene
mull-2 und muGM-CSF tragenden Plasmiden beladenen, Kollagenschwamm eine
Immunstimulierung nachgewiesen werden. Ein Unterschied zwischen Therapiegruppe
und Kontrollgruppe mit Leervektor konnte fiir die Parameter Wachstumsgeschwindig-
keit des Tumors sowie Uberlebenszeit der Miuse nicht festgestellt werden. Mit unbe-
schichtetem Schwamm behandelte Mause zeigten keinen Unterschied zu unbehandelten
Miusen der Kontrollgruppe, d. h. der unbeschichtete Schwamm bewirkte keine
Immunstimulation, wohingegen der mit dem Leervektor beschichtete Schwamm die
gleiche immunstimulierende Wirkung in den Miusen hatte, wie der mit den Zytokin-
Gen-tragenden Vektoren (333).

Kontrollgruppen, in denen die Katzen nur den Leervektor p55pCMV _ivs oder einen
unbeschichteten Schwamm erhalten, waren aus ethischen Griinden bei der durchge-
fihrten Studie nicht geplant (vgl. auch 165). Eine durch die Gentherapie der drei
Zytokin-Gene erreichte Immunstimulation kann also diesen nicht klar zugeordnet wer-
den, sondern kénnte auch durch die CpG Motive des Plasmids bedingt sein.

Ahnlich verhilt es sich mit Jourdier e a/"s Gentherapiestudie des felinen Fibrosarkoms
(157) (sieche Kap. IV 1 und 2.1). Diese Arbeitsgruppe verwendet Kanariepocken- bzw.

Vacciniaviren als Vektor fir Interleukin 2 und erreicht mit dieser Immuntherapie eine
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Senkung der Rezidivrate. Leider fehlt der Vergleich mit einer Kontrollgruppe, in welcher
die Katzen nur die viralen Vektoren, ohne das therapeutische Gen IL-2, erhalten. Dies
wire von Bedeutung, da Pockenviren dafiir bekannt sind, das unspezifische
Immunsystem zu stimulieren (206) und in dieser Studie folglich der immunstimulieren-
de Effekt nicht eindeutig der Zytokin-Gentherapie zugeordnet werden kann. Aufgrund
der paraspezifischen Aktivitit der Pockenviren kénnte die erreichte Senkung der
Rezidivrate auch allein auf der Verwendung der viralen Vektoren beruhen, die eine
Induktion von IFNa, I1.-2 und I1.-12 bewirken sowie Kolonie-stimulierende Aktivitit

besitzen und so die Phagozytoserate und die NK-Zellaktivitit steigern kénnen (329).

6 PCR und Sequenzierung

Die in den drei PCRs amplifizierten DNA-Banden zeigen verglichen mit einem
Lingenstandard die richtige, der jeweiligen Zytokin-DNA entsprechende GréBe. Jedoch
hitten auch andere DNA-Stiicke amplifiziert werden kénnen. Die Probleme bei der
Amplifikation von feGM-CSF konnten in der vorliegenden Arbeit durch einen neuen
reverse-Primer gelést werden. Auch Dunham und Bruce haben Probleme feGM-CSF als
einzelne vollstindige Sequenz zu klonieren. Sie amplifizieren schlieBlich zwei sich tber-
lappende Fragmente mit vier Primern. Der anschliefend zusammengesetzten Sequenz

fehlen jeoch die ersten neun Nukleotide (80).

Nach Klonierung der PCR-Produkte in den Vektor werden die Plasmide der transfor-
mierten Bakterien mittels analytischer Spaltung genauer untersucht. Durch
Restriktionsverdau mit verschiedenen Endonukleasen erhilt man unterschiedlich grofie
Fragmente. Entsprechen diese in der Gelelektrophorese in ihrer Anzahl und GréBe den
zuvor errechneten Bruchstiicken, so werden diese Plasmide als positiv angesehen. Eine
Verifizierung der in der PCR amplifizierten DNA erfolgt letztendlich durch die

Sequenzierung der Plasmid-znserss positiver Klone.
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6.1 Sequenzergebnis fell.-2

Felines 1L.-2 ist 465 bp lang und kodiert fiir 154 Aminosiuren. Davon stellen 134 AS das
reife Protein nach Abspaltung der Signalsequenz (20 AS) dar. Die vier Cysteinreste
(Positionen 9, 78, 126 und 1406) sind bei allen Spezies konserviert, wobei sich der erste
in der Signalsequenz befindet. Die anderen drei sind wahrscheinlich mafB3geblich an der
aktiven Konformation des Proteins beteiligt; die Cysteinreste an den Positionen 78 und
126 bilden eine Disulfidbriicke (59, 78). Eine potentielle N-Glycosylierungsstelle weil3t
nicht nur das fell.-2 auf (Position 111), sondern auch das bovine, equine, caprine, ovine
und canine IL-2, nicht jedoch das murine und humane (59, 78).

Die Sequenzergebnisse des in der vorliegenden Arbeit klonierten fell.-2, sowie des von
Cozzi et al. (1.19402) verétfentlichten (59, 111) stimmen weitestgehend tiberein. Der ein-
zige Basenunterschied in den klonierten Nukleotidsequenzen fihrt auch zu einem
Unterschied in der Aminosiurensequenz: Glutamin oder Arginin (siche Abb. 6 und
Abb. 7 in Kap. ITI B 1.1).

Diese unterschiedliche Base konnte entweder auf eine fehlerhafte Aktivitit der DNA-
Polymerase wihrend der PCR zurlickzuftihren sein oder auf ecine neu entstandene
Mutation am Plasmid in den transformierten Bakterien. Auch ein Sequenzierfehler
kommt in Frage, ist aber aufgrund der doppelten sowohl in sexse- als auch in antisense-
Richtung durchgefiihrten Sequenzreaktion fast auszuschlieen. Es kénnte sich auch um
einen Nukleotidpolymorphismus handeln. Bei anderen Spezies steht an dieser Stelle, wie
bei Sequenz 1.19402 ein Adenin (111), und nicht wie bei der in dieser Arbeit klonierten
Sequenz ein Guanin. Im Vergleich der Aminosiurensequenzen der unterschiedlichen
Spezies ist allerdings auch zu erkennen, dass diese Region nicht sehr stark konserviert
ist.

Um einen Polymorphismus auszuschliefen oder zu beweisen sollte die Klonierung an
verschiedenen Katzenrassen wiederholt werden. Eventuell besteht auch eine

Abhingigkeit vom Geschlecht der Katzen.

6.2 Sequenzergebnis feGM-CSF
Die cDNA von felinem GM-CSF ist 435 Basenpaare lang und kodiert fiir ein reifes

Protein von 127 Aminosiuren, sowie flr ein Signalpeptid von 17 Aminosiduren (80).

Von fiinf vorhandenen Cysteinresten sind vier (Positionen 71, 105, 113 und 138) an der
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Bildung von zwei intramolekularen Disulfidbriicken beteiligt, die auch bei anderen
Spezies konserviert sind (80). Sie bilden eine stabilisierende dhnliche Sekundirstruktur
(240). Der funfte Cysteinrest ist in der Signalsequenz lokalisiert (Position 14). Das
GM-CSF der Katze besitzt drei potentielle N-Glycosylierungsstellen (Positionen 44, 45
und 54) (80).

Die veréffentlichten vier feGM-CSF Sequenzen zeigen auf Nukleotidlevel einige unter-
schiedliche Basen, welche sich auch auf die Aminosdurensequenzen auswirken (siche
Abb. 10 und Abb. 11 in Kap. I1I B 1.2). Aufgrund der Anzahl der Sequenzunterschiede
koénnen Pehler der DNA-Polymerase, welche mit eine Fehlerrate von weniger als 108
pro Basenpaar eine hohe Genauigkeit aufweist, und auch Mutationen im Bakterium fast
ausgeschlossen werden. Da die in dieser Arbeit ermittelte Sequenz doppelt analysiert
wurde und Dunham und Bruce multiple Klone verschiedener PCR-Reaktionen sequen-
ziert haben (80), handelt es sich sehr wahrscheinlich um Nukleotidpolymorphismen.
Dies ist nicht weiter ungewdhnlich, da vergleichbare Polymorphismen auch bei der
Sequenzierung von unabhinig isolierten G-CSF Sequenzen auftreten (79, 80, 344).

Um das Ergebnis der Sequenzanalysen zu verifizieren, kénnten weitere feGM-CSF-

Klone sequenziert werden.

6.3 Sequenzergebnis felFNy

Felines IFNY ist 504 bp lang und kodiert fiir ein Protein von 167 Aminosiuren Linge.
Bei den ersten 23 AS handelt es sich um die Signalsequenz, welche vom reifen 167 AS
langen reifen Protein abgespalten wird. Das Protein besitzt drei Cysteinreste
(Positionen 13, 17 und 23), welche sich alle innerhalb der Signalsequenz befinden. Eine
der drei moglichen N-Glycosylierungsstellen ist im Signalpeptid lokalisiert (Positionen 2,
39 und 97) (5, 62, 279).

Die von Sequi-Serve ermittelte Sequenz fiir das in dieser Arbeit klonierte felFNY stimmt
mit den bereits in der GenBank (D30619 und X86972) verbtfentlichten identischen
Sequenzen (5, 111, 279) weitestgehend iberein (siche Kap. 111 B 1.3). Die drei Basen-
unterschiede in der Nukleotidsequenz wirken sich jedoch nicht auf die
Aminosdurensequenz aus. Auch in diesem Fall kommt sowohl ein Fehler der DNA-
Polymerase, ecine Mutation in den Bakterien, ein Sequenzierfehler oder ein
Nukleotidpolymorphismus in Frage (siche auch Kap. IV 6.1 und 6.2). Sehr wahrschein-

lich ist auch hier von einem Nukleotidpolymorphismus auszugehen.
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7 Expressionssystem

Im Hinblick auf die Zielsetzung der Arbeit, die biologische Aktivitit der entstandenen
Proteine nachzuweisen, wird mit den COS-7 Zellen ein cukaryotisches
Expressionssystem gewihlt. Alternativen wiren neben Sdugerzellen auch Bakterien,

Hefen, Pflanzenzellen oder Insektenzellen.

Probleme, die bei der Expression von Proteinen in E. coli auftreten kénnen, sind vor
allem die fehlenden posttranslationalen Modifikationen, wie Glykosylierung, aber auch
die richtige Faltung. Besonders bei IFNY musste das prokaryotische System fihig sein,
die erzeugten Monomere zu den gewiinschten Homodimeren zusammenzulagern.
Sowohl fir felFNY als auch fiir viele andere Zytokine ist jedoch bekannt, dass auch pro-
karyotische Systeme biologisch aktive Proteine synthetisieren kénnen (6, 60, 256, 257,
265).

Neben der biologischen Aktivitdt kann der Grad der Glycosylierung auch Antigenitit,
Toxizitit und Pharmakokinetik (z. B. die Halbwertszeit 7z vivo) des Proteins beeinflussen
(6, 8). Deshalb sollte bei genauerer Proteincharakterisierung oder dem Einsatz der
rekombinanten Proteine iz vivo die glykosylierte Form der Proteine bevorzugt werden.
Bei der Verwendung der nicht-glykosylierten Form iz vivo kann es zur Antikérperbildung

kommen (121).

8 Biologische Wirksamkeit

Immunologische Assays, wie z. B. der ELISA, benétigen zytokinspezifische Antikrper
und sind fir viele Zytokine kommerziell erhiltlich. Sie messen allerdings auch biologisch
inaktive Zytokine oder Fragmente dieser Faktoren, d. h. sie erlauben keinen Riickschluss
auf die biologische Aktivitit des Zytokins (335). Zum Nachweis der von den COS-7
Zellen exprimierten Zytokin-Proteine wird jeweils ein Bioassay verwendet, da dieser im
Gegensatz zum ELISA die biologisch aktiven Formen und damit klinisch relevante
Wirkungen des Proteins messen kann (65). Fin ELISA zur Konzentrationsbestimmung

ist dartiber hinaus derzeit fiir keines der drei Zytokine kommerziell erhiltlich.
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8.1 Proliferationstest fell.-2

Hs gibt zwei verschiedene Methoden die biologische Aktivitit von IL-2 zu prifen.
Sowohl in mit ConA stimulierten Lymphozytenkulturen als auch in IL-2 abhingigen T-
Zelllinien wird in Assays die proliferative Wirkung des IL-2 nachgewiesen (110). Beide
Proliferationsassays sind sowohl fiir Maus und Mensch als auch fiir die Katze etabliert
(59, 65).

Cozzi et al. erbringen den Nachweis der biologischen Aktivitit, indem sie einen
Proliferationstest mit peripheren Blutleukozyten durchfihren. Zu diesen mit ConA vor-
stimulierten Zellen wird fell.-2 bzw. der Uberstand der mit fell.-2 transfizierten COS-7
Zellen gegeben und die Zellproliferation mittels "H-Thymidin Inkorporation gemessen
(60). Diese friher mittels radioaktiver Methoden ausgewerteten Tests werden heute
mittels MTT-, XTT- oder WST-Coloriemetrie-Assay beurteilt.

In der vorliegenden Arbeit wird die biologische Wirksamkeit des fell.-2 in einem
Proliferationsassay mit der 11.-2 abhingigen zytotoxischen T-Zelllinie CTLL-2 unter-
sucht, wobei gezeigt werden kann, dass das klonierte fell.-2 die Proliferation dieser
Zelllinie hervorruft und damit biologisch aktiv ist.

Da CTLL-2 Zellen sowohl IL.-2 als auch I1.-4 abhingig sind, verwenden Cozzi ¢ al. spe-
zifische Antikérper um die 11.-4 Aktivitdt zu blockieren (59). Auf dies wird in der vor-
liegenden Arbeit verzichtet, da im Uberstand der COS-7 Zellen kein anderes Zytokin,
als das vom Plasmid kodierte fell.-2 zu erwarten ist. Bei der Messung von 1L-2 Aktivitit
im Serum hitte dies berticksichtigt werden mussen. Ebenso wire ein Ansatz ndtig gewe-
sen, in dem sowohl die II.-2 als auch die I1T.-4 Aktivitit mit Antikbrpern zu blockieren
ist um die Aktivitdt unentdeckter Zytokine auszuschlieSen.

In der vorliegenden Arbeit wird nach der Feststellung der biologischen Aktivitit auf eine
Bestimmung der Laboreinheiten verzichtet, da die exprimierten Proteine nicht aufgerei-
nigt vorliegen, sondern sich nur im Uberstand der transfizierten COS-7 Zellen befinden.
Hine quantitative Auswertung wire rein theoretisch anhand einer extrapolierten
Standardkurve moglich, ist jedoch fiir die vorliegende Fragestellung nicht n6tig, Dartiber
hinaus hitte ein Vergleich mit hull.-2 stattfinden mussen, da rfell.-2 derzeit nicht

kommerziell erhaltlich ist.
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8.2 Proliferationstest feGM-CSF

Hs gibt verschiedene Bioassays um die biologische Aktivitit von GM-CSF nachzuwei-
sen: Eine Moglichkeit ist, die Wirkung auf himatopoetische Progenitorzellen
auszunutzen: Diese Zellen, z. B. aus dem Knochenmark, proliferieren und differenzie-
ren sich unter dem Einfuss von GM-CSF zu Kolonien mit spezifischer Morphologie
(bone-marrow colony-forming assays). Mit einem Mikroskop ist es moglich diese zu
charakterisieren und auszuzihlen (55, 80).

Hine weitere Methode, die auch in dieser Arbeit zur Anwendung kommt, ist der
Proliferationstest: Die GM-CSF abhingige Zelllinie proliferiert nur in Anwesenheit von
GM-CSE Der Proliferationstest mit TF-1 Zellen ist fiir den Mensch etabliert und wird
auch bereits bei der Katze angewandt (55, 80).

Das in dieser Arbeit klonierte feline GM-CSF zeigt als Protein in diesem Test biologi-
sche Aktivitat. Es kann daher, trotz der beschriebenen Unterschiede in der Nukleotid-
bzw. Aminosiurensequenz, von einer korrekten Faltung des Proteins und einer
erfolgreichen Interaktion mit dem entsprechenden Rezeptor ausgegangen werden.

Auf eine Blockierung der GM-CSF Wirkung durch anti-feGM-CSF Antikorper als
Negativkontrolle wird ebenfalls aus schon beschriebenen Griinden verzichtet (siche
Kap. IV 8.1).

Mit Hilfe von rekombinantem feGM-CSF kann eine dosisabhingige Kurve erstellt wer-
den und so die proportionale Aktivitit des Zytokins fir eine qualitative Beurteilung
bestimmt werden. Die Beurteilung der biologischen Aktivitit des im Zellkulturiberstand
der COS-7 Zellen vorliegenden feGM-CSF erfolgt in dieser Arbeit nur qualitativ, da das
exprimierte Protein nicht aufgereinigt vorliegt.

Auffillig ist, dass rekombinantes feGM-CSF in etwa der 5-fachen Menge -verglichen mit
rhuGM-CSF - eingesetzt werden muss um eine dhnlich starke Proliferation zu erreichen
(siche auch Kap. III B 2.2).

Beim Vorversuch wird der optimale Messzeitpunkt nach 6 h ermittelt, im Hauptversuch
ist jedoch die Messung nach 2 h zu bevorzugen. Nach 2 h haben die lebenden Zellen
noch nicht so viel Substrat des XTT-Tests umgesetzt, weshalb der Anstieg der
Standardkurven besser zu schen ist. Bei einer spiteren Messung nach 6 h ist bereits so
viel Substrat umgesetzt, dass die Unterschiede zwischen den verschiedenen
Verdiinnungsstufen des GM-CSF kaum mehr zu erkennen sind, d. h. die Standardkurve
von huGM-CSF zeigt nach einem steilen Anstieg ein Plateau. Auch ist zu beobachten,
dass die Probenkurve bei hoher feGM-CSF Aktivitit nach unten abfillt und nicht auf
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dem erwarteten Plateau bleibt (siche Abb. 24 in Kap. III B 2.2). Ein solches Verhalten
wire zu erkliren, wenn in der Plateauphase wieder vermehrt TF-1 Zellen absterben;
vielleicht aufgrund der hohen Proteinkonzentrationen.

Um eine ansteigende Probenkurve zu erhalten, hitte der Zellkulturtiberstand stirker
verdiinnt oder weitere Modifikationen des Tests, z. B. eine Messung nach kiirzerer Zeit

vorgenommen werden miissen.

8.3 Bioassay feIFNy

8.3.1 Bioassay mit felinen Fibrosarkomzellen

Fuar feIFNY Protein sind verschiedene Methoden beschrieben um die biologische
Aktivitit nachzuweisen.

Zum einen der Nachweis der antiviralen Wirkkomponente. Beim VSV-Inhibitionstest
wird der zytopathische Effekt (CPE) den das Vesikulir-Stomatitis-Virus (VSV) auf
bestimmte Zelllinien hat durch feIFNY dosisabhingig reduziert, was auch wiederum
durch anti-feline IFNYy-Antikérper verhindert werden kann (6, 256). Wihrend eine
Quelle die feline Nierenzelllinie CRFK verwendet (2506), benutzen Argyle ef al. die feline
Embryonenzelllinie FEA fiir diesen Assay (6).

Antivirale Assays werden in dieser Arbeit aus verschiedenen Griinden nicht verwendet:
Zum einen weist der VSV-Inhibitionstest nur die antivirale Wirkkomponente des
Interferons nach, nicht die immunmodulatorische, zum anderen besitzt er eine geringere
Sensitivitit (288). Die von Argyle ef al. weiterhin erwihnten viralen Assays mit felinem
Herpesvirus (FHV) oder felinem Calicivirus (FCV) kommen aus den gleichen Grinden
sowie der schlechten Reproduzierbarkeit nicht in Frage (6).

Eine weitere Moglichkeit des Nachweises ist die Induktion des Fc-Rezeptors auf
Makrophagen, welche jedoch nicht standardisiert ist und weder fiir murines noch huma-

nes IFNY routinemifig verwendet wird (330).

Da die geplante gentherapeutische Anwendung die immunregulatorische
Wirkkomponente des Zytokins erfordert, wird versucht mittels Durchflusszytometrie
den Einfluss von felFNY in Bezug auf die MHC I- und MHC II-Expression darzustell-
len. Argyle et al. fithren einen MHC II-Induktionstest durch, welcher auf der immun-

modulatorischen, antiproliferativen Wirkung des Zytokins beruht. Sie benutzen die
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FelLV-positive Katzenzelllinie F422, auf welcher MHC II-Molekile auf der
Zelloberfliche induzierbar sind. Mittels Durchflusszytometrie kann gezeigt werden, dass
IFNY auf diesen Zellen die Expression von MHC 1I hochreguliert (6, 261).

Ebenfalls von einer Fluoreszenzanalyse berichtet Muller-Heidelberg, jedoch ohne
genauere Angaben: Eine Zellkultur von felinen transformierten Astrozyten (PG 4-
Zellen) wird mit einem Kulturtiberstand von Zellen inkubiert, die mit einem das rekom-
binante felFNY-Gen-tragenden Adenovirus infiziert worden sind. Die Exposition

gegeniiber felFNYy 16ste bei den PG4-Zellen eine starke MHC I-Induktion aus (225).

Bei MHC-Induktionsassays ist aufgrund der Speziesspezifitit von IFNYy die Wahl der
Zellen sehr wichtig. Zum einen muss es sich um Zellen der gleichen Spezies handeln,
zum anderen muss MHC auf diesen Zellen induzierbar sein (288). Der erste in dieser
Arbeit entwickelte Bioassay weist die Induktion der MHC I- und MHC II-Expression
auf felinen Fibrosarkomzellen nach, da diese Wirkung auch beim immuntherapeuti-
schen Einsatz in der Katze erwlnscht ist.

Da sich das Protein im Bioassay als biologisch aktiv erweist, kann daraus geschlossen
werden, dass es posttranslational modifiziert wurde, d. h. die Signalsequenz abgespalten
wurde und sich Homodimere geformt haben.

Eine Quantifizierung des Interferons in Laboreinheiten wird aus bereits beschriebenen
Griinden nicht vorgenommen. Der Nachweis erfolgt rein qualitativ. Eine Modifikation
des Protokolls hitte mit einer Blockade der IFNy-Wirkung durch anti-feline IFNy-
Antikorper durchgefiihrt werden kénnen. Darauf wird aus ebenfalls zuvor erliuterten

Griinden verzichtet (siche Kap. IV 8.1).

8.3.2 Bioassay mit felinen PBMCs

In einer weiteren durchflusszytometrischen Messung kann fiir IFNY keine immunmo-
dulierende Wirkung auf MHC I- und MHC II-Molekilexpression nachgewiesen wer-
den. Es werden feline periphere mononukleire Blutzellen (PBMC) verwendet. Walrand
et al. konnen fiir bovines IFNY sowohl eine MHC I- als auch eine MHC II-Expressions-
steigerung auf bovinen PBMCs zeigen (331).

Die unstimulierten felinen PBMCs zeigen hier bereits eine sehr hohe MHC I- und

MHC II-Expression, so dass nach IFNYy-Zusatz keine weitere Expressionssteigerung
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nachgewiesen werden kann. Dies liegt im Fall von MHC II wahrscheinlich an der - ver-
glichen mit dem Menschen - generell sehr hohen Expression auf felinen PBMCs (30,
149, 234, 262, 296).

Allerdings zeigen Versuche von Rimstad e 4/, dass feliner TNFa auf Katzen-PBMCs
eine dosisabhingige Steigerung von MHC II bewirkt. Eine Stimulation der MHC I-
Expression erreicht er mit feTNFo nicht (263).

Die in dieser Arbeit verwendeten felinen PBMCs stammen aus dem Blut einer Katze aus
der Chirurgischen Tierklinik. Diese Katze war zwar klinisch gesund, kénnte jedoch auf-
grund der Auseinandersetzung mit diversen Keimen in der Tierklinik bereits eine maxi-
male Immunstimulation aufgewiesen haben, weshalb vielleicht keine weitere
Hochregulation von MHC I und II mehr méglich war.

Rimstad ¢/ al. verwenden ebenfalls Blut von "vier verschiedenen normalen Spender-
Katzen", wobei er keine genaueren Angaben zur Herkunft der Katzen macht (263). Eine
Wiederholung dieser Messungen mit PBMCs aus dem Blut von SPF-Katzen kénnte

eventuell genauere Ergebnisse liefern.

9 Feline Fibrosarkomzellen

Hine universelle Strategie der immuntherapeutischen Tumorbekimpfung ist leider nicht
méglich. Immuntherapien mit der Zytokinkombination IL-2, IFNy und GM-CSF sind
in der Vergangenheit zwar bei einigen Tumoren effektiv, bei anderen Tumormodellen
aber auch weniger erfolgreich (20).

Da jeder Tumor anders entsteht, ist das Wissen, welcher exakte Mechanismus hinter
dem fumonr escape steckt, fiir die Entscheidung wichtig, welche Behandlungsstrategie ver-
folgt werden soll. Wenn die Verdnderungen in der Antigenprisentation strukturelle
Gene betreffen sind diese irreversibel. Sind jedoch regulatorische Prozesse betroffen,

konnten diese auf Zytokin-Behandlung sensitiv reagieren (272).

Deshalb ist es wichtig auch beim felinen Fibrosarkom noch genauere molekularbiologi-
sche Untersuchungen durchzuftihren. MHC II-Molekiile sind nur auf einigen Tumoren
nachweisbar (1). Die Fibrosarkomzellen, die in dieser Arbeit benutzt werden sind
MHC II-positiv. Interessant wire, ob alle Fibroarkome MHC II exprimieren, oder ob
auch MHC II-negative vorkommen. Ein weiterer Punkt ist die MHC I-Expression die-

ser Tumorzellen. Ist sie normal oder im Sinne eines zumour escape herunter reguliert? Oder
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zeigen die MHC-Molekiile einen abweichenden Aufbau? Sollte sich herausstellen, dass
auf Fibrosarkomzellen MHC vermindert exprimiert wird, wire der immuntherapeuti-
sche Ansatz mit IFNy optimal, da ja auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden
kann, dass IFNYy auf Zellen eines bestimmten Fibrosarkoms sowohl MHC I- als auch
MHC II-Expression induziert. Dann stellt sich jedoch die Frage: Ist diese MHC-
Induktion nur auf dieser Primédrkultur von Fibrosarkomzellen méglich, oder auf allen
Fibrosarkomzellen? So gibt es z. B. bei Melanomen fas+ und fas- Tumoren. Es eignen
sich allerdings nur die fas+ fiir eine Gentherapie mit fas-/igand um Apoptose der
Tumorzellen zu induzieren (15). Auch bei verschiedenen Zelllinien des Plattenepithel-
katzinoms werden Unterschiede in der IFNYy-induzierten MHC I- und MHC II-
HExpression beobachtet (9). Es wiirden sich fiir eine IFNy-Immuntherapie nur solche
Tumoren besonders eignen, auf welchen IFNYy diesen Effekt der MHC-Hochregulation

auch zu bewirken vermag,

Sollte es Fibrosarkome geben, auf denen IFNY keine Wirkung auf die MHC-Expression
hat, wire weiterhin interessant, ob bei diesen eine Immuntherapie mit IFNY total ver-
sagt, bzw. ob der klinische Erfolg (Rezidivfreiheit, mittlere Ubetlebenszeit) bei Katzen
mit Tumoren, auf denen MHC induzierbar ist, im immunologischen Monitoring mit

dieser Tatsache korreliert.

Das Ziel weiterer Untersuchungen wire, méglichst viele Fibrosarkome von erkrankten
Katzen nach der Operation aufzubereiten, als Primirkultur zu etablieren und analog zu
dieser Arbeit die MHC I- und MHC II-Expression mit und ohne Zugabe von feIFNY
durchflusszytometrisch zu messen.

Weitere wichtige Fragestellungen um das feline Fibrosarkom genauer zu charakterisie-
ren, wiren z. B. das Vorhandensein von tumorspezifischen Antigenen, Expression von

Jas oder fas-ligand oder auch die Sekretion immunsuppressiver Zytokine, etc.
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V ZUSAMMENFASSUNG

Klonieren der felinen Zytokin-Gene IL-2, GM-CSF und IFNY zum adjuvanten,

nonviralen gentherapeutischen Einsatz beim Fibrosarkom der Katze

Das feline Fibrosarkom ist ein maligner Bindegewebstumor, der mit einer Rezidivrate
von etwa 70 % auch nach radikaler Tumoroperation eine schr schlechte Prognose hat.
Verschiedene Gentherapieprotokolle wurden bereits adjuvant zur Tumorexstirpation
durchgefiihrt. Bei der folgenden Studie soll ein lokaler, nonviraler Gentransfer der feli-
nen Zytokin-Gene Interleukin 2, Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender
Faktor und Interferon Y stattfinden. Fur den gentherapeutischen Einsatz in der Katze
wird ein Kollagenschwamm als Trigermaterial mit der Plasmid-DNA in PEI-PEG-
Formulierung  beladen. Die immunmodulierenden  Zytokine sollen  die
Antigenprisentation verbessern, Effektorzellen des Immunsystems aktivieren und
Memory-Zellen gegen die spezifischen Tumorantigene generieren. Ziel ist das Abtéten
von Tumorzellen und die Bildung einer Antitumorimmunitit um ein lokales Rezidiv des
Fibrosarkoms zu verhindern oder die rezidivfreie Zeit und damit auch die Uberlebens-
zeit der Katzen zu verlingern. Der Einsatz dieses Gentherapeutikums erfolgt zunichst
in einer Phase I-Studie, in der die Vertriglichkeit gepriift werden soll. Diese

Immuntherapie soll adjuvant mit der chirurgischen Standardtherapie kombiniert werden.

Aus dem Blut klinisch gesunder Katzen wurden periphere mononukleire Blutzellen iso-
liert, angeziichtet und mit Concanavalin A stimuliert. AnschlieBend wurde aus den
Zellen die mRNA gewonnen und mit Hilfe reverser Transkriptase in cDNA umge-
schrieben. Diese diente als Matrize fiir die PCR, mit der die einzelnen Zytokin-
Sequenzen amplifziert wurden. Spezifische, von den bereits veroffentlichten Sequenzen
abgeleitete Primer fithrten Restriktionsschnittstellen in das amplifizierte Produkt ein.
Sowohl die PCR-Produkte als auch der Vektor wurden mit diesen Restriktionsenzymen
geschnitten. Nach Ligation der PCR-Produkte in das Expressionsplasmid
p55pCMV _ivs_luc+ und Transformation von DH 10 B-Bakterien wurden die zzserss der
als positiv befundenen Plasmide sequenziert.

Vor dem therapeutischen Einsatz der Zytokin-Gene wurde ihre biologische Aktivitit
iberprift. Die rekombinanten Proteine wurden in der Sdugerzelllinie COS-7 exprimiert.

In Proliferationsassays konnte die Bioaktivitit von fell.-2 und feGM-CSF demonstriert

141



Zusammenfassung

werden, wobei die Zelllinien CTLL-2 und TF-1 benutzt wurden, welche in ihrem
Wachstum vom entsprechenden Zytokin abhingig sind. Die biologische Aktivitit von
felFNy wurde durchflusszytometrisch mit MHC I- und MHC II-Induktionstests auf
felinen Fibrosarkomzellen nachgewiesen.

Nach Konjugation der Plasmid-DNA mit dem Polykation Polyethylenimin wurde dieser
Komplex mit protektiven Kopolymeren (Polyethylenglycol) umhiillt und unter sterilen
Bedingungen auf den Kollagenschwamm aufgebracht. Der Schwamm kann bis zur

Implantation ins Tumorbett steril gelagert werden.
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SUMMARY

Cloning of feline cytokines IL-2, GM-CSF, and IFNY for adjuvant nonviral gene-

therapy of feline fibrosarcoma

The feline fibrosarcoma is a spontaneous malignant soft tissue sarcoma. Due to the high
recurrence rate of approximatelly 70 % even after radical surgical excision the prognosis
is very poor. There have been carried out different gene-therapy protocolls adjuvant to
tumour excision, yet. In the following study a local, nonviral gene-transfer with the feline
cytokine-genes Interleukin 2, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor and
Interferon y is conducted. As local gene delivery system serves a collagen-sponge loaded
with a plasmid-DNA-PEI-PEG-formulation. The immunomodulating cytokines are
expected to improve the antigen presentation, to activate immune effector cells and to
generate memory cells against specific tumour-antigens. The goal is to enhance tumour
cell killing and anti cancer immune response to extend the tumour free survival time or
even to decrease the recurrence rate in fibrosarcoma bearing cats. First a phase I dose
escalation study is carried out using these vector-loaded collagen sponge. The adjuvant
immunotherapy is combined with the surgical standard treatment of the feline fibrosar-
coma.

Blood was collected from healthy cats. Feline peripheral mononuclear blood cells were
separated, cultured and stimulated 7z vitro by Concanavalin A. mRNA was isolated and
reverse transcribed in cDNA. The cDNA served as template for the PCR amplification.
Specific primers are based on already published sequences and introduced restriction
endonuclease sequences in the amplified product. PCR products and expression vector
were cut with these restriction enzymes. After ligation of PCR products and expression
vector p55pCMV_ivs_luct+ transformation in DH 10 B-bacteria was performed.
Further analysed inserts were sequenced.

Before therapeutic use the cytokines had to show biological activity. Recombinant
proteins are expressed in the mammalian cell line COS-7. The fell.-2 and feGM-CSF
bioactivity is demonstrated in proliferation assays, using the IL-2 and GM-CSF
dependent cell lines CTLL-2 and TF-1. The biological acitivty of feIFNY is measured by
FACS analysis. A MHC T and II induction assay was performed on feline fibrosarcoma
cells.

After plasmid DNA preparation with polykation polyethylenimine and protective
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copolymers (polyethylene glycol) the collagen sponge is loaded with these gene vectors
under sterile conditions. The vector loaded sponge is stored at 4 °C till implanted in the

tumour bed of fibrosarcoma bearing cats.
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Anhang

2 Proliferationstest feGM-CSF

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 7,38E-01 7,98E-01 8,25E-01 1,90E+00 1,86E+00 1,88E+00 1,85E+00 1,92E+00 1,98E+00 B,87E-01 B,48E-01 B.77E-01
B 8,66E-01 9,66E-01 9,68E-01 1,91E+00 1,BBE+00 1,93E+00 1,99E+00 1,95E+00 1,B2E+00 1.45E+00 1.44E+00 6,16E-01
c 9,26E-01 1,06E+00 1,18E+00 2,04E+00 2,01E+00 2,06E+00 2,13E+00 2,04E+00 2,07TE+00 1.66E+00 1.64E+00 6.19E-01
D 1.02E+00 1,16E+00 1,26E+00 2,06E+00 2,03E+00 2,02E+00 2 10E+00 2,02E+00 1,99E+00 1,78E+00 1,74E+00 6,10E-01
E 1.16E+00 1,35E+00 1.41E+00 2,07E+00 2,05E+00 2,02E+00 2,09E+00 2,12E+00 2,08E+00 1.92E+00 1,84E+00 5,73E-01
F 1,.28E+00 1.45E+00 1.56E+00 1,90E+00 1,96E+00 1,96E+00 1,94E+00 2,03E+00 1,96E+00 1.96E+00 1,84E+00 5,82E-01
G 1,51E+00 1,65E+00 1,77TE+00 1,8BE+00 1,B8E+00 1,92E+00 1,896E+00 1,97E+00 1,90E+00 2,12E+00 1.91E+00
H 146E+00 1,74E+00 1,78E+00 1,61E+00 1,64E+00 1,66E+00 1,76E+00 1,70E+00 1,69E+00 2,02E+00 1,86E+00

Anhang 2: Extinktionen Proliferationstest feGM-CSF

Die Extinktionen des mit einem XTT-Colorimetrie-Assay ausgewerteten  die Daten im angeschlossenen Computer analysiert. Die Werte in dieser Tabelle wurden

Prolifertationstests von feGM-CSF wurden bei 485 nm Wellenlinge mit einer

Referenzwellenlinge von 650 nm spektralphotometrisch im ELISA-reader gemessen und

nach 2 h gemessen.
Der Aufbau des Proliferationstests findet sich in Tab. 19 in Kap. III B 2.2, die Ergebnisse

in Abb. 21, Abb. 23a, 23b und Abb. 24 in Kap. IIT B 2.2
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