
 

RNA-Transfektion von dendritischen Zellen zur Induk tion 

von antigenspezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten  

 

 

    D I S S E R T A T I O N 

 

 

der Fakultät für Chemie und Pharmazie 

der Eberhard-Karls-Universität Tübingen  

 

zur Erlangung des Grades eines Doktors  

der Naturwissenschaften 

 

2005 

 

 

 

vorgelegt 

von 

Martin Rudolf Müller 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tag der mündlichen Prüfung: 20. April 2005 

Dekan:  Prof. Dr. S. Laufer 

1. Berichterstatter: Prof. Dr. H.-G. Rammensee 

2. Berichterstatter: PD Dr. P. Brossart 

 



Die vorgelegte Dissertationsschrift entstand aufbauend auf der von mir durchgeführten Dip-

lomarbeit und medizinischen Doktorarbeit, welche ebenfalls im Labor von PD Dr. Brossart 

durchgeführt wurden. Die in 4.7 und 4.8 dargestellten Experimente entstanden im Rahmen 

eines Gemeinschaftsprojektes mit Frau Cand. med. Garyfalia Tsakou. Die Experimente wur-

den gemeinsam durchgeführt und mit geteilter Erstautorenschaft publiziert.  

 

 

Teile der vorgelegten  Arbeit wurden publiziert in:  

 

F. Grünebach*, M.R. Müller*, A. Nencioni, P. Brossart. Delivery of tumor-derived RNA for the 

induction of cytotoxic T-lymphocytes. Gene Ther. 2003;10(5):367-374.  

 

A. Nencioni*, M.R. Müller*, F. Grünebach*, A. Garuti, M.C. Mingari, F. Patrone, A. Ballestre-

ro, P. Brossart. Dendritic cells transfected with tumor RNA for the induction of antitumor CTL 

in colorectal cancer. Cancer Gene Ther. 2003;10(3):209-214. 

 

M.R. Müller*, G. Tsakou*, F. Grünebach, S.M. Schmidt, P. Brossart. Induction of chronic 

lymphocytic leukemia (CLL)-specific CD4- and CD8-mediated T-cell responses using RNA-

transfected dendritic cells. Blood. 2004;103(5):1763-1769. 

 

* Gleichberichtigte Erstautorenschaft (contributed equally) 

 

 



Inhaltsverzeichnis 
 

 I 

 
Inhaltsverzeichnis 

 

Inhaltsverzeichnis.....................................................................................................................I 

Abkürzungsverzeichnis .......................................................................................................... V 

 

1. Einleitung .........................................................................................................................1 

1.1 Dendritische Zellen....................................................................................................1 

1.1.1 Allgemeine Aspekte .........................................................................................1 

1.1.2 Funktionelle Stadien der dendritischen Zellen .................................................4 

1.1.3 Ex-vivo-Generierung von dendritischen Zellen ................................................6 

1.2 Tummorimmunologie.................................................................................................7 

1.2.1 Die Immunsurveillance-Hypothese ..................................................................7 

1.2.2 .Angeborene Tumorimmunität .........................................................................8 

1.2.3 Tumor Escape – Mechanismen .......................................................................9 

1.2.4 Tumorantigene...............................................................................................10 

1.2.5 Immuntherapie von malignen Erkrankungen .................................................11 

1.3 RNA .........................................................................................................................15 

1.3.1 Evolution der RNA .........................................................................................15 

1.3.2 Biologische Aufgaben der RNA .....................................................................16 

1.3.3 Struktur und Stabilität von eukaryontischer mRNA........................................18 

1.4 Zielsetzung der Arbeit..............................................................................................21 

 

2. Material ...........................................................................................................................22 

2.1 Tumorzelllinien ........................................................................................................22 

2.2 Bakterienstamm.......................................................................................................22 

2.3 Geräte......................................................................................................................22 

2.4 Chemikalien und Biochemikalien.............................................................................24 



Inhaltsverzeichnis 
 

 II

 

2.5 Zellkulturmedien ......................................................................................................25 

2.6 Puffer und Lösungen ...............................................................................................26 

2.7 Antikörper ................................................................................................................27 

2.8 Zytokine ...................................................................................................................27 

2.9 Kits...........................................................................................................................28 

2.10 Plasmide..................................................................................................................28 

2.11 Enzyme....................................................................................................................28 

2.12 Peptide ....................................................................................................................28 

 

3. Methoden .......................................................................................................................29 

3.1 Zellkulturmethoden ..................................................................................................29 

3.1.1 Kultivierung von Tumorzelllinien ....................................................................29 

3.1.2 Kryokonservierung von Tumorzellen .............................................................29 

3.1.3 Bestimmung der Zellzahl ...............................................................................30 

3.1.4 Isolierung von mononukleären Zellen aus peripherem Blut (PBMNC) ..........30 

3.1.5 Ex-vivo-Generierung von dendritischen Zellen aus PBMNC .........................31 

3.1.6 Kryokonservierung von dendritischen Zellen .................................................32 

3.2 Molekularbiologische Methoden ..............................................................................32 

3.2.1 Plasmidtransformation in E.coli......................................................................32 

3.2.2 Präparation von Plasmid-DNA.......................................................................33 

3.2.3 Agarosegelelektrophorese von DNA..............................................................34 

3.2.4 In vitro-Transkription von EGFP mRNA.........................................................35 

3.2.5 Isolation von Total RNA aus Tumorzellen......................................................37 

3.2.6 Isolation von mRNA aus Total RNA...............................................................38 

3.2.7 Unspezifische Amplifikation von mRNA.........................................................39 

3.2.8 Agarosegelelektrophorese von RNA..............................................................40 

3.2.9 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäurelösungen ................................41 



Inhaltsverzeichnis 
 

 III

 

3.3 Methoden zur RNA-Transfektion von dendritischen Zellen .....................................42 

3.3.1 Lipofektion mit Unifectin M .....................................................................................42 

3.3.2 Elektroporation...............................................................................................43 

3.3.3 Transferrinrezeptor (CD71)-vermittelte Endozytose ......................................44 

3.4 Durchflußzytometrie (FACS)....................................................................................45 

3.5 CTL-Induktion mit RNA-transfizierten dendritischen Zellen.....................................46 

3.6 51[Cr]-Freisetzungstest.............................................................................................46 

3.7 IFN-γ ELISPOT ........................................................................................................47 

3.8 T-Helferzell-Induktion mit RNA-transfizierten dendritischen Zellen .........................49 

3.9 3[H]-Thymidin-Proliferationstest ...............................................................................49 

 

4. Ergebnisse .....................................................................................................................50 

4.1 Expression von EGFP in dendritischen Zellen nach Transfektion mit  

  EGFP-in vitro-Transkript (EGFP-IVT) unter Anwendung verschiedener 

  RNA-Transfektionsmethoden ..................................................................................50 

4.2 CTL-Induktion durch mittels verschiedener Methoden RNA-transfizierte  

  dendritische Zellen...................................................................................................52 

4.3 CTL-Induktion durch mit Total Tumor RNA oder mit Tumor mRNA   

        transfizierte dendritische Zellen...............................................................................54 

4.4 Unspezifische Amplifikation von Gesamttumor mRNA............................................56 

4.5 CTL-Induktion durch mit nativer Tumor mRNA oder amplifizierter  

        Tumor mRNA transfizierte dendritische Zellen........................................................60 

4.6 Induktion von tumorspezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten  

        gegen Coloncarcinom-Zelllinien ..............................................................................61 

4.7 Induktion von CLL-spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten  

        im autologen System...............................................................................................63 

4.8 Induktion von CLL-spezifischen T-Helferzellen im autologen System.....................73 



Inhaltsverzeichnis 
 

 IV 

 

5. Diskussion .....................................................................................................................75 

5.1 RNA-Transfektion von dendritischen Zellen zur Induktion von tumor- 

  spezifischen T-Zell-Antworten .................................................................................75 

5.2 Induktion von CLL-spezifischen T-Zell-Anworten im autologen System..................81 

5.3 Ausblick ...................................................................................................................86 

 

6. Zusammenfassung........................................................................................................87 

 

7. Literatur..........................................................................................................................89 

 

8. Danksagung.................................................................................................................109 

 

9. Liste der akademischen Lehrer..................................................................................111 

 

10. Lebenslauf ...................................................................................................................112 

 

11. Publikationsverzeichnis .............................................................................................114 

 

 



Abkürzungsverzeichnis 
 

 V 

 
Abkürzungsverzeichnis 

 

ALL   Akute lymphatische Leukämie 

AML   Akute myeloische Leukämie 

APC   Antigenpräsentierende Zelle(n) 

ATP   Adenosintriphosphat 

Bq   Becquerel 

BCIP   5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat 

C   Kapazität 

CD   Cluster of differentiation 

Ci   Curie 

CLL   Chronisch-lymphatische Leukämie 

CML   Chronisch-myeloische Leukämie 

CTP   Cytosintriphosphat 

DC   Dendritische Zelle(n)  

DEPC   Diethylpyrocarbonat 

DFA   Desferrioxamin 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

E. coli   Escherichia coli 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 

EGFP   Enhanced green fluorescent protein 

ER   Endoplasmatisches Retikulum 

F   Farad 

FACS   Fluorescence-activated cell sorting 

FCS   Fötales Kälberserum 



Abkürzungsverzeichnis 
 

 VI 

FITC   Fluoresceinisothiocyanat 

GM-CSF  Granulocyte/Macrophage-colony stimulating factor 

GTP   Guanosintriphosphat 

HLA   Humanes Leukozytenantigen 

hnRNA  Heteronukleäre RNA 

ICAM   Intracellular adhesion molecule 

IFN   Interferon 

IL   Interleukin 

IVT   In vitro-Transkript 

KIR   Killing inhibitory receptor 

LD-PCR  Long distance PCR 

LFA   Leukocyte functional antigen 

3-MA   3-Methyladenin 

MHC   Major histocompatibility complex 

MICA   MCH class I chain-related A 

MICB   MCH class I chain-related B 

mRNA   Messenger RNA  

NBT   Nitroblautetrazolium 

NHL   Non-Hodgkin Lymphom 

NK   Natural killer cells 

OD   Optische Dichte 

Ω   Ohm 

PAMP   Pathogen-associated molecular pattern 

PBMNC  Peripheral blood mononuclear cells 

PBS   Phosphat-gepufferte Saline 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion 



Abkürzungsverzeichnis 
 

 VII

PE   Phycoerythrin 

PEI    Polyethylenimin 

PRR   Pattern recognition receptors 

R   Widerstand 

RAG   Recombination activating gene 

RNA   Ribonukleinsäure 

rpm   Revolutions per minute  

rRNA   Ribosomale RNA 

S   Svedberg 

SCF   Stem cell factor 

snRNA   Small nuclear RNA 

STATs   Signal transducers and activators of transcription 

t   Zeit 

TAP   Transporter associated with antigen processing 

TCR   T-Zell-Rezeptor 

TGF   Transforming growth factor 

TNF   Tumor necrosis factor 

tRNA   Transfer RNA 

U   Spannung, unit 

UTP   Uridintriphosphat 

V   Volt 

 



Einleitung 
 

 1

1 Einleitung 

 

1.1 Dendritische Zellen 

1.1.1 Allgemeine Aspekte 

Steinman und Cohn entdeckten im Jahre 1973 bei ihren Untersuchungen an sekundären 

lymphatischen Organen eine neue Zellgruppe (Steinman et Cohn, 1973) mit eindrucksvol-

lem morphologischem Erscheinungsbild. Typisch sind viele Zytoplasmafortsätze unter-

schliedlicher Länge, die sich über Stunden zusammenziehen und wieder ausbreiten können, 

was zu ihrer Benennung mit dem Namen „dendritische“ Zellen (griech.δενδρον =Baum) führ-

te. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1.1:  Die ungewöhnliche Gestalt der dendritischen Zellen (DC) 
  a.   DC in der Epidermis (Färbung auf MHC II) 
  b.   DC im Zytospinpräparat (Färbung auf Oberflächen-MHC II) 
  c.   DC dargestellt durch Rasterelektronenmikroskopie 

d.   DC dargestellt durch Phasenkontrastmikroskopie 
(modifiziert nach Banchereau et  Steinman, 1998) 

 

 

In den folgenden Jahren wurden diese Zellen in allen menschlichen Organen außer im Ge-

hirn gefunden (Daar et al., 1983; Hancock et Atkins, 1984; Hart et McKenzie,1988; Hart et 

al.,1989). 

 



Einleitung 
 

 2

Dendritische Zellen (DC) haben innerhalb der antigenpräsentierenden Zellen (APC) eine 

besondere Rolle. Während Makrophagen und B-Zellen neben der Antigenpräsentation auch 

wichtige Effektorfunktionen bei der Immunabwehr übernehmen, sind DC ausschließlich auf 

die T-Zell-Aktivierung spezialisiert. Nur durch sie können naive T-Zellen aktiviert werden, da 

sie eine besonders starke Expression kostimulatorischer Moleküle (z.B. B7.1=CD80 und 

B7.2=CD86) aufweisen . Man spricht daher hier auch von professionellen APC.  

 

Die T-Zell-Aktivierung verläuft in zwei Schritten. Durch Adhäsionsmoleküle wird der erste 

Kontakt hergestellt. Dabei binden LFA-3 (=CD58), ICAM-1(=CD54), ICAM-2 (=CD102) und 

ICAM-3(=CD50) der dendritischen Zelle an die korrespondierenden Oberflächenrezeptoren 

der T-Zelle. Diese Bindung erfolgt zunächst reversibel und kann ohne Effekt wieder gelöst 

werden. (Dustin et Springer, 1989; Hahn et al., 1992; Shimizu et al., 1990). Kommt es jedoch 

zur Antigenerkennung über den T-Zell-Rezeptor (TCR=CD3) und den MHC-Peptid-Komplex, 

so kommt es zur Stabilisierung der o.g. Bindung (Romani et al.,1989; Vedel et al., 1992). Für 

die klonale Expansion der naiven T-Zelle ist nun das zweite, B7-vermittelte Signal nötig, das 

über CD28 die Synthese von IL-2 und dessen Rezeptor in der T-Zelle einleitet (Lanzavecchia 

et al., 1993; Larsen et al.,1992 ; Young et al., 1992).  Über einen autokrinen Mechanismus 

induziert IL-2 die Proliferation und Differenzierung der naiven T-Zellen zu T-Effektorzellen 

(Fraser  et al., 1991). 

 

Aktivierte T-Zellen exprimieren zusätzlich den Rezeptor CTLA-4 (CD152), der mit einer hö-

heren Affinität als CD28 an die kostimulatorischen Moleküle der DC bindet, wodurch die T-

Zelle für die Stimulation durch B7 noch empfindlicher wird. Eine erhöhte Expression der 

kostimulatorischen Moleküle B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) wird außerdem durch die Bin-

dung des CD40-Rezeptors der APC an seinen Liganden p39 (CD40L) auf der T-Zelle er-

reicht (Caux et al., 1994; Cayabyab et al., 1994; McLellan et al., 1996). Fehlt der zweite 

Schritt der T-Zell-Aktivierung, d.h. bleibt das Signal der kostimulatorischen Moleküle der APC 
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Abb. 1.2: Die verschiedenen Stadien der T-Zellaktivierung durch DC (modifizert nach Banchereau et  Steinman , 1998)  

 

aus, so kommt es zur Anergie der T-Zellen. Diese können dann nicht mehr auf ihr spezifi-

sches Antigen reagieren und bleiben funktionslos (Schwartz et al., 1990). Die kostimulatori-

sche Aktivität ist also für eine erfolgreiche T-Zell-Aktivierung unabdingbar. 

 

Sowohl Defekte in den beschriebenen Mechanismen der Antigenprozessierung und  -prä-

sentation (z.B. defekter MHC-Komplex,  Fehlen von Adhäsionsmolekülen oder von kosti-   

mulatorischen Molekülen) also auch die Sekretion immunsuppressiver Zytokine wie TGF-β 

oder IL-10 behindern eine korrekte Aktivierung der T-Zelle und ihre klonale Expansion. Bei 

Tumorpatienten ist dies mit ein Grund für das Ausbleiben einer produktiven Immunantwort 

(Boussiotis et al., 1996; Guinan et al., 1994). 
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1.1.2 Funktionelle Stadien der dendritischen Zellen  (DC) 

Dendritische Zellen haben bei Infektionen die Aufgabe, naive T-Zellen zu aktivieren. Hierzu 

sind die unreifen DC, die unter den meisten Oberflächenepithelien und in den meisten Orga-

nen gefunden werden, jedoch noch nicht in der Lage. DC entstehen aus myeloischen Vorläu-

ferzellen im Knochenmark und wandern dann über den Blutkreislauf in die Peripherie, wo sie 

ihren charakteristischen unreifen Phänotyp besitzen, der durch eine niedrige MHC-Präsenz 

auf der Zelloberfläche bei gleichzeitig hohem intrazellulärem MHC-Spiegel und das Fehlen 

der kostimulatorischen B7-Moleküle gekennzeichnet ist.  

 

Unreife DC können in diesem Stadium noch keine naiven T-Zellen stimulieren, besitzen aber 

eine hohe Potenz zur Antigenaufnahme, die teilweise als rezeptorvermittelte Phagozytose 

über Rezeptoren wie z.B. DEC205  und als unspezifische Makropinozytose abläuft (Banche-

reau  et Steinman,1998). 

 

Diese unreifen DC verweilen unterschiedlich lange in den peripheren Geweben. Durch Infek-

tionen werden sie zur Migration in die lokalen lymphatischen Gewebe über die Lymphgefäs-

se stimuliert, dort werden sie zu den sogenannten lymphatischen DC und weisen einen stark 

veränderten Phänotyp auf. Die Fähigkeit zur Phagozytose und Makropinozytose geht verlo-

ren. Die MHC-Präsenz auf der Zelloberfläche nimmt stark zu, was die Fähigkeit zur Antigen-

präsentation stark verbessert. Zusätzlich werden große Mengen von Adhäsionsmolekülen 

und  kostimulatorischen B7-Molekülen exprimiert. Außerdem wird von den nun reifen DC ein 

spezielles chemotaktisches Chemokin (DC-CK) sezerniert, das naive T-Lymphozyten anlockt 

(Sallusto et al., 1994; Banchereau et al. , 1998). 
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Abb.1.3:  Reifung der dendritischen Zellen (modifiziert nach Banchereau et Steinman, 1998) 

 

Eigenschaft Unreife DC Reife DC 

MHC II Intrazellulär hoch An der Zelloberfläche hoch 

Fähigkeit zur Phagozytose Ausgeprägt Sehr niedrig 

ICAM-1 (=CD 54) Niedrig Hoch 

ICAM-2 (=CD102) Niedrig Hoch 

ICAM-3 (=CD50) Niedrig Hoch 

LFA-3 (=CD58) Niedrig Hoch 

B 7.1 (CD80) Niedrig Hoch 

B 7.2 (CD 86) Niedrig Hoch 

p55 Niedrig Hoch 

Actinfasern Vorhanden Nicht vorhanden 

HLA-DR Niedrig Sehr hoch 

CD1a Sehr hoch Hoch 

CD14 Negativ Negativ 

CD40 Hoch Hoch 

CD25 Niedrig Hoch 

CD83 Niedrig Sehr hoch 

 

Tab. 1.1:   Charakteristische Eigenschaften von DC in verschiedenen Reifestadien (Banchereau J. et  Steinman R., 1998, 
  Brugger W. et al.,1999) 

 

 

 

Pathogene  
Zytokine 
T-Zellen 

 

IL-10 

Unreife dendritische Zelle Reife dendritische Zelle 
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1.1.3 Ex vivo-Generierung von dendritischen Zellen  

DC stammen wie alle CD45+ Zellen von hämatopoetischen Vorläuferzellen des Knochen-

marks ab, was 1979 erstmals über Transplantationsstudien an Mäusen nachgewiesen wur-

de. Drei Wochen nach einer allogenen Knochenmarktransplantation befanden sich in der 

Haut des Empfängers die Langerhanszellen des Donors (Katz et al., 1979). In den folgenden 

Jahren zeigten verschiedene Arbeitsgruppen, daß DC in vitro aus humanen CD34+ Vorläu-

ferzellen des Knochenmarks, des Nabelschnurblutes und des peripheren Blutes generiert 

werden können. Für ihre Entwicklung zu DC war die Zugabe verschiedener Zytokine not-

wendig, darunter besonders GM-CSF,SCF, IL-4 und TNF-α (Bernhard et al., 1995; Caux et 

al., 1992; Caux et al., 1997; Cella et al., 1997; Fisch et al., 1996; Young et Steinman, 1996). 

Langezeit wurde die Hypothese vertreten, daß es sich bei Monozyten/Makrophagen und DC 

um zwei verschiedene Entwicklungslinien handelt. Es ergaben sich jedoch im Laufe der Zeit 

immer mehr Hinweise, daß beide Zellfamilien sehr eng verwandt sind. So gelang es bereits 

1990 eine gemeinsame Vorläuferkolonie von Monozyten/Makrophagen und DC zu identifizie-

ren (Reid et al., 1990). Später gelang dann die Generierung von DC aus CD14+ Monozyten 

unter der Stimulation mit den Zytokinen GM-CSF und IL-4 (Chapius et al.,1997; Peters et 

al.,1993; Peters et al.,1996; Romani et al., 1996; Zhou et Tedder,1996). Die auf diese Weise 

generierten DC weisen eine hohe Expression der MHC-Klasse-I/II-Moleküle sowie  der Ober-

flächenantigene CD1a, CD80, CD86, CD40 und CD54 auf. Bei zusätzlicher Stimulation mit 

TNF-α oder CD40L erhält man außerdem hohe Konzentrationen an CD83, was einem reifen 

DC-Phänotyp entspricht (Zhou et Tedder, 1996). Vor kurzem konnte gezeigt werden, daß 

reife DC auch aus peripheren CD14+ Blutmonozyten in Abwesenheit der o.g. Zytokine bei 

ausschließlicher Stimulation mit CD40L generiert werden können (Brossart et al., 1998). 
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1.2 Tumorimmunologie 

1.2.1 Die Immunsurveillance-Hypothese 

Paul Ehrlich postulierte bereits im Jahre 1909, daß das Immunsystem bei der Erkennung und 

Bekämpfung von Tumoren im Organismus eine entscheidende Rolle spielt (Ehrlich, 1909). 

Sir Mac Farlane Burnet (Burnet, 1957 und 1967) und Lewis Thomas (Thomas, 1959) stellten 

später die Hypothese der Überwachung von Tumoren durch das Immunsystem auf (cancer 

immunosurveillance hypothesis, Immunsurveillance-Hypothese). Diese postuliert, daß das 

körpereigene Immunsystem maligne transformierte Zellen erkennen und abtöten kann. Pro-

gredientes Tumorwachstum stellt diesbezüglich also das eher seltene Resultat einer den 

Kontrollmechanismen des Immunsystems entkommenen Tumorzelle dar (immune escape). 

Schreiber und Kollegen (Dunn et al., 2002) integrieren diese Hypothese in ein Modell, wel-

ches sie Cancer Immunoediting nennen. Dieses weist dem Immunsystem nicht nur eine tu-

morbekämpfende, sondern auch eine aktiv den Phänotyp des Tumors verändernde Rolle zu 

(Immunologic Sculpting bzw. Immunologic Shaping). Weiter wird von ihnen eine Phase des 

Gleichgewicht zwischen Tumorzelleliminierung und Tumorescape angenommen. Tumorzell-

varianten werden durch angeborene und adaptive Immunmechanismen abgetötet. Gleichzei-

tig entstehen allerdings bedingt durch die enorme genetische Instabilität in Tumorzellen fort-

während neue Varianten. Nach dem Darwinschen Prinzip führt der immunologische Druck zu 

einer Selektion gewisser Subklone, welche mit optimalen Eigenschaften ausgestattet sind, 

um den Angriff durch das Immunsystem zu überstehen. Indirekte Unterstützung für die Im-

munsurveillance-Hypothese kam von den kürzlich an RAG-Knockout-Mäusen (Lymphozy-

tendefizienz) sowie an STAT1-Knockout-Mäusen (Defizienz in IFN-γ vermittelten Signaltrans-

duktionswegen) gemachten Beobachtungen. Es konnte diesbezüglich gezeigt werden, daß 

diese Tiere eine signifikant höhere Inkzidenz an karzinogeninduzierten Sarkomen sowie an 

spontanen Karzinomen als die korrespondierenden Wildtyp-Mäuse aufwiesen (Shankaran et 

al., 2001). 
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Es bestehen heute wenig Zweifel, daß das körpereigene Immunsystem eine entscheidende 

Rolle bei der Unterdrückung von Tumorwachstum spielen kann (Pardoll, 1998; Smyth et al., 

2001). Jedoch scheinen die Interaktionen von Immunsystem und Tumoren insgesamt kom-

plizierter als durch die ursprüngliche Immunosurveillance-Hypothese formuliert. Eine prinzi-

pielle Hürde für die Erkennung von Tumoren durch das körpereigene Immunsystem wird 

durch zwei neuere Modelle formuliert. Das von Matzinger postulierte Danger-Modell (Matzin-

ger, 1998) sieht in der Aussendung von sogenannten Gefahrensignalen durch die transfor-

mierte Zelle (danger signals) eine notwendige Voraussetzung für die Induktion einer Immun-

antwort. Nach dem Modell von Medzhitov und Janeway (Medzhitov et Janeway, 1998) sind 

Zellen des angeborenen Immunsystems, welche über sogenannte pattern recognition recep-

tors (PRR) bestimmte Muster wie z.B. PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) auf 

Zielzellen erkennen und daraufhin eine Immunantwort induzieren, ausschlaggebend. Nach 

beiden Theorien sollten Tumoren nicht immunogen sein, da sie sich aus gesunden proliferie-

renden Zellen entwickeln und normalerweise weder danger signals aussenden noch mikro-

bielle Strukturen an ihrer Oberfläche tragen. 

 

1.2.2 Angeborene Tumorimmunität 

Möglicherweise wird die frühe immunologische Überwachung von transformierten Zellen 

durch Bestandteile des angeborenen Immunsystems ausgeführt. Die sogenannte angebore-

ne Immunität umfaßt zahlreiche Komponenten wie  Natürliche Killer (NK)-Zellen, Makropha-

gen sowie das Komplementsystem. NK-Zellen exprimieren auf ihrer Oberfläche inhibitorische 

und stimulatorische Rezeptoren, durch welche ihre Funktion reguliert wird. Die inhibitori-

schen Rezeptoren der KIR-(killing inhibitory receptors)- und CD94-NKG2A-Familien erken-

nen MHC-Klasse I-Moleküle, wodurch eine Lyse von Zellen mit geringer oder ganz fehlender 

MHC-Klasse I-Expression auf der Zelloberfläche durch NK-Zellen verursacht wird (Lanier, 

1998; Lopez-Botet et al., 2000). Der zu den Stimulatoren gerechnete Rezeptor-Komplex 

NKG2D/DAP10 (Wu et al., 1999) wird unter anderem von NK-Zellen, Makrophagen sowie 
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von γ,δ-T-Zellen exprimiert und erkennt die nichtklassischen MHC-Klasse I-Moleküle MICA 

und MICB (MCH class I chain-related A, B), die durch zellulären Stress induziert und auf der 

Oberfläche verschiedener Tumorzellen exprimiert werden (Bauer et al., 1999; Diefenbach et 

al., 2000; Groh et al., 1998, 1999, 2001; Salih et al. 2003; Steinle et al., 1998). Es wird postu-

liert, daß die durch Ligation von NKG2D/DAP10 ausgelöste Aktivierung eine Schlüsselrolle 

bei der Früherkennung von transformierten Zellen spielt.   

 

1.2.3 Tumor Escape – Mechanismen 

Das Immunsystem von Tumorpatienten ist offensichtlich  nicht in der Lage, Tumorzellen ef-

fektiv zu erkennen und zu bekämpfen. Für das Versagen der Immunantwort gibt es eine Rei-

he von Gründen. Man spricht von sogenannten „Immunescape“-Mechanismen. Viele Tumor-

zellen weisen gewisse Defekte in der Antigenprozessierung auf wie beispielsweise Mutatio-

nen im TAP-(transporter associated with antigen processing)-Molekül. Bei TAP-defizienten 

Tumorzellen können die im Zytosol durch proteosomalen Abbau entstandenen Peptide nicht 

ins ER gelangen und somit nicht an MHC-Moleküle binden. Bei vielen Tumoren sind die 

MHC-Klasse-I-Moleküle an der Zelloberfläche stark reduziert oder fehlen völlig (Bodmer et 

al., 1993; Möller et Hämmerling, 1992). Durch all diese Mechanismen wird die Antigenpräse-

nation stark beeinträchtigt. Darüberhinaus sind Tumorzellen keine professionellen antigen-

präsentierenden Zellen, da ihnen die zur T-Zell-Aktivierung notwendigen kostimulatorischen 

Moleküle wie B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) fehlen. Ohne Kostimulation führt die Präsenta-

tion eines Tumorpeptids über den MHC-TCR-Komplex zur Anergie und Toleranz (Bodmer et 

al.,1993; Schwartz et al.,1990). Um der Immunantwort zu entgehen, stellen manche Tumor-

zellen die Synthese des Tumorantigens ein oder produzieren immunsuppressive Substanzen 

wie z.B. IL-6, IL-10 und TGF-β (Brown et al., 2001; Cook et Campbell, 1999; Torre Amione et 

al., 1990; Tada et al., 1991). IL-6 kann zudem die Resistenz von Tumorzellen gegen Apopto-

se verursachen, die Aktivierung und Differenzierung von DC hemmen und die TH1-
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Polarisation negativ beeinflussen (Frassanito et al., 1998; 2001). Durch Sekretion von Cera-

miden oder die Expression von FasL durch Turmorzellen kann außerdem die Apoptose von 

Effektorzellen und APC des Immunsystems induziert werden (Cappello et al., 2002; Kanto et 

al., 2001). 

 

1.2.4 Tumorantigene 

Tumorantigene sind Proteine, welche ausschließlich oder vermehrt in Tumorzellen exprimiert 

werden und eine Immunantwort gegen den Tumor induzieren können. Diese Immunantwort 

kann sowohl T-Zell- als auch Antikörper-vermittelt sein. Tumorantigene können in verschie-

dene Klassen eingeteilt werden (Boon et van der Bruggen, 1996; Boon et al., 1997). 

 

Produkte stillgelegter Gene (Cancer testis-Antigene ) 

Hierzu gehören z.B. die Genfamilien MAGE, GAGE und BAGE, die im gesunden Gewebe 

(außer Testes) nicht exprimiert werden. 

 

Gewebsspezifische Antigene (Differenzierungsantigen e) 

Für Melanome existieren beispielsweise eine Reihe gewebsspezifischer Antigene, wie z.B. 

MelanA/MART, gp75, Tyrosinase u.a., welche ausschließlich in Melanozyten exprimiert wer-

den und deswegen auch als gewebsspezifische Differenzierungsantigene bezeichnet wer-

den. 

 

Mutationen, die zu Überexpression führen 

Mutationen, die zur Überexpression von manchen Genen führen und somit die Zelle in ihrer 

Proliferation entgleisen lassen. Beispiele: Tumorsuppressorprotein p53, Protoonkogen ras, 

bcr-abl. 
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Individuelle Antigene 

Hierzu gehört beispielsweise das Idiotyp-Immunglobulin beim B-NHL und beim Multiplen 

Myelom. 

 

Überexprimierte Tumorantigene 

Diese Antigene werden in manchen Tumoren überexprimiert und stellen die größte Gruppe 

bislang definierter tumorassoziierter Antigene dar. Her-2/neu wird z.B. in 30% aller Mamma- 

und Ovarialkarzinome in hohem Maße überexprimiert. Weitere Beispiele: Muc1, Telomerase, 

Survivin . 

 

Antigene aus onkogenen Viren 

Gegen mit dem humanen Papillomavirus 16 (HPV16) assoziierte Proteine konnte eine spezi-

fische CTL-Antwort gefunden werden (De Bruijn et al., 1998). Das Epstein-Barr-Virus (EBV) 

spielt bei der Pathogenese des M. Hodgkin und des Burkitt-NHL eine entscheidende Rolle. 

Zudem scheint es für die Entstehung von lymphoproliferativen Erkrankungen nach allogener 

Stammzelltransplantation verantwortlich zu sein. Auch hier konnten antigenspezifische CTL-

Antworten gegen EBV-assoziierte Proteine detektiert werden.  

 

1.2.5 Immuntherapie von malignen Erkrankungen 

Bereits Ende des neunzehnten Jahrhunderts begann der amerikanische Chirurg William Co-

ley, Patienten autologe Tumorzelllysate zu injizieren, um dadurch eine antitumorale Immun-

antwort hervorzurufen (Coley, 1891; Wiemann et Starnes, 1994). Die alleinige Verwendung 

unmodifizierter Tumorzellen führte allerdings nicht zu wesentlichen Erfolgen. So wurde bald 

versucht durch die Gabe von Adjuvanzien (Bacille Calmette-Guérin, Corynebacterium par-

vum, Newcastle Disease Virus) die Immunantwort unspezifisch zu steigern, in der Hoffnung, 

dadurch die tumorspezifische Immunantwort verstärken zu können (Koh et al., 1985; Storch 

et al., 1986). 
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In den letzten Jahren wurden verstärkt Versuche unternommen, Tumorzellen oder professio-

nelle antigenpräsentierende Zellen durch Gentransfer gezielt zu modifizieren, um so eine 

effektive T-Zell-Immunantwort induzieren zu können. Durch Einschleusen zytokinkodierender 

Gene (IL-2, IL-4, IL-7 und GM-CSF) in die Tumorzellen sollen diese zur Sekretion dieser Zy-

tokine befähigt werden. Durch die lokale Aktivierung von T-Zellen und dendritischen Zellen 

durch diese Faktoren hofft man tumorspezifische T-Zellen induzieren zu können (Hellstrom 

et al., 1997; Pardoll, 1995; Pardoll, 1998; Ragnhammar et al., 1996). Auch unter idealen Be-

dingungen, sofern nämlich die Tumorzellen den T-Zellen ein Tumorantigen präsentieren, 

kann man nicht von einer ausreichenden Anti-Tumor-Immunantwort ausgehen, da den Tu-

morzellen die kostimulatorischen Moleküle B7.1 und B7.2, die für eine T-Zell-Aktivierung 

unabdingbar sind, fehlen. Als Konsequenz wurden Versuche unternommen, Tumorzellen mit 

dem B7-Gen zu transfizieren, um die Immunogenität der Tumoren zu erhöhen. Hierbei ge-

lang es mit den B7-transgenen Tumorzellen T-Zellen zu aktivieren, die Anti-Tumor-Aktivität 

gegen die Tumorzellen unabhängig vom Vorhandensein der B7-Moleküle aufwiesen (Li et 

al., 1996). 

 

Eine weitere Möglichkeit, eine Immunantwort gegen wenig immunogene Tumoren zu indu-

zieren, besteht darin, Tumorantigene nicht von den Tumorzellen, sondern von professionel-

len antigenpräsentierenden Zellen präsentieren zu lassen. Diese verfügen über sämtliche 

wichtigen kostimulatorischen Moleküle, die für die Induktion einer effektiven T-Zell-Antwort 

notwendig sind. So können die MHC-Moleküle von ex vivo generierten dendritischen Zellen 

auf verschiedene Weise mit tumorspezifischen Peptiden beladen werden. Ist das Peptidbin-

dungsmotiv eines HLA-Typs bekannt, so können potentiell bindende Peptide aus der Se-

quenz des betrachteten Tumorantigens vorhergesagt und synthetisiert werden (Falk et al., 

1991; Melief et al., 1996; Rotzschke et al., 1990).  

 



Einleitung 
 

 13

Mit diesen kann man nun die ex vivio generierten dendritischen Zellen beladen, was auch als 

„pulsen“ bezeichnet wird. Normalerweise ist ein kleiner Teil der an der Oberfläche präsentier-

ten MHC-Moleküle noch nicht mit Peptid beladen. Darüberhinaus können Peptide mit höhe-

rer Affinität zum HLA-Molekül solche mit niedrigerer Affinität verdrängen. Eine weitere Mög-

lichkeit, unbeladene MHC-Moleküle auf der Oberfläche zu erhalten,  besteht darin, die intra-

zelluläre Beladung der MHC-Moleküle mit Peptid zu inhibieren, z.B. durch eine Hemmung 

des TAP-Transporters (Hellstrom et al., 1997; Melief et al., 1996; Pardoll, 1998).  

 

Eine alternative Möglichkeit zur Beladung der MHC-Moleküle der dendritischen Zellen mit 

tumorspezifischen Peptiden besteht in deren Transfektion mit bestimmten tumorantigenko-

dierenden Genen. Das Genmaterial der Tumorzelle wird dann in den transgenen DC expri-

miert und durchläuft die einzelnen Schritte der Antigenprozessierung und wird schließlich als 

Peptid-MHC-Komplex auf der Oberfläche exprimiert. Über physikalische Transfektions-

methoden (Elektroporation, Lipofektion und CaPO4-Präzipitation) ließen sich bei DC nur ver-

gleichsweise niedrige Transfektionseffizienzen erreichen. Vielversprechend waren allerdings 

Versuche mit einem rekombinanten adenoviralen Vektorsystem, mit dem hohe Transfektion-

seffizienzen erreicht werden konnten. (Brossart  et al., 1997; Leitner et al., 1999; Arthur et 

al., 1997; Pardoll, 1998). 

 

Nachteile der Methode des „Pulsens“ von DC mit Tumorpeptid sind ihre Beschränktheit auf 

charakterisierte T-Zellepitope und ihre HLA-Abhängigkeit. Die Transfektion mit Vektoren, in 

die die cDNA eines bestimmten Tumorantigens einkloniert wurde, ist ebenfalls nur für bereits 

bekannte Tumorantigene anwendbar. Darüberhinaus treten in vielen Tumoren durch Selekti-

onsmechanismen sogenannte „antigen-loss“-Varianten auf, die ein bestimmtes Antigen nicht 

mehr auf ihrer Oberfläche tragen, was eine Vakzinierung gegen ein einziges Tumorantigen 

nicht sehr sinnvoll erscheinen läßt.  
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Einen eleganten Ausweg aus diesem Dilemma scheint die Beladung von dendritischen Zel-

len mit RNA aus Tumorzellen oder mit phagozytierten, apoptotischen Tumorzellfragmenten 

(apoptotic bodies) darzustellen. Durch Isolierung der gesamten RNA bzw. mRNA aus Tu-

morzellen und deren Einschleusung in DC kann beispielsweise das gesamte Proteinreper-

toire (Transkriptom) der Tumorzelle einschließlich aller potentieller Tumorantigene in den 

antigenpräsentierenden Zellen exprimiert, prozessiert und präsentiert werden. Eine Anreich-

erung der Tumor RNA kann durch Subtraktion von RNA aus gesunden Zellen erreicht wer-

den. Inzwischen  konnte die Induktion einer effektiven Antitumorimmunität durch mit Tumor 

RNA transfizierte, autologe DC für mehrere Tumoren gezeigt werden (Ashley et al., 1997; 

Boczkowski et al., 1996; Gilboa et al., 1998; Hoerr et al., 2000;  Leitner et al.,1999; Liu et al., 

1998; Müller et al., 2003; Nair et al., 1998; Nair et al., 1999). 

 

Die Vakzinierung mit Tumor RNA bietet also gegenüber der Peptidvakzinierung eine Reihe 

von potentiellen Vorteilen. So müssen die Tumorantigene, gegen die vakziniert werden soll, 

nicht charakterisiert sein. Durch die gleichzeitige Vakzinierung gegen multiple Antigene wird 

das Risiko eines Immun-Escapes durch antigennegative Tumorzellmutanten möglicherweise 

signifikant vermindert. Kürzlich konnte von uns darüber hinaus gezeigt werden, daß mit Ge-

samttumor-RNA-transfizierten dendritischen Zellen auch CD4+ T-Helferzell-Antworten indu-

ziert werden können (Müller et al., 2003). Ein weiterer Vorteil besteht in der Möglichkeit, aus 

Tumoren isolierte RNA in vitro zu amplifizieren, so daß dieses Verfahren auch für Patienten 

mit geringer Tumorlast oder bei minimaler Resterkrankung zur Verfügung stehen könnte. 

Ferner ist diese Vakzinierungsstrategie unabhängig vom HLA-Typ der zu behandelnden Pa 

tienten applikabel, während sich die aus bestimmten Tumorantigenen abgeleiteten Peptide 

für Patienten mit unterschiedlichem HLA-Typ in ihrer Sequenz unterscheiden.  
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Abb. 1.4:  Schematische Darstellung der Vakzinierung eines Tumorpatienten mit autologen mit Gesamttumor-RNA transfizierten 

dendritischen Zellen. Die verwendete RNA wird aus einer Tomorbiopsie isoliert und ggf. in vitro amplifiziert  (modifiziert nach 

Sullenger et Gilboa, 2002). 

 

 

1.3 RNA 

1.3.1 Evolution der RNA 

Lebende Zellen sind vermutlich auf der Erde vor rund 3,5 Milliarden Jahren durch spontane 

Reaktionen zwischen verschiedenen Molekülen in einer Umgebung entstanden, die weit ab 

von einem chemischen Gleichgewicht stand (Dickerson et al., 1978; Schopf et al., 1978). 

Aus dem Wissen, das man von heutigen Organismen besitzt, scheint es wahrscheinlich, daß 

die Entwicklung autokatalytischer Mechanismen mit der Evolution von RNA-Familien be-

gann, die ihre eigene Replikation katalysieren konnten. Im Laufe der Zeit entwickelten sich 
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aus einer dieser Familien RNA-Moleküle mit enzymatischer Aktivität (Ribozyme), die in der 

Lage waren, die Synthese von Peptiden zu katalysieren. Die Entwicklung von Proteinen mit 

katalytischer Aktivität (Enzyme) erfolgte in der Evolution also nach der Entstehung von kata-

lytisch aktiven RNA-Molekülen (Ribozymen). Durch das langsame Entstehen immer komple-

xerer Zellen ersetzte schließlich die DNA-Doppelhelix als wesentlich stabileres Molekül die 

RNA zur Speicherung der zunehmenden Menge an genetischer Information (Bendal et al., 

1983). 

 

1.3.2 Biologische Aufgaben der RNA 

Die zentrale Rolle der RNA besteht in ihrer Beteiligung am Fluß der genetischen Information 

von der DNA zum Protein. Bei der sogenannten Transkription wird am kodierenden Strang 

der DNA-Doppelhelix ein zum Genabschnitt komplementäres RNA-Molekül synthetisiert. 

(Brachet, 1987; Brenner et al., 1960; Crick, 1970; Jacob et Monod, 1961). Dieses RNA-

Molekül enthält sowohl den Introns als auch den Exons entsprechende Bereiche und wird als 

heteronukleäre RNA (hnRNA) bezeichnet. Die hnRNA durchläuft noch im Kern mehrere Pro-

zessierungsschritte, wobei die in ihr vorhandenen nicht kodierenden Abschnitte (Introns) 

exzidiert werden  und an beiden Enden des Moleküles Modifikationen (5´-Capping, 3´-Poly-

adenylierung) stattfinden (Banerjee, 1980; Birnstiel et al., 1985; Breathnach et Chambon, 

1981; Darnell, 1983; Humphrey et Proudfoot, 1988; Littauer et Soreq, 1982; Sharp, 1987). 

Aus der hnRNA wird durch dieses sogenannte „RNA-Prozessing“ die messengerRNA 

(mRNA), die dann durch die Kernmembran ins Zytosol gelangt. Bei der Exzision der Introns, 

was auch als Spleißen bezeichnet wird, spielt eine weitere RNA-Art eine wichtige Rolle, die 

sogenannte „small nuclear RNA“ (snRNA)  (Guthrie et Patterson, 1988; Maniatis et Reed, 

1987; Steitz, 1988). Diese sind relativ kleine uracilreiche RNAs, die mit sieben bis zehn ver-

schiedenen Proteinen Ribonukleoproteinpartikel („small nuclear ribonucleoproteins“, 

snRNPs, ausgesprochen „snurps“) bilden, an denen der eigentliche Spleißprozess abläuft. 
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Im Zytosol wird die mRNA-Sequenz an den Ribosomen in die entsprechende Aminosäure-

sequenz des zu synthetisierenden Proteins übersetzt. Der Antransport der jeweiligen Amino-

säuren erfolgt über die sogenannte „transfer RNA“ (tRNA). Für jede der 20 proteinogenen 

Aminosäuren existiert eine spezifische tRNA und eine spezifische Aminoacyl-tRNA-Syn-

thetase, die die Knüpfung der Esterbindung zwischen dem 3´-Ende der jeweiligen tRNA und 

der Carboxylgruppe der entsprechenden Aminosäure katalysiert. Die beladene tRNA erkennt 

dann mit ihrem Antikodon das komplementäre Kodon auf der sich an den Ribosomen befin-

denden mRNA. Auf diese Weise wird die Übersetzung der Nukleotidsequenz der mRNA in 

die Aminosäuresequenz der Proteine gewährleistet. (Blow et Brick, 1985; Crick, 1966; Niren-

berg et Leder, 1964; Schimmel, 1987). 

 

Auch am Aufbau der Ribosomen hat RNA neben verschiedenen Proteinen einen wesentli-

chen Anteil. Man bezeichnet diese als ribosomale RNA (rRNA). Sowohl das prokaryontische 

wie auch das eukaryontische Ribosom bestehen aus einer großen und einer kleinen Unter-

einheit. Die kleine Untereinheit enthält bei Prokaryonten eine 16S-rRNA, während die große 

Untereinheit eine 5S- sowie eine 23S-rRNA aufweist. Bei Eukaryonten besitzt die kleine Un-

tereinheit eine 18S-rRNA, während die große Untereinheit rRNAs mit Sedimentationskoeffi-

zienten von  5S, 5.8S und und 28S beinhaltet (Bielka, 1982; Dahlberg, 1989; Lake, 1981; 

Moore, 1988; Nierhaus, 1982; Noller, 1984). 

 

 

 

 

 

Abb.1.7:  Aufgaben der verschiedenen RNA-Moleküle bei der Proteinbiosynthese 
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RNA Länge 

[Ribonucleotide] 

hnRNA, mRNA Einige hundert bis 

über zehntausend 

snRNA 100-220 

tRNA 80-90 

Prokaryont. rRNA 5S:120 

16S:1542 

23S:2904 

Eukaryont. rRNA 5S:120 

5.8S:160 

18S:1874 

28S:4718 

Tab.1.2:    Länge der verschiedenen RNA-Moleküle 

 

 

1.3.3 Struktur und Stabilität von eukaryontischer m RNA 

Die typische eukaryontische mRNA trägt am 5´-Ende eine „Kappe“ (cap). Hierbei handelt es 

sich um einen 7-Methylguanosin-Rest, der über eine Triphosphat-Brücke mit der 5´-OH-

Gruppe des nächstfolgenden Nukleotids verknüpft ist. Diese und das dritte Nukleotid in der 

Reihe sind meist ebenfalls modifiziert, und zwar je durch eine Methylgruppe am 2´-OH der 

Ribose. Darauf folgt ein 5´-Nichtkodierungsbereich, der im Standardfall aus 50-100 Nukleoti-

den besteht. Die typische mRNA ist monocistronisch. Sie enthält eine Kodierungssequenz, 

welche auf der 5´-Seite von dem universellen Initiationskodon AUG und auf der 3´-Seite von 

einem der drei Stopkodons (UAA, UAG, UGA) eingefaßt wird. Hinter dem Stopkodon befin-

det sich eine 3´-Nichtkodierungssequenz meist mit einer Länge von einigen hundert Nukleo-

tiden. Das Ende der meisten eukaryontischen mRNAs ist der sogenannte poly(A)-Schwanz, 

eine monotone Folge von 100-200 Adenylatresten. 
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 bindungsstelle 
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    5´                                                        3´ 

Kappe  5´-Nichtkodierungsbereich    3´-Nichtkodierungsbereich 

 

Abb. 1.8:  Struktur einer eukaryontischen mRNA 

 

RNasen sind spezifische Enzyme, die RNA angreifen und aus ihr Mono- und Oligoribo-

nukleotide abspalten. Sie sind weit verbreitet und äußerst stabil. Die in den Ribonukleotiden 

im Gegensatz zu den Desoxyribonukleotiden vorhandene 2´-OH-Gruppe erlaubt die Ausbil-

dung zyklischer Diester bei der Spaltung von Internukleotidbindungen und hat zur Folge, daß 

RNA bei alkalischem pH-Wert vollständig zu Ribonukleotiden hydrolysiert wird (Deutscher, 

1988). 

 

Einige eukaryontische mRNAs haben eine Halbwertszeit von mehr als 10 h (z.B. β-Globin), 

andere haben eine Halbwertszeit von nur 30 min. oder weniger. Gerade diese weniger stabi-

len mRNAs kodieren häufig für Regulationsproteine, deren Verfügbarkeit in den Zellen rasch 

verändert werden muß. Viele dieser mRNAs weisen deswegen eine geringere Stabilität auf, 

weil sie spezifische Sequenzen enthalten, die ihren Abbau fördern. Beispielsweise besitzen 

manche relativ unstabile mRNAs in ihrem 3´-nichtkodierenden Abschnitt Erkennungsstellen 

für spezifische Endonukleasen, die diese mRNAs zu zerschneiden vermögen. Die Stabilität 

einer mRNA kann auch als Antwort auf ein extrazelluläres Signal verändert werden. In die-

sem Sinne beeinflussen Steroidhormone Zellen nicht nur durch ihren Einfluß auf die Expres-

sion bestimmter Gene, sondern auch durch eine Modulation der Stabilität verschiedener 

mRNAs, die von diesen Genen kodiert werden. Durch Eisengabe kann die Stabilität der 

        

Protein 
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Transferrin-Rezeptor-mRNA erniedrigt werden, was zur Folge hat, daß dieser Rezeptor in 

geringerem Maße synthetisiert wird und somit weniger mit Eisen beladenes Transferrin in die 

Zelle aufgenommen wird (Brown, 1981). 

 

Neben den bereits beschriebenen tragen noch weitere Strukturelemente zur Stabilität der 

RNA bei. Die Polyadenylierung am 3´-Ende findet im Zellkern offensichtlich bei nahezu allen 

eukaryontischen mRNA-Vorläufern mit Ausnahme der Histon-mRNAs statt. Nach ihrer Wan-

derung ins Zytosol wird der ca. 200 Nukleotide umfassende poly-(A)-Schwanz im Verlauf von 

Tagen schrittweise verkürzt. Da keine Schwänze mit einer Länge von weniger als 30 Nukleo-

tiden entdeckt werden konnten, nimmt man an, daß es sich hierbei um die minimale poly-(A)-

Schwanz-Länge handelt, die für eine hinreichende mRNA-Stabiltät benötigt wird. Die Cap-

Struktur am 5´-Ende der mRNA vermittelt deren Export vom Kern ins Zytosol und trägt eben-

falls erheblich zur Stabilität bei. In der vorliegende Arbeit wurden die stabilisierenden Se-

quenzmotive des β-Globins sowie der Effekt der 5´-Cap-Struktur zur Stabilisierung von zur 

Transfektion verwendeten in-vitro-Transkripten eingesetzt. 
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Etablierung eines Systems zur Transfektion 

von ex vivo generierten dendritischen Zellen mit Gesamttumor-RNA, um diese später für die 

Induktion tumorspezifischer zytotoxischer T-Zellen verwenden zu können. In der von mir vor 

dieser Dissertation angefertigen Diplomarbeit (M. R. Müller, RNA-Transfektion von dendriti-

schen Zellen, 2000) gelang uns die RNA-Transfektion von HeLa-Zellen mit den kationischen 

Lipofektionsagenzien Unifectin und Unifectin M, wobei wir eine Transfektionseffizienz von 

15-20 % erzielen konnten. Hierbei erwies sich das Agens Unifectin M dem Unifectin überle-

gen. In der nun durchgeführten Dissertation sollten zunächst weitere Transfektionsmethoden 

auf ihre Applikabilität für die RNA-Transfektion von dendritischen Zellen evaluiert werden. 

Diesbezüglich war geplant, die Methoden Lipofektion mit Unifectin M, Transferrinrezeptor-

(CD71)-vermittelte Endozytose sowie Elektroporation hinsichtlich ihrer Effizienz bei der RNA-

Transfektion von dendritischen Zellen zu vergleichen. Hierfür sollte in vitro-transkribierte 

EGFP mRNA aus dem Plasmid pSP64 Poly(A) EGFP II als zu transfizierende RNA einge-

setzt werden. Ferner war geplant, mit unterschiedlichen Methoden mit Gesamttumor-RNA 

transfizierte dendritische Zellen auf ihre Potenz hinsichtlich der Induktion von tumorspezifi-

schen T-Lymphozyten zu untersuchen. Darüberhinaus waren die Bestimmung der Expressi-

onskinetik von in unreife dendritische Zellen transfizierter Gesamttumor-RNA sowie die Etab-

lierung eines Protokolles zur in-vitro-Amplifikation von Gesamttumor-RNA Gegenstand der 

durchgeführten Untersuchungen. 
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2   Material 
 
2.1 Tumorzelllinien 
 

Name 
 

Herkunft HLA-Typ Referenz 

N43 EGFP RCC stabil transfiziert 
mit dem DNA-

Plasmid pEGFP-N1 
(Clontech)  

Kultur in Selektions-
medium mit G418 

Grüne Fluoreszenz 

HLA-A1/- L. Behnke, Universität 
Tübingen (1999) 

A498 RCC HLA-A2/-; B8/- ATCC # HTB-44 
MZ1257 RCC HLA-A2/- H. Bernhard, TU 

München (1994) 
HCT116 Kolonkarzinom HLA-A2/- ATCC # CCL-247 

Croft EBV-immortalisierte 
B-Zell-Linie 

HLA-A2/-; B7/8; 
Cw7/- 

O.J. Finn, Pittsburgh, 
PA, USA 

SK-OV-3 Ovarialkarzinom HLA-A3/68; B18/35 ATCC # HTB-77 
ACHN RCC HLA-A26/- ATCC # CRL-1611 
SW480 Kolonkarzinom HLA-A2/-;B8/17 ATCC # CCL-228 

 
 
2.2 Bakterienstamm 
 

Name Genotyp Hersteller  Referenz 

One ShotTM  
Top 10 

Competent Cells 
(E. coli INVαF´) 

F-,mcrA∆(mrr-hsdRMSmcrBC) 
φ80lacZ∆M15∆lacX74deoRrecA1araD139∆ 

(ara-
leu)7697galUgalKrpsL(StrR)endA1nupG 
{P3:KanR, AmpR (amber), TetR(amber)} 

Invitrogen 
Grant et al. 

(1990) 

 
 
2.3 Geräte 
 
Elektrophoreseapparatur 
Elektrophoresekammer Mini-Large 410000 Polymehr, Paderborn 
Elektrophoresekammer Horizontal-Midi 420000 Polymehr, Paderborn 
Elektrophoresekammer Sunrise SL Life Technologies, Heidelberg 
Electrophoresis Power Supply EPS 301 Pharmacia, Pfizer Corp., 

Karlsruhe 
 
Kunststoff- und Kleinmaterial 
VIVASPIN 4mL Concentrotor with tubes  VIVASCIENCE, Greiner, 

Frickenhausen 
Polypropylenröhrchen, steril, 15 mL     Greiner, Frickenhausen 
Polypropylenröhrchen BlueMaxTM, steril, 50 mL   BD FALCON, Heidelberg 
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Polystyrol-Gewebekulturröhrchen, steril, 10 mL  Greiner, Frickenhausen 
Polystyrol-Rundbodenröhrchen, steril, 5 mL  BD FALCON, Heidelberg 
Spritze, steril, 50 mL BD FALCON, Heidelberg 
Spritze, steril, 20 mL Braun, Melsungen 
Spritze, steril, 10 mL Braun, Melsungen 
Sterilfilter Minisart 0.20 my  Sartorius, Göttingen 
Sterilfilter Minisart 0.45 my  Sartorius, Göttingen 
Zellkulturflasche NUNCOLONTM , 175 cm2, 800 mL  NUNC, Wiesbaden 
Zellkulturflsche 250 mL, Polystyrol, pyrogenfrei  BD FALCON, Heidelberg 
Zellkulturflsche 70 mL, Polystyrol, pyrogenfrei  BD FALCON, Heidelberg 
6-Well-Zellkulturplatte  BD FALCON, Heidelberg 
24-Well-Zellkulturplatte  Greiner, Frickenhausen 
96-Well-Zellkulturplatte Greiner, Frickenhausen 
Combitips plus 2.5 mL  Eppendorf, Hamburg 
Combitips plus 5.0 mL  Eppendorf, Hamburg 
Gebekulturschalen, d:10 cm, pyrogenfrei  BD FALCON, Heidelberg 
Einmal-Pipetten, Polystyrol, 2 mL, steril BD FALCON, Heidelberg 
Einmal-Pipetten, Polystyrol, 5 mL, steril Greiner, Frickenhausen 
Einmal-Pipetten, Polystyrol, 10 mL, steril Greiner, Frickenhausen 
Einmal-Pipetten, Polystyrol, 25 mL, steril Greiner, Frickenhausen 
Einmal-Pipetten, Polystyrol, 50 mL, steril Greiner, Frickenhausen 
Safeseal-Tips bis 10 µL  Biozym, Hessisch Oldendorf 
Safeseal-Tips bis 20µL   Biozym, Hessisch Oldendorf 
Safeseal-Tips bis 100 µL  Biozym, Hessisch Oldendorf 
Safeseal-Tips bis 200 µL  Biozym, Hessisch Oldendorf 
Safeseal-Tips bis 1000 µL  Biozym, Hessisch Oldendorf 
Einmal-Kanüle 100 StericanR 0.90 x 70 mm, 20 G x 2 4/5“ 
Luer Lock 

Braun, Melsungen 

 
Optische Geräte 
Spektrophotometer GeneQUANTTM II Pharmacia, Pfizer Corp., 

Karlsruhe 
Lichtmikroskop Axiovert 25 ZEISS, Oberkochen 
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 135 ZEISS, Oberkochen 
Spiegelreflexkamera KR-10M RICOH, Düsseldorf 
Geldokumentationsanlage BioDoc Analyze Whatman Biometra, 

Göttingen 
 
Thermische Geräte und Kühlgeräte 
Wasserbad mit Schlauchanschluss 1002 GFLmbH, Burgwedel 
Hybridisierungsofen Hybi 8-1996 Bachofer, Reutlingen 
Varioklav 500 E H+P Labortechnik GmbH, 

Oberschleißheim 
Kühl-Gefrier-Kombination Premium KGT 3946 Liebherr, Biberach 
-80° C-Schrank UF 300 NAPCO, Winchester, Virginia, 

USA 
Water-Jacketed US Autoflow Automatic CO2- Inkubator 
OM0069 (T: 37.0° C; [CO 2] = 5.0%) 

NuAire, Fernwald 

 
Zellkultur 
Sterile Werkbank HLB 2472 GS Heraeus Inst., Hanau 
Zählkammer nach Neubauer Improved Assistent, Sondheim 
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Zentrifugen 
Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg 
Megafuge 1.0 R Heraeus Inst., Hanau 
RC-5 Superspeed Refrigerated Centrifuge (Rotor SS34) Sorvall, Bad Homburg 
Eppendorf Zentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg 
 
Durchflusszytometer 
FACSCalibur Becton-Dickinson, Heidelberg 
 
Elektroporationsgerät 
EasyjecT Plus Peqleb, Erlangen 
Kunststoffküvetten 4 mm Peqleb, Erlangen 
 
Radioaktivitätsmessgeräte 
MicroBeta 1450 TriLux Wallac-ADL, Freiburg 
Liquid Scintillation Counter LKB Wallac-ADL, Freiburg 
 
ELISPOT-Counter 
Immunospot Analyzer CTL Analyzers LLC, 

Cleveland, Ohio, USA 
 
 
2.4 Chemikalien und Biochemikalien 
 
Agarose Roth, Karlsruhe 
Ampuwa Wasser Fesenius Kabi, Bad Homburg 
Biocoll Trennlösung (Ficoll) Biochrom KG, Berlin 
Borsäure Gibco, Invitrogen Corp., 

Karlsruhe 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim 
BSA Boehringer Ingelheim, 

Ingelheim 
Coomassie Brilliant Blue R-250 Bio-Rad, München 
Cap-Scribe-Puffer Roche, Mannheim 
DEPC Roth, Karlsruhe 
DMSO Serva, Heidelberg 
DNA-Längenstandards VIII (19-1114 bp) Roche, Mannheim 
EDTA Merck, Darmstadt 
Eisessig Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ethanol absolut Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe 
FCS Gibco, Invitrogen Corp., 

Karlsruhe 
Formaldehyd Sigma-Aldrich, Steinheim 
Formamid Sigma-Aldrich, Steinheim 
GeneRulerTM DNA Ladder Mix (100-10000 bp) Roche, Mannheim 
Geneticin Gibco, Invitrogen Corp., 

Karlsruhe 
HEPES Sigma-Aldrich, Steinheim 
[3H]-Thymidin Amersham Pharmacia 

Biosciences, Freiburg 
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ImMediaTM Amp Blue Invitrogen Corp., Karlsruhe 
ImMediaTM Amp Liquid Invitrogen Corp., Karlsruhe 
ImMediaTM Kan Blue Invitrogen Corp., Karlsruhe 
ImMediaTM Kan Liquid Invitrogen Corp., Karlsruhe 
Ionomycin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Isopropanol Sigma-Aldrich, Steinheim 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim 
MOPS Sigma-Aldrich, Steinheim 
Natriumacetat Sigma-Aldrich, Steinheim 
Natrium-[51Cr]-chromat Amersham Pharmacia 

Biosciences, Freiburg 
PBS Gibco, Invitrogen Corp., 

Karlsruhe 
Penicillin-Streptomycin Gibco, Invitrogen Corp., 

Karlsruhe 
PMA Sigma-Aldrich, Steinheim 
Propidiumiodid Sigma-Aldrich, Steinheim 
Protamin  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Restriktionsendonucleasen Fermentas, St. Leon-Rot 
RNA Millennium Markers (0.5-9 kb) Ambion 
RNA Century Markers (0.1-1 kb) Ambion 
RPMI 1640 mit Glutamax I Gibco, Invitrogen Corp., 

Karlsruhe 
Saccharose Sigma-Aldrich, Steinheim 
SDS Sigma-Aldrich, Steinheim 
SOC-Medium Gibco, Invitrogen Corp., 

Karlsruhe 
Tris-HCl Sigma-Aldrich, Steinheim 
Triton X 100 Roth, Karlsruhe 
Trypanblau Sigma-Aldrich, Steinheim 
Trypsin-EDTA Gibco, Invitrogen Corp., 

Karlsruhe 
Tween 20 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ultrapure Water Biochrom KG, Berlin 
Wasserstoffperoxid Roth, Karlsruhe 
X-VIVO 20 BioWhittaker, Taufkirchen 
 
 
2.5 Zellkulturmedien 
 
RP10 (Standardmedium zur Kultivierung von Tumorzell linien) 
RPMI 1640 mit Glutamax I 
FCS 10% (v/v) nach Hitzeinaktivierung 
Penicillin-Streptomycin 2% (v/v) 
 
Selektionsmedium zur Kultivierung der Zelllinie N43  EGFP 
Standardmedium (s.o) + Geneticin (Endkonz. 0.5 mg/mL) 
 
Einfriermedium 
FCS nach Hitzeinaktivierung 
DMSO 10% (v/v) 
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2.6 Puffer und Lösungen 
 
10x TE-Puffer pH 8.0 
100 mM Tris-HCl 
10 mM EDTA pH 8.0 
 
10x TBE-Puffer pH 8.4 
890 mM Tris 
890 mM Borsäure 
20 mM EDTA pH 8.0 
 
DNA-Laufpuffer 
250 mL 10x TBE-Puffer 
2250 mL ddH2O 
20 mM EDTA pH 8.0 
0.1 mL Ethidiumbromid 1% (1 mg/mL) 
 
10x DNA-Ladepuffer pH 8.0 
80% (w/v) Saccharose 
0.5% (w/v) Bromphenolblau 
0.2% (w/v) SDS 
100 mM Tris/HCl 
 
 
10 x RNA-Laufpuffer 
0.2 M MOPS pH 7.0 
40 mM Natriumacetat 
5 mM EDTA pH 8.0 
 
RNA-Ladepuffer 
250 µL Formamid 
83 µL Formaldehyd 
50 µL 10 x RNA-Laufpuffer 
Bromphenolblau (Endkonzentration 0.01%) 
 
FACS-Puffer 
PBS 
0.5% (w/v) BSA 
 
MACS-Puffer 
PBS 
0.5% (w/v) BSA 
2 mM EDTA 
 
Transfektionspuffer (Unifectin) pH 7.4 
10 mM HEPES  
150 mM NaCl 
 
HBS-Puffer pH 7.3 
20 mM HEPES  
150 mM NaCl 
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ELISPOT-Waschpuffer 
PBS 
0.05% (v/v) Tween 20 
 
Entfärbelösung 
30% (v/v) Ethanol 
10% (v/v) Eisessig 
 
DEPC-Wasser 
1000 mL Ultrapure Water 
1 mL DEPC 
 
 
2.7 Antikörper 
 
Durchflusszytometrie 
Maus IgG Becton-Dickinson, Heidelberg 
FITC-Maus IgG Becton-Dickinson, Heidelberg 
FITC-antiCD1a Pelicluster, Amsterdam 
FITC-antiCD3 Becton-Dickinson, Heidelberg 
FITC-antiCD4 Becton-Dickinson, Heidelberg 
FITC-antiCD5 Becton-Dickinson, Heidelberg 
FITC-antiCD14 Becton-Dickinson, Heidelberg 
FITC-antiCD19 Becton-Dickinson, Heidelberg 
FITC-antiCD86 Becton-Dickinson, Heidelberg 
PE-Maus IgG Becton-Dickinson, Heidelberg 
PE-antiCD3 Becton-Dickinson, Heidelberg 
PE-antiCD8 Becton-Dickinson, Heidelberg 
PE-antiCD80 Becton-Dickinson, Heidelberg 
PE-antiCD83 Immunotech, Hamburg 
PE-antiHLA-DR Becton-Dickinson, Heidelberg 
 
Blockierungsexperimente 
W6/32 (antiHLA-Klasse I) Prof. S. Stevanovic, Tübingen 
Tü39 (antiHLA-Klasse II) Müller et al., 1985 
 
ELISPOT 
mAb 1-D1K (Anti human IFN-γ) Mabtech, Hamburg 
Biotinylierter mAb 7-B6-1 (Anti human IFN-γ) Mabtech, Hamburg 
 
 
2.8 Zytokine 
 
IL-2 R&D Systems, Wiesbaden 
IL-4 R&D Systems, Wiesbaden 
GM-CSF (Leukomax) Essex Pharma, München 
TNF-α R&D Systems, Wiesbaden 
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2.9 Kits 
 
RNeasy Mini Kit QIAGEN, Hilden 
RNeasy Maxi Kit QIAGEN, Hilden 
Plasmid Maxi Kit QIAGEN, Hilden 
QIAQuick PCR Purification Kit QIAGEN, Hilden 
µMACS mRNA Isolation Kit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
B Cell Isolation Kit Human Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
CD4+ T Cell Isolation Kit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
AntiFITC MultiSort Kit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
SMART PCR cDNA Synthesis Kit BD Biosciences Clontech, Heidelberg 
mMessage mMachine T7 Kit Ambion, Huntingdon, UK 
DuoFectTM Transfection Kit Quantum Appligene, Carlsbad, CA, USA 
 
 
2.10 Plasmide 
 
pEGFP-N1 BD Biosciences Clontech, Heidelberg 
pSP64 poly(A)EGFPII Prof. Z. Berneman, Antwerpen, Belgien 
 
 
2.11 Enzyme 
 
Nde I MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
SP6 RNA Polymerase Roche, Mannheim 
 
 
2.12 Peptide 
 
ELTLGEFLKL aus Survivin Prof. S. Stevanovic, Tübingen 
SVASTITGV aus Adipohilin Prof. S. Stevanovic, Tübingen 
ILAKFLHWL aus Telomerase Prof. S. Stevanovic, Tübingen 
LLLLTVLTV aus Muc1 Prof. S. Stevanovic, Tübingen 
 



Methoden 
 

 29

 
3 Methoden 

 

3.1 Zellkulturmethoden 

3.1.1 Kultivierung von Tumorzelllinien 

Tumorzellen wurden in RP10-Kulturmedium in 70 mL-, 250 mL- oder 800 mL- Gewebekultur-

flaschen bei 37.0° C und 5.0% CO 2 kultiviert. Zur Kultivierung der mit dem Vektor pEGFP-N1 

transfizierten Nierenzellkarzinom-Zellinie N43 EGFP wurde ein Selektionsmedium mit G418 

(RP10 mit 0.5 mg/mL Geneticin) verwendet. Die Zelldichte wurde je nach Zelltyp zwischen   

3 x 105 und 1 x 106 Zellen/mL gehalten und das Kulturmedium alle 2-3 Tage ersetzt. Zur Ab-

lösung adhärenter Zellen vom Flaschenboden wurde das Medium zunächst vollständig ab-

gesaugt, dann 3mL Trypsin-EDTA zugegeben und die Kulturflasche für 5 min. in den Inkuba-

tor (37.0° C, 5.0 % CO 2) gestellt. Nach Zugabe von etwa 5 mL FCS-haltigem Medium zur 

Neutralisation des Trypsins wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit frischem  Medium 

in eine neue Kulturflasche überführt. 

  

3.1.2 Kryokonservierung von Tumorzellen 

Zur Aufbewahrung wurden die Tumorzellen auf Eis in Einfriermedium suspendiert (1-2.5 x 

107/mL) und in Aliquots zu jeweils 1 mL in Kryoröhrchen bei –80.0° C gelagert. Aufgetaut 

wurden die Zellen bei 37.0° C im Wasserbad. Anschli eßend wurde sofort warmes Medium 

hinzugegeben. Dann wurden die Zellen für 5 min. bei 1500 rpm zentrifugiert und gewaschen. 

Die Zeit für das Einfrieren und Auftauen der Zellen wurde unter einer Zeit von 5 min. gehal-

ten, da DMSO bei Raumtemperatur toxisch für die Zellen ist. Tumorzellen wurden nach dem 

Auftauen zunächst in 70 mL-Kulturflaschen in hoher Zellkonzentration gehalten und dann 

langsam auf größere Volumina adaptiert. Die für eine spätere RNA-Präparation bestimmten 

Tumorzellen wurden als Pellets von jeweils 3 x 108 Zellen bei –80.0° C konserviert. Hierzu  

wurde das entsprechende Volumen der ausgezählten Zellsuspension in ein frisches Poly-
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propylenröhrchen (50 mL) überführt und für 6 min. bei 1400 rpm und Raumtemperatur ab-

zentrifugiert. Nach Absaugung des Überstandes erfolgte dann die Lagerung bei –80.0° C bis 

zur späteren Aufarbeitung. 

 

3.1.3 Bestimmung der Zellzahl 

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Zählkammer nach Neubauer bestimmt. Die Zellen wurden 

in zwei bzw. vier Großquadraten ausgezählt und die Zellzahl anschließend gemittelt. 

 

Formel zur Berechnung der Zellzahl: 

 

 Zellzahl in einem Großquadrat x Verdünnungsfaktor x 104 = Zellzahl/mL   

 

Mit der Bestimmung der Zellzahl verknüpft wurde stets eine Färbung der Zellen mit Trypan-

blau, um den Anteil an toten Zellen bestimmen zu können. Tote Zellen nehmen aufgrund 

ihrer Membrandurchlässigkeit Trypanblau auf und erscheinen somit unter dem Mikroskop 

blau. 

 

3.1.4 Isolierung von mononukleären Zellen aus perip herem Blut (PBMNC) 

Zur Isolierung von mononukleären Zellen aus peripherem Blut wurden Buffy-Coat-Präpara-

tionen von gesunden Spendern der Blutbank der Universität Tübingen verwendet. Buffy Coat 

wurde im Verhältnis 1:1 mit PBS verdünnt. Mit jeweils 25 mL der Buffy Coat/PBS-

Verdünnung wurden 13 mL Ficoll (Dichte 1.077 g/mL) in einem 50 mL Röhrchen vorsichtig 

überschichtet, so daß sich eine klar auszumachende Grenzschicht bildete. Anschließend 

folgte eine Zentrifugation bei 1900 rpm ohne Bremse für 13 min. bei Raumtemperatur. Nach 

Abnahme und Verwerfung von etwa der Hälfte des Überstandes folgte ein erneuter Zentrifu-

gationsschritt bei 1900 rpm für 12 min. bei Raumtemperatur. Danach erfolgte die Abnahme 

der PBMNC-Schicht (Grenzschicht zwischen Ficoll und Serum) mit einer sterilen Einweg-
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Pasteurpipette und deren Überführung in ein frisches 50 mL Röhrchen. In der PBMNC-

Schicht befinden sich hauptsächlich Lymphozyten und Monozyten, welche gemeinsam als 

mononukleäre Zellen bezeichnet werden, während Erythrozyten und Granulozyten aufgrund 

ihrer höheren Dichte durch das Ficoll hindurch an den Boden des Röhrchens zentrifugiert 

werden. Nach zweimaligem Waschen der PBMNC in 40 mL PBS mit jeweils anschließender 

Zentrifugation bei 1400 rpm mit Bremse für 10 min. bei Raumtemperatur erfolgte zur Entfer-

nung der Thrombozyten ein weiterer Waschschritt mit 50 mL PBS mit nachfolgender Zentri-

fugation bei 800 rpm ohne Bremse für 15 min. bei Raumtemperatur. Anschließend erfolgte 

die Aufnahme des Pellets in 10 mL RP10-Medium und die Bestimmung der Zellzahl in der 

Neubauer-Zählkammer.  

 

3.1.5 Ex-vivo-Generierung von dendritischen Zellen aus PBMNC 

Aus Buffy Coat isolierte PBMNC wurden in 6-Well-Platten in einer Dichte von 1 x 107 Zel-

len/well und jeweils 3 mL RP10-Medium ausplattiert und für 2 h bei 37.0° C und 5% CO 2 in-

kubiert.  Monozyten adhärieren dabei an den Plastikboden der Zellkulturplatte. Alle nichtad-

härenten Zellen wurden anschließend vorsichtig zweimal mit jeweils 2 mL PBS abgespült. 

Für die Weiterkultur bei 37° C und 5% CO 2 wurde in jedes Well 3 mL frisches RP10-Medium 

gegeben und 20 ng/mL IL-4 sowie 100 ng/mL GM-CSF zugesetzt (Tag 0). An den Tagen 2, 4 

und 6 wurden die Zytokine IL-4 und GM-CSF in den o.g. Konzentrationen erneut zugegeben. 

Die Ernte von unreifen dendritischen Zellen erfolgte jeweils am Tag 6. Zur Generierung von 

reifen dendritischen Zellen wurde am Tag 6 zusätzlich TNF-α in einer Konzentration von 10 

ng/mL zugegeben. Die Ernte der reifen dendritischen Zellen erfolgte dann nach einer Inkuba-

tionsdauer von 24 h bei 37.0° C und 5.0% CO2 am Tag  7. Zur Ernte wurden die DC mit PBS 

gründlich aus der Platte gespült und in RP10-Medium aufgenommen.  
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3.1.6 Kryokonservierung von dendritischen Zellen 

Für spätere autologe Restimulationen wurden unreife dendritische Zellen in einer Dichte von 

1 x 106 Zellen/mL in FCS suspendiert, dann wurde auf Eis 10 % DMSO zugesetzt und die 

Zellen wurden bei –80.0° C asserviert. Die Kryokons ervierung erfolgte in der Regel in Ali-

quots zu jeweils 1 mL (106 DC, 900 µL FCS, 100 µL DMSO). Aufgetaut wurden die DC je-

weils 1 Tag vor der geplanten Restimulation bei 37.0° C im Wasserbad. Es folgte die soforti-

ge Zugabe von warmem RP10-Medium und eine anschließende Zentrifugation für 5 min. bei 

1400 rpm und Raumtemperatur. Die Weiterkultur bis zur geplanten Restimulation am folgen-

den Tag erfolgte in 24-Well-Platten (5 x 105 DC/well) in jeweils 1 mL RP10-Medium unter 

Zugabe von 20 ng/mL IL-4, 100 ng/mL GM-CSF sowie 10 ng/mL TNF-α. Eine etwaige     

Elektroporation wurde 3-6 h nach dem Auftauen durchgeführt. Anschließend wurden die  

elektroporierten DC wie oben beschrieben bis zur Restimulation am nächsten Tag weiterkul-

tiviert.  

 

3.2 Molekularbiologische Methoden 

3.2.1 Plasmidtransformation in E. coli 

Zur Vermehrung wurden die verwendeten Plasmide in den Bakterienstamm E. coli INVαF´ 

(Invitrogen, Karlsruhe) transformiert. Ein Aliquot der chemisch kompetenten Bakterien            

(OneShot, Invitrogen, 50 µL/Aliquot) wurde auf Eis aufgetaut und vorsichtig resuspendiert. 

Das zu vermehrende Plasmid wurde mit TE-Puffer auf eine Endkonzentration von 10 ng/µL 

eingestellt, dann erfolgte die Zugabe von 5 ng (5µL) zu den resuspendierten kompetenten 

Zellen. Nach einer Inkubationsperiode von 30 min. auf Eis erfolgte eine Hitzeschock bei 

42.0° C im Wasserbad und anschließend eine abermali ge Inkubation für 5 min. auf Eis.  Dar-

aufhin wurden dem Ansatz 500 µL SOC-Medium (Invitrogen) zugegeben und das Röhrchen 

dann bei 37.0° C und 225 rpm im Inkubator geschütte lt. Anschließend wurden 20 µL des 
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Transformationsansatzes unter sterilen Bedingungen auf einer je nach Antiboitikaresistenz-

gen des zu vermehrenden Plasmides mit Ampicillin oder Kanamycin versetzten LB-Agar-

platte ausgestrichen und über Nacht bei 37.0° C ink ubiert. 

 

3.2.2 Präparation von Plasmid-DNA 

Für die Plasmidpräparation wurde der Plasmid Maxi Kit von QIAGEN nach folgendem Proto-

koll verwendet. Einzelbakterienkolonien wurden über Nacht in 100 mL mit Ampicillin bzw. 

Kanamycin versetztem LB-Medium bei 37.0° C und 225 rpm geschüttelt. Am nächsten Mor-

gen erfolgte die Überführung der LB-Übernachtkultur in vier Ultrazentrifugenröhrchen (35 

mL) und eine anschließende Zentrifugation bei 6000 rpm für 15 min. bei 4.0° C in der Ultra-

zentrifuge Sorvall RC-5 (Rotor SS34). Anschließend erfolgte das vorsichtige Abdekantieren 

der Überstände, die Zugabe von jeweils 5 mL Resuspensionspuffer P1 zu den vier Bakteri-

enzellpellets, die gründliche Resuspension der Pellets und die Vereinigung der Suspension 

in einem einzigen Ultrazentrifugenröhrchen (35 mL). Nach Zugabe von 10 mL des Lysepuf-

fers P2 und anschließendem Durchmischen erfolgte eine Inkubationsperiode von 5 min. bei 

Raumtemperatur zur Lyse der Bakterienzellen. Hierauf folgte die Zugabe von 10 mL des auf 

Eis vorgekühlten Neutralisationspuffers P3 und eine weitere Inkubation für 15 min. auf Eis. 

Nach mehrmaligem gründlichem Durchmischen des Bakterienlysates erfolgte eine Zentrifu-

gation bei 20000 rpm für 30 min. bei 4.0° C in der Ultrazentrifuge Sorvall RC-5. Anschließend 

erfolgte die vorsichtige Abnahme des die Plasmid-DNA enthaltenden Überstandes, seine 

Überführung in ein frisches autoklaviertes Ultrazentrifugenröhrchen (35 mL) und nachfolgen-

de Zentrifugation bei 20000 rpm für 15 min. bei 4.0° C. Während dieses Arbeitsschrittes er-

folgte parallel die Äquilibrierung einer Plasmidpräparationssäule QIAGEN-tip 500 durch Zu-

gabe von 10 mL des Äquilibrierungspuffers QBT. Nach Beendigung der Zentrifugation erfolg-

te das Auftragen des die Plasmid-DNA enthaltenden Überstandes auf die äquilibrierte Präpa-

rationssäule. Anschließend wurde die jetzt mit Plasmid-DNA beladene Säule mit jeweils 30 
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mL des Waschpuffers QC gewaschen. Die nachfolgende Elution der Plasmid-DNA erfolgte 

mit 15 mL des Elutionspuffers QF. Nach Zugabe von 10.5 mL Isopropanol zum Eluat zur 

Präzipitation der Plasmid-DNA erfolgte nach gutem Durchmischen eine weiter Zentrifugation 

bei 11000 rpm für 30 min. bei 4.0° C in der Ultraze ntrifuge Sorvall RC-5. Nach vorsichtigem 

Abdekantieren des Überstandes und anschließender Aufnahme des DNA-Pellets in 

70%igem Ethanol wurde dann erneut bei 11000 rpm für 30 min. bei 4.0° C zentrifugiert.  An-

schließend erfolgte die Abdekantierung des Überstandes unter maximaler Schonung des 

DNA-Pellets. Da das transparente Pellet nur schwer zu erkennen ist, empfiehlt es sich, be-

reits vor der Ultrazentrifugation die Außenseite des Röhrchens entsprechend zu markieren. 

Nach Lufttrocknung des Pellets erfolgte die Aufnahme in 500 µL TE-Puffer sowie die an-

schließende spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung und Lagerung des Plasmids 

bei –20.0° C. 

 

3.2.3 Agarosegelelektrophorese von DNA 

Für die Auftrennung und Visualisierung von DNA-Fragmenten wurde ein 1%iges Agarosegel 

verwendet. Zum Gießen des Gels wurden 300 mg Agarose in einem autoklavierten Erlen-

meyerkolben in 30 mL DNA-Laufpuffer suspendiert und dann im Mikrowellenherd bis zum 

Entstehen einer homogenen Lösung aufgekocht. Anschließend wurde die vorbereitete Aga-

roselösung in den mit einem Taschenkamm versehenen Schlitten der verwendeten Gelkam-

mer gegossen. Nach Aushärtung des Gels erfolgte die vorsichtige Entfernung des Taschen-

kamms und der Transfer des Schlittens in die mit DNA-Laufpuffer befüllte Elektrophorese-

kammer. Zur Auftrennung wurden jeweils 0.5 µg Probe bzw. DNA-Marker pro Tasche einge-

setzt. Vor der Beladung erfolgte die Zugabe von entsprechenden Volumina an 10x DNA-

Ladepuffer und aqua bidest. zu den Proben und Markern, um eine Verdünnung des DNA-

Ladepuffers zu erreichen. Anschließend erfolgte das vorsichtige Pipettieren der Proben und 

Marker in die vorgesehenen Taschen des zuvor gegossenen Gels. Die elektrophoretische 

Trennung erfolgte in der Anfangsphase (t=5min.) bei einer Spannung von U=150 V, um die 
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DNA möglichst schnell in das Gel gelangen zu lassen und die Verluste an eingesetzter DNA 

durch Diffusionsphänomene möglichst gering zu halten.  Nach dieser Anfangsphase erfolgte 

die Trennung bei einer Spannung von U=50 V bis sich die Laufmittelfront (Bromphenolblau-

bande) ungefähr am Ende des zweiten Drittels des Gels befand.  Anschließend wurde das 

Gel in der Dokumentationsanlage unter UV-Illumination betrachtet. 

 

3.2.4 In vitro-Transkription von EGFP mRNA 

Eine intronfreie DNA-Sequenz, z.B. cDNA, wird in Transkriptionsorientierung in einen 

Transkriptionsvektor mit T7- oder SP6-Promotor kloniert. Diese DNA kann nun mit entspre-

chenden RNA-Polymersen in vitro transkribiert werden. Superspiralisierte (supercoiled) 

Plasmid-DNA kann zwar direkt in die Transkription eingesetzt werden. Man erhält auf diese 

Weise allerdings deutlich geringere Ausbeuten als beim Einsatz von zuvor linearisierter DNA. 

Zur Linearisierung wird der Transkriptionsvektor an einer singulären Schnittstelle etwa 50-

200 Basenpaare upstream vom Terminationscodon mit der entsprechenden Restriktionsen-

donuklease geschnitten. Die DNA wird dann über dann über ein säulenchromatographisches 

Verfahren (QIAQuick PCR Purification Kit) gereinigt und in die In vitro-Transkription einge-

setzt. Die In vitro-Transkription wird durch Zugabe von Cap-Scribe-Puffer und der entspre-

chenden RNA-Polymerase gestartet. Der Cap-Scribe-Puffer enthält optimierte Konzentratio-

nen der Ribonukleosidtriphosphate ATP, GTP, CTP und UTP sowie des Cap-Nucleotids    

P1-5´-(7-Methyl)-Guanosin-P3-5´-Guanosintriphosphat, welches eine effektive Produktion von 

gecappter mRNA garantiert (Sambrook et al., 1989). 

 

Für die In vitro-Transkription der in den Transfektionsexperimenten verwendeten EGFP 

mRNA wurde das Plasmid  pSP64 Poly (A) EGFPII (Z. Berneman, Antwerpen) eingesetzt. 

Zunächst wurden 5 µg des Plasmids mit 25 U der Restriktionsendonuklease Nde I für 3 h bei 

37.0° C und 5.0% CO 2 geschnitten. Zur Kontrolle der Vollständigkeit der Linearisierung er-
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folgte anschließend eine elektrophoretische Auftrennung im Agarosegel. Bei quantitativer 

Linearisierung wurden nun die Aufreinigung des linearisierten Plasmids durchgeführt. Nach 

Zugabe von 250 µL Puffer PB wurde der Ansatz auf ein zuvor in einem RNAse-freien Ep-

pendorf-Reaktionsgefäss (2.0 mL) platzierten QIAQuick Spin-Säulchen aufgetragen und an-

schließend mit 13000 rpm bei Raumtemperatur für 60 s in der Eppendorf Zentrifuge 5417R 

zentrifugiert. Nach Verwerfung des Durchlaufs wurde das Säulchen mit 750 µL Waschpuffer 

PE gewaschen und anschließend abermals für 60s bei Raumtemperatur und 13000 rpm 

zentrifugiert. Der Durchlauf wurde erneut verworfen und das gewaschene Säulchen durch 

einen erneuten Zentrifugationschritt unter den o.g. Bedingungen getrocknet. Die nachfolgen-

de Elution der DNA erfolgte durch Gabe von 50 µL RNAse-freien Wassers direkt auf die 

Membran des Säulchens, einminütige Inkubation bei Raumtemperatur und nachfolgende 

Zentrifugation für 60 s bei 13000 rpm und Raumtemperatur. Nach erfolgter Konzentrations-

bestimmung im Spektrophotometer wurde das linearisierte, aufgereinigte Plasmid entweder 

bei –20.0° C gelagert oder direkt in die In vitro-Transkription eingesetzt.  

 

Für die eigentliche In vitro-Transkription wurde dann auf Eis unter RNAse-freien Bedingun-

gen der folgende Ansatz in ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefäss (1.5 mL) pipettiert: 

 

4.0 µL 5x Cap-Scribe-Puffer 

                                   x  µL Linearisierte pSP64 poly (A) EGFPII DNA (0.5 µg) 

                   14.0 µL - x  µL RNAse-freies Wasser 

             2.0  µL SP6-RNA-Polymerase (20 U) 

20.0 µL Endvolumen  

 

Nach kurzem Anzentrifugieren des Ansatzes wurde dieser dann für 2 h im Brutschrank bei 

37.0° C und 5.0% CO 2 inkubiert. Anschließend wurde die Transkriptionsreaktion durch Zu-
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gabe von 2.0 µL 0.2 M EDTA (pH 8.0) auf Eis abgestoppt. Für die anschließende Aufreini-

gung der generierten RNA-Transkripte wurde der abgestoppte Reaktionsansatz zunächst mit 

RNAse-freiem Wasser auf ein Endvolumen von 100 µL aufgefüllt. Dann erfolgte die Zugabe 

von 350 µL Lysepuffer RLT und nach gründlichem Durchmischen die weitere Zugabe von 

250 µL Ethanol. Nach erneutem guten Durchmischen wurde der Ansatz nun auf ein RNeasy 

Mini Spin-Säulchen pipettiert und dann für 15 s bei 4.0°C und 12000 rpm in der Eppendorf 

Tischzentriguge 5417R zentrifugiert. Anschließend erfolgte der Transfer des beladenen Säul-

chens in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefäß (2.0 mL), nachfolgendes zweimaliges Wa-

schen des Säulchens mit 500 µL Waschpuffer RPE und anschließende Trocknung der 

Membran durch einen weiteren Zentrifugationsschritt für 2 min. bei 4° C und 12000 rpm. Zur 

Elution der RNA wurde das Säulchen in ein neues RNAse-freies Eppendorf-Reaktionsgefäß 

(1.5 mL) überführt. Es folgte das vorsichtige Pipettieren von 30 µL RNAse-freien Wassers 

direkt auf die Membran und die anschließende Zentrifugation für 1 min. bei 4° C und 10000 

rpm. Abschließend erfolgte die spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung sowie die 

Charakterisierung im denaturierenden RNA-Gel. Die erhaltene EGFP mRNA wurde entweder 

direkt in Transfektionsexperimenten eingesetzt oder bei –80.0° C gelagert.  

 

3.2.5 Isolation von Total RNA aus Tumorzellen 

Die Isolierung von Total RNA aus Tumorzellen erfolgte mit dem RNeasy Maxi Kit (QIAGEN, 

Hilden) nach dem Protokoll „Isolation von Total RNA aus tierischen Zellen“ (RNeasy Maxi 

Handbook, QIAGEN, Hilden). Das Prinzip dieser Methode beruht auf den selektiven Bin-

dungseigenschaften der aus einem Silicagel bestehenden Membran der RNeasy-Säulen 

(Säulenchromatographie). Die eingesetzten Tumorzellen werden im Verlauf der Durchfüh-

rung des o.g. Protokolles zunächst unter stark denaturierenden Bedingungen lysiert und ho-

mogenisiert, was zur unmittelbaren Inaktivierung vorhandener RNAsen führt. 
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Zunächst erfolgte das schonende Auftauen der bei –80.0° C kryokonservierten Zellpellets  

auf Eis und die anschließende Zugabe von 15.0 mL Lysepuffer RLT. Anschließend wurde 

das Zelllysat durch zehnmaliges Aufziehen in einer 20.0 mL Spritze mit einer 20G-Kanüle 

weiter homogenisiert. Danach erfolgte die Zugabe von 15.0 mL 70% Ethanol zum Zellhomo-

genisat und nachfolgende gründliche Durchmischung. Dann erfolgte das sukzessive Beladen 

der RNeasy-Säule mit dem Zellhomogenisat in Portionen von 15.0 mL und anschließende 

Zentrifugieren bei 4300 rpm und 4.0° C für 5 min. N ach Verwerfung des Zentrifugats wurde 

die Säule zunächst mit 15.0 mL Waschpuffer RW1 gewaschen und für 5 min. bei den o.g. 

Bedingungen zentrifugiert. Hierauf folgte ein Waschschritt mit 10.0 mL Waschpuffer RPE und 

anschließender Zentrifugation für 2 min. bei 4300 rpm und 4.0° C. Nach Verwerfung des 

Durchlaufs wurde die Säule  erneut mit 10.0 mL Waschpuffer RPE gewaschen. Diesmal wur-

de allerdings im Anschluß zur Trocknung der Membran für 10 min. bei 4300 rpm zentrifu-

giert. Nach Verwerfung der Zentrifugate wurde die Säule in ein neues RNAse-freies Reakti-

onsgefäss (50 mL) transferiert. Die Elution der RNA erfolgte durch zweimalige Zugabe von 

jeweils 800 µL RNAse-freien Wassers direkt auf die Silicagel-Membran, Inkubation für 1 min. 

bei Raumtemperatur und anschließende Zentrifugation für 3 min. mit 4300 rpm bei 4.0° C. 

Abschließend erfolgte die Konzentrationsbestimmung der erhaltenen RNA-Lösung im 

Spektrophotometer sowie ihre Charakterisierung durch Agarosegel-Elektrophorese. Die er-

haltene RNA wurde anschließend mit dem Konzentratorsystem VivaSpin 4 (Vivascience) auf 

eine Endkonzentration von 3 mg/mL eingeengt und dann entweder zur weitern Isolierung von 

mRNA eingesetzt oder direkt bei –80.0° C kryokonser viert.   

 

3.2.6 Isolation von mRNA aus Total RNA 

Die Präparation von mRNA aus Total RNA wurde mit dem µMACS mRNA Isolation Kit (Mil-

tenyi, Bergisch Gladbach) durchgeführt. Bis auf wenige Ausnahmen werden alle eukaryonti-

schen mRNAs posttranskriptionell am 3´-Ende polyadenyliert. Diese Poly-(A)-Schwänze wei-
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sen initial eine Länge von etwa 200 Nucleotiden auf und verkürzen sich während der Exis-

tenz der mRNA auf Längen von 40-65 Adenylatresten. Diese für die mRNA spezifische 

posttranskriptionale Modifikation erlaubt ihre Separation von den nicht polyadenylierten RNA-

Spezies rRNA und tRNA. Die hier zum Einsatz gebrachte Methode beruht auf der spezifi-

schen Basenpaarung zwischen den Adenylatresten der mRNA und den Oligodesoxythymi-

dinresten der Oligo(dT)-gekoppelten Magnetpartikel. 

 

Zur Isolierung von mRNA wurde die entweder frisch isolierte oder bei –80.0° C asservierte 

Gesamttumor-RNA (Total RNA) zunächst für 3 min. im Hybridisierungsofen bei 65.0° C de-

naturiert und anschließend auf Eis gestellt. Nach Verdünnung der Total RNA-Lösung mit auf 

Raumtemperatur gebrachtem Lysis/Binding-Puffer im Verhältnis 1:1 wurden dann pro 100 µg 

Total RNA 25 µg Oligo(dT) Micro Beads hinzupipettiert. Nach guter Durchmischung durch 

mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wurde die Lösung schließlich auf eine zuvor mit 250 µL 

Lysis/Binding-Puffer äquilibrierten MACS-Säule Type M im passenden MACS-Separations-

magneten aufgetragen. Anschließend wurde die Säule einmal mit 250 µL Lysis/Binding-

Puffer und anschließend  fünfmal mit Waschpuffer gewaschen. Zur Elution der mRNA wurde 

dann 200 µL auf 65.0° C vortemperierter Elutionspuf fer auf die Säule gegeben. Die auf diese 

Weise isolierte mRNA wurde anschließend spektrophotometrisch vermessen und im denatu-

rierenden Agarosegel charakterisiert. Die Aufbewahrung der mRNA erfolgte bis zur späteren 

Verwendung bei –80.0° C. 

 

3.2.7 Unspezifische Amplifikation von mRNA 

Die unspezifische Amplifikation von mRNA wurde abgesehen von wenigen unten ausgeführ-

ten Modifikationen nach der von Boczkowski (Boczkowski et al., 2000) beschriebenen Me-

thode durchgeführt. Für die First-Strand-cDNA-Synthese und die Long-Distance-(LD)-PCR 

wurde der SMART PCR cDNA Synthesis Kit (BD Biosciences Clontech, Heidelberg) benutzt. 

Abweichend von dem vom Hersteller mitgelieferten Protokoll wurde ein den Bakteriopha-
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genpromotor T7 enthaldendes Oligonucleotid als Template-Switch-Oligo verwendet (5´-

CGCGCGCGCTAATACGACTCACTATAGGGG-3´). Pro Reaktionsansatz wurde 1 µg  Total 

RNA für die cDNA-Synthese eingesetzt. Nach Reaktionsende wurden die First-Strand-cDNA 

enthaldenden Ansätze durch Zugabe von 90 µL TE Puffer verdünnt  und dann in die LD-

PCR zur Amplifikation eingesetzt. Die 100 µL-Reaktionsansätze enthielten 10 µL der ver-

dünnten First-Strand-cDNA, 20 pmol des vom Hersteller mit dem Kit gelieferten CDS-PCR-

Primers sowie 20 pmol des selbst entworfenen T7-PCR-Primers (5´- GCGCGCGCTAA-

TACGACTCACTAT-3´).  Die LD-PCR wurde entsprechend dem vom Hersteller mitgeliefer-

ten Protokoll mit folgendem Temperaturprofil durchgeführt: initiale Denaturierung bei 95° C, 

20 Zyklen bei 95° C für 15 s, 60° C für 30 s, 68° f ür 7 min., Schlussextension bei 68° C für 

10 min. Das LD-PCR-Produkt wurde anschließend mit dem QIAQuick PCR Purification Kit 

(QIAGEN, Hilden) nach dem vom Hersteller mitgelieferten Protokoll aufgereinigt. Für die 

nachfolgende In-vitro-Transkription des LD-PCR-Produktes wurde der mMESSAGE mMA-

CHINE T7 Kit (Ambion, Huntingdon, UK) verwendet.   

 

3.2.8 Agarosegelelektrophorese von RNA 

Die Auftrennung und Visualisierung von RNA-Fragmenten erfolgte im 1%igen denaturieren-

den Agarosegel. Zum Gießen des Geles wurden 0.2 g Agarose in einen autoklavierten Er-

lenmeyerkolben eingewogen, 2 mL 10x RNA-Laufpuffer sowie 14.7 mL DEPC-behandeltes 

Wasser zugegeben und die Suspension dann bis zum Entstehen einer homogenen Lösung 

im Mikrowellenherd aufgekocht. Nach Abkühlung der Lösung auf unter 60.0° C erfolgte die 

Zugabe von 3.3 mL Formaldehyd (37%) unter dem Abzug und das sofortige Gießen des 

Gels in den mit Taschenkamm versehenen Schlitten der RNA-Elektrophoresekammer. Nach 

Aushärtung des Gels wurde dieses in die mit 1x RNA-Laufpuffer befüllte Elektrophorese-

kammer gestellt. Der Stand des Laufpuffers sollte dabei so hoch sein, daß die Taschen noch 

nicht mit Puffer bedeckt sind. Anschließend wurden 1 Volumenteil des verwendeten RNA-

Markers bzw. der RNA-Proben mit 3 Volumenteilen des RNA-Laufpuffers gemischt. Nach 



Methoden 
 

 41

kurzem Anzentrifugieren in der Tischzentrifuge erfolgte dann für 15 min. die Denaturierung 

bei 65.0°C im Hybridisierungsofen. Anschliessend wu rde die so vorbereiteten Proben in die 

jeweiligen Taschen des Gels pipettiert.und wie für DANN beschrieben elektrophoretisch auf-

getrennt. 

 

3.2.9   Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäurelö sungen 

Die Messung der Absorption bei 260 bzw. 280 nm ist eine schnelle und einfach durchzufüh-

rende Methode zur Konzentrationsbestimmung von Protein- und Nukleinsäurelösungen.  

Hierbei macht man sich die Tatsache zunutze, daß in den Biomolekülen bestimmte Chro-

mophore Licht bei bestimmten Wellenlängen absorbieren. So absorbieren die aromatischen 

Seitenketten der Aminosäuren Histidin, Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin Licht der Wel-

lenlänge 280 nm, wohingegen die heterozyklischen Purin- und Pyrimidinsysteme der Nuk-

leinsäuren Licht bei 260 nm absorbieren.  

 

Die Konzentration einer bestimmten Probe errechnet sich nach einer Modifikation des LAM-

BERT-BEERschen Gesetzes aus dem Absorptionswert bei 260 bzw. 280 nm, der Schichtdi-

cke der verwendeten Quarzküvette, dem Verdünnungsfaktor und einem für die Art der Probe 

spezifischen Faktor (50 für doppelsträngige DNA, 40 für RNA, 37 für einzelsträngige DNA 

und 20 für einzelsträngige Oligonukleotide). 

 

Die Reinheit der Nukleinsäurelösung ergibt sich aus dem Quotienten A260nm/A280nm. Eine reine 

d.h. proteinfreie Lösung weist demnach einen Quotienten A260nm/A280nm von 1.8 bis 2.0 auf. 

Wichtig ist hierbei zu berücksichtigen, dass die vom Gerät errechneten Werte stark vom pH 

und Salzgehalt des bei den Messungen verwendeten Wassers abhängen können. Es wurde 

diesbezüglich darauf geachtet, daß die zu vermessenden Nukleinsäurelösungen stets mit 

demselben  RNAse-freien Wasser eluiert bzw. verdünnt wurden. 
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Wichtig ist bei dieser Methode weiterhin zu berücksichtigen, daß eine zuverlässige Messung 

des Photometers nur im linearen Bereich des LAMBERT-BEERschen Gesetzes (0-1 OD) 

gewährleistet ist. Die zu bestimmenden Proben wurden also vor der Messung derart ver-

dünnt, daß die gemessenen Absorptionswerte in diesem Intervall lagen. 

 

Sämtliche Messungen wurden mit dem speziell für diese Anwendung ausgestatteten 

Spektrophotometer GeneQuant II (Pharmacia) durchgeführt. Diese gibt nach der Messung 

direkt die Werte  A260nm und A280nm sowie die hieraus ermittelte Nukleinsäurekonzentration 

und den Quotienten A260nm/A280nm an. 

 

3.3 Methoden zur RNA-Transfektion von dendritischen  Zellen 

3.3.1 Lipofektion mit Unifectin M 

Bei Unifectin und Unifectin M handelt es sich um zwei von A. Surovoy in der Arbeitsgruppe 

von G.Jung am Istitut für Organische Chemie der Universität Tübingen entwickelte kationi-

sche Lipide (Surovoy et al.,1998; Flechsler et al., 1998). Die Unifectine bestehen aus 

Diethanolamin, das über das sekundäre Stickstoffatom an die Carboxylgruppe von Lysin 

gekuppelt und an den beiden Hydoxylgruppen mit ungesättigten C18 – bzw. C14-Fettsäuren 

verestert ist. Unifectin bzw. Unifectin-M kann in Kombination mit einem peptidischen „Enhan-

cer“ (Protamin) angewendet werden, der in der Lage ist, DNA bzw. RNA zu kondensieren, 

wodurch die Liposomengenerierung erleichtert wird. Dies zeigt sich in deutlich verbesserten 

Transfektionseffizienzen. Unifectin mit dem Zusatz des kationischen Polyamins Protamin 

wird als Maxifectin bezeichnet.  

 

12 h vor der geplanten Lipofektion am Tag 6 wurden die unreifen dendritischen Zellen in ei-

ner Dichte von 5 x 105 Zellen/1mL RP10-Medium/Well in 6-Well-Platten ausplattiert. Die für 

die Transfektion verwendete RNA-Lösung wurde mit RNAse-freiem Wasser auf eine Kon-

zentration von 5 mg/mL eingestellt. Zur Vorbereitung des Transfektionscocktails wurde zu-
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nächst in einem sterilen Eppendorf-Reaktionsgefäß ein entsprechendes Volumen an Trans-

fektionspuffer (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7.4) vorgelegt, so daß nach Zugabe von 

RNA und Protamin ein Endvolumen von 100 µL entstand. In einem zweiten Eppendorfreakti-

onsgefäß wurde die zu lipofizierende RNA vorgelegt. Anschließend erfolgte die Zugabe von 

Protamin in einem Massenverhältnis RNA:Protamin von 1:1. Nach gründlichem Durchmi-

schen auf dem Minishaker erfolgte eine Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur. Unifec-

tin M wurde in dem von uns angewendeten Protokol zur RNA-Trandfektion von dendritischen 

Zellen in einem Masseneverhältnis von RNA:Unifectin M von 1:3 eingesetzt. Zur Vorberei-

tung des Lipofektionsagenzes wurde nun ein entsprechendes Volumen an Transfektionspuf-

fer in ein separates Eppendorfreaktionsgefäss vorgelegt, so daß nach Zugabe des Unifectin 

M ein Endvolumen von 100 µL erzielt wurde. Danach erfolgte die Zugabe der erforderlichen 

Menge an Unifectin M direkt in den vorgelegten Transfektionspuffer ohne dabei die Wand 

des Reaktionsgefäßes mit der Pipettenspitze zu berühren. Nach Aufklopfen des Reaktions-

gefäßes auf dem Labortisch zur Mischung der Lösung und anschließender Inkubation für 5 

min. bei Raumtemperatur erfolgte dann die tropfenweise Zugabe der Unifectin M-Lösung zur 

RNA-Enhancer-Lösung. Nach erneutem Durchmischen durch Aufklopfen des Reaktionsge-

fäßes auf dem Labortisch und einer abermaligen Inkubationsperiode von 10 min. bei Raum-

temperatur wurde die fertige Transfektionslösung dann tropfenweise zu den zu lipofizieren-

den dendritischen Zellen hinzugegeben. Nach guter Durchmischung durch mehrmaliges Auf- 

und Abpipettieren der Zellsuspension erfolgte anschließend die weitere Inkubation bei 

37.0°C und 5.0% CO 2 im Brutschrank. 

 

3.3.2 Elektroporation 

Vor der Elektroporation am Tag 6 wurden die unreifen dendritischen Zellen zunächst zweimal 

mit serumfreiem X-VIVO 20-Medium gewaschen und schließlich in einer Dichte von 2x 107 Zel-

len/mL resuspendiert. Anschließend wurden 200 µL der vorbereiteten Zellsuspension in eine 4 

mm-Küvette gegeben und 10 µg der zu transfizierenden Gesamttumor-RNA zupipettiert. Für die 
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unmittelbar danach durchgeführte Elektroporation wurde das Gerät Easyject Plus (Peqlab, Er-

langen) mit der nachfolgend genannten Einstellung verwendet:  U = 300 V, C = 150 µF, R = 

1540 Ω u, t = 231 ms. Nach der Elektroporation wurden die dendritischen Zellen unverzüglich 

wieder in RP10-Medium transferiert und in den Inkubator verbracht. Die Viabilität der Zellen 

nach der Elektroporation betrug nach den Ergebnissen der durchgeführten Propidiumiodidfär-

bungen  mehr als 80%. 

 

3.3.3 Transferrinrezeptor (CD71)-vermittelte Endozy tose 

Die Transduktion von dendritischen Zellen über Transferrinrezeptor (CD71)-vermittelte En-

dozytose wurde mit DuofectTM (QUANTUM Appligene, Carlsbad, CA, USA) durchgeführt. Bei 

dieser Methode kondensiert die zu transfizierende RNA mit dem polykationischen Carrier 

Polyethylenimin (PEI) zu stabilen, kompakten RNA-PEI-Komplexen. Humanes Transferrin ist 

kovalent an das PEI-Molekül gebunden, so dass die gebildeten Partikel an die Oberfläche 

von Zellen binden, die den Transferrinrezeptor (CD71) exprimieren und schließlich endozy-

tiert werden (Boussif et al., 1995; Curiel et al., 1991; Cotten et al., 1990; Kircheis et al., 1997; 

Wagner et al., 1990; Wagner et al.,1991;  Zenke et al., 1990). 

 

24 h vor der geplanten Transfektion am Tag 6 wurden die unreifen dendritischen Zellen ge-

erntet, gezählt und in 50 µM Desferrioxamin und ggf. 10 ng/mL TNF-α enthaltendem RP10-

Medium resuspendiert. Unmittelbar vor der Transfektion am Tag 6 wurden die Zellen dann 

abermals gezählt und dann in einer Dichte von 5 x 105 DC/1.5 mL RP-10 (incl. Desferrioxa-

min, IL-4, GM-CSF und TNF-α) auf 6-Well-Platten ausgesät. Zur Bildung der RNA-PEI-

Komplexe wurde die zu transfizierende RNA zunächst mit RNAse-freiem HBS-Puffer (20 mM 

HEPES, 150 mM NaCl, pH 7.3) auf ein Endvolumen von 250 µL verdünnt. Anschließend 

wurden 246.0 µL HBS-Puffer in einem sterilen Eppendorfreaktionsgefäß vorgelegt und 4.0 

µL DuoFectTM (1 mg/mL) entsprechend einem N:P-Verhältnis von 3.2 (molares Verhältnis 
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von Stickstoff aus PEI und Phosphatgruppen aus RNA) zugegeben ohne dabei den Rand 

des Gefäßes mit der Pipettenspitze zu berühren. Danach wurde dann die vorbereitete RNA-

Lösung tropfenweise zur PEI-Lösung gegeben. Nach mehrmaliger Aspiration zur Durchmi-

schung des Transfektionscocktails und einer folgenden Inkubationsperiode von 20 min bei 

Raumtemperatur wurde dieser dann tropfenweise zu den unreifen bzw. reifen dendritischen 

Zellen gegeben. Nach einer Inkubationsperiode von 4 h bei 37.0° C wurden die dendritischen 

Zellen  zweimal zur Entfernung des Transfektionsmediums in RP10- Medium  gewaschen 

und dann in RP10-Medium supplementiert mit den entsprechenden Zytokinen bei 37.0° C 

weiterkultiviert. 

 

3.4 Durchflußzytometrie (FACS) 

In der Durchflußzytometrie werden durch Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Antikörper gegen 

bestimmte Zelloberflächenantigene markierte Einzelzellen erkannt und quantifiziert. Außer-

dem erfolgt eine Darstellung gemäß der Granularität und Größe der Zellen. Die zu charakte-

risierenden Zellen wurden in einem 13 mL Zentrifugenröhrchen mit FACS-Puffer gewaschen, 

der Überstand nach der Zentrifugation verworfen und die Zellen im Restpuffer resuspendiert. 

Zur Verhinderung unspezifischer Bindungen wurden 10 µL Maus IgG (Jackson ImmunoRe-

serach Laboratories, USA) in einer Konzentration von 0.2 mg/mL zur Zellsuspension gege-

ben und für 15 min. bei 4°C inkubiert. Anschließend  wurden die Zellen mit FACS-Puffer ver-

dünnt und auf verschiedene FACS-Röhrchen verteilt. Pro Messung werden etwa 1-2 x 105 

Zellen benötigt. Nach Zentrifugation für 3 min. bei 1500 rpm wurde erneut der Überstand 

verworfen und die Zellen durch Vortexen im Restpuffer resuspendiert. Es wurde meist eine 

Zweifachfärbung durchgeführt, d.h. die Zellen wurden mit einem PE- und einem FITC-

konjugierten Antikörper (jeweils 10 µL) inkubiert. Die Röhrchen wurden hierzu entweder für 

30 min. im Dunklen auf Eis gestellt oder für 15 min. im Dunklen bei Raumtemperatur belas-

sen. Nach einem Waschschritt mit 1 mL FACS-Puffer pro Röhrchen wurden die Zellen in 100 

µL FACS-Puffer resuspendiert und anschließend im Durchflußzytometer (FACSCalibur, 
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Beckton Dickinson) gemessen. War eine sofortige Messung nicht möglich, so wurden die 

Zellen in 100 µL 2% Formalinlösung fixiert, nach 3 min. mit 100 µL FACS-Puffer verdünnt 

und bis zur Messung für bis zu 7 Tagen im Kühlschrank bei 4° C gelagert. Pro  Messung 

wurden in der Regel 10000 Zellen ausgezählt. Die Auswertung der FACS-Daten erfolgte mit 

der Software CellQuest (Becton Dickinson). 

 

3.5 CTL-Induktion mit RNA-transfizierten dendritisc hen Zellen 

Unreife dendritische Zellen wurden am Tag 6 wie oben beschrieben mit Gesamttumor-RNA 

elektroporiert. Nach der Transfektion wurden die dendritischen Zellen für 24 h in RP10-Medium 

supplementiert mit 10 ng/mL TNF-α zur Ausreifung inkubiert. Für die Induktion von zytotoxi-

schen T-Lymphozyten wurden 5 x 105 mit RNA-transfizierte dendritische Zellen mit 2.5 x 106 

autologen PBMNC in 1mL RP10-Medium/Well inkubiert. Ein Teil der elektroporierten dendriti-

schen Zellen wurde für spätere Restimulationen oder für die Verwendung als Targetzellen bei    

-80.0° C aufbewahrt. Nach sieben Tagen erfolgte ein e Restimulation mit  5 x 105  transfizierten 

autologen dendritischen Zellen. Anschließend wurde am Tag 1, 3 und 5 IL-2 in einer Konzentra-

tion von 1 ng/mL hinzugegeben. Die zytotoxische Aktivitität der induzierten T-Lymphozyten wur-

de fünf Tage nach der Restimulation in einem Standard-51Cr-Release-Assay untersucht. 

 

3.6 51Cr-Freisetzungstest  

Der  51Cr-Freisetzungstest ist eine Methode, mit der man das Ausmaß der Lyse von be-

stimmten Targetzellen durch Effektorzellen über die Freisetzung von radioaktivem Chrom 

bestimmen kann. Bei den durchgeführten Tests wurden in eine 96-Well-Rundbodenplatte in 

jede Vertiefung 1 x 104 Targetzellen als feste Größe gegeben und die Effektorzellen in unter-

schiedlichen Konzentrationen hinzutitriert. Ausgehend von einem Effektor- zu Targetzellen-

Verhältnis von 100:1 oder 30:1 wurde die Effektorzellzahl absteigend in fünf Stufen jeweils 

gedrittelt. Konkret wurden pro Vertiefung 100 µL Effektorzellen vorgelegt und dann 100 µL 
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der mit radioaktivem Chrom beladenen Targetzellen hinzupipettiert. 5 x 105 Targetzellen 

wurden in einem 12 mL Röhrchen abzentrifugiert und nach der Abnahme des Überstandes 

im Restmedium resuspendiert. Für die Beladung mit Chrom wurden 10 µL Natrium-[51Cr]-

chromat (370 MBq/670 µL) in die Zellsuspension pipettiert und diese dann bei 37° C und 

5.0% CO2 für 1 h inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit 10 mL RP10-Medium gewa-

schen, in 5 mL frischem RP10-Medium resuspendiert und dann auf die vorbereitete, bereits 

die Effektorzellen enthaltende Platte verteilt. Danach wurde die Platte für 4 h bei 37.0° C und 

5.0% CO2 inkubiert. Nach den 4 h wurden aus jeder Vertiefung 50 µL des das freigesetzte 

51Cr enthaldenden Überstandes auf eine Luma-Platte übertragen und diese dann über Nacht 

getrocknet. Die Messung der Platte wurde in einem Beta-Lumineszenz-Zähler (MicroBeta 

1450 TriLux) durchgeführt. Für die Berechnung der durch die Effektorzellen verursachten 

Lyse muß zusätzlich die spontane und die maximale 51Cr-Freisetzung der Targetzellen be-

stimmt werden. Hierzu wurden die Targetzellen ohne Effektorzellen entweder mit 100 µL 

RP10-Medium (spontane Lyse) oder mit 100 µL Triton-X100 (maximale Lyse) kultiviert und 

dann jeweils die Mittelwerte aus Fünffachbestimmungen gebildet. 

 

Die Berechnung der prozentualen spezifischen Lyse erfolgte nach der folgenden Formel: 

 

 

 

 

 

3.7 IFN-γγγγ ELISPOT 

Im ELISPOT wird die IFN-γ-Sekretion einer einzelnen Zelle sichtbar gemacht. Die Methode 

beruht auf dem Prinzip des einfachen Sandwich-ELISA mit dem Unterschied, daß anstatt 

einer flüssigen Probe lebende Zellen auf eine mit anti-IFN-γ-Antikörper („coating“-Antikörper) 

Lyse der Probe - Spontane Lyse 
 
Maximale Lyse - Spontane Lyse 

X 100 
 

% Spezifische Lyse = 
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beschichtete Oberfläche gegeben und so für kurze Zeit kultiviert werden. Wird von den ein-

gesetzten Zellen nun IFN-γ sezerniert, so bindet dieses an die o.g. Antikörper und kann spä-

ter durch Zugabe eines sekundären, biotinylierten anti-IFN-γ-Antikörpers sichtbar gemacht 

werden. Die anschließend zugegebene Streptavidin-Alkalische Phosphatase bindet an das 

Biotin und führt nach Zugabe des Substrates BCIP/NBT zu einer Farbreaktion. Eine IFN-γ-

sezernierende Zelle wird somit als blauer Punkt („spot“) auf der Oberfläche sichtbar. 

 

Zur Vorbereitung des Assays wurde zunächst eine 96-Well-ELISPOT-Platte über Nacht mit 

50 µL/well „coating“-Antikörper 1-D1K (Verdünnung mit PBS 1:1000) bei –4°C inkubiert. Am 

nächsten Tag wurde die Platte sechs mal mit jeweils 200 µL PBS/Well gewaschen. Zur Ab-

sättigung von unspezifischen Bindungsstellen wurde vor Zugabe der zu untersuchenden Zel-

len 100 µL RP10-Kulturmedium in jedes Well gegeben und die Platte anschließend für 1 h 

bei 37° C inkubiert. Da die Effektorzellen auf dem Membranboden der ELISPOT-Platte eine 

Einzelschicht bilden sollen, wurden maximal 2 x 105 Zellen in 200 µL RP10 pro Well einge-

setzt. Anschließend wurde die Platte für 40h bei 37°C und 5% CO 2 inkubiert. 

 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Platte durch sechsmaliges Eintauchen in ein Ge-

fäß mit 4L Waschpuffer und anschließendes Abdekantieren der Flüssigkeit gewaschen. 

Nachfolgend wurde in jedes Well 100 µL des biotinylierten, sekundären Antikörpers 7-B6-1 

(Endkonzentration 1 µg/mL) pipettiert und anschließend erneut für 2 h bei 37°C und 5% CO 2 

inkubiert. Nach abermaligem sechsmaligem Waschen wurde dann pro Well 100 µL Strepta-

vidin-Alkalische Phosphatase zugegeben (Endkonzentration 1 µg/mL). Nach einstündiger 

Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten drei mal mit Waschpuffer und anschlies-

send noch drei mal mit PBS gewaschen. Dann wurde zur Entwicklung der Platte 100 µL 

PCIP/NBT pro Well als Substrat zugegeben. Nach 15 min. wurde die Platte unter fließendem 
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Wasser abgewaschen und bis zur Auswertung im ELISPOT-Counter im Kühlschrank aufbe-

wahrt. 

 

3.8 T-Helferzell-Induktion mit RNA-transfizierten d endritischen Zellen 

Zur Induktion von T-Helferzellen wurden zunächst die CD4+ T-Lymphozyten (aus PBMNC 

von Patienten) immunomagnetisch unter Zuhilfenahme des CD4+ T Cell Isolation Kits (Milte-

nyi Biotec) isoliert. Die Reinheit der isolierten Zellpopulation wurde anschließend durchfluss-

zytometrisch bestimmt. Autologe, unreife dendritische Zellen wurden an Tag 6 mit RNA   

elektroporiert und anschließend für weitere 24 h mit TNF-α inkubiert. Zur Induktion von anti-

genspezifischen T-Helferzellen wurden an Tag 7 2.5 x 106 CD4+ T-Zellen mit 5 x 105 autolo-

gen, RNA-transfizierten DC koinkubiert. Zwei Restimulationen mit ebenfalls 5 x 105 DC er-

folgten an Tag 7 und Tag 14 nach der Induktion. IL-2 wurde ab der ersten Restimualtion je-

den zweiten Tag in einer Konzentration von 2 ng/mL supplementiert. Die Analyse der indu-

zierten Immunantwort erfolgte an Tag 20 nach der Induktion durch einen 3[H]-Proliferations-

test. 

 

3.9 3[H]-Thymidin-Proliferationstest 

2 x 105 Responderzellen (CD4+ T-Zellen)/Well wurden mit jeweils1 x 105 Stimulationszellen 

(DC) in einer 96-Well-Platte koinkubiert. Die Stimualtion der CD4+ T-Zellen mit PMA/Iono-

mycin diente als Positivkontrolle. Als Negativkontrolle wurden zum einen unstimulierte CD4+ 

T-Zellen und zum anderen durch mit irrelevanter EGFP RNA transfizierte DC stimulierte 

CD4+ T-Zellen eingesetzt. Die Thymidin-Inkorporation wurde am Tag 5 nach einer 16-stünd-

igen Inkubation mit  3[H]-Thymidin (1µCi/Well) im Flüssigkeitsszintillationszähler gemessen. 
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Expression von EGFP in dendritischen Zellen nac h Transfektion mit EGFP- in    

vitro-Transkript (EGFP-IVT) unter Anwendung verschiedene r RNA-Transfektions-

methoden 

In der zunächst dargestellten Reihe von Experimenten evaluierten wir verschiedene Metho-

den zur RNA-Transfektion von dendritischen Zellen hinsichtlich ihrer Effizienz. Diesbezüglich 

wurden die Methoden Elektroporation, Lipofektion und CD71-(Transferrinrezeptor)-vermittel-

te Endozytose einer genaueren Untersuchung unterzogen. Wie in Abb. 4.1 dargestellt zeigen 

zuvor mit dem Eisenkomplexbildner Desferrioxamin inkubierte, unreife dendritische Zellen 

eine deutliche Expression von CD71 von ca. 20%, welche sich durch Ausreifung der dendriti-

schen Zellen mit TNF-α auf ca. 45% steigern läßt. 

 

        

 

Abb. 4.1: CD71-Expression auf unreifen und reifen d endritischen Zellen. Unreife (Tag6) und reife (Tag 7, nach 24 h Inku-

bation mit TNF-α) dendritische Zellen wurden nach vorheriger Supplementierung des Mediums mit 50 µM Desferrioxamin für 24 

h geerntet, mit einem FITC-markierten CD71-Antikörper gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert (geschlossene Histo-

gramme). Entsprechende Maus-IgG Isotyp-Antikörper wurden als Kontrollen eingesetzt (offene Histogramme). 

 

Elektroporation und Lipofektion wurden mit am Tag 6 geernteten unreifen dendritischen Zel-

len durchgeführt, während die Methode „CD71-vermittelte“ Endozytose sowohl mit unreifen 

als auch mit reifen dendritischen Zellen untersucht wurde. Zunächst wurden ansteigende 

Unreife DC + DFA Reife DC (TNF- αααα) + DFA 
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Mengen an EGFP-In vitro-Transkript (EGFP-IVT: 2.5-20 µg/106 DC) für die Transfektionsex-

perimente eingesetzt, um einen möglichen Einfluß der verwendeten RNA-Menge auf die be-

obachtete Transfektionseffizienz zu untersuchen.  Wie in Abb. 4.2 dargestellt, erwies sich die 

Elektroporation als die bei weitem effektivste Methode zur RNA-Transduktion von dendriti-

schen Zellen mit einer erzielten Transfektionseffizienz von ca. 29% (s. Abb. 4.2a). Dieses 

Ergebnis konnte bereits mit der geringsten eingesetzten RNA-Menge von 2.5 µg RNA/106 

DC erzielt werden und war durch die Verwendung von größeren RNA-Mengen nicht signifi-

kant zu steigern. 

 

 

 

Abb. 4.2: EGFP-Expression nach der Transfektion von  unreifen (a-c) bzw. reifen dendritischen Zellen (d )  mit EGFP-IVT 

durch verschiedenen Transfektionsmethoden. Dendritische Zellen wurden an Tag 6 mit den angegebenen EGFP-Mengen 

und unter Applikation der angegebenen Methode transfiziert. Die Expression von EGFP wurde 40h post transfectionem durch-

flußzytometrisch gemessen (geschlossene Histogramme). Ohne Zugabe von RNA, aber ansonsten identische behandelte 

dendritische Zellen dienten als korrespondierende Negativkontrollen (offene Histogramme). 

 

Elektroporation  Lipofektion 

Lipofektion -Endozytose 
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Die Lipofektion mit dem kationischen Lipid Unifectin M erwies sich ebenfalls als praktikable 

Methode zur RNA-Transfektion von dendritischen Zellen, welche sich allerdings sowohl in 

Bezug auf die Transfektionseffizienz als auch hinsichtlich des experimentellen Aufwands als 

der Elektroporation deutlich unterlegen erwies. Bei Einsatz von 2.5 µg EGFP-IVT/106 DC ließ 

sich eine Expression von EGFP in etwa 7% der Zellen nachweisen (s. Abb. 4.2b). Der Anteil 

der EGFP-positiven Zellen war durch die Verwendung  von größeren RNA-Mengen bis auf 

ca. 17.5% steigerbar, was suggeriert, daß hier eine positive Korrelation zwischen der einge-

setzten RNA-Menge und der Transfektionseffizienz existieren könnte (s. Abb. 4.2c). Die 

CD71-vermittelte Endozytose erwies sich sowohl hinsichtlich der sehr niedrigen Transfek-

tionseffizienzen als auch aufgrund des hohen experimentellen Aufwandes als den übrigen 

Methoden deutlich unterlegen. Bei der Verwendung von unreifen dendritischen Zellen konnte 

auch unter Verwendung der höchsten RNA-Menge von 20 µg EGFP-IVT/106 DC keine signi-

fikante EGFP-Expression nach 40 h detektiert werden. Unter Verwendung von für 24 h mit 

TNF-α inkubierten dendritischen Zellen mit reifem Phänotyp, welche wie in Abb. 4.1 darge-

stellt eine erhöhte CD71-Expression aufweisen, konnte bei Verwendung der höchsten RNA-

Menge von 20 µg EGFP-IVT/106 DC eine kleine positive Population von ca. 1% detektiert 

werden. Dies gelang hingegen nicht beim Einsatz von kleineren RNA-Mengen.  

 

 

4.2 CTL-Induktion durch mittels verschiedener Methoden RNA-transfizierte dendriti-

schen Zellen  

In den nun folgenden Experimenten verglichen wir die mit unterschiedlichen Methoden RNA-

transfizierten dendritischen Zellen in Bezug auf ihre Potenz zur Induktion von antigenspezifi-

schen zytotoxischen T-Zellen (CTL). Hierbei wurden für die Induktion von dendritischen Zel-

len periphere Blutmonozyten von gesunden HLA-A2+ Blutspendern (Abteilung für Transfusi-

onsmedizin, Universitätsklinikum Tübingen) eingesetzt. Die für die Transfektion verwendete 
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mRNA wurde aus der HLA-A2+ Nierenzellcarcinomzelllinie A498 über die im Methodenteil 

ausführlich beschriebenen Verfahren isoliert.  

 

 

Abb. 4.3: CTL-Induktion mit durch verschiedene Meth oden RNA-transfizierten dendritischen Zellen. Dendritische Zellen 

wurden  mit 2.5 µg A498 mRNA/106 DC durch Elektroporation (a), Lipofektion (b) oder CD71-vermittelte Endozytose (c) transfi-

ziert. Unreife DC wurden in (a) und (b) eingesetzt, während in (c) reife DC verwendet wurden. Nach Elektroporation bzw. Lipo-

fektion wurden die DC für 24 h mit 10 ng/mL TNF-α zur Erlangung des reifen Phänotyps inkubiert und anschließend als anti-

genpräsentierende Zellen für die CTL-Induktion eingesetzt. Eine Restimulation mit auf die gleiche Weise transfizierten DC 

wurde nach 7 Tagen durchgeführt. Die zytotoxische Aktivität der induzierten CTL wurde am Tag 5 nach der Restimulation in 

einem Standard-51Cr-Freisetzungstest bestimmt. Die Zelllinien ACHN, Croft, HCT116 und SK-OV-3 dienten hierbei als Kontrol-

len. 

 

Unreife dendritische Zellen wurden in den gezeigten Experimenten am Tag 6 nach der In-

duktion entweder durch Elektroporation (s. Abb.4.3a) oder Lipofektion (s. Abb. 4.3b) mit 2.5 

µg A498 mRNA/106 DC transfiziert. Im Anschluss wurden die transfizierten dendritischen 

Zellen für 24 h mit TNF-α inkubiert und danach für die CTL-Induktion eingesetzt. Für die 

Transfektion über CD71-vermittelte Endozytose wurden dendritische Zellen mit reifem Phä-

notyp nach vorheriger Inkubation in Desferrioxamin-haltigem Medium verwendet (s. Abb. 

4.3c). Anschließend wurden die auf diese Weise transduzierten dendritischen Zellen eben-

Elektroporation Lipofektion 

CD71-Endozytose 
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falls als antigenprästentierende Zellen eingesetzt. In allen drei Ansätzen wurde an Tag 7 

nach der CTL-Induktion eine Restimulation mit den korrespondierenden Methoden RNA-

transfizierten dendritischen Zellen durchgeführt. Die Bestimmung der antigenspezifischen 

Zytotoxizität der induzierten CTL erfolgte am Tag 5 nach der Restimulation durch einen 

Standard-51Cr-Freisetzungstest. Wie in Abb. 4.3 dargestellt, wiesen die RNA-transfizierten 

dendritischen Zellen unabhängig von der verwendeten Transfektionsmethode die Fähigkeit 

auf, als antigenpräsentierende Zellen eine spezifische CTL-Antwort gegen die Zelllinie A498 

zu induzieren. Die zytotoxische Aktivität der CTL war spezifisch gegen die Zelllinie A498, aus 

welcher die mRNA für die Transfektionen isoliert worden war, gerichtet, während verschie-

dene Kontroll-Zelllinien mit anderem HLA-Haplotyp oder aus anderen Tumoren stammend 

nicht lysiert wurden. Diese Ergebnisse demonstrieren, daß offensichtlich keine eindeutige 

Korrelation zwischen der Expressionsstärke des verwendeten Reportergens EGFP und der 

biologischen Funktion der transfizierten dendritischen Zellen als antigenpräsentierende Zel-

len besteht und daß auch sehr geringe Transfektionsraten für die Induktion einer tumorspezi-

fischen CTL-Antwort ausreichend sein können. 

 

 

4.3 CTL-Induktion durch mit Total Tumor RNA oder mi t Tumor mRNA  transfizierte 

dendritische Zellen 

Der Anteil an mRNA an der in einer eukaryontischen Zelle vorhandenen RNA (TotalRNA) be-

trägt nur 1-5%. Darüberhinaus ist die Isolation von mRNA aus TotalRNA ein aufwendiges 

Verfahren, daß mit zusätzlichen Manipulationen an dem sehr fragilen Molekül RNA verbun-

den ist und möglicherweise zu signifikanten Verlusten an biologischer Aktivität führen kann. 

Das Ziel der nun folgenden Experimente bestand in der Beantwortung der Frage, ob für die 

RNA-Transfektion zur CTL-Induktion anstatt reiner mRNA ohne Verlust an biologischer Akti-

vität auch TotalRNA eingesetzt werden kann. Zu diesem Zweck transfizierten wir unreife 

dendritische Zellen von gesunden HLA-A2+ Spendern am Tag 6 nach der Induktion entwe-
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der mit 2.5 µg A498 TotalRNA/106 DC oder 2.5 µg A498 mRNA/106 DC durch Elektroporati-

on (Abb. 4.4a). Nach 24h Inkubation mit TNF-α wurden die transfizierten DC für die Induktion 

von tumorspezifischen CTL eingesetzt. Eine Restimulation mit identisch vorbehandelten DC 

erfolgte 7 Tage nach der CTL-Induktion. Die zytotoxische Aktivität der induzierten CTL wurde 

am Tag 5 nach der Restimulation in einem Standard-51Cr-Freisetzungstest bestimmt. Um die 

Anwendbarkeit dieser Methode zu testen, führten wir korrespondierende Experimente auch 

mit aus der HLA-A2+ RCC-Zelllinie MZ1257 isolierter TotalRNA bzw. mRNA durch (Abb. 

4.4b).  

     

Abb.4.4: CTL-Induktion durch mit TotalRNA oder mRNA , isoliert aus den RCC-Zelllinien A498 (a) und MZ12 57 (b), trans-

fizierte DC. Unreife dendritische Zellen (Tag 6) wurden entweder mit 2.5 µg  TotalRNA/106 DC oder mit 2.5 µg mRNA/106 DC 

elektroporiert und nach Inkubation für 24 h mit 10 ng/mL TNF-α für die CTL-Induktion eingesetzt. Die Bestimmung der zytotoxi-

schen Aktivität erfolgte an Tag 5 nach der Restimulation durch einen Standard-51Cr-Freisetzungstest. Eingesetzte Targetzellen: 

ACHN, Croft, HCT116, autologe DC elektroporiert mit A498totalRNA, mit MZ1257 totalRNA oder mit irrelevanter EGFP mRNA 

(EGFP-IVT). 

 

Wie in Abb. 4.4 dargestellt, waren sowohl die mit mRNA als auch die mit TotalRNA transfi-

zierten DC in der Lage, eine tumorspezifische CTL-Antwort in vitro zu induzieren. Die Ver-
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wendung von mRNA oder TotalRNA hatte keinen Einfluß auf die beobachtete zytolytische 

Aktivität der induzierten CTL. Dies ist ein weiterer Hinweis, daß offensichtlich eine sehr ge-

ringe Menge an transkriptabler mRNA ausreicht, um eine tumorspezifische CTL-Antwort zu 

induzieren. Wie in Abb. 4.4 demonstriert, zeigten die induzierten CTL eine signifikante zyto-

toxische Aktivität sowohl gegen die Zelllinie, aus denen die für die Elektroporation verwende-

te RNA isoliert worden war, als auch gegen autologe mit der entsprechenden RNA transfi-

zierte DC. Darüberhinaus war eine deutliche Kreuzreaktivität zwischen den mit A498 RNA 

und den mit MZ1257 RNA induzierten CTL erkennbar, was als Hinweis darauf verstanden 

werden kann, daß beiden Zelllinien gemeinsame Antigene auf ihrer Oberfläche tragen. Die 

induzierten CTL zeigten keine zytolytische Aktivität gegen die eingesetzten Kontrollzelllinien 

Croft, ACHN sowie HCT116 und auch nicht gegen autologe, mit irrelevanter EGFP-mRNA 

(EGFP-IVT) elektroporierte DC. Insgesamt zeigen die vorliegenden Experimente, daß so-

wohl mit aus Tumorzellen isolierter TotalRNA als auch mit mRNA effektive, antigenspezifi-

sche Immunantworten induziert werden können. 

 

 

4.4 Unspezifische Amplifikation von Gesamttumor mRN A 

Da die klinische Anwendbarkeit der untersuchten Vakzinierungsmethode in vielen potentiel-

len Situationen durch die Verfügbarkeit der TumorRNA limitiert ist, etablierten wir eine Me-

thode zur in vitro-Amplifikation von Gesamttumor-mRNA, um diese unbegrenzt für Transfek-

tionen von DC zur Verfügung zu haben (s. 3.2.7). Die Analyse hinsichtlich der Integrität und 

Größenverteilung der verschiedenen RNA-Moleküle erfolgte durch denaturierende Agarose-

gelelektrophorese mit Formaldehyd. Zur Evaluation der biologischen Aktivität der nach o.g. 

Methode  in vitro amplifizierten mRNA entwickelten wir ein Modellsystem. Zunächst wurde 

die RCC-Zelllinie N43 stabil mit dem für EGFP kodierenden DNA-Vektor pEGFP-N1 transfi-

ziert, was zur Expression von EGFP durch die Tumorzellen erkennbar an ihrer grünen Fluo-

reszenz führte. Aus dieser stabil transfizierten Zelllinie, im folgenden als N43 EGFP bezeich-
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net, wurde nun mittels der im Methodenteil ausführlich beschriebenen Verfahren über die 

Gesamttumor-RNA (TotalRNA) die Gesamttumor-mRNA isoliert (native N43-EGFP mRNA). 

Die auf diese Weise isolierte mRNA wurde dann zur Herstellung von in vitro amplifizierter 

N43 EGFP mRNA nach dem oben beschriebenen Verfahren eingesetzt. Die in vitro-

Amplifikationen von mRNA wurden von Herrn Dr. rer. nat. Frank Grünebach durchgeführt. In 

Abb. 4.5 ist das entsprechende denaturierende Agarosegel mit den verschiedenen RNA-

Spezies N43 EGFP Total RNA, native N43 EGFP mRNA und amplifizierte N43 EGFP mRNA 

dargestellt. Die N43 EGFP Total RNA ist hierbei unschwer an den 18s- und 28S-Banden der 

ribosomalen RNA (rRNA) zu erkennen. Auch die native N43-EGFP mRNA weist wie im Gel 

zu erkennen noch deutliche Spuen an rRNA auf. Da das o.g. Verfahren ausschließlich zur 

Amplifikation der polyadenylierten mRNA führt, sind in der entsprechenden Spur der in vitro 

amplifizierten mRNA keine rRNA-typischen Banden bei 18S und 28S zu erkennen. Die 

amplifizierte N43 EGFP mRNA zeigt die für mRNA typische heterogene Größenverteilung 

(„RNA-Schmier“). In der Spur der amplifizierten mRNA zeigt sich möglicherweise als Konse-

quenz aus verfrühten Syntheseabbrüchen während der Amplifikation eine Population an kür-

zeren RNA-Molekülen, welche in der nativen mRNA-Spur nicht detektierbar ist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.5: Agarosegel der verschiedenen RNA-Spezies (Amp. mRNA von Dr. rer. nat. F. Grünebach)  
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Abb. 4.6: Expression von EGFP in unreifen dendritis chen Zellen nach Elektroporation mit nativer (a) od er amplifizierter 

N43 EGFP mRNA. Unreife dendritische Zellen wurden an Tag 6 nach der Induktion entweder mit 5 µg nativer N43 EGFP 

mRNA/106 DC oder mit 5 µg amplifizierter N43 EGFP mRNA/106 DC elektroporiert. Dargestellt sind die Ergebnisse der durch-

flusszytometrischen Bestimmung der EGFP-Expression zu verschiedenen Zeitpunkten (6h, 22 h, 40 h und 48 h). Ohne RNA 

elektroporierte dentritische Zellen wurden als Negativkontrolle eingesetzt. 

 

Da die Geamttumor-mRNA die komplette transkriptionelle Information einer Tumorzelle bein-

haltet, müßte diese nach Transfektion in eine andere Zellart auch dort zur Expression kom-

men. Zur Überprüfung dieser Hypothese und zum Vergleich von nativer und amplifizierter N43 

EGFP mRNA hinsichtlich ihrer biologischen Aktivität elektroporierten wir unreife dendritische 

Zellen am Tag 6 nach der Induktion entweder mit 5 µg nativer oder mit 5 µg amplifizierter N43 

EGFP mRNA/106 DC. Die dendritischen Zellen wurden anschließend zu verschiedenen Zeit-

punkten (6 h, 22h, 40 h, 48 h, 72 h und 96 h) durchflußzytometrisch auf die Expression von 

EGFP untersucht. 

Native N43 EGFP mRNA 

Amplifizierte N43 EGFP mRNA 
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Wie in Abb. 4.7 dargestellt kommt es bereits wenige Stunden nach der Transfektion von un-

reifen dendritischen Zellen mit nativer bzw.  amplifizierter N43-EGFP mRNA zu einer detek-

tierbaren Expression von EGFP. Die Expression erreichte sowohl für die native als auch für 

die in vitro amplifizierte mRNA nach etwa 40 Stunden ihr Maximum (s. auch Abb. 4.7). 48 

Stunden nach der Elektroporation war die Expression von EGFP in den gezeigte Experimen-

ten bereits wieder auf sehr niedrige Werte abgefallen, was wohl auf den natürlichen Abbau 

der mRNA in den dendritischen Zellen durch verschiedenste Mechanismen zurückzuführen 

ist. Nach 72 bzw. 96 Stunden war durchflußzytometrisch keinerlei EGFP-Expression mehr 

nachweisbar. Insgesamt zeigten die mit in vitro amplifizierter mRNA transfizierten dendriti-

schen Zellen eine signifikant niedrigere Expression an EGFP als die mit nativer mRNA trans-

fizierten dendritischen Zellen. Trotzdem konnte durch die durchgeführten Experimente ge-

zeigt werden, daß  in vitro amplifizierte Gesamttumor-mRNA grundsätzlich biologisch aktiv ist 

und zumindest zum Teil zur Expression gelangt. 
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Abb. 4.7: Expressionskinetik von EGFP in unreifen d endritischen Zellen nach Elektroporation mit native r oder amplifi-

zierter N43-EGFP-mRNA. 
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4.5 CTL-Induktion durch mit nativer Tumor mRNA oder  amplifizierter Tumor mRNA 

transfizierte dendritische Zellen 

Das Ziel der im folgenden dargestellten Experimente bestand in der weiteren Evaluation der 

biologischen Aktivität von in vitro amplifizierter Gesamttumor-RNA. Um zu zeigen, daß mit 

amplifizierter Gesamttumor-mRNA transduzierte dendritische Zellen in der Lage sind, tumor-

spezifische CTL-Antworten zu induzieren, elektroporierten wir unreife dendritische Zellen am 

Tag 6 nach der Induktion entweder mit 2.5 µg nativer A498 mRNA/106 DC oder mit 2.5 µg 

amplifizierter A498 mRNA/106 DC. Nach weiteren 24 h Inkubation mit TNF-α wurden die 

dann reifen dendritischen Zellen zur Induktion von A498-spezifischen CTL eingesetzt. Eine 

Restimulation mit auf die gleiche Weise behandelten dendritischen Zellen wurde an Tag 7 

durchgeführt. Die Bestimmung der zytotoxischen Aktivität der induzierten CTL erfolgte am 

Tag 5 nach der Restimulation durch einen Standard-51Cr-Freisetzungstest. 

 

 

 

Abb. 4.8: CTL-Induktion durch mit nativer (a) oder amplifizierter (b) A498 Gesamttumor-mRNA transfizie rte dendritische 

Zellen. Unreife dendritische Zellen (Tag 6) wurden entweder mit 2.5 µg  nativer A498 mRNA/106 DC oder mit 2.5 µg amplifizier-

ter A498 mRNA/106 DC elektroporiert und nach Inkubation für 24 h mit 10 ng/mL TNF-α für die CTL-Induktion eingesetzt. Die 

Bestimmung der zytotoxischen Aktivität erfolgte an Tag 5 nach einer mit identisch vorbehandelten dendritischen Zellen durchge-

führten Restimulation durch einen Standard-51Cr-Freisetzungstest. Eingesetzte Targetzellen: A498,  ACHN, Croft, HCT116, SK-

OV-3. 

  

Native A498 mRNA Amplifizierte A498 mRNA 
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Wie in Abb. 4.8 gezeigt waren sowohl die mit nativer als auch die mit in vitro amplifizierter 

A498 Gesamttumor-mRNA transfizierten dendritischen Zellen in der Lage, eine effektive, 

tumorspezifische CTL-Antwort zu induzieren. Die zytolytische Aktivität der induzierten CTL 

war spezifisch gegen die Ausgangszelllinie A498 gerichtet, während verschiedene Kontroll-

zelllinien mit anderem HLA-Typ und/oder aus anderen Tumoren nicht erkannt wurden. Be-

züglich der Stärke der induzierten zytotoxischen T-Zellantwort zeigt sich für die Verwendung 

der amplifizierten RNA kein Unterschied im Vergleich zur nativen RNA. Dies ist ein weiterer 

Hinweis darauf, daß zur Induktion einer spezifischen T-Zellantwort möglicherweise wenige 

zur Expression und Prozessierung gelangende RNA-Moleküle ausreichend sind. Zusammen-

fassend zeigen die vorliegenden Experimente, daß in vitro amplifizierte mRNA biologisch 

aktiv ist und grundsätzlich für Vakzinierungszwecke eingesetzt werden kann.  

 

 

4.6 Induktion von tumorspezifischen zytotoxischen T -Lymphozyten gegen Coloncar-

cinom-Zelllinien 

Zur Klärung der Frage, ob sich das Verfahren der Induktion von tumorspezifischen zytotoxi-

schen T-Lymphozyten durch RNA-transfizierte dendritische Zellen auch auf andere Tumorar-

ten übertragen läßt, führten wir weitere Experimente mit aus der HLA-A2+ Coloncarcinom-

Zelllinie SW480 isolierter totalRNA durch. Unreife dendritische Zellen wurden auch hier an 

Tag 6 nach der Induktion mit 2.5 µg SW480 totalRNA/106 DC elektroporiert und nach an-

schließender Inkubation für 24 h mit TNF-α für die CTL-Induktion eingesetzt. Eine Restimula-

tion mit auf die gleiche Weise manipulierten dendritischen Zellen wurde an Tag 7 nach der 

CTL-Induktion durchgeführt. Die Analyse der zytolytischen Aktivität der induzierten CTL er-

folgte an Tag 5 nach der Restimulation durch einen Standard-51Cr-Freisetzungstest. 
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Abb. 4.9: Induktion von tumorspezifischen CTL gegen  die Coloncarcinom-Zelllinie SW480.  Unreife dendritische Zellen 

von HLA-A2+ gesunden Spendern wurden an Tag 6 mit 2.5 µg SW480 totalRNA/106 DC elektroporiert und nach Ausreifung für 

24 h mit TNF-α zur CTL-Induktion eingesetzt. Eine Restimulation mit identisch elektroporierten dendritischen Zellen erfolgte an 

Tag 7 nach der Induktion. Die Bestimmung der zytolytischen Aktivität der induzierten T-Zellen erfolgte an Tag 5 nach der 

Restimulation durch einen Standard-51Cr-Freisetzungstest. Eingesetzte Targetzellen: SW480, autologe DC, autologe DC (mit 

SW480 totalRNA elektroporiert), HCT116, Croft, A498. 

 

Wie in Abb. 4.9 dargestellt zeigten die induzierten CTL eine signifikante zytolytische Aktivität 

gegen die Ausgangszelllinie SW480, aus welcher die für die Transfektion verwendete RNA 

isoliert worden war, und ebenfalls gegen mit SW480 TotalRNA elektroporierte autologe 

dendritische Zellen, während ohne RNA elektroporierte, autologe dendritische Zellen nicht 

lysiert wurden. Die zytolytische Aktivität der induzierten CTL konnte durch vorherige Zugabe 

eines anti-MHC Klasse I-Antikörpers zu den Targetzellen aber nicht durch Zugabe eines 

Kontrollantikörpers inhibiert werden, was die MHC Klasse I-Restriktion der induzierten T-

Zellantwort verdeutlicht. Die induzierten CTL zeigten eine Kreuzreaktivität gegen die eben-

falls HLA-A2+ Zelllinien HCT116 (Coloncarcinom) und A498 (Nierenzell-Carcinom), was dar-

auf hindeutet, daß bei diesen Tumorzelllinien offensichtlich gemeinsame Antigene (soge-

nannte „Shared Antigens“) existieren. Sie zeigten jedoch keine detektierbare zytolytische 
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Aktivität gegen die ebenfalls als Kontrolle eingesetzten Croft-Zellen (EBV-immoratlisierte B-

Zelllinie, HLA-A2+). Insgesamt verdeutlichen die durchgeführten Experimente, daß das Kon-

zept der CTL-Induktion mit RNA-transfizierten dendritischen Zellen auch auf andere Tumor-

zellarten übertragen werden kann. 

 

4.7 Induktion von CLL-spezifischen zytotoxischen T- Lymphozyten im autologen Sys-

tem 

Die in diesem Abschnitt dargestellten Experimente wurden gemeinsam mit Frau Cand. med. 

Garyfalia Tsakou durchgeführt. Da sämtliche bisher durchgeführten Experimente im Zellkul-

tursystem durchgeführt wurden und daher bezüglich einer möglichen klinischen Anwendbar-

keit nur von eingeschränkter Aussagekraft sind, bestand das Ziel in den nun folgenden Ver-

suchen in der Übertragung des Konzeptes der CTL-Induktion mit RNA-transfizierten dendriti-

schen Zellen auf ein autologes System. Aus verschiedensten Gründen erwies sich die chro-

nisch-lymphatische Leukämie (CLL) als geeignete Modellerkrankung für unsere Fragestel-

lung. Zum einen können die für die RNA-Präparation benötigten Tumorzellen leicht aus dem 

peripheren Blut von betroffenen Patienten isoliert werden, zum andern handelt es sich bei 

der CLL auch weiterhin um eine von seltenen Ausnahmen abgesehen unheilbare Erkran-

kung, so dass ein hoher Bedarf an innovativen Therapieverfahren besteht. Bei der CLL han-

delt es sich im Gegensatz zu den akuten Leukämien um eine eher langsam fortschreitende 

maligne Erkrankung, so daß möglicherweise ausreichend Zeit zur Induktion von tumorspezi-

fischen T-Zellantworten durch Vakzinierungsverfahren bleibt. Darüberhinaus konnte in der 

Vergangenheit gezeigt werden, daß bei Patienten mit CLL trotz bestehender T-Zell-Defekte 

autologe, gegen die CLL-Zellen gerichtete T-Zellantworten induziert werden können. Außer-

dem gibt es seit kurzem Hinweise darauf, dass die CLL wohl ein gutes Target für einen nach 

allogener Stammzelltransplanation auftretenden „Graft-versus-Leukemia-Effekt“ darstellt. 
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Zur Klärung der Frage, ob sich unser Vakzinierungskonzept der CTL-Induktion mit RNA-

transfizierten dendritischen Zellen auch zur Induktion von CLL-spezifischen T-Zellantworten 

im autologen System anwenden läßt, isolierten über Ficoll-Zonengradientenzentrifugation 

und Plastikadhärenz die peripheren Blutmonozyten von CLL-Patienten und generierten aus 

diesen mit IL-4 und GM-CSF über 6 Tage dendritische Zellen vom unreifen Phänotyp (s. 

Abb.4.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.10: Phänotyp der aus den peripheren Blutmono zyten von CLL-Patienten generierten dendritischen Z ellen. 

 

Zur Präparation von RNA aus CLL-Zellen isolierten wir zunächst immunomagnetisch unter 

Verwendung des B Cell Isolation Kits (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) die CD19+ B-

Zellen aus dem peripheren Blut der Patienten. Diese Population wurde dann unter Zuhilfe-

nahme des AntiFITC Multisort Kits (Miltenyi Biotec) nach vorheriger Färbung mit einem 

FITC-gekoppelten Anti-CD5 Antikörper in eine CD19+CD5+ Population (maligne CLL-Zellen) 

und eine  CD19+CD5- Population (aleukämische B-Zellen) immunomagnetisch getrennt. Die 

beiden Zellpopulationen wurden anschließend einer durchflusszytometrischen Analyse un-

R1
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terzogen. Abb. 4.11. zeigt das Ergebnis der durchgeführten FACS-Analyse. Die CD19+CD5+ 

wurden anschließend zur Isolation von CLL-Gesamttumor-RNA eingesetzt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.11: FACS-Analyse der aufgetrennten CD5+ und CD5- B-Zellpopulationen eines CLL-Patienten. 

 

Zur Induktion von CLL-spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten wurden nun die aus peri-

phern Blutmonozyten von CLL-Patienten generierten DC am Tag 6 mit 2.5 µg RNA/106 DC 

von der aus autologen CD19+CD5+ CLL-Zellen präparierten Total RNA elektroporiert. Nach 

Ausreifung für 24 h mit TNF-α wurden die auf diese Weise transfizierten dendritischen Zellen 

zur CTL-Induktion eingesetzt. Am Tag 7 nach der Induktion wurde eine Restimulation mit auf 

identische Weise mit CLL-RNA transfizierten dendritischen Zellen durchgeführt. Die Analyse 

der zytolytischen Aktivität der induzierten CTL erfolgte am Tag 5 nach der Restimulation über 

ein Standard-51Cr-Freisetzungstest. Abb. 4.12 zeigt die Ergebnisse der Induktion von CLL-

spezifischen zytotoxischen T-Zellen bei zwei verschiedenen Patienten. Wie in Abb. 4.12 dar-
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gestellt, zeigten die induzierten CTL bei beiden Patienten eine spezifisch gegen die CD5+ 

Leukämiezellen gerichtete Zytotoxizität. Die Lyse der CLL-Zellen war durch vorherige Blok-

kierung mit dem Anti-HLA Klasse I-Antikörper W6/32 aber nicht durch Kontroll-Maus IgG 

inhibierbar, was die HLA Klasse I-Restriktion der induzierten CTL verdeutlicht. Zum Aus-

schluß eines signifikanten Beitrags von natürlichen Killerzellen an der beobachteten Zytoto-

xizität setzten wir zusätzlich K562 als Targetzellen ein. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.12: Induktion von CLL-spezifischen CTL-Antwo rten im autologen System durch RNA-transfizierte de ndritische 

Zellen. Aus dem peripheren Blut von zwei CLL-Patienten generierte unreife dendritische Zellen wurden am Tag 6 mit jeweils 

2.5 µg CLL-RNA aus autologen CD5+ CLL-Zellen/106 DC elektroporiert. Nach 24 h Ausreifung mit TNF-α wurden die so gene-

rierten dendritischen Zellen als antigenpräsentierende Zellen für die CTL-Induktion eingesetzt. Nach 7 Tagen erfolgte eine 

einmalige Restimulation mit auf identische Weise RNA-elektroporierten dendritischen Zellen. Die Bestimmung der zytotoxischen 

Aktivität der induzierten CTL erfolgte an Tag 5 nach der Restimulation durch einen Standard-51Cr-Freisetzungstest. Eingesetzte 

Targetzellen: autologe B-Zellen (CD19+CD5-), CLL-Zellen (CD19+CD5+), K562.  

 

Zusätzlich führten wir zur weiteren Analyse der Spezifität der induzierten CTL-Antwort soge-

nannte „Cold Target Inhibition“-Assays durch. In Abb. 4.13 ist das Ergebnis eines solchen 

Assays von Patient 1 dargestellt. Die Lyse von autologen, mit 51Cr markierten CLL-Zellen 

(hot targets) durch die induzierten CTL konnte hier durch die Zugabe von unmarkierten, au-

tologen CLL-Zellen (cold targets) aber nicht durch die Zugabe von unmarkierten, autologen 

PBMNC gehemmt werden. Diese Beobachtung ist ein weiterer Hinweis darauf, daß die indu-

zierten zytotoxischen T-Zellen spezifisch gegen den malignen CLL-Klon gerichtet sind. 
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Abb. 4.13:  „Cold Target Inhibition“-Assay mit den bei Patient 1 induzierten CLL-spezifischen CTL.   

  

Zur Klärung der Frage, ob die von den bei Patient 1 induzierten CLL-spezifischen CTL er-

kannten Epitope auch in den leukämischen Zellen von anderen Patienten exprimiert und 

präsentiert werden, führten wir weitere Assays durch. Hierfür isolierten wir die Total RNA aus 

der leukämischen Zellpopulation von drei weiteren Patienten mit chronisch-lymphatischer 

Leukämie (CLL) und einem Patienten mit akuter akuter myeloischer Leukämie (AML). Die 

präparierten RNAs wurden anschliessend zur Elektroporation von dendritsichen Zellen von 

Patient 1 verwendet. Diese mit allogener RNA transfizierten, autologen dendritischen Zellen 

wurden dann in dem durchgeführten Standard-51Cr-Freisetzungstest als Targetzellen einge-

setzt (s. Abb. 4.14). Wie in Abb. 4.14 dargestellt erkannten die induzierten CTL auch in die-

sem Experiment die mit der korrespondierenden CLL-RNA transfizierten, autologen dendriti-

schen Zellen, während mit irrelevanter EGFP RNA transfizierte, autologe dendritische Zellen 

nicht lysiert wurden. Darüberhinaus zeigten die CTL signifikante zytotoxische Aktivität gegen 

autologe dendritische Zellen, welche zuvor mit allogener Gesamttumor-RNA von drei CLL-

Patienten bzw. von einem AML-Patienten transfiziert worden waren. Diese Beobachtung 

deutet darauf hin, dass unter diesen verschiedenen Leukämiezellen möglicherweise gemein-

same tumorassoziierte Antigene (sogenannte „shared tumor-associated antigens“) existie-

ren. 
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Abb. 4.14: Kreuzreaktivität der induzierten CTL. Unreife aus dem peripheren Blut von Patient 1 generierte unreife dendriti-

sche Zellen wurden an Tag 6 mit 2.5 µg TotalRNA aus autologen CLL-Zellen elektroporiert und nach Inkubation für 24 h mit 

TNF-α für die CTL-Induktion eingesetzt. Eine Restimulation wurde nach 7 Tagen mit identisch elektroporierten dendritischen 

Zellen durchgeführt. Die Durchführung des Standard-51Cr-Freisetzungstests erfolgte am Tag 5 nach der Restimulation. Als 

Targetzellen wurden autologe dendritische Zellen, die zuvor mit TotalRNA aus den leukämischen Zellen von verschiedenen 

Patienten transfiziert worden waren, eingesetzt. Als Kontrolle wurden autologe, mit irrelevanter EGFP RNA transfizierte dendri-

tische Zellen verwendet.  

 

In einem weiteren Experiment setzten wir Gesamttumor-RNA aus den Leukämiezellen von 

drei Patienten mit akuter myeloischer Leukämie (AML) und zwei Patienten mit akuter 

lymphatischer Leukämie (ALL) für die Elektroporation der Targetzellen ein. Abb. 4.15 zeigt 

das Ergebnis des am Tag 5 nach der Restimulation durchgeführten Standard-51Cr-

Freisetzungstests. Wie in Abb. 4.15 gezeigt, lysierten die induzierten CTL effektiv die mit 

AML-RNA von drei verschiedenen Patienten elektroporierten autologen dendritischen Zellen. 

Die mit ALL-RNA transfizierten dendritsichen Zellen wurden ebenfalls bei einem von zwei 

untersuchten Patienten erkannt. Insgesamt weisen  auch die Ergebnisse dieses Experimen-

tes darauf hin, daß es offensichtlich unter den verschiedenen untersuchten Leukämiearten 

gemeinsame, relevante tumorassoziierte Antigene zu geben scheint. Eine mögliche Reaktivi-

tät der induzierten CTL gegen präsentierte Epitope von allo-MHC Molekülen konnte in die-
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sem Experiment ebenfalls ausgeschlossen werden, da mit allogener PBMNC-RNA elektro-

porierte, autologe dendritsiche Zellen durch die CTL nicht erkannt wurden. 

 

Abb. 4.15: Kreuzreaktivität der induzierten CTL. Unreife aus dem peripheren Blut von Patient 1 generierte dendritische Zel-

len wurden an Tag 6 mit 2.5 µg TotalRNA aus autologen CLL-Zellen elektroporiert und nach Inkubation für 24 h mit TNF-α für 

die CTL-Induktion eingesetzt. Eine Restimulation wurde nach 7 Tagen mit identisch elektroporierten dendritischen Zellen durch-

geführt. Die Durchführung des Standard-51Cr-Freisetzungstests erfolgte am Tag 5 nach der Restimulation. Als Targetzellen 

wurden autologe dendritische Zellen von Patient 1 eingesetzt, welche zuvor mit der Gesamttumor-RNA von drei AML-Patienten 

(Patienten 6-8) und zwei ALL-Patienten (Patienten 9 und 10) elektroporiert worden waren. Zum Ausschluß einer Reaktivität der 

induzierten CTL gegen allo-MHC Moleküle wurden außerdem mit aus allogenen PBMNC isolierter total RNA elektroporierte, 

autologe DC als Targets eingesetzt. 

 

Das Ziel der nächsten Experimente bestand darin, mehr Informationen über die Speziftät der 

induzierten CTL zu erhalten. Zu diesem Zwecke elektroporierten  wir unreife dendritische 

Zellen aus dem peripheren Blut eines HLA-A2+ CLL-Patienten am Tag 6 mit 2.5 µg autolo-

ger CLL-RNA/106 DC. Nach Ausreifung für 24 h mit TNF-α wurden die so transfizierten 

dendritischen Zellen dann für die CTL-Induktion eingesetzt. Eine Restimulation mit auf die 

gleiche Weise vorbehandelten dendritischen Zellen erfolgte am Tag 7 nach der Induktion. 

Die Analyse der Spezifität der induzierten CTL-Antwort mittels Standard-51Cr-Freisetzungs-

test wurde am Tag 5 nach der Restimulation durchgeführt. Zur genaueren Analyse der Epi-

topspezifität setzten wir bei diesem Assay autologe dendritische Zellen, welche zuvor mit aus 
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verschiedenen Tumorantigenen abgeleiteten, HLA-A2-bindenden Peptiden beladen worden 

waren, als Targetzellen ein. Diesbezüglich wurden Peptide aus den tumorassoziierten Anti-

genen Adipophilin, Survivin, MUC1 und Telomerase verwendet, von denen bekannt ist, daß 

sie bei der CLL und ebenfalls bei vielen anderen Krebserkrankungen von Relevanz sind.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.16: Spezifität der mit CLL-RNA transfizierte n dendritischen Zellen induzierten CTL-Antwort. Unreife, aus dem 

peripheren Blut eines HLA-A2+ CLL-Patienten  generierte dendritische Zellen wurden an Tag 6 mit 2.5 µg TotalRNA aus auto-

logen CLL-Zellen elektroporiert und nach Inkubation für 24 h mit TNF-α für die CTL-Induktion eingesetzt. Eine Restimulation 

wurde nach 7 Tagen mit identisch elektroporierten dendritischen Zellen durchgeführt. Die Durchführung des Standard-51Cr-

Freisetzungstests erfolgte am Tag 5 nach der Restimulation. Als Targetzellen wurden autologe, dendritische Zellen desselben 

Patienten eingesetzt, welche zuvor mit verschiedenen, aus tumor-assoziierten Antigenen abgeleiteten Peptiden beladen worden 

waren. Verwendete Peptide: ELTLGEFLKL aus Survivin, SVASTITGV aus Adipophilin, ILAKFLHWL aus Telomerase und 

LLLLTVLTV aus MUC1. Mit irrelevanter EGFP RNA transfizierte, autologe dendritische Zellen wurden als Negativkontrolle 

eingesetzt. 

 

Wie in Abb. 4.16 dargestellt erkannten die induzierten CTL überraschenderweise die mit dem 

Survivin-Peptid beladenen Targetzellen, während gegen die mit den anderen Peptiden ge-

pulsten Targetzellen keine signifikante Zytotoxizität detektierbar war. Diese Beobachtung 

suggeriert eine Beteiligung von Survivin an der beobachteten CTL-Antwort, während die üb-

rigen getesteten Peptidepitope kein Rolle zu spielen scheinen. Passend zu den im 51Cr-

Freisetzungstest gemachten Beobachtungen konnten wir auch im ELISPOT-Assay eine Ex-

pansion von Survivin-reaktiven T-Zellen detektieren (s. Abb. 4.17).  
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Abb. 4.17: Spezifität der mit CLL-RNA transfizierte n dendritischen Zellen induzierten CTL-Antwort. Die mit CLL-RNA 

elektroporierten dendritischen Zellen in vitro induzierten CTL eines HLA-A2+ CLL-Patienten wurden in einer mit Anti-IFN-γ-

Antikörper (mAb 1-D1K) beschichteten 96-Well-Platte mit autologen,bestrahlten PBMNC, die zuvor mit den HLA-A2-bindenden 

Peptiden ELTLGEFLKL (Survivin) und LLLLTVLTV (MUC1) gepulst worden waren, inkubiert. Für die Detektion der Spots wurde 

ein Biotin-markierter Anti-IFN-γ-Antikörper (mAb 7-B6-1) eingesetzt (a). Die Auszählung der Spots erfolgte nach einer Inkubati-

on von 36 h in einem automatischen ELISPOT-Reader (b). Die in dem Diagramm aufgetragenen Werte repäsentieren die An-

zahl der ausgezählten Spots pro 2 x 105 T-Zellen nach Abzug der in der DMSO-Kontrolle ausgezählten Spots.  

 

Das nächste Experiment bestand in der Überprüfung der Hypothese, ob auch in unserem 

autologen CLL-Modell effektive CTL-Antworten mit in vitro amplifizierter RNA induziert wer-

den können. Zu diesem Zwecke amplifizierten wir die aus den CD5+CD19+ Zellen eines 

CLL-Patienten isolierte Gesamttumor-RNA nach dem zuvor beschriebenen Verfahren. Aus 

dem peripheren Blut des Patienten generierte unreife dendritische Zellen wurden an Tag 6 

entweder mit 2.5 µg nativer CLL-RNA oder 2.5 µg in vitro amplifizierter CLL-RNA/106 DC 

elektroporiert und nach 24 h Ausreifung mit TNF-α für die CTL-Induktion eingesetzt. Nach 

einer Restimulation an Tag 7 mit identisch vorbehandelten dendritischen Zellen erfolgte an 

Tag 12 die Analyse der CTL im 51Cr-Freisetzungstest.  Sowohl die mit nativer als auch die 

mit amplifizierter RNA induzierten CTL waren in der Lage autologe CLL-Zellen und autologe, 

mit CLL-RNA elektroporierte dendritische Zellen zu lysieren, während gegen autologe CD5- 

B-Zellen und gegen autologe, mit irrelevanter EGFP-RNA elektroporierte dendritische Zellen 

keine signifikante Zytotoxizität detektiert werden konnte. 
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Abb. 4.18: Induktion von CLL-spezifischen CTL mit in vitro amplifizierter CLL-RNA.  Unreife, aus dem peripheren Blut 

eines CLL-Patienten  generierte dendritische Zellen wurden an Tag 6 entweder mit 2.5 µg nativer CLL-RNA/106 DC oder mit 2.5 

µg amplifizierter CLL-RNA/106 DC t elektroporiert und nach Inkubation für 24 h mit TNF-α für die CTL-Induktion eingesetzt. Eine 

Restimulation wurde nach 7 Tagen mit identisch elektroporierten dendritischen Zellen durchgeführt. Die Durchführung des 

Standard-51Cr-Freisetzungstests erfolgte am Tag 5 nach der Restimulation. Eingesetzte Targetzellen: CD19+CD5+ CLL-Zellen, 

CD19+CD5- B-Zellen, autologe DC elektroporiert mit CLL-RNA, autologe DC elektroporiert mit irrelevanter EGFP-RNA. Für die 

Blockierungsexperimente wurden die Antikörper W6/32 (HLA Klasse I) und Tü39 (HLA Klasse II) verwendet. In vitro – Ampli-

fikation von CLL mRNA durch Dr. rer. nat. F. Grünebach. 

 

Die Lyse der CLL-Zellen war durch vorherige Zugabe von Antikörper gegen HLA Klasse I-

Moleküle aber nicht durch Antikörper gegen HLA Klasse II-Moleküle inhibierbar, was die HLA 

Klasse I-Restriktion der induzierten CTL-Anwort verdeutlicht. 

 

Das vorliegende Experiment zeigt, daß auch im autologen System mit in vitro amplifizerter 

RNA effektive, MHC Klasse I-restringierte und tumorspezifische CTL-Antworten induziert 

werden können. 

 

 

4.8  Induktion von CLL-spezifischen T-Helferzellen im au tologen System 

Das Ziel des nun folgenden Experimentes, welches ebenfalls zusammen mit Frau Cand. 

med. Garyfalia Tsakou durchgeführt wurde, bestand in der Klärung der Frage, ob mit RNA-
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transfizierten dendritischen Zellen auch HLA-Klasse II-restringierte, tumorspezifische T-

Helferzellen induziert werden können. Zu diesem Zweck isolierten wir zunächst immuno-

magnetisch aus dem peripheren Blut eines CLL-Patienten die CD4+ T-Lymphozyten unter 

Zuhilfenahme des CD4+ T Cell Isolation Kits (Miltenyi Biotec). Die Reinheit der isolierten 

Zellpopulation wurde anschließend durchflußzytometrisch analysiert. Unreife, aus dem peri-

pheren Blut desselben Patienten generierte dendritische Zellen wurden am Tag 6 nach der 

Induktion mit aus autologen CLL-Zellen isolierter Total RNA elektroporiert. Nach Ausreifung 

für 24 h mit TNF-α wurden die RNA-transfizierten dendritischen Zellen dann als antigenprä-

sentierende Zellen für die Induktion von T-Helferzellen eingesetzt. Zwei Restimulation mit 

identisch vorbehandelten dendritischen Zellen wurden an Tag 7 und Tag 14 durchgeführt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.19: Induktion einer proliferativen T-Helferz ellantwort durch mit CLL-RNA-transfizierte dendriti sche Zellen. CD4+ 

T-Lymphozyten wurden immunomagnetisch aus dem peripheren Blut eines CLL-Patienten isoliert und mit dentritischen Zellen, 

welche zuvor mit 2.5 µg CLL-RNA transfiziert worden waren, induziert. Restimulationen mit identisch transfizierten dendritischen 

Zellen erfolgten an Tag 7 und an Tag 14 nach der Induktion . Der dargestellte 3H-Proliferationstest zur Analyse der induzierten 

Immunantwort wurde am Tag 20 nach der Induktion durchgeführt. Als Stimulationszellen wurden CLL-Zellen, B-Zellen, mit CLL-

RNA elektroporierte, autologe dendritische Zellen und mit irrelevanter EGFP-RNA elektroporierte dendritische Zellen eingesetzt. 

Als Negativkontrolle wurden unstimulierte CD4+ T-Zellen verwendet. Die Blockierung der HLA Moleküle wurde mit den Antikör-

pern W6/32 (HLA Klasse I) und Tü39 (HLA Klasse II) durchgeführt. 
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Die Spezifität der induzierten T-Zell-Antwort wurde schließlich am Tag 20 nach der Induktion 

durch einen 3H-Proliferationstest analysiert. Wie in Abb. 4.19 dargestellt zeigten die induzier-

ten T-Helferzellen im durchgeführten 3[H]-Proliferationstest ein tumorspezifisches Proliferati-

onsmuster. Die Stimulation mit autologen CLL-Zellen und mit CLL-RNA transfizierten, auto-

logen dendritischen Zellen führte zu einer signifikanten Proliferation der T-Zellpopulation, 

während autologe B-Zellen und mit irrelevanter EGFP-RNA transfizierte, autologe dendriti-

sche Zellen nicht in der Lage waren, eine Proliferation auszulösen. Die Proliferation der T-

Helferzellen konnte wie postuliert durch die vorherige Zugabe eines Antikörpers gegen HLA 

Klasse II-Moleküle, nicht aber durch die Zugabe eines Antikörpers gegen HLA Klasse I-

Moleküle inhibiert werden, was die HLA Klasse II-Restriktion der induzieten Immunantwort 

unterstreicht.  

 

Zusammenfassend konnte mit dem vorliegenden Experiment demonstriert werden, daß mit 

RNA-transfizierten dendritischen Zellen auch tumorspezifische, HLA Klasse II-restringierte T-

Helferzell-Antworten induziert werden können. 
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5 Diskussion 

 

5.1 RNA-Transfektion von dendritischen Zellen zur Induktion von tumorspezifi-

schen T-Zell-Antworten 

Dendritische Zellen werden als die potentesten antigenpräsentierenden Zellen (APC) ange-

sehen, welche die Fähigkeit besitzen, primäre Immunantworten zu induzieren und zu unter-

halten (Banchereau et Steinman, 1998; Cella et al., 1997). Seit vor einigen Jahren verschie-

dene Verfahren entwickelt wurden, um dendritische Zellen in ausreichender Menge zu isolie-

ren bzw. zu generieren, wird ihre Anwendung in verschiedensten klinischen Studien zur Be-

handlung von Tumor- bzw. Infektionserkrankungen evaluiert (Bubenik et al., 2001; Brossart 

et al., 2001; Cerundolo et al., 2004; Figdor et al., 2004; Morse et al., 1997; Morse et al., 

2003). 

 

Die Anwendung von dendritischen Zellen für Vakzinierungszwecke ist allerdings in den meis-

ten Fällen dadurch limitiert, daß bei der klassischen Beladung mit Peptiden die entsprechen-

den tumorassoziierten Antigene charakterisiert sein müssen. Darüberhinaus ist für die Appli-

kation von Peptidvakzinen die Kenntnis des HLA-Haplotyp des Patienten notwendig. Die 

meisten bis dato durchgeführten klinischen Studien beschränkten sich auf Patienten mit Ex-

pression des MHC-Klasse I-Moleküles HLA-A2, für welches mittlerweile die meisten Pepti-

depitope charakterisiert sind. Dieses Allel tritt bei etwa 50% der in Europa und Nordamerika 

ansässigen Bevölkerung auf. Der gravierende Nachteil dieses Ansatzes besteht in dem 

Problem, daß für Patienten mit seltenerem HLA-Typ bis dato keine bzw. nur wenige charak-

terisierte und in klinischen Studien evaluierte Peptidepitope existieren (Bakker et al., 1995; 

Brossart et al., 2001; Celluzi et al., 1996; Grünebach et al., 2005; Mayordomo et al., 1995; 

Nestle et al., 1998; Paczesny et al., 2004; Thurner et al., 1999). Zudem ist zu befürchten, 

daß Vakzinen, welche lediglich gegen eines oder wenige Antigene gerichtet sind, zur Selek-
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tion von Tumorzellen führen, welche diese Antigene nicht exprimieren, ohne längerfristig 

effektiv gegen den gesamten Tumor sein zu können. 

 

Zur Lösung dieses Dilemmas wurden in den letzten Jahren verschiedene sogenannte Ge-

samttumorstrategien („whole tumor approaches“) entwickelt. Hierbei werden die dendriti-

schen Zellen entweder mit apoptotischen Tumorzellen („apoptotic bodies“) oder mit RNA aus 

Tumorzellen beladen (Boczkowski et al., 1996; Boczkowski et al., 2000; Chang et al., 2000; 

Heiser et al., 2000; Heiser et al., 2001; Heiser et al., 2002; Herr et al., 1996; Inaba et al., 

1998; Nair et al., 1998; Nair et al., 1999; 2000; 2002; Shaif-Muthana et al., 2000; Van Tende-

loo et al., 2001). Außerdem wurden auch Versuche unternommen, Tumorzellen zur Antigen-

beladung mit dendritischen Zellen zu fusionieren (Scott-Taylor et al., 2000). 

 

Die Gesamtzell-RNA-Vakzinierung, deren Untersuchung und Weiterentwicklung Gegenstand 

der vorgelegten Arbeit ist, bietet im Vergleich zu den klassischen Vakzinierungsansätzen 

eine Reihe von Vorteilen. In dem Verfahren wird das gesamte Transkriptom der Tumorzelle 

incl. aller auch nicht charakterisierten antigenen Eigenschaften in die dendritische Zelle 

transferiert. Dort erfolgt die Expression und Antigenprozessierung, des aus den Tumorzellen 

stammenden antigenen Materials auf natürlichem Wege, was zur Präsentation von multiplen, 

möglicherweise immundominanten Peptidepitopen auf den dendritischen Zellen führt. Die 

Vakzinierung setzt darüber hinaus weder das Vorhandensein eines bestimmten HLA-Typs 

noch die vorherige Charakterisierung der Antigene, gegen welche vakziniert werden soll, 

voraus. Vielmehr wird eine Immunantwort gegen multiple auf dem Tumor des Patienten vor-

handene Antigene induziert, was das Risiko des Auftretens von sogenannten Tumor-

Escape-Phäno-menen deutlich reduzieren dürfte. Zusätzlich werden durch die Verwendung 

von RNA-trans-fizierten DC möglicherweise auch HLA-Klasse II-restringierte T-Helferzellen 

induziert, welche für die Induktion und Unterhaltung einer effektiven CTL-Antwort in vivo 

notwendig sind. 
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Die Arbeitsgruppe um Eli Gilboa (Duke University, Durham, NC, USA) konnte bereits 1996 

zeigen, dass durch RNA-transfizierte dendritische Zellen antigenspezifische CTL in vitro und 

in vivo induziert werden können (Boczkowski et al., 1996). Dendritische Zellen, welche zuvor 

via Lipofektion mit Total RNA bzw. Gesamttumor-mRNA aus Ovalbumin-exprimierenden 

Tumorzellen oder mit in vitro transkribierter Ovalbumin-mRNA  transfiziert worden waren, 

waren ebenso zur Induktion einer antigenspezifischen CTL-Antwort in der Lage wie mit ei-

nem aus Ovalbumin abgeleitetetem Peptid beladene dendritische Zellen. Mäuse, welche 

zuvor mit Ovalbumin-RNA transfizierten dendritischen Zellen vakziniert worden waren, waren 

resistent gegen die normalerweise lethal endende Transplantation von Ovalbumin-ex-

primierenden Tumoren. Seit den Pionierexperimenten von Boczkowski et al. konnte die Ef-

fektivität dieses Ansatzes zur Induktion von CTL-Antworten durch eine Vielzahl von Autoren 

bestätigt werden (Heiser et al., 2000; Heiser et al., 2001; Heiser et al., 2002; Kobayashi et 

al., 2003; Milazzo et al., 2003;  Nair et al., 2000; Strobel et al., 2000; Su et al., 2002; Su et 

al., 2003; Thornburg et al., 2000;  Ueno et al., 2004; Weissman et al., 2000). 

 

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir zunächst unterschiedliche Strategien zur RNA-

Transfektion von dendritischen Zellen. Diesbezüglich wurden von uns die Methoden Lipofek-

tion mit dem kationischen Lipid Unifectin M, Elektroporation und CD71-(Transferrinrezeptor)-

vermittelte Endozytose einer genauen Evaluation unterzogen. Hierbei erwies sich die  Elek-

troporation sowohl im Hinblick auf die erzielte Transfektionseffizienz von ca. 30% als auch 

bezüglich des experimentellen Aufwandes als die bei weitem überlegendste Methode. Mittels 

Lipofektion mit Unifectin M gelang die Transfektion von DC ebenfalls mit einer Effizienz von 

bis zu 17.5% bei Einsatz einer deutlich höheren RNA-Menge, während sich die Methode 

CD71-vermittelte Endozytose mit maximalen Transfektionseffizienzen von ca. 1% als unter-

legen erwies. Diese Ergebnisse entsprechen im wesentlichen einer ähnlichen Untersuchung 

aus der Arbeitsgruppe von Z. Berneman (Universität Antwerpen, Belgien), bei welcher für 
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aus Monozyten generierte DC eine RNA-Transfektionseffizienz durch Elektroporation von bis 

zu 63% beschrieben wird (Van Tendeloo et al. , 2001). Für die RNA-Transfektion von aus 

CD34+ Progenitorzellen induzierten DC werden in der Literatur teilweise deutlich höhere 

Transfektionseffizienzen beschrieben. So beschreibt Van Tendeloo eine diesbezügliche 

Transfektionseffizienz 70-80%, während einer Arbeitsgruppe vom MD Anderson Cancer 

Center (Houston, Texas, USA) Transfektionseffizienzen von bis zu 96% beobachtete (Ueno 

et al., 2004). 

 

Interessanterweise ist die erzielte Transfektionseffizienz der antigenpräsentierenden Zellen 

(APC) allerdings nicht der entscheidende Parameter für die Induktion einer effektiven T-Zell-

antwort. So konnten wir in den durchgeführten Experimenten zeigen, daß selbst durch 

CD71-vermittelte Endozytose mit RNA transfizierte DC mit einer in vorausgegangenen Expe-

rimenten bestimmten Transfektionseffizienz von ca. 1% in der Lage waren, eine effektive tu-

morspezifische CTL-Antwort zu induzieren. Die beobachtetet Zytotoxizität war hierbei unab-

hängig von der für die RNA-Transfektion eingesetzten Methode, was die Vermutung nahe 

legt, daß bereits die Aufnahme, Expression und Prozessierung von geringen Mengen an 

antigenem Material für die Induktion einer effektiven Immunantwort ausreichend sein kann. 

Passend zu diesen Beobachtungen wurde von der Arbeitsgruppe um Eli Gilboa beschrieben, 

daß sogar die passive Aufnahme von in das Kulturmedium gegebener RNA ohne spezielle 

Transfektion zur Induktion von spezifischen T-Zellantworten führen kann (Nair et al., 1998). 

Zusätzlich werden durch die durchflusszytometrische Analyse möglicherweise zu niedrige 

Transfektionseffizienzen gemessen, da die Detektion des EGFP seine intakte und komplette 

Expression voraussetzt, während inkomplette Proteinfragmente nach Durchlaufen der Anti-

genprozessierung sehr wohl zur Präsentation von intakten Peptidepitopen auf den MHC-

Molekülen führen können. Darüberhinaus ist die Geschwindigkeit der Expression der transfi-

zierten RNA  und der Umsatz der resultierenden Proteine möglicherweise von der verwende-
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ten Methode abhängig, da die RNA  abhängig von der verwendeten Methode in unterschied-

liche Zellkompartimente gelangen könnte. 

Ein Hauptproblem in Bezug auf die spätere klinische Anwendbarkeit dieser Vakzinierungs-

methode stellt die Verfügbarkeit einer ausreichenden Menge an RNA dar. In der Arbeits-

gruppe von Eli Gilboa wurde bereits 2000 eine PCR-basierte Methode zur unspezifischen in 

vitro-Amplifikation von Gesamttumor-mRNA entwickelt (Boczkowski et al., 2000). Diese Me-

thode wurde von uns durch mehrere Modifikationen verfeinert (s. 3.2.7) und für verschiedene 

Experimente eingesetzt. Um die biologische Aktivität von amplifizierter mRNA zu evaluieren 

bedienten wir uns abermals eines EGFP-Modellsystems. Zu diesem Zwecke transfizierten 

wir die RCC-Zelllinie N43 stabil mit dem DNA-Plasmid pEGFP-N1 und erhielten somit eine 

konstitutiv EGFP-exprimierende Tumorzelllinie N43 EGFP. Aus dieser Zelllinie isolierten wir 

die gesamte zelluläre  mRNA und führten diese dem o.g. Amplifikationsprotokoll zu. An-

schließend transfizierten wir unreife DC entweder mit nativer oder mit in vitro amplifizierter 

Gesamttumor-mRNA. Die EGFP-Expression in den elektroporierten DC wurde anschließend 

zu verschiedenen Zeitpunkten durchflusszytometrisch gemessen. Hierbei zeigte sich als ers-

te wichtige Erkenntnis, daß die aus der Zelllinie N43 EGFP isolierte mRNA (incl. der für 

EGFP kodierenden mRNA) nach Elektroporation in die DC tatsächlich zur Expression ge-

langt. Ferner konnten wir die Expressionskinetik der transfizierten RNA ermitteln und fanden 

eine maximale Expression von EGFP ca. 40 h nach erfolgter Elektroporation. 72 h nach der 

Elektroporation war die detektierte Proteinexppression bereits nicht mehr nachweisbar, was 

den transienten Charkter der RNA-Transfektion erneut unterstreicht. Mit in vitro amplifizierter 

N43 EGFP-mRNA transfizierte DC exprimierten das Protein in einem fast identischen Zeit-

fenster, zeigten aber ein signifikant niedrigeres EGFP-Expressionsniveau von ca. 12% im 

Vergleich zu den mit nativer mRNA transfizierten DC, bei denen die EGFP-Expression ma-

ximal 40% betrug. Insgesamt konnten wir durch diese Versuchsreihe zeigen, dass in vitro 

amplifizierte mRNA zumindest teilweise biologisch aktiv ist und potentiell für Vakzinie-

rungszwecke eingesetzt werden kann.   
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Zur weiteren Evaluation von in vitro amplifizierter mRNA hinsichtlich ihrer biologischen Aktivi-

tät führten wir entsprechende CTL-Induktionen durch. Zu diesem Zwecke isolierten wir Ge-

samttumor-mRNA aus der RCC-Zellinine A498 und führten nach dem o.g. Protokoll eine in 

vitro-Amplifikation der mRNA durch. Anschließend wurden unreife DC entweder mit nativer 

oder mit amplifizierter mRNA elektroporiert und für die CTL-Induktion eingesetzt. Hierbei 

zeigte sich, daß die mit in vitro amplifizierter mRNA transfizierten DC ebenso wie die mit na-

tiver mRNA transfizierten DC in der Lage waren, eine effektive A498-spezifische CTL-

Antwort zu induzieren. Dies unterstreicht abermals die von uns gemachte Beobachtung, daß 

das erreichte Niveau der Proteinexpression in den transfizierten DC nicht entscheidend für 

die effektive Induktion einer CTL-Antwort ist. 

 

Ein weiterer wichtiger Aspekt der von uns durchgeführten Untersuchungen besteht in der 

beobachteteten Kreuzreaktivität der mit durch Gesamttumor-RNA von verschiedenen RCC-

Linien transfizierte DC induzierten CTL. So erkannten mit A498-RNA induzierte CTL sowohl 

die Ausgangstumorzellinie A498 wie auch die ebenfalls HLA-A2+ RCC-Zelllinie MZ1257 so-

wie HLA-A2+, mit A498-RNA transfizierte DC als Targetzellen. Die mit MZ1257-RNA indu-

zierten CTL erkannten andererseits MZ1257, A498 und mit MZ1257 transfizierte, HLA-A2+ 

DC. Die HLA-A2+ Coloncarcinom-Zelllinie, die HLA-A3+ Ovarialcarcinom-Zelllinie SK-OV-3, 

die HLA-A26+ RCC-Zelllinie ACHN sowie die EBV-immortalisierte B-Zell-Linie Croft wurden 

allerdings von beiden CTL-Populationen nicht erkannt. Ebenso war keine gegen HLA-

gematchte, mit irrelevanter EGFP-RNA elektroporierte DC gerichtete Zytotoxizität detektier-

bar. Die Ergebnisse diese Experimentes illustrieren die Tumorspezifität der mit RNA-

transfizierten DC induzierten CTL-Antworten. Die beobachteten Kreuzreaktivitäten suggerie-

ren, daß die beiden Tumorzelllinien A498 und MZ1257 offensichtlich gemeinsame Antigene 

(sogenannte „shared antigens“) besitzen. 
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Insgesamt konnten wir im ersten Teil der vorliegenden Arbeit zeigen, daß die Elektroporation 

im Vergleich zur Lipofektion und zur CD71-vermittelten Endozytose die effektivste Methode 

für den RNA-Transfer in DC darstellt. Ferner gelang uns der Nachweis, daß mit RNA-

transfizierten DC unabhängig von der verwendeten Methode und der daraus resultierenden 

Transfektionseffizienz effektive, tumorspezifische CTL induziert werden können. Darüber-

hinaus zeigten wir, daß für die Transfektion sowohl Gesamttumor-RNA als auch Gesamttu-

mor-mRNA mit gleichen Ergebnissen hinsichtlich der induzierten CTL-Antwort eingesetzt 

werden kann. Auch konnten wir demonstrieren, daß in vitro amplifizierte mRNA eine ausrei-

chende biologische Aktivität für die Induktion von tumorspezifischen CTL-Antworten besitzt. 

 

5.2 Induktion von CLL-spezifischen T-Zell-Anworten im autologen System 

Im zweiten Teil versuchten wir die in der Zellkultur gewonnenen Erkenntnisse auf ein huma-

nes, autologes System zu übertragen. Hierfür wählten wir aus verschiedensten Gründen die 

chronisch-lymphatische Leukämie (CLL) als Modellerkrankung. Zum einen handelt es sich 

bei der CLL nach wie vor um eine unheilbare Erkrankung trotz bedeutender Fortschritte in 

Therapie und Verständnis ihrer pathophysiologischen  Grundlagen in den letzten Jahren 

(Diehl et al., 1999; Skinnider et al.,1982; Mauro et al., 1999; O´Brien et al., 1995). Neue Me-

dikamente wie das Purinanalogon Fludarabin (Keating et al., 1990; Keating et al., 1998; So-

rensen et al., 1997) und die monoklonalen Antikörper Rituximab (McLaughlin et al., 1998; 

Montserrat, 2003) und Alemtuzumab (Faderl et al., 2003; Hale et al., 1988; Osterborg et al., 

1996; Rai et al., 2002) haben sich im Hinblick auf das Erreichen einer kompletten Remission 

und auf die Dauer der erreichten Remission als den konventionellen Chemotherapien über-

legen erwiesen. Aggressivere Behandlungsverfahren mit kurativer Intention wie die Hochdo-

sischemotherapie (Dreger et al., 1998; Pavletic et al., 1998; Sutton et al., 1998; Gribben, 

1997) und die nichtmyeloablative, allogene Stammzelltransplantation (Khouri et Champlin, 

1996; Khouri et al., 1998; Michallet et al. 1996; Mehta et al., 1996a)   werden derzeit bei 

ausgewählten Hochrisikopatienten in randomisierten, klinischen Studien evaluiert. Nichtsdes-
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totrotz werden ein Großteil der behandelten Patienten nach dem Erreichen einer kompletten 

klinischen und molekularen Remission irgendwann ein Rezidiv ihrer Erkrankung erleiden.  

 

Es gibt nun mehrere Aspekte, welche die CLL zu einem attraktiven Kandidaten für die An-

wendung von immuntherapeutischen Ansätzen werden lassen. Die CLL ist normalerweise 

ein sehr langsam wachsender Tumor, weswegen in vielen Fällen ausreichend Zeit zur Induk-

tion von tumorspezifischen T-Zellantworten nach Vakzinierungen bestehen dürfte (Diehl et 

al., 1999; Skinnider et al.,1982; Mauro et al., 1999). Obwohl in den T-Zellen von CLL-

Patienten eine Reihe von Defekten beschrieben wurden (Rossi et al., 1996; Veenstra et al, 

1996; Matutes et al., 1981; Kneitz et al., 1999), konnte kürzlich gezeigt werden, dass in vitro 

autologe zytotoxische und proliferative T-Zell-Antworten gegen CLL-Zellen generiert werden 

können und dass die induzierten CTL in der Lage sind, autologe CLL-Zellen zu lysieren 

(Krackhardt et al., 2002a; Krackhardt et al., 2002b). Es erscheint daher vorstellbar, daß 

durch einen potenten Stimulus durch professionelle, antigenpräsentierende Zellen die bei 

CLL-Patienten beobachteten Störungen der T-Zell-Immunität und Toleranzmechanismen 

kompensiert werden können. Darüberhinaus gibt es eine Reihe von Hinweisen darauf, daß 

die CLL ein gutes Target für einen sogenannten Graft-versus-Leukemia-Effekt nach alloge-

ner Stammzelltransplantation darstellt (Khouri et al., 1998; Mehta et al., 1996b; Rondon et 

al., 1996), was Rückschlüsse darauf zuläßt, daß sie möglicherweise auch ein gutes Target 

für die Anwendung von zellulären Immuntherapien ist. 

 

In den von uns durchgeführten Experimenten analysierten wir die Fähigkeit von RNA-

transfizierten DC zur Induktion von autologen, CLL-spezifischen T-Zell-Antworten. DC wur-

den in vitro  aus Monozyten generiert, welche zuvor aus dem peripheren Blut von CLL-Pat-

ienten isoliert worden waren. Anschließend wurden die DC mit aus den autologen malignen 

Zellen isolierter CLL-RNA transfiziert und als antigenpräsentierende Zellen für die Induktion 

von zytotoxischen und proliferative T-Zellantworten eingesetzt.  
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Wir konnten mit den vorgelegten Ergebnissen demonstrieren, daß mit CLL-RNA elektropo-

rierte DC in der Lage sind, in vitro tumorspezifische HLA-Klasse I- und HLA-Klasse II-

restringierte Immunantworten zu induzieren. Die Zytotoxizität der induzierten CTL war spezi-

fisch gegen den malignen CD5+ Zellklon gerrichtet, während autologe CD19+CD5-             

B-Lymphozyten und autologe DC nicht lysiert wurden. Die Spezifität der induzierten CTL-

Antwort konnte darüberhinaus in sogenannten „Cold Target-Inhibition“-Assays bestätigt wer-

den. Die Lyse der CLL-Zellen konnte durch Blockierung mit einem Anti-HLA Klasse I-

Antikörper (W6/32) blockiert werden, was demonstriert, daß auf den CLL-Zellen präsentierte 

HLA Klasse I-restringierte Epitope durch die induzierten CTL erkannt werden.  

 

In einer weiteren Versuchsreihe wendeten wir erneut die bereits im ersten Teil evaluierte 

Methode  zur unspezifischen Amplifikation von Tumor-mRNA an (Boczkowski et al., 2000). 

Auch im autologen System  konnten wir zeigen, daß mit in vitro amplifizierter mRNA ebenso 

wie mit nativer RNA transfizierte DC in der Lage sind, CLL-spezifische CTL-Antworten zu 

induzieren.  

 

Interessanterweise konnten wir in einem anderen Experiment zeigen, daß die mit CLL-RNA 

transfizierten DC induzierten CTL in der Lage sind, autologe DC, welche zuvor mit aus den 

leukämischen Zellpopulationen von anderen Patienten stammender Gesamttumor-RNA 

transfiziert worden waren, zu erkennen und zu lysieren. Hierbei wurde auch RNA aus den 

Blastenpopulationen von Patienten mit akuter lymphatischer Leukämie (ALL) sowie mit aku-

ter myeloischer (AML) eingesetzt. Diese Ergebnisse zeigen, daß diese verschiedenen Leu-

kämiearten zumindest teilweise gemeinsame Antigene besitzen, welche offensichtlich von 

Relevanz für die Erkennung der malignen Zellen durch zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) 

sind. Eine mögliche Reaktivität der induzierten CTL gegen fremde MHC-Moleküle konnte 

durch die Durchführung eines entsprechenden Kontrollexperimentes, bei welchem autologe 

DC als Targets eingesetzt wurden, die zuvor mit TotalRNA aus allogenen PBMNC transfiziert 
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worden waren, ausgeschlossen werden. Diese demonstriert, daß die induzierte CTL-Antwort 

spezifisch gegen die malignen Zellklone gerichtet ist. 

 

In der nun folgenden Serie von Experimenten versuchten wir, mehr über die an der beobach-

teten Zytotoxizität beteiligten Antigene zu erfahren. Hierzu verwendeten wir CLL-RNA trans-

fizierte DC eines HLA-A2+ CLL-Patienten zur Induktion von tumorspezifischen CTL. In dem 

durchgeführten 51Cr-Freisetzungstest setzten wir autolge DC als Targets ein, welche zuvor 

mit HLA-A2-bindenden, aus den tumorassoziierten Antigenen Adipophilin, Survivin, MUC1 

and Telomerase abgeleiteten Peptiden beladen worden waren. Von diesen Antigenen ist 

bekannt, daß sie sowohl bei der CLL als auch bei einer Reihe von sonstigen Tumorerkran-

kungen von Relevanz sind. Überraschenderweise zeigte sich in diesem Experiment in repro-

duzierbarer Weise eine gegen das aus Survivin abgeleitetete Peptidepitop gerichtete Zytoto-

xizität, während die mit den anderen Peptiden beladenen DC von den polyklonalen CTL nicht 

erkannt wurden. Zusätzlich konnten wir in den durchgeführten ELISPOT-Experimenten eine 

Survivin-spezifische Produktion von IFN-γ messen und die bei den zuvor durchgeführten 

Versuchen gemachten Beobachtungen bestätigen. Darüberhinaus konnte unsere Arbeits-

gruppe vor kurzem zeigen, daß bei CLL-Patienten Survivin-spezifische CTL induziert werden 

können, welche in der Lage sind, autologe CLL-Zellen zu lysieren (Schmidt et al., 2003). 

 

Insgesamt demonstrieren die erhobenen Daten eine Bedeutung des tumoassoziierten Anti-

gens Survivin bei der induzierten Immunantwort gegen CLL-Zellen und suggerieren, daß es 

sich bei diesem Antigen um einen interessanten Kandidaten für die Entwicklung von immun-

therapeutischen Ansätzen zur klinischen Behandlung der CLL handeln könnte. 

 

Ein weiterer wichtiger Aspekt der von uns durchgeführten Untersuchungen besteht in der De-

monstration, daß mit CLL-RNA transfizierte DC auch in der Lage sind, tumorspezifische HLA-
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Klasse II-restringierte T-Helferzell-Antworten zu induzieren, welche für die Induktion und Unter-

haltung einer primären Immunantwort in vivo von zentraler Bedeutung sind. Zuvor konnten wir 

bereits im Zellkultursystem zeigen, daß mit aus der Mammacarcinom-Zellinie MCF-7 isolierter 

Gesamttumor-RNA tumorspezifische T-Helferzellen induziert werden können (Müller et al., 

2003). Mit den vorliegenden Experimenten konnten wir demonstrieren, daß dies auch im auto-

logen System gelingt und vor allem auch bei CLL-Patienten  mit den schwerwiegenden be-

schriebenen  Störungen der T-Zell-Immunität möglich ist. Die Präsentation von zytosolischen 

Antigenen auf MHC-Klasse II-Molekülen widerspricht zwar in einem gewissen Sinn den klassi-

schen Konzepten der Antigenprozessierung, konnte allerdings inzwischen von mehreren ande-

ren Arbeitsgruppen ebenfalls beobachtet werden. So sind bis dato mehrere möglichen 

Pathways vorgeschlagen und untersucht worden. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind 

allerdings immer noch spekulativ. Es konnte gezeigt werden, daß die MHC-Klasse II-

Präsentation von endogenen Antigenen einerseits die Aktivität zytoplasmatischer Proteasen 

(incl. proteasomaler und nichtproteasomaler Proteolyse) voraussetzt, andererseits aber unab-

hängig von der endosomalen Azidifizierung ist (Lich et al., 2000; Mukerjee et al., 2001). Kürzlich 

konnte darüberhinaus ein Mechanismus für die MHC-Klasse II-Präsentation von zytosolischen 

Antigenen durch Autophagie vorgestellt werden (Nimmerjahn et al., 2003). Dieser Präsentati-

onsweg schließt die Aufnahme der Proteine in sogenannte Autophagosomen und ihre nachfol-

gende Prozessierung im lysosomalen bzw. endosomalen Kompartment ein, in welchem der 

zytoplasmatische Abbau und der Umsatz von zellulären Proteinen durch Autophagie mit der 

HLA-Klasse II-restringierten Präsentation von Antigenen konvergieren. Darüberhinaus konnte 

unsere Arbeitsgruppe kürzlich ebenfalls zeigen, daß die effektive Präsentation von HLA-Klasse 

II-restringierten Epitopen sowohl die proteasomalen als auch die endosomalen/lysosomalen 

Kompartimente voraussetzt. So führte sowohl eine Inhibition des Proteasoms mit Lactacystin 

als auch eine Inhibition der lysosomalen Azidifizierung mit Chloroquin zu einer signifikanten 

Beeinträchtigung der HLA Klasse II-Präsentation (Dörfel et. al., 2004). Darüberhinaus konnte in 

dieser Arbeit demonstriert werden, daß eine spezifische Blockade des zellulären Autophagie-



Diskussion 
 

 86

mechanismus in DC mit 3-MA oder Wortmannin zu einer deutlichen Reduzierung ihrer Fähigkeit 

zur Präsentation von HLA Klasse II-restringierten Peptiden führt. 

 

Zusammenfassend konnten wir im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit zeigen, daß bei Pati-

enten mit CLL trotz der beschriebenen Störungen der T-Zell-Funktion sowohl funktionell in-

takte DC als auch effektive, tumorspezifische T-Zell- Antworten induziert werden können.  

 

5.3 Ausblick 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente stellen die Grundlage für ein weitergehen-

den Entwicklung von immuntherapeutischen Therapieansätzen bei Patienten mit CLL dar. In 

den nun folgenden Untersuchungen sollte zunächst die Effizienz der Methode bei einer grös-

seren Patientenzahl untersucht werden. Darüberhinaus sollte eine genauere funktionelle und 

phänotypische Charakterisierung der induzierten T-Zellen durchgeführt werden. Diesbezüg-

lich könnte einerseits versucht werden, MHC-Liganden von CLL-Zellen zu präparieren und 

durch massenspektrometrische Analyse zu charakterisieren. Andererseits erlauben entspre-

chende DNA-Microarray-Untersuchungen die Identifikation von potentiellen Antigenkandida-

ten, welche dann über funktionelle Experimente auf ihre Relevanz bei der beobachtetet Im-

munreaktion untersucht werden könnten.  
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6 Zusammenfassung 

Dendritische Zellen (DC) sind professionelle antigenpräsentierende Zellen (APC), die bei der 

Induktion einer antigenspezifischen Immunantwort eine entscheidende Rolle spielen. Kürz-

lich konnte gezeigt werden, daß mit aus Tumoren isolierter RNA transfizierte DC effektive T-

Zell-Immunantworten in vitro und in vivo induzieren können. Der entscheidende Vorteil dieser 

Vakzinierungsmethode besteht darin, daß zu ihrer Anwendung weder ein charakterisiertes 

Tumorantigen noch ein bestimmter HLA-Typ des Patienten notwendig ist. Mögliche Nachteile 

dieser Strategie könnten in der Induktion von Immunantworten gegen körpereigene Gewebs-

strukturen (Autoimmunrekationen) bestehen. 

 

Im ersten Teil der vorliegenden  Arbeit evaluierten wir drei verschiedene Methoden zur RNA-

Transfektion von DC (Elektroporation, Lipofektion mit dem kationischen Lipid Unifectin M, 

Transferrinrezeptor-(CD71)-vermittelte Endozytose) hinsichtlich ihrer Effizienz. Bei Experi-

menten mit in vitro transkribierter EGFP mRNA zeigte sich eine deutliche Überlegenheit der 

Elektroporation mit einer erzielten Transfektionseffizienz von annähernd 30%, während die 

beiden anderen Methoden deutlich niedrigere Transfektionseffizienzen lieferten. Die Lipofek-

tion mit Unifectin M ergab eine Transfektionseffizienz von ca. 17.5%, wenn deutlich höhere 

mRNA-Mengen eingesetzt wurden, während die CD71-vermittelte Endozytose lediglich eine 

EGFP-Expression in etwa 1% der DC zeigte. Wurden diese verschiedenen Methoden jedoch 

zur Antigenbeladung von DC vor CTL-Induktion in vitro eingesetzt, erwiesen sich alle drei 

Techniken als potent bezüglich der Induktion einer antigenspezifischen T-Zellantwort, was 

als Hinweis darauf verstanden werden kann, daß bereits sehr geringe Transfektionseffizien-

zen für eine ausreichende Antigenpräsentation durch die DC ausreichend sind. Wir konnten 

weiter zeigen, daß in vitro transkribierte mRNA zumindest teilweise biologische Aktivität be-

sitzt und für Vakzinierungszwecke eingesetzt werden kann. Ebenso konnten wir mittels eines 

EGFP-Modelllsystems die Expressionskinetik von nativer und in vitro amplifizierte EGFP 

mRNA in DC aufklären. Hierbei zeigte sich eine signifikante Expresssion des Proteins bereits 
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wenige Stunden nach erfolgter Elektroporation. Die Expression erreichte nach etwa 40 h ihr 

Maximum und war bereits nach 48 h wieder auf sehr niedrige Werte zurückgegangen. In den  

durchgeführten Experimenten konnten wir außerdem zeigen, daß die untersuchte Methode 

auch zur Induktion von Coloncarcinom-spezifischen T-Zellen eingesetzt werden kann. 

 

Im zweiten Teil wurde die erprobte Methode zur Induktion von antigenspezifischen CTL 

durch RNA-transfizierte Methode auf eine autologes humanes System übertragen, wobei 

hier die chronisch-lymphatische Leukämie (CLL) als Modellerkrankung ausgewählt wurde. 

Hierbei konnte gezeigt werden, daß bei Patienten mit B-CLL funktionelle DC aus PBMNC 

generiert werden können. Diese waren nach Transfektion mit aus Leukämiezellen isolierter 

RNA in der Lage zytotoxische und proliferative leukämiespezifische T-Zellantworten zu indu-

zieren. In den durchgeführten 51Cr-Freisetzungstests zeigte sich eine spezifisch gegen die 

CD5+ CLL-Zellen und gegen mit CLL-RNA transfizierte autologe DC gerichtete HLA Klasse 

I-restringierte Zytotoxizität der CTL, während CD19+CD5- B-Zellen nicht lysiert wurden. In 

weiteren Experimenten konnten wir eine mögliche Beteiligung eines aus dem tumorassozi-

ierten Antigen Survivin stammenden Peptidepitops an der beobachteten Zytotoxizität nach-

weisen. Ferner konnten wir auch zeigen, daß auch im autologen System mit RNA-trans-

fizierten DC HLA Klasse II-restringierte T-Helferzellantworten induziert werden können. 
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