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Einleitung 
 

1.1 DNA-basierte Immunisierung und (Gen)Therapie 
 

Nukleinsäuren gelten aufgrund ihrer gespeicherten Erbinformation als elementare Bausteine 

des Lebens. In den letzten Jahrzehnten haben die Deoxyribonukleinsäure (DNA) sowie 

Ribonukleinsäure (RNA) hinsichtlich potentieller Behandlungsmöglichkeiten bei diversen 

Krankheiten zusätzliche Bedeutung gewonnen. Aufgrund ihrer Eigenschaften ist es möglich, 

die DNA und RNA als Basis für die Entwicklung neuer Therapeutika einzusetzen [1]. 

Inzwischen wurden zahlreiche Nukleinsäure-basierte Therapeutika wie synthetische 

Oligonukleotide (ODN), Ribozyme, DNAzyme, Aptamere sowie small interfering RNAs 

(siRNAs) entwickelt und in klinischen Studien getestet [2,3]. Einer der wichtigsten Vorteile 

solcher Therapeutika gegenüber klassischen pharmazeutischen Mitteln ist ihre selektive 

Wirkung auf Zielmoleküle und somit hohe Spezifität. Dadurch können die für klassische 

Medikamente charakteristischen unerwünschten Nebenwirkungen vermieden werden. Eine 

klinische Zulassung erhielten bisher jedoch nur zwei DNA-basierte Therapeutika [1]. 

Durch den Einsatz von Plasmid DNA (pDNA)-Vektoren mit kodierendem Transgen ist das 

Anwendungsspektrum von DNA wesentlich erweitert. pDNA-Vektoren können sowohl 

prophylaktisch für die genetische Immunisierung als auch im fortgeschrittenen 

Krankheitsverlauf in der Gentherapie eingesetzt werden [4,5]. Anders als pDNAs werden 

synthetische ODN ausschließlich gentherapeutisch für die „Abschaltung“ des in die Krankheit 

einbezogenen Proteins entwickelt [6]. Nach der Aufnahme in die Zelle binden die antisense 

ODN an die prä-mRNA des Zielgens und blockieren somit seine Expression [7]. Auf diesem 

Prinzip beruht das in der Klinik zugelassene antisense ODN Formivirsen, das für die 

Behandlung der Cytomegalievirus-bedingten Retinitis bei AIDS-Patienten eingesetzt wird [8]. 

Außerdem werden in den letzten Jahren synthetische CpG-ODN aufgrund ihrer 

immunogenen Eigenschaften als Adjuvans zur DNA-Vakzinierung, aber auch in der 

Tumortherapie eingesetzt (vgl. 1.3.6).      
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Abb. 1-1: Aufnahme-Mechanismen und Barrieren bei der Anwendung DNA-basierter Therapeutika 
Ein nicht-viraler Vektor kann die Plasma-Membran über Rezeptor-vermittelte Endozytose (1A), direkten 
physikalischen Eintritt (Elektroporation) (1B) oder Protein-Transduktion (1C) passieren. Nach der Aufnahme des 
DNA-Vektors in das Endosom (2) kommt es entweder zu seiner Freisetzung (3A) oder zur lysosomalen 
Degradierung (3B). Freigesetze DNA wird entweder durch Endonukleasen degradiert (4) oder über den Nukleus-
Poren-Komplex (NPC) in den Nukleus transportiert (5). In Abhängigkeit vom DNA-Vektor kommt es im Nukleus 
zur DNA-Freisetzung (6A, 6B) und zur Transkription (7). Modifiziert nach Wagstaff et al.  

 

Alle DNA-basierten Therapeutika werden überwiegend endozytotisch in die Zelle 

aufgenommen, was in einer hohen DNA-Degradationsrate und dadurch verminderten 

Wirkung resultiert (Abb. 1-1). Die Erhöhung der Stabilität durch diverse Vektorrückgrat-

Modifikationen ist aufgrund der Aktivierung von unerwünschten Immunreaktionen 

eingeschränkt [9]. Ein weiterer Nachteil von DNA-Therapeutika ist die schlechte Aufnahme in 

die Zielzellen und im Fall von pDNA der uneffiziente Transport in den Nukleus [10].            

Die schlechte Überwindung intrazellulärer Barrieren sowie die hohe DNA-Degradationsrate 

sind die Hauptgründe dafür, warum die meisten DNA-basierten Therapeutika trotz 

zahlreicher Vorteile gegenüber klassischen pharmazeutischen Mitteln immer noch in der 

frühen Phase klinischer Studien stecken.  

 

1.2 pDNA Vektor-Systeme 
 

Die Basis für pDNA-Vektoren sind bakterielle, doppelsträngige Plasmide. Sie werden aus 

zwei Einheiten zusammengesetzt – der eukaryontischen Expressions- und einer bakteriellen 
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Replikations-Kassette. Unabhängig vom inserierten Gen weisen pDNA-Moleküle eine Größe 

zwischen 2 und 12 Kilobasen (kb) auf. Obwohl sie in mehreren Isoformen vorliegen können, 

ist die therapeutisch interessante Form die monomere supercoil-pDNA [11]. Als 

Voraussetzung für eine effiziente Transgenexpression müssen die pDNA-Vektoren mit 

entsprechenden cis-aktiven Sequenzelementen für die Transkription und Translation in 

Säugerzellen ausgestattet sein [12]. 

Im Gegensatz zu anderen DNA-basierten Therapeutika können pDNA Vektor-Systeme 

sowohl prophylaktisch für die genetische Immunisierung als auch therapeutisch in der 

Gentherapie eingesetzt werden [4,5]. Während man beim gentherapeutischen Einsatz die 

Expression des defizienten Proteins in der Zelle zu induzieren versucht, ist die Aktivierung 

der Antigen-spezifischen Immunantwort die Hauptanforderung bei der pDNA-basierten 

Vakzinierung [13,14]. Dieses breite Einsatzfeld erfordert beim Vektor-Design zwei 

komplementäre Entwicklungsstrategien, wobei diverse molekularbiologische und 

immunologische Prozesse je nach Ansatz, abgestimmt werden müssen [15] (Abb. 1-2).  

 

pDNA-Vektoren

DNA-Vakzine
(immunstimulatorisch)

Gentherapie
(immunneutral)

Gen

pDNA

Gen

pDNA

Steigerung der Immunogenität Steigerung der Genexpression
 

 
Abb. 1-2: Strategien bei der Entwicklung von pDNA-Vektoren für die Vakzinierung bzw. den Einsatz in der 
Gentherapie 

 

Prinzipiell muss eine gentherapeutisch eingesetzte pDNA weitgehend immunneutral sein, 

während bei der Vakzinierung eine Immunstimulation von Vorteil ist [16]. Anders als früher 

gedacht, spielt dabei neben dem kodierten Transgen (Antigen) auch die Vektor-Rückgrat-

Sequenz eine wichtige Rolle. So ist es möglich, durch Sequenz-Modulationen sowie durch 

Einfügen zusätzlicher Sequenz-Elemente in das Vektor-Rückgrat sowohl die Sicherheit als 

auch die Kinetik und Dauer der Transgen-Expression zu beeinflussen [17,18].  

Der Einsatz von pDNA-Vektoren ermöglicht somit sowohl für die Anwendung in der 

genetischen Immunisierung als auch in der Gentherapie die in vivo Expression des 

8  
 



Einleitung 
_____________________________________________________________________________________________________ 

erwünschten Transgens, ohne Vektor-spezifische neutralisierende Antikörper zu induzieren 

[16].  

 

1.2.1 pDNA für die genetische Immunisierung 
Seitdem zum ersten Mal gezeigt werden konnte, dass in einen Plasmid-Vektor „verpackte“ 

transgene DNA in Myozyten von Mäusen exprimiert wird [19], nimmt die Bedeutung der 

DNA-Immunisierung stetig zu. Das Prinzip der DNA-Vakzinierung beinhaltet das Integrieren 

Antigen-kodierender DNA in einen Plasmid-Vektor, welche nach geeigneter Verabreichung 

und Transfektion von Wirtszellen eine Antigen-spezifische Immunantwort hervorrufen soll. 

Das exprimierte Antigen wird durch Prozessierung in 9-11 Aminosäure umfassende Peptide 

überführt und über MHC-Klasse I Moleküle an der Zelloberfläche präsentiert. Demzufolge 

wird eine effiziente CD8+-spezifische zelluläre Immunantwort induziert [20]. Vornehmlich 

membranständige oder sezernierte Antigene werden auch von B-Lymphozyten erkannt, was 

in ihrer Differenzierung, Antikörperbildung und somit Induktion einer humoralen 

Immunantwort resultiert [16]. Die Vorteile von DNA-Vakzinen gegenüber anderen 

Impfstrategien liegen in der Tatsache, dass nur durch den immunologisch interessanten Teil 

des Erregergenoms die humorale und zelluläre Immunantwort im Wirtsorganismus ausgelöst 

wird [20].  

Die protektive Wirkung einer genetischen Immunisierung konnte in verschiedenen 

Versuchstiermodellen und gegen ein breites Erreger-Spektrum gezeigt werden. So wurde 

beispielsweise nach einer DNA-Immunisierung eine effektive humorale und zelluläre 

Immunantwort gegen das HIV-1 Hüllprotein gp160 und dessen Spaltprodukt gp120 in 

Mäusen sowie Makaken induziert [21-23]. Weiterhin konnte nach der Immunisierung von 

C57BL/6 Mäusen mit dem pDNA-kodierten HBV-Kern Antigen (HBc 18-27) eine starke 

Expansion protektiver CD8+ T-Zellen hervorgerufen werden [24]. Desweiteren bewirkte eine 

DNA-Vakzine gegen Tuberkulose durch eine induzierte Th1-Polarisierung eine verbesserte 

Infektionskontrolle in (neonatalen)-Mäusen [25]. Die Vielfalt der genetischen Immunisierung 

wurde z.B. durch die DNA-Injektion der inaktivierten S1-Einheit des B. pertussis Toxins 

gezeigt, bei der die immunisierten Mäuse das Toxin schneller aus der Lunge eliminieren 

konnten als die nicht-immunisierten Mäuse [26].  

Trotz zahlreicher Erfolge wurde bis heute kein DNA-basierter Impfstoff oder 

Immuntherapeutikum für Menschen zugelassen. Die meisten Studien befinden sich noch in 

der vorklinischen oder klinischen Phase [5]. In den letzten Jahren wurden jedoch zwei nicht-

humane DNA-Impfstoffe zugelassen: einer gegen das West Nile Virus bei Pferden [27] und 

ein anderer gegen das Hämatopoetische Nekrosis Virus bei Lachsen [28].  

Im Fokus unserer Arbeitsgruppe steht die Entwicklung eines HIV-Impfstoffes. Eine der 

Strategien bei der Impfstoff-Entwicklung basiert auf DNA-Basis alleine oder in Kombination 
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mit viralen Vektoren, wie dem New York Vakzina Virus (NYVAC) oder Equine-Herpes Virus 

(EHV). Nach erfolgreichen vorklinischen Tests wurde unter Verwendung von pDNA und 

NYVAC die erste Phase I klinische Studie in Lausanne und London durchgeführt. Dabei 

wurde die Immunogenität der Gag/Pol/Nef und Env Vakzine-Kandidaten mit NYVAC sowie 

einem DNA/NYVAC „Prime/Boost“ Verfahren getestet. Die Ergebnisse der Studie zeigten, 

dass die Grundimmunisierung mit DNA in Kombination mit einer NYVAC-Auffrischimpfung in 

Hinsicht auf die (i) Anzahl der Responder, (ii) Anzahl der erkannten Epitope, (iii) Breite der 

induzierten Cytokine und (iv) Menge der Cytokin-produzierenden T-Zellen effizienter ist als 

NYVAC alleine. Die Erfahrungen aus zahlreichen Immunisierungs- und klinischen Studien 

zeigen dennoch, dass die effiziente und möglichst andauernde Expression des DNA-

kodierten Antigens eine der wichtigsten Voraussetzungen für eine effiziente DNA-basierte 

genetische Immunisierung ist.  

Darüber hinaus liefern die neuen Erkenntnisse über die Nukleinsäure-bedingte Aktivierung 

des angeborenen Immunsystems sowie die dadurch beeinflusste adaptive Immunantwort 

neue Ansätze für die Entwicklung Plasmid-basierter DNA-Impfstoffe. Durch eine Reihe von 

Vorteilen öffnet die genetische Immunisierung neue Wege auf dem Feld der 

Impfstoffentwicklung und bietet eine Alternative zu anderen Impfstrategien.  

 

1.2.2 pDNA in der Gentherapie 
In der Gentherapie wird den somatischen Zellen eines Individuums die korrekte „Kopie“ 

eines defekten oder neuen Gens zugefügt. Das Transgen wird mit Hilfe verschiedener 

Vektor-Systeme in die Zelle eingebracht und mittels der zellulären Expressions-Maschinerie 

exprimiert. Neben pDNA-Vektoren werden auch virale- oder Virus-assoziierte Vektor-

Systeme für den Gen-Transfer in die Zellen eingesetzt. Die wichtigste Anforderung an einen 

Vektor in der Gentherapie ist eine persistierende Transgen-Expression auf hohem Niveau 

mit minimalen toxischen und immunologischen Nebenwirkungen. 

Anders als bei der genetischen Immunisierung ist in gentherapeutischen Einsätzen eine 

Vektor-Immunität unerwünscht. Durch eine proinflammatorische Immunantwort wird die 

Höhe und die Dauer der Expression des therapeutischen Proteins reduziert [1,18]. Ein 

weiteres unerwünschtes Phänomen ist die Induktion Transgen- und/oder Vektor-spezifischer 

Antikörper. Vor kurzem wurde berichtet, dass eine Erythropoietin (EPO)-Gentherapie mit 

dem Adeno-Virus assoziierten Vektor (AAV) EPO-spezifische Antikörper induziert und zu 

einer autoimmunen Anämie in Makaken führt [29]. Demzufolge ist eine fehlende Induktion 

von neutralisierenden Antikörpern ein entscheidender Vorteil von pDNA-Vektoren gegenüber 

AAV Vektor-Systemen.  

Die wichtigsten Punkte für die Effizienz einer pDNA-basierten Gentherapie spielen sind (i) 

die Zielzell-Spezifität des Gentransfers, (ii) die Effizienz, (iii) die Dauer der Genexpression 
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und (iv) die Zahl der transfizierten Zellen nach der Anwendung [4]. Diese Eigenschaften 

werden von dem verwendeten Vektor ebenso bestimmt, wie von der Administrationsroute, 

Biodistribution und der Interaktion mit biologischen Komponenten. Anders als bei viralen 

Vektoren wird durch pDNA-Vektoren eine niedrigere in vivo Transfektionsrate und somit 

schlechtere Transgenexpression erreicht. Eine der Hauptursachen hierfür ist, dass die pDNA 

zwei zelluläre Barrieren überwinden muss, bevor das kodierende Gen transkribiert werden 

kann (Abb. 1-1) [30]. Andererseits werden cytoplasmatische und nukleäre Membranen von 

Viren sehr effizient passiert. Zudem ist pDNA im Cytoplasma Nukleasen ausgesetzt; dies 

führt dazu, dass aufgrund der hohen Degradationsrate nur etwa 1% der von der Zelle 

aufgenommenen DNA im Nukleus transkribiert wird [10]. 

In den letzten Jahren konnte dennoch eine Reihe erfolgreicher Gentransfers in 

verschiedensten Geweben mittels pDNA-Vektoren gezeigt werden. So wurde beispielsweise 

mit Hilfe der Elektroporation eine das EPO-Gen enthaltende pDNA in Muskelzellen von 

Nagetieren und höheren Primaten transferiert und das therapeutische Protein über mehrere 

Monate exprimiert [31-34]. pDNA-basierte Gentherapie wurde auch in humanen klinischen 

Studien mit vielversprechenden Ergebnissen getestet. So wurde beispielsweise eine 

Allovectin-7 pDNA-Injektion zur Behandlung von Melanom Metastasen in einer Phase II 

klinischen Studie appliziert [35]. Andererseits konnte im Rahmen einer Phase I klinischen 

Studie der DNA kodierte Fibroblasten Wachstumsfaktor Typ I zur Behandlung der Muskel 

Ischämie mit guter Verträglichkeit erfolgreich getestet werden [36]. Weitere Kandidaten für 

pDNA-basierte Gentherapien sind therapeutische Proteine wie Faktor IX, Dystrophin und 

Insulin, wobei sich diesbezügliche Studien noch in der präklinischen Phase bzw. deren 

Vorbereitung befinden [37].    

Durch die niedrigere Vektor-Immunogenität und Toxizität sowie die einfachere Aufbereitung 

gegenüber viralen Vektoren ist der Einsatz von pDNA in der Gentherapie vielversprechend 

und erfordert weitere Entwicklungen.  

 

1.2.3 Limitierungen pDNA-basierter Vektoren und diesbezügliche 
Optimierungsstrategien  

Trotz zahlreicher Vorteile gegenüber anderen Vektor-Systemen ist der Einsatz von pDNA-

Vektoren sowohl in der Gentherapie als auch für die genetische Immunisierung limitiert. Eine 

schlechte in vivo Transfektionsrate sowie kurze Expressionsdauer des kodierten 

Transgens/Antigens ist der größte Nachteil von pDNA-Vektoren.  

Auf dem Weg in den Zellkern ist die pDNA zahlreichen Hindernissen ausgesetzt. 

Diesbezüglich steht die Verbesserung der pDNA-Stabilität sowie des Transports im 

Mittelpunkt der meisten Optimierungsstrategien. Im Folgenden werden einige der vielen 

Verbesserungsansätze dargestellt. Eine der ersten Barrieren nach pDNA-Verabreichung 
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stellt die Aufnahme in die Zielzellen dar. Das negativ geladene Phosphat-Rückgrat der DNA 

ist der primäre Grund für eine uneffiziente Aufnahme. Durch die pDNA-Bindung an die 

Liposomen und die Formation kationischer Komplexe ist es möglich, die Aufnahme-Effizienz 

zu verbessern [38]. Ein weiterer Verbesserungsansatz beinhaltet z.B. die pDNA-Bindung an 

Stoffe wie Polyethylenimine (PEI), welche die Azidierung in Endosomen reduziert und somit 

die pDNA-Freisetzung in das Cytoplasma beschleunigt [39,40]. Aufgrund vorhandener 

hydrolytischer Endo- und Exonukleasen beträgt die pDNA-Halbwertszeit im Cytoplasma 

jedoch zwischen 50 und 90 Minuten [41]. Durch die Administration von pDNA in Form 

stabiler Plasmid-Lipid-Partikel konnte beispielsweise die Halbwertszeit auf 6 Stunden 

verlängert werden [42]. Um transkribiert zu werden, muss pDNA aus dem Cytoplasma in den 

Nukleus gelangen. Dies geschieht entweder durch Kernporen-Transport oder während der 

Mitose [43,44]. Der nukleäre Transport der pDNA konnte durch ihre Bindung an 

Signalpeptide, Transkriptionsfaktoren (GAL4, SV-40 und SMGA) und Histone verbessert 

werden [14,45].  

Um die endosomale pDNA-Degradation zu verhindern, werden auch physikalische und 

elektrische Applikations-Methoden angewendet. So konnte durch das „Beschiessen“ (gene 

gun approach) von zugänglichen Zellen an der Körperoberfläche mit DNA-beschichteten 

Goldpartikeln eine in vivo Transfektion von Dendritischen Zellen (DC) und Langenhans 

Zellen erreicht werden [46]. In den letzten Jahren hat sich die in vivo Elektroporation als 

vielversprechende pDNA-Administrationsroute etabliert. Die elektrischen Impulse nach 

intramuskulärer (i.m.) pDNA-Injektion bewirken eine reversible Perforation der 

cytoplasmatischen Membran, wodurch die pDNA-Moleküle direkt in das Cytoplasma 

gelangen können [47-49]. Durch Modulation der Stärke und Dauer der Impulse ist es 

möglich, sowohl die Höhe als auch die Dauer der Transgen-Expression zu beeinflussen [48]. 

Dadurch konnte eine bis zu 100fache Steigerung der in vivo Expression von verschiedenen 

therapeutischen Proteinen erreicht werden [31,33,50].           

Die Dauer der Transgen-Expression wird entweder durch die Abschaltung von Promotoren 

oder durch induzierte Immunreaktionen limitiert [4]. In der Regel werden in pDNA-Vektoren 

starke virale Promotoren wie der CMV- oder SV-40-Promotor verwendet [1]. Es wurde 

jedoch berichtet, dass der CMV-Promotor in Hepatozyten oder transgenen Mäusen mit der 

Zeit abgeschaltet wird [51,52]. Die Induktion von proinflammatorischen Cytokinen wie 

Interferon γ (IFNγ) und Tumor-Nekrose Faktor α (TNFα) durch pDNA hat ebenso einen 

negativen Einfluss auf die Effizienz und Dauer der Transgen-Expression. 

Anders als in der Gentherapie ist beim Einsatz von pDNA für die genetische Immunisierung 

die Aktivierung einer Antigen-spezifischen Immunantwort erwünscht. Trotz der erfolgreichen 

Induktion einer zellulären und humoralen Immunantwort in Kleintiermodellen ist die schlechte 

Immunogenität in höheren Primaten der größte Nachteil von DNA-Vakzinen [53]. 
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Entsprechend dem Einsatz in der Gentherapie sind eine effiziente Transfektion von 

Wirtszellen und verbesserte Antigen-Expression wichtige Anforderungen an eine DNA-

Vakzine. Potentielle Ansatzpunkte für die Immunogenitäts-Steigerung einer DNA-Vakzine 

sind eine erhöhte Antigen-Präsentation, die Induktion ko-stimulatorischer Faktoren und eine 

gesteigerte Expansion von T-Zellen.  

Immunstimulatorische Sequenzen (ISS) im Rückgrat eines pDNA-Vektors sind in der Lage, 

das angeborene Immunsystem zu aktivieren [54]. Dadurch wird sowohl die Antigen-

Prozessierung als auch ihre Präsentation positiv beeinflusst [55,56].  

Eine weitere Strategie für die Verbesserung der Effizienz von DNA-Vakzinen ist der Einsatz 

Gen-basierter Adjuvanzien wie Cytokinen, Chemokinen, Wachstumsfaktoren oder Enzymen 

[5]. Durch die parallele Expression verschiedener Cytokine haben einige Gruppen die 

induzierte Immunantwort verstärken können [53,57-59].  

Das Verständnis von molekularbiologischen Prozessen und aktivierten Signalkaskaden 

inklusive der anschließenden Immunreaktion sind die wichtigsten Voraussetzungen für die 

Entwicklung eines pDNA-basierten Vektors, sowohl für die genetische Immunisierung als 

auch für den Einsatz in der Gentherapie.  

 

1.3 CpG-Dinukleotide 
 

1.3.1 Bedeutung der CpG-Dinukleotide 
Neben ihrer Funktion bei der Kodierung genetischer Informationen spielen die DNA-Basen 

Cytosin und Guanin beim Vorliegen als CpG-Dinukleotide eine wichtige Rolle bei 

verschiedenen Prozessen im Organismus. So wird über den Einfluss von CpG-Dinukleotiden 

bei der Protein-Expression, vor allem im Promotorbereich eines Gens, diskutiert [60]. Das 

Vorkommen von CpG-Dinukleotiden in einem besonderen Basenkontext übt zudem eine 

intensive Wirkung auf einige Zellen des Immunsystems aus und beeinflusst deren 

Aktivitätszustand. 

Während CpG-Dinukleotide in bakterieller und viraler DNA unmethyliert auftreten,  sind  die 

Cytosine in CpG-Dinukleotiden in Vertebraten-DNA meist methyliert. Das ist ein wichtiger 

Punkt bei der Erkennung von Fremd-DNA durch das Immunsystem. Berichten zufolge 

beeinflusst die Methylierung von CpG-Motiven im Promotorbereich eines Gens dessen 

Expression. Neben transkriptionsaktiven GC-Boxen besitzen ca. 50% aller Gene im 

Promotorbereich sogenannte CpG-Inseln. CpG-Inseln könnten zusätzliche Hilfe bei der 

Anlagerung verschiedener Transkriptionsfaktoren leisten und dadurch die Genexpression 

verstärken.  
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Prokaryontische und Vertebraten-DNA unterscheiden sind nicht nur durch ihre  

Methylierungsmuster, sondern auch durch die Frequenz, mit der CpG-Dinukleotide auftreten. 

Während CpG-Dinukleotide bei Bakterien und Viren in einer Häufigkeit von 1 zu 16 

vorkommen, ist die Frequenz in der Vertebraten-DNA supprimiert und beträgt ca. 1 zu 60. 

Das ermöglicht dem Immunsystem, neben dem Methylierungsmuster zwischen eigener und 

„fremder“ DNA zu unterscheiden. 

 

1.3.2 Einfluss von CpG-Dinukleotiden auf die Genexpression 
Neben der kontinuierlichen Expression von Transaktivator- oder Transkriptionssuppressor- 

Proteinen tragen u.a. auch Kontrollmechanismen wie DNA-Modifizierung zur Regulation der 

Genexpression bei. So erkennen beispielsweise Methyltransferasen spezifische DNA-

Sequenzen und transferieren die Methylgruppe zu der Aminogruppe auf Cytosinen oder 

Adeninen [61]. Die am Besten charakterisierte Methyltransferase HhaI DNA m5c erkennt die 

Sequenz 5’-GCGC-3’ und verwandelt das interne Cytosin zu Methylcytosin [62]. Die CpG-

Methylierung fungiert in Eukaryonten in der Regel als Signal für den Transkriptionsstop [63]. 

Eine Vielzahl von Studien hat belegt, dass die Methylierung von 5’CpG3’ Dinukleotiden 

(mCpG) einen reprimierenden Effekt auf die Genexpression in Vertebraten und 

Blütenpflanzen hat [64-69]. Vor allem in der Tumorforschung gibt es zahlreiche Daten, die 

belegen, dass (i) die Abschaltung der Expression bestimmter Gene, oft Tumor-

Suppressorgene, durch eine Hypermethylierung von CpGs verursacht wird [70-72] aber auch 

(ii) die unkontrollierte Expression anderer Gene mit einer Hypomethylierung assoziiert ist 

[73,74].  

Die Methylierung von 5’CpG3’ Dinukleotiden innerhalb von Genen schafft eine potentielle 

Bindestelle für Proteinkomplexe (primär aus der Familie der MeCP und MBD Proteine), 

welche methylierte CpG-DNA Sequenzen binden und gleichzeitig mit Histon-Deacetylasen 

(MBD-HDAC) und transkriptionellen Repressorproteinen (HDACs) assoziieren [75,76]. Diese 

Komplexe ziehen in der Regel eine Umstrukturierung des Chromatins nach sich, die zu einer 

Abschaltung der Transkriptionsaktivität führt [77]. Die Methylierung in Promotorregionen 

kann auch direkt zu einer Abschaltung der Genexpression führen, indem die Bindung von 

essentiellen Transkriptionsfaktoren verhindert wird [78]. Jahrelang wurde die Meinung 

vertreten, dass die CpG-Methylierung nicht mit der Elongation der Transkription in 

Säugerzellen zusammenhängt [79,80]. Dennoch konnten Lorincz et al. zeigen, dass die 

Methylierung von intragenischer DNA die Chromatin-Struktur verändert, was in einer 

reduzierten Elongationseffizienz der Polymerase II resultiert [81].   

Die mit der Methylierung von CpG-Dinukleotiden verbundene Abschaltung der 

Genexpression hat einen entgegenwirkenden Mechanismus in der Form sogenannter CpG 

Inseln. Im Genom von Vertebraten liegen etwa 60-90% der Cytosine in CpG-Dinukleotiden 
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methyliert vor und diese methylierten Cytosine werden häufig durch Deaminierung zu 

Thyminen modifiziert [82]. Dieser Prozess führt dazu, dass die Frequenz an Cytosinen und 

Guanosinen unter der zu erwartenden statistischen Verteilung bei etwa 40% liegt und der 

Anteil an CpG-Dinukleotiden sogar nur etwa 20% der zu erwartenden Häufigkeit aufweist 

[83,84]. CpG Inseln bilden zu dieser ungewöhnlichen Verteilung von CpG-Dinukleotiden eine 

Ausnahme [85]. CpG-Inseln sind meistens in der Nähe von Promotoren angesiedelt und 

können in die transkribierte Region hereinreichen oder sogar innerhalb von Exons liegen. Sie 

sind gekennzeichnet durch eine etwa zehnfach höhere CpG-Häufigkeit (ca. 60-70% C+G 

Gehalt) im Vergleich zu durchschnittlichen Genregionen und vor allem dadurch, dass sie in 

der Regel nicht-methylierte CpGs enthalten [86]. Etwa 60% aller humanen Gene, vor allem 

alle Haushaltsgene und ungefähr die Hälfte der gewebespezifischen Gene, sind mit CpG-

Inseln assoziiert [87,88]. Die oben beschriebene Deregulation der Expression in Tumorzellen 

wird im Allgemeinen mit einer Änderung des Methylierungszustandes in solchen CpG-Inseln 

in Zusammenhang gebracht. 

 

1.3.3 CpG-Motive – Aktivatoren des Immunsystems 
Nachdem vor ca. zwanzig Jahren gezeigt werden konnte, dass bakterielle DNA im 

Gegensatz zu Vertebraten-DNA die Produktion von IFNγ und die Aktivierung von natürlichen 

Killerzellen (NK-Zellen) in Mäusen bewirkt, hat das Interesse an CpG-haltigen 

Sequenzmotiven stark zugenommen [89-91]. Verantwortlich für diesen 

immunstimulatorischen Effekt nicht-methylierter DNA sind besondere DNA-

Basensequenzen, CpG-Motive genannt [92]. Nur CpG-Dinukleotide, die im Kontext eines 

definierten CpG-Motivs auftreten, werden von Zellen des angeborenen Immunsystems 

erkannt und können deren Proliferation bewirken. Vor zehn Jahren wurde zum ersten Mal 

von Krieg et al. der Aufbau der Kernsequenz eines immunstimulatorischen CpG-Motivs in 

der Maus vorgeschlagen [93]. Nicht-methyliertes Cytosin wird hierbei von zwei Purin-Basen 

(GpA oder ApA) am 5’-Ende und zwei Pyrimidin-Basen (TpC oder TpT) am 3’-Ende flankiert. 

Die Hypomethylierung von CpGs sowie ihre hohe Frequenz in bakterieller und viraler DNA 

sind die Haupterkennungsmerkmale durch das Säuger-Immunsystem [92].   

Die Wirkung immunstimulatorischer CpG-DNAs bakteriellen Ursprungs kann durch 

synthetische Oligodinukleotide (ODN) nachgeahmt werden. CpG-ODN beinhalten zwei bis 

drei Abfolgen bekannter immunstimulatorischer CpG-Motive. Die CpG-ODN Stabilität 

gegenüber Endonukleasen wird durch ein Phosphothioat-Rückgrat gewährleistet. Murine B-

Zellen werden nach Stimulierung mit synthetischen CpG-ODN zur in vitro und in vivo 

Proliferation und Antikörperproduktion angeregt [94]. Durch die CpG-ODN wird in humanen 

plasmazytoiden Dendritischen Zellen (pDCs) die Produktion von hohen Mengen an Type I 

Interferonen (IFNα) induziert [95]. Die Fähigkeit von CpG-ODNs, das Immunsystem zu 
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aktivieren, ist in hohem Maße Speziesabhängig. Das immunstimulatorische Maus-CpG-Motiv 

5’-GACGTT-3’ ist beispielsweise im humanen System unwirksam [93]. Auf der anderen Seite 

aktiviert die Sequenz 5’-GTCGTT-3’ nur humane Zellen und keine Mauszellen [96].   

Die immunstimulatorischen CpG-ODNs werden in drei Klassen unterteilt [97]: 

Typ A: sind CpG-ODN, die pDCs stimulieren, wodurch diese mit der Sezernierung von IFNα, 

TNFα und Interleukin 12p70 (IL-12p70) beginnen. Die ausgeschütteten Cytokine induzieren 

die Proliferation von T-Zellen oder NK-Zellen. Typ A CpG-ODN sind kombiniert aus einem 

Phosphothioat- und Phosphodiester-Rückgrat aufgebaut. 

Typ B: sind CpG-ODN, die die Aktivierung von B-Zellen bewirken, was in der Sekretion von 

IL-6, IL-10 und Immunglobulin M (IgM)-Produktion resultiert. Typ B CpG-ODN haben 

ausschließlich ein Phosphothioat-Rückgrat. 

Typ C: sind CpG-ODN, die beide Zellarten des angeborenen Immunsystems aktivieren. Sie 

besitzen wie die Typ-B CpG-ODN ein Phosphothioat-Rückgrat, jedoch ist der Umfang ihrer 

stimulatorischen Wirkung noch nicht klar definiert und wird weiter untersucht. 

Die Wirkung von CpG-Dinukleotiden auf das Immunsystem ist nicht nur stimulatorisch. Das 

Vorkommen vieler unmethylierter CpGs in CpG-Inseln von Säuger-DNA löst keine 

proinflammatorische Immunreaktion aus [94]. Dies suggeriert das Vorhandensein von DNA-

Sequenzen, die die immunstimulatorische Wirkung von CpG-Motiven aufheben können [98]. 

Poly-G-Sequenzen stehen beispielsweise als CpG-antagonistische Sequenzmotive, die 

effektiv die Fähigkeit immunstimulatorischer CpG-Motive, NF-κB zu aktivieren, blockieren 

[99,100].  

 

1.3.4 Zelluläre Immunologie der CpG-DNA 
Unmethylierte CpG-DNA aktiviert auf direktem Weg Antigen-präsentierende Zellen (APC) 

wie Monozyten, Makrophagen, DC und B-Zellen, die daraufhin mit der Cytokin-Sekretion 

beginnen. Als Folge werden NK-Zellen und naive T-Zellen aktiviert [92,101]. 

Sowohl bakterielle CpG-DNA als auch Typ-B CpG-ODN aktivieren B-Zellen zum Übergang in 

die G1-Phase des Zellzyklus (Proliferation) und zur Sekretion von IL-6 und IL-10 [102-104] 

(Abb. 1-3). Während IL-6 die Sekretion von IgM unterstützt, agiert IL-10 als regulatorischer 

Antagonist zu den Th-1 Cytokinen IL-12p70 und IFNγ [104] (vgl. 1.4.4). Neben der Cytokin- 

und Ig-Sekretion wird in den CpG-stimulierten B-Lymphozyten auch die Expression des Fcγ-

Rezeptors, der kostimulatorischen Moleküle MHC-Klasse II, CD80 sowie CD86 induziert [94]. 

Außerdem wurde von einer CpG-bedingten Hochregulation von CD40 und CD54 in humanen 

B-Zellen berichtet [96]. Weiterhin verleihen CpG-ODN B-Lymphozyten einen Schutz vor 

Apoptose, bedingt durch eine Steigerung der NF-ĸB Aktivität [94,105]. 
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Abb. 1-3:  Wirkung der CpG DNA auf die Immunzellen 
CpG DNA aktiviert direkt B-Zellen, Monozyten, Makrophagen und Dendriten sowie NK-Zellen indirekt über 
sezernierte Cytokine. Nähere Erläuterungen im Text 

 

Unmethylierte CpG-DNA wird durch den Toll-like Rezeptor 9 (TLR9) erkannt. Die distinkten 

Subpopulationen muriner und humaner DCs weisen unterschiedliche Expressionsmuster an 

TLRs und somit die Fähigkeit, durch CpG-DNA aktiviert zu werden, auf. Im Menschen sind 

pDCs die einzige DC-Subpopulation, welche durch CpG-DNA aktiviert wird. Neben der 

verstärkten Expression von MHC Klasse II-Molekülen, ICAM-1 sowie CD40-, CD54-, CD80- 

und CD86- Ko-Rezeptoren beginnen aktivierte pDCs mit der Sekretion von IFNα, TNFα und 

IL-12p70 Cytokinen, sowie IL-8, IP-10 und GM-CSF Chemokinen [105-109]. Sezernierte 

Cytokine aktivieren NK-Zellen, die daraufhin IFNγ produzieren und eine Th1-Polarisierung 

bewirken (1.4.4) (Abb. 1-3). Zusammen mit den von pDCs sezernierten Cytokinen wirkt IFNγ 

auf die Aktivierung von T-Zellen und die Induktion Th1-charakteristischer IgG2a-Isotypen 

[110,111]. 

Anders als im humanen System exprimieren in der Maus auch myleoide Dendriten (mDCs) 

sowie Langerhans Zellen TLR9 und können somit durch CpG-DNA aktiviert werden [94]. Die 

Injektion von CpGs in eine Maus induziert zusätzlich zu dem von humanen pDCs bekannten 

Expressionsmuster innerhalb weniger Stunden die Migration von Langerhans Zellen von der 

Hautoberfläche, sowie 48h nach Injektion die Migration von Splenozyten-DCs aus der 

Marginalzone in die T-Zell reichen Regionen des sekundären lymphatischen Gewebes [112].     

Abgesehen von B-Zellen und DCs wirkt CpG-DNA in der Maus direkt auf Monozyten und 

Makrophagen. Als Folge dessen kommt es zu einer NF-κB Aktivierung, zu erhöhter 

Sekretion von IL-12p70, IL-6 und TNFα sowie zur gesteigerten Expression von Ko-
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Rezeptoren wie beispielsweise MHC-Klasse I- und MHC-Klasse II- Molekülen, was 

schließlich in einer verstärkten zellulären Immunantwort resultiert [111,113]. 

 

1.3.5 Mechanismen der Aktivierung des Immunsystems durch CpG-DNA 

Die molekularen Mechanismen der Aktivierung von Immunzellen durch unmethylierte CpG-

DNA wurden lange Zeit nicht verstanden. Frühe Experimente mit CpG-ODNs zeigten, dass 

für die Aufnahme in die Zellen die Bindung an Oberflächen-Rezeptoren notwendig ist, aber 

für immunstimulatorische Effekte die Interaktion mit intrazellulären oder endosomalen 

Rezeptoren essentiell ist [114]. Ende der neunziger Jahre wurden humane Homologe des 

Toll-Proteins, das bei Drosophila eine Immunantwort induziert, beschrieben, die 

sogenannten Toll-like Rezeptoren (TLR) [115] (vgl. 1.4.1). TLR9 ist der erste molekulare 

Faktor bei der Erkennung „fremder“ CpG-DNA sowohl bei Mäusen als auch im humanen 

Organismus [116,117]. TLR9 agiert oberhalb des Adapter-Proteins MyD88 als Mittler 

zwischen CpG-Erkennung und der TLR/IL-1R Signal-Kaskade [94].  

Die Bindung von CpG an TLR9 bewirkt die Aktivierung des Adapter-Proteins MyD88, der IL-1 

Rezeptor assoziierten Kinase (IRAK1), interferon regulatory factor 7 (IRF7) und tumour-

necrosis factor 6 (TRAF6) [102]. Dies führt zu Phosphorylierung von MAP-Kinasen (mitogen–

activated protein kinases) und endet schließlich mit der Aktivierung der 

Transkriptionsfaktoren AP-1, ATF-1, CREB, NF-κB u.a.. Die NF-κB Aktivierung durch CpG-

DNA wird einerseits durch die Degradation von IκBα und IκBβ, andererseits durch die 

Produktion von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) induziert [96,105]. Als Folge davon wird 

die Genexpression in der betroffenen Zelle erhöht und die Sekretion von Cytokinen induziert 

[118]. CpG-DNA hat potentielle transkriptionsaktivierende Effekte auf Makrophagen, DCs 

und B-Zellen, welche in einer gesteigerten Expression von TNFα, IL-1β, IL-6, IL-12p70, Type 

I Interferonen und diversen ko-stimulatorischen und Antigen-präsentierenden Molekülen wie 

MHC-Klasse II, CD80, CD86, CCR7 und CD40 resultiert [94]. Bis heute sind keine CpG-

Bindungsdomänen auf TLR9 nachgewiesen worden, aber für die Interaktion zwischen TLR9 

und CpG-ODN müssen die CpGs in die Endosomen aufgenommen werden, wo die 

Interaktion erfolgt [118]. Es wird vermutet, dass TLR9 im endoplasmatischen Retikulum (ER) 

exprimiert wird und erst nach der Aufnahme von mikrobieller CpG-DNA in die 

Endolysosomen wandert, wo die spezifische Erkennung erfolgt [119,120]. Die Interaktion ist 

Sequenz- und pH-abhängig und erfolgt optimal bei einem pH-Wert von 5,0-6,5 [121,122]. Mit 

der Zugabe von Chloroquin und Quinacrin kann die Interaktion und somit CpG-abhängige 

NF-κB Aktivierung blockiert werden [121]. 

TLR9 wird im humanen System nur in pDCs und B-Zellen exprimiert. In der Maus ist TLR9 

neben DCs und B-Zellen auch in Monozyten und Makrophagen lokalisiert. Die Unterschiede 
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in der Lokalisierung führen auch zu Unterschieden bei der Aktivierung des Immunsystems in 

diesen beiden Systemen. 

 

1.3.6 Therapeutische Anwendung von CpG-DNA 
Die Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsystems durch unmethylierte CpG-DNA 

und die anschließende Sekretion von proinflammatorischen Cytokinen sowie Type I 

Interferonen diente als Basis für die Entwicklung der CpG-DNA-basierten Immuntherapie. 

Die therapeutische Anwendung von CpG-DNA beschränkt sich bislang auf die Applikation 

von synthetischen CpG-ODNs. Ein anderer Einsatz von CpG-DNA beinhaltet die Erhöhung 

der Immunogenität pDNA-basierter Vektoren durch die Modulation von ISS innerhalb des 

Plasmids. 

Die protektive Wirkung von CpG-ODN konnte bereits in vielen Studien gegen ein breites 

Erregerspektrum gezeigt werden [123-126]. Der therapeutische Effekt von CpG-ODN ist 

nicht so effektiv wie in der Prophylaxe. Es wurden jedoch einige Beispiele für einen 

erfolgreichen Einsatz von CpG-ODN im fortgeschrittenen Infektionsstadium präsentiert. So 

wurde die durch Leishmania major induzierte Th2-Immunantwort nach Gabe von CpG-ODN 

in Th1-Richtung verschoben, was zum Therapieerfolg in Nagetieren und Rhesus-Makaken 

führte [127,128]. Die Behandlung von 60 HCV-infizierten Patienten mit C-Typ CpG-ODN im 

Rahmen einer klinischen Studie resultierte in einer dosisabhängigen Reduktion der Virus-

Last im Blut [129]. Dieser Effekt wurde als Folge einer TLR9-abhängigen IFNα-Sekretion und 

Aktivierung von NK-Zellen diskutiert.  

Die guten Adjuvans-Eigenschaften von CpG-ODN konnten für ein breites Antigenspektrum in 

Form von Peptid- oder Protein-Antigenen, lebenden oder abgetöteten Viren, DC-Vakzinen, 

autologen zellulären Vakzinen und Polysaccharid-Konjugaten in zahlreichen Tiermodellen 

gezeigt werden [102]. Außerdem wurden CpG-ODN auch als mukosale Adjuvanzien 

erfolgreich eingesetzt [130-132].  

Nach einer Vakzinierung gegen das Hepatitis B Virus (HBV) mit CpG-ODN als Adjuvans 

wurde in Mäusen und Orang-Utans eine gesteigerte Antikörperproduktion und eine stärkere 

CTL-Aktivität gezeigt [133,134]. In einer klinischen Studie zum kommerziellen HBV Impfstoff 

Engerix B wurde an gesunden Probanden in Kombination mit herkömmlichen Aluminium-

Adjuvanzien der Effekt des B-Typ ODN CpG 7909 untersucht. Während man einen 

schützenden Antikörpertiter (Anti-HBsAg) nach der Engerix B Immunisierung erst nach der 

Auffrischimpfung induziert, konnte man bei Probanden, die CpG-7909 als Adjuvans 

bekamen, die schützenden Antikörper schon zwei Wochen nach Grundimmunisierung 

nachweisen [135].  

Die therapeutische Nutzung von CpG-ODN wird, abgesehen von der Vakzinierung und 

Behandlung von infektiösen Krankheiten, auch in anderen klinischen Ansätzen untersucht. 
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So konnte die antitumorale Wirkung von CpG-ODN in Kombination mit anderen 

Behandlungsmethoden (monoklonale Antikörper, Radio- und Chemotherapie) gezeigt 

werden. Dabei wurde durch die Induktion von Th1-Cytokinen und die Aktivierung bzw. 

Reifung von DCs eine Unterstützung des Immunsystems gegen tumorspezifische Antigene 

erreicht [136,137].  

Ein anderes Anwendungsgebiet von CpG-DNA ist die Erhöhung der Immunogenität 

(Mitogenität) von DNA-Vakzinen durch Einfügen von CpG-spezifischen ISS. So wurde 

beispielsweise durch zusätzliche Multi-CpG-Motive im HIV-1 pDNA-Vektor-Rückgrat die 

Expression von diversen ko-stimulatorischen Molekülen (MHC-Klasse II, CD40, CD86 u.a.) 

hochreguliert [138]. Coban et al. konnten durch gezielte Insertion immunstimulatorischer 

CpG-Sequenzen eine Hochregulierung von ko-stimulatorischen Molekülen und eine 

signifikante Erhöhung der IFNα- und IL-6-Sekretion in humanen PBMC induzieren [54]. 

Darüber hinaus eröffnen die immer noch unbekannten Mechanismen der Aufnahme von 

pDNA in die Zelle sowie das Vorhandensein kürzlich beschriebener stimulatorischer DNA-

Sequenzen, die nicht auf CpG-Motiven beruhen, weitere Entwicklungspotentiale.  

Zusammenfassend ist in den letzten Jahren deutlich geworden, dass Cytosin und Guanin 

nicht nur der Kodierung genetischer Information dienen, sondern beim Auftreten in 

bestimmten Sequenzmotiven eine beachtliche Wirkung auf das Immunsystem ausüben, was 

wiederum für therapeutische und/oder präventive Zwecke genutzt werden kann. 

 

1.4 Angeborenes Immunsystem   
 

Die Bedeutung des angeborenen Immunsystems bei der Generierung einer effizienten 

Immunreaktion wurde lange Zeit unterschätzt. Die Generierung einer Immunantwort und 

effiziente Bekämpfung von Pathogenen wurde hauptsächlich den Zellen des spezifischen 

Immunsystems zugeschrieben. Erst die Entdeckung von TLR hat den Schwerpunkt des 

immunologischen Interesses auf das angeborene Immunsystem gelegt. Das darauffolgende 

Verständnis über die Funktion von NOD-like receptors (NLR) sowie die Beschreibung von 

RIG-like receptors (RLR) - RNA-Helikasen, die RNA von Pathogenen erkennen - hat die 

entscheidende Bedeutung des angeborenen Immunsystems bei der Generierung einer 

Immunantwort bekräftigt. Heute wird das spezifische Immunsystem als ein Arm des 

angeborenen Immunsystems betrachtet, wobei dessen Wirkkraft entscheidend von der 

effizienten Aktivierung der angeborenen Immunität abhängt.  

Das angeborene Immunsystem muss vier fundamentale Aufgaben erfüllen. Erstens muss es 

sehr schnell ein Pathogen erkennen und unterscheiden, ob es sich um ein Virus, ein 

Bakterium, einen Pilz oder Parasiten handelt. Zweites muss es erkennen, ob das Pathogen 

extrazellulär oder intrazellulär lokalisiert ist. Drittens muss das angeborene Immunsystem, 
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abhängig vom Pathogentyp, eine entsprechende Reaktion durch Sekretion 

proinflammatorischer oder virusneutralisierender Cytokine einleiten. Viertens muss das 

angeborene Immunsystem eine entsprechende spezifische Immunantwort mit dem Ziel der 

Eliminierung des Pathogens und der Prävention einer Re-Infektion vermitteln.    

Das angeborene Immunsystem stellt einen breiten und komplexen Bereich des Säuger-

Organismus dar. Daher werden im Folgenden nur diejenigen Komponenten beschrieben, die 

in der vorliegenden Arbeit besondere Bedeutung hatten. 

 

1.4.1 Toll-like Rezeptoren (TLR)  
TLR gehören zur Gruppe der pathogen recognition receptors (PRR) des Säuger-

Immunsystems mit der Hauptaufgabe der Erkennung von pathogen-associated molecular 

patterns (PAMP) und der Einleitung einer unspezifischen Immunreaktion. Das Toll-Gen 

wurde zum ersten Mal in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster identifiziert, wo es eine 

essentielle Rolle bei der Determinierung der dorso-ventralen Achse in der 

Embryonalentwicklung spielt [118]. Als Typ I Transmembranrezeptor in der adulten Fliege ist 

der Toll-Rezeptor zuständig für die Erkennung von mikrobiellen Erregern und die Induktion 

einer Immunantwort. TLR sind evolutionär konserviert und Homologa wurden in Insekten, 

Pflanzen und Säugern gefunden. Inzwischen wurden dreizehn TLR im Säugersystem 

identifiziert, davon zehn beim Menschen und zwölf bei der Maus, wobei die TLR 1-9 jeweils 

homolog sind [118,139,140].  
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Abb. 1-4: TLR Signalkaskade 
Nähere Erläuterungen im Text. Modifiziert nach Akira et al. (2004).  
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Als Transmembranproteine werden TLR an der Zelloberfläche (TLR 1/2/4/5/6), aber auch im 

Cytoplasma (TLR3) bzw. Endosomen (TLR 7/8/9) der Zellen des angeborenen 

Immunsystems exprimiert (Abb. 1-5). Dies ermöglicht die Erkennung sowohl von 

extrazellulären als auch intrazellulären PAMP.  

Die extrazelluläre N-terminale Domäne der TLR besteht aus Leucin-reichen Wiederholungen 

(leucine rich repeats, LRR), die durch einen kurzen, Cystein-reichen Anteil in die 

transmembrane Domäne übergehen [141]. Der intrazelluläre Bereich weist eine starke 

Homologie zum IL-1-Rezeptor auf und wird daher als Toll/IL-1R homologe Region (TIR) 

bezeichnet. Die TIR-Domäne beinhaltet drei hochkonservierte Boxen, welche für die 

Signalkaskade entscheidend sind. Nach der Liganden-Bindung kommt es zur 

Konformationsänderung und Dimerisierung von TLR, was in der Aktivierung der abwärts-

liegenden Adapter-Moleküle MyD88, IRAK, TGFβ, TAK1, TAB1, TAB2 und TRAF6 resultiert 

[141] (Abb. 1-4). Das Adapterprotein MyD88 assoziiert mit der cytoplasmatischen TIR-

Domäne und vermittelt dadurch die Rekrutierung von IRAK-1 (IL-1R associated kinase) zum 

Rezeptor. Die Hyperphosphorylierung von IRAK1 bewirkt die Bindung von TRAF6 (TNF 

receptor associated factor 6). Der IRAK1-TRAF6 Komplex dissoziiert vom Rezeptor und 

reagiert mit dem bereits formierten mitogen-activated protein kinase (MAPK) Komplex TAK1-

TAB1-TAB2. Aktiviertes TAK1 phosphoryliert den Inhibitor-κB-Kinase-Komplex (IKK), was zu 

seiner Degradation führt, woraufhin der Transkriptionsfaktor NF-κB (nuclear factor-κB) 

freigesetzt wird und vom Cytoplasma in den Zellkern transloziert. Im Nukleus induziert NF-κB 

die Transkription proinflammatorischer Cytokine, wie z.B. von IFNγ, IL-6, oder TNFα. 

Die an der Zelloberfläche lokalisierten TLR (TLR 1/2/4/5/6) erkennen vorwiegend bakterielle 

Oberflächen-Komponenten wie Peptidoglykan, Lipoteichonsäure, Lipopeptide und Flagellin 

[118,142] (Abb. 1-5). TLR4 wurde 1997 als erstes Toll-Homolog von Medzhitov beschrieben 

[115]. Er ist ein essentieller Rezeptor für LPS, einem charakteristischen Bestandteil der 

äußeren Zellwand gram-negativer Bakterien und sehr potentem Immunaktivator [143].  
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Abb. 1-5: Schematische Darstellung der Toll-like Rezeptoren (TLR) mit ihren wichtigsten Liganden 
LPS: Lipopolysaccharid, ds: doppelsträngig, ss: einzelsträngig 

 

Diejenigen TLR, welche Nukleinsäuren von Pathogenen erkennen, werden nicht an der 

Zelloberfläche, sondern im Cytoplasma und in Endosomen von Immunzellen exprimiert (Abb. 

1-5). Außerdem werden chemische Verbindungen wie Imidazolquinolin durch endosomale 

TLR detektiert [144]. Wie unter 1.3.5 beschrieben ist TLR9, als einer der best 

charakterisierten TLR, der spezifische zelluläre Rezeptor für unmethylierte CpG-DNA.  

 

1.4.2 Dendritische Zellen (DC) 
In den siebziger Jahren wurden zum ersten Mal Zellen im peripheren lymphatischen Gewebe 

beschrieben, die konstitutiv MHC-Klasse I und MHC-Klasse II Moleküle exprimierten und 

effektiver als jede bis dahin beschriebene Antigen-präsentierende Zellen (APC) naive CD4+ 

und CD8+ T-Zellen stimulieren konnten [145]. Als heterogene Zellgruppe unterscheiden sich 

einzelne Subtypen von DC in der anatomischen Lokalisierung, der Expression von 

Oberflächenproteinen und ihrer spezifischen Funktion. Folgende Eigenschaften sind jedoch 

allen DC gemeinsam [146]: (i) generiert aus CD34+ Knochenmark-Stammzellen wandern 

DC-Vorläufer über das Blut in die peripheren Gewebe, (ii) unreife DC nehmen Antigene auf, 

die nach der endosomalen Degradation und Prozessierung an MHC-Moleküle gebunden 

werden, (iii) aktivierte DC reifen und wandern in lymphatische Gewebe, wo sie über Antigen-

beladene MHC-Klasse II Molekülen mit dem T-Zell Rezeptor (TCR) der CD4+ Zellen 

reagieren und eine spezifische Immunreaktion auslösen, (iv) aktivierte DC produzieren 
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Cytokine und Chemokine und beeinflussen damit den Aktivierungszustand anderer 

Immunzellen.   

DC erkennen eine Reihe von mikrobiellen Produkten wie z.B. unmethylierte CpG-DNA, ds 

virale RNA, LPS, Hitzeschock-Proteine u.a. [113,147]. Die Erkennung diverser Stimuli erfolgt 

durch zahlreiche Rezeptoren wie Scavenger- und Mannose Rezeptoren, C-Typ Lektin-

Rezeptoren (CLR), TLR, RLR und NLR [107,148,149].  

Im humanen peripheren Blut werden zwei prominente DC-Subpopulationen unterschieden: 

CD4+, CD11c+, CD13+, CCR5+ und CD123- myeloide DC (mDC) und CD4+, CD11c-, CD13-, 

CXCR3+ und CD123+ plasmazytoide DC (pDC) [95,150]. Neben unterschiedlichen Vorläufern 

(myeloid und/oder lymphoid) und Oberflächenmarkern unterscheiden sich mDC und pDC 

auch in der Expression von TLR und der Sekretion bestimmter Cytokine und Chemokine 

[150]. Anders als mDC exprimieren pDC kein TLR2/3/4/5 auf ihrer Oberfläche sondern nur 

die endosomalen TLR7/8/9 [151]. Das auffällige TLR-Expressionsmuster liefert eine 

Erklärung, warum pDC keine bakteriellen Produkte wie LPS oder Peptidoglykan erkennen, 

sondern überwiegend durch virale Nukleinsäuren aktiviert werden [95]. Aufgrund ihrer 

Fähigkeit, ein Antigen durch Makropinozytose und/oder Endozytose effizient aufnehmen zu 

können, werden mDC unter den DC-Subpopulationen als professionelle APC betrachtet. 

pDC dagegen produzieren hohe Mengen von Typ I Interferonen (IFN-α,β) und erfüllen somit 

hauptsächlich antivirale und regulatorische Funktionen.  

Obwohl sie nur bedingt Antigene präsentieren können, stellen pDC aufgrund der Produktion 

diverser Chemokine und Typ I IFN eine wichtige Verbindung zwischen dem angeborenen 

und adaptiven Immunsystem dar [149]. Durch die hohe Sekretion von Typ I IFN durch pDC 

(daher auch als interferon producing cells, IPC bezeichnet) wird in NK-Zellen sowohl die 

zytolytische Aktivität als auch die Produktion von IFNγ und somit Th1-Polarisierung induziert 

[95]. Ein wichtiger Aspekt der pDC-vermittelten Regulation der adaptiven Immunität ist die 

Fähigkeit, durch sezernierte Typ I IFN und IL-6 die Differenzierung von B-Zellen und die 

Immunoglobulin-Produktion zu induzieren [152,153]. Desweiteren fördern sezernierte Typ I 

IFN auch die Differenzierung und Reifung anderer DC-Subpopulationen [154].    

Zusammenfassend haben DC als Zellen des angeborenen Immunsystems einerseits durch 

die Antigen-Aufnahme und Präsentierung, anderseits durch die regulatorische Auswirkung 

auf andere Immunzellen, eine Schlüsselrolle bei der Generierung einer Immunreaktion.  

 

1.4.3 Interferone  
Interferone gehören zu einer Cytokin-Familie, die nur in Vertebraten gefunden wurde. Trotz 

großer Heterogenität können die IFN zusammenfassend als Induktoren antiviraler und 

antitumoraler Aktivität sowie als immunmodulierende Effektoren betrachtet werden [155]. 

Nach der Bindung an spezifische Rezeptoren aktivieren IFN JAK-STAT-Signalkaskaden, 
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was in der Hochregulierung und Expression in der Regel antiviraler Gene resultiert. Die IFN-

vermittelte Aktivierung zahlreicher antiviraler Effektorgene stellt eine der Hauptbarrieren der 

Virus-Ausbreitung bei einer Infektion im Wirtsorganismus dar [156]. Die IFN-Familie wird in 

Typ I, Typ II und Typ III IFN unterteilt.  

Typ I IFN beinhalten acht Subtypen (α,β,ω,ε,κ,δ,τ und ξ), wobei die biologische Aktivität am 

besten bei IFNα und IFNβ untersucht wurde [155,157]. Die Hochregulierung der IFNα und 

IFNβ Genexpression erfolgt nach der Bindung viraler PAMPs (dsRNA) an spezifische 

Rezeptoren wie TLR, RIG-I und/oder MDA5 [158-160]. Die induzierte JAK-STAT-

Signalkaskade bewirkt die Aktivierung von IRF3 und IRF7, zweier Schlüsselproteine bei der 

Induktion der IFNα und IFNβ Sekretion. Sezernierte IFN induzieren wiederum die Expression 

zahlreicher Proteine, wie z.B. Protein-Kinase R, Oligoadenylat-Synthetase und Adenosin-

Deaminase 1, die starke antivirale Aktivität aufweisen [161]. Eine Virusinfektion wird unter 

anderem durch die Inhibierung der viralen mRNA-Translation oder durch die RNAse L-

bedingte Degradation viraler mRNA unterdrückt. Neben ihrer antiviralen Aktivität üben Typ I 

IFN auch immunmodulierende Effekte auf DC, NK-Zellen und Makrophagen aus [162,163]. 

Über TLR aktivierte humane pDC produzieren hohe Mengen an IFNα, IFNβ und IFNω und 

beeinflussen somit das Aktivierungsstadium anderer Immunzellen [164]. Takaoka und 

Taniguchi konnten zeigen, dass bereits ein schwaches IFNα oder IFNβ Signal eine starke 

IFNγ- und IL-6-Sekretion induzieren kann [155,165]. Typ I IFN erfüllen somit neben ihrer 

essenziell antiviralen Funktion auch eine wichtige Rolle als Mediator zwischen der 

angeborenen und adaptiven Immunität.  

IFNγ ist der alleinige Vertreter der Typ II IFN-Familie. Trotz abweichender struktureller 

Eigenschaften und der Bindung an einen anderen Rezeptor, weist IFNγ analog zu Typ I IFN 

eine starke antivirale Aktivität auf. Dennoch ist die Immunregulation und Aktivierung 

distinkter Immunzellen Hauptaufgabe von IFNγ. Anders als Typ I IFN wird IFNγ nicht von 

virusinfizierten Zellen, sondern überwiegend durch aktivierte CD4+- und CD8+ T-Zellen sowie 

NK-Zellen produziert [155]. In den letzten Jahren wurde jedoch mehrfach berichtet, dass 

auch B-Lymphozyten, NKT-Zellen und APC in der Lage sind, IFNγ zu sezernieren [166-168]. 

Es wird vermutet, dass durch DC und/oder Makrophagen produziertes IFNγ für die Selbst-

Aktivierung der Zellen des angeborenen Immunsystems benötigt wird [167,169]. 

Andererseits spielt die IFNγ-Sekretion durch T-Zellen eine wichtige Rolle für die Regulation 

der adaptiven Immunantwort [167]. Zusammen mit IL-12 bewirkt IFNγ außerdem die Th1-

Polarisierung einer Immunreaktion (vgl. 1.4.4). 

Die IFNγ-Produktion wird durch die Sekretion anderer Cytokine wie IL-12 oder IL-18 durch 

APC induziert. Durch Makrophagen sezerniertes IL-12 und MIP-1α locken NK-Zellen zum 

primären Ort der Infektion, wobei IL-12 die IFNγ-Expression in NK-Zellen induziert [170,171]. 
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Die negative Regulierung der IFNγ-Expression erfolgt vorwiegend durch die Th2-Cytokine IL-

10 und IL-4 sowie transforming growth factor β (TGFβ) [172-174].   

 

1.4.4 Th1 und Th2 Cytokinprofil 
Neben der Antigen-Präsentierung über MHC-Moleküle durch APC werden naive CD4+ T-

Helfer Zellen (Th0-Zellen) auch zur Differenzierung in Th1- oder Th2-Effektor Zellen 

angeregt [175-177]. Während die Sekretion von IL-12 und IFNγ zur Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors T-bet und zur Th1-Polarisierung führt [178], aktiviert IL-4 den 

Transkriptionsfaktor GATA-3 und die Th2-Polarisierung naiver Th0-Zellen [179,180]. Als 

Folge reagiert jede der Subklassen mit der Induktion eines anderen Cytokinprofils und der 

Einleitung einer spezifischen Immunantwort.   

Th1-Zellen induzieren eine proinflammatorische und zelluläre Immunreaktion. Sie führen zur 

Sekretion von IFNγ, TNFα, IL-2, IL-6 und IL-12 und aktivieren APC, wie Makrophagen, sowie 

zytotoxische T-Zellen (CTL) [181,182]. Außerdem können Th1-Zellen B-Lymphozyten zur 

Sekretion von Immunglobulinen (IgG2) anregen. Eine besondere Rolle unter den Th1-

Cytokinen hat IFNγ (vgl. 1.4.3). Neben seinen zahlreichen Aktivitäten stimuliert IFNγ die 

Sekretion von TNFα, das ebenfalls an der Immunregulation und der Abwehr gegen virale 

und bakterielle Infektionen beteiligt ist. Zusammen mit IL-12 aktiviert TNFα die zytolytische 

Aktivität von NK-Zellen und induziert die Proliferation von T-Lymphozyten. In Th1-Zellen 

fördert IL-12 die Bildung von IL-2 und IFNγ, während es in Th2-Zellen die Synthese von IL-4, 

IL-5 und IL-10 hemmt. 

IL-6 ist eines der wenigen Cytokine, welches sowohl in Th1- als auch in Th2-Zellen gebildet 

wird. Neben der Beteiligung an lokalen Entzündungsreaktionen bewirkt IL-6 die terminale 

Differenzierung von B-Lymphozyten und stimuliert die IgM- und IgG-Synthese. Außerdem 

wirkt IL-6, neben IL-1 und TNFα, auch als endogenes Pyrogen.  

Ein zentraler Regulator der Immunantwort mit meist autokriner Wirkung ist IL-2. Es regt T-

Lymphozyten zur Proliferation an, bewirkt eine verstärkte Produktion anderer Cytokine (TNF, 

IFN) und stimuliert die Differenzierung von T-Zellklonen in Suppressor-, Helfer- und 

zytotoxische T-Zellen.  

Th2-Zellen vermitteln vorwiegend die Abwehr gegen extrazellulärer Erreger, wie Parasiten, 

und regulieren autoimmune Erkrankungen [180,183]. Sie aktivieren den humoralen Arm des 

Immunsystems durch die Sekretion von IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13, welche die humorale 

Immunantwort stimulieren und die zelluläre Immunantwort supprimieren. IL-4 und IL-5 

induzieren die Proliferation von B-Lymphozyten und ihre Differenzierung zu Plasmazellen. 

Desweiteren wird durch Th2-Cytokine der IgM/IgG Isotypen switch eingeleitet. IL-10, als 

wichtiger Th2-Mediator und IFNγ-Antagonist, besitzt eine ausgeprägte regulatorische 
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Wirkung als Immunsuppressor und verhindert unkontrollierte Entzündungsreaktionen, die 

von den proinflammatorischen Cytokinen (IFNγ u.a.) ausgelöst werden können.  

 

1.5 Erythropoietin als Modell-Transgen für pDNA-basierte 
Gentherapie 

 

1.5.1 Eigenschaften und biologische Funktion 
Erythropoietin (EPO) ist ein 30,4 kDa großes Glykoprotein, das phylogenetisch zur Klasse I 

der Cytokinfamilie gehört [184,185]. In Abhängigkeit vom Glykosylierungsstatus besitzt EPO 

ein Molekulargewicht zwischen 27 kDa und 38 kDa. Hauptproduktionsort von EPO sind im 

Menschen die peritubulären interstitiellen Nierenzellen, wo 85-90% des Proteins gebildet 

werden [37]. Im Fötus wird EPO vorwiegend in den Hepatozyten produziert. Nach der Geburt 

und dem Produktionswechsel in die Nieren werden in Hepatozyten anteilig nur noch 10-15% 

EPO synthetisiert.  

Das Hauptsignal für die EPO-Synthese ist Sauerstoffmangel (Hypoxie), wodurch hypoxia-

inducible transcription factors (HIF) aktiviert werden und die EPO Genexpression induziert 

wird [186]. Während HIF-1 und HIF-2 aktivierend wirken, wird durch HIF-3 und NF-κB die 

Expression des EPO-Gens inhibiert. Sezerniertes EPO erfüllt im Organismus hauptsächlich 

hormonelle Aufgaben und wirkt als Schlüsselhormon bei der Erythrozytenbildung während 

der Erythropoiese. Dabei bindet EPO im Knochenmark an den transmembranen EPO-

Rezeptor auf erythroiden Vorläuferzellen und fördert deren Proliferation, Differenzierung und 

Ausreifung zu Erythrozyten [187-189]. Außerdem wirkt EPO als Apoptosehemmer und 

verzögert den genetisch programmierten Zelltod erythroider Stammzellen.  

Der EPO-Rezeptor wurde auch auf anderen somatischen Zellen wie Astrozyten, Neuronen, 

Mikroglia- und Herzmuskelzellen nachgewiesen [190]. Demzufolge konnte auch eine 

Beteiligung von EPO in vielen nicht-blutbildenden Prozessen gezeigt werden. EPO fördert 

unter anderem die Differenzierung von Neuronen und vermittelt deren Schutz vor Apoptose, 

fängt zerstörerische Radikale aus dem Blut ab und wirkt entzündungshemmend (www.dpc-

akademie.de/reviews_epo.htm). 

Biochemisch ist EPO ein hydrophobes, Temperatur- und pH-stabiles Protein, welches aus 

165 Aminosäure-Monomeren aufgebaut ist [186]. Der 40%ige Kohlenhydratanteil besteht 

aus drei N-glykosidisch (an Asparagin 24, 38 und 83) und einem O-glykosidisch (an Serin 

126) gebundenen Oligosaccharid. Während die N-Glykosylierung die EPO Stabilität im 

Blutkreislauf unterstützt, ist die biologische Funktion der O-Glykosylierung bisher unbekannt 

[191,192]. Die Bedeutung der N-Glykosylierung von EPO spiegelt sich auch durch die 

variable Anzahl der endständigen N-Acetylneuraminsäuren (Sialinsäuren) wider. Sowohl die 
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biologische Aktivität als auch die Halbwertszeit des Hormons im Blutserum hängen 

entscheidend vom Sialylierungsgrad ab [193].   

Die EPO Konzentration wird traditionell in units (U) angegeben. 1 U EPO induziert im 

Tiermodell die gleiche Erythropoiese-Effizienz wie 5 µmol Cobalt-Chlorid [186]. Die normale 

Serumkonzentration des Hormons beträgt im gesunden Menschen bis zu 19 mU/ml. Der 

Abbau-Mechanismus der EPO-Moleküle ist noch unbekannt, wobei die EPO-Bindung an 

EPO-Rezeptor-exprimierende Zellen und die dadurch eingeleitete Endozytose und der 

lysosomale Abbau vermutlich eine wichtige Rolle spielen [194].  

 

1.5.2 Therapeutische Anwendung von EPO 
Rekombinantes humanes EPO (rHu-EPO) wird in der Klinik zur Behandlung diverser 

Anämien unterschiedlicher Ätiologie eingesetzt. So wird durch rHuEPO die Erythrozyten-

Bildung bei Patienten mit renaler Anämie, Tumoranämien, Chemotherapie, bei AIDS-

Patienten sowie Patienten mit autoimmunen Krankheiten initiiert und/oder unterstützt 

[186,195]. Als Wachstumsfaktor mit dem gegenwärtig größten Indikationsspektrum ist rHu-

EPO eines der meistverkauften pharmazeutischen Mittel heutzutage [186]. Neben der 

Anwendung bei Anämien wird rHu-EPO in Kombination mit Radio- und Chemotherapie auch 

zur Behandlung von hypoxischen Tumoren in klinischen Studien eingesetzt. Desweiteren 

machen die neuroprotektiven Effekte EPO zu einem potentiellen Kandidaten für die 

Behandlung von neurodegenerativen und neurologischen Erkrankungen [196].  

Als Alternative zur sehr kostenintensiven Behandlung mit rHu-EPO wird in den letzten 

Jahren über die Anwendung von EPO in der Gentherapie diskutiert [31,32,34,37]. Dabei 

werden überwiegend zwei Vektor-Systeme für den Gentransfer untersucht; virale und/oder 

Virus-assoziierte Vektor-Systeme sowie nicht-virale pDNA-basierte EPO-Administration. 

Trotz ihrer hohen Effizienz im Tiermodell werden Virus-assoziierte Vektor-Systeme aufgrund 

der unerwünschten Nebenwirkungen kaum eine Anwendung im Menschen finden. Die 

Induktion einer autoimmunen Anämie in Makaken durch EPO-Gentherapie mit einem Adeno-

Virus assoziierten Vektor (AAV) war ein schwerer Rückschlag für die Anwendung viraler 

Vektor-Systeme [29,197].  

Im Vergleich zu den viralen Vektor-Systemen hat pDNA eine Reihe von Vorteilen, wie 

Sicherheit, fehlende Induktion einer zellulären Immunantwort und neutralisierender 

Antikörper sowie keine Toxizität (vgl. 1.2.2). Dennoch sind eine schlechte in vivo 

Transfektionsrate in höheren Primaten und eine dementsprechend uneffiziente und nicht 

andauernde Genexpression limitierende Faktoren für die pDNA-Anwendung in der EPO-

Gentherapie [31]. Neben einer effizienten und kontinuierlichen EPO-Expression ist die 

Regulierung der Proteinsekretion ein weiterer wichtiger Aspekt in der EPO-Gentherapie [37]. 

Daher stand die Reduktion der Nachteile der pDNA-basierten EPO-Gentherapie in den 
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letzten Jahren im Fokus vieler Optimierungsstudien [198,199]. Dabei wurden verschiedene 

Strategien, wie die Vorbehandlung mit Hyaluronidase [200], das GeneSwitch-System mit 

mifepristone-Liganden [34], die Bildung von EPO-Dimeren [201], die Doxycyclin-Induktion 

[202] u.a. verfolgt. Ein entscheidender Durchbruch bei der Erhöhung der Effizienz pDNA-

basierter EPO-Gentherapievektoren wurde jedoch durch die Anwendung der in vivo 

Elektroporation erzielt (vgl. 1.2.3). Durch den Elektro-Gentransfer (EGT) konnte eine 

deutliche Steigerung der EPO-Expression gegenüber der pDNA-Injektion ohne EGT in 

verschiedenen Kleintiermodellen und höheren Primaten erreicht werden [31,32,34,50,203]. 

In diesen Studien wurde eine kontinuierliche EPO-Expression bis zu sechs Monate nach 

dem EGT festgestellt. Dennoch reduzierte sich nach einem hohen Niveau im ersten Monat 

die EPO-Expression konstant bis zum niedrigeren stationären Expressionsniveau.  

In vivo Expressionsstudien der letzten Jahren haben gezeigt, dass es möglich ist, die 

Transfektionseffizienz eines pDNA-basierten EPO-Gentherapievektors zu erhöhen. Für 

seinen Einsatz in klinischen Studien sind jedoch weitere Optimierungen hinsichtlich der 

Expressionsdauer und Regulation notwendig.       

 

1.6 Zielsetzung der Arbeit 
 

Um den Einsatz von Plasmid-DNA (pDNA) in der Immunprophylaxe und Gentherapie zu 

ermöglichen, muss deren Nachteil, die sehr hohe Dosis, die erforderlich ist um eine effektive 

und langanhaltende Wirkung zu erzielen, beseitigt werden. CpG-Dinukleotide stellen in 

dieser Hinsicht ein geeignetes Werkzeug dar, um (i) die immunogenen Eigenschaften 

(Immunogenität, Mitogenität), (ii) die Höhe und (iii) die Dauer der Transgenexpression eines 

pDNA-Vektors modulieren zu können.  

Dementsprechend sollte in dieser Arbeit der Beitrag von CpG-Motiven im Rückgrat von 

Plasmid-Vektoren hinsichtlich der Aktivierung der angeborenen Immunantwort und 

Bestimmung der zugrunde liegenden molekularen Mechanismen untersucht werden. Dabei 

sollte zunächst, ausgehend von einem kommerziellen, ausführlich beschriebenen Plasmid, 

durch sukzessive Entfernung von CpG-Dinukleotiden aus dem Vektor-Rückgrat, eine Reihe 

an pDNA-Vektoren generiert werden. Die anschließende immunologische Charakterisierung 

der generierten pDNA-Vektoren sollten Aufschluss über den Einfluss bisher unbekannter 

CpG-Motive bzw. DNA-Sequenzen hinsichtlich der Aktivierung der angeborenen 

Immunantwort, sowohl in murinen (in vitro) als auch in humanen Zellen (ex vivo) liefern.  

Es ist bekannt, dass synthetische CpG-Oligonukleotide Zellen des angeborenen 

Immunsystems aktivieren und die Sekretion von proinflammatorischen Cytokinen stimulieren. 

Eines der Ziele dieser Arbeit war deshalb zu untersuchen, ob dieser Adjuvanseffekt auch 

durch CpGs im Vektor-Rückgrat einer pDNA erzielt werden kann. Ein besonderes 
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Augenmerk galt dabei der Beteiligung von Toll-like Rezeptoren und der Untersuchung der 

aktivierten Signal-Kaskaden des angeborenen Immunsystems nach der Stimulierung von 

immunkompetenten Zellen mit pDNA. 

Im Rahmen der pDNA-Entwicklung für den gentherapeutischen Einsatz sollte der Einfluss 

von CpG-Dinukleotiden innerhalb der kodierenden Region eines Gens auf die in vitro und in 

vivo Expression untersucht werden. Daher sollte zunächst ein therapeutisch relevantes Gen 

(Erythropoietin, EPO) mit unterschiedlichem Gehalt an CpG-Dinukleotiden sowie Kodonwahl-

Optimierung hergestellt werden. Der Einfluss des intragenischen CpG-Gehaltes auf die Höhe 

und Dauer der in vitro Expression sowie die darin zugrunde liegenden molekularen 

Mechanismen sind unbekannt und standen daher im Fokus der vorliegenden Arbeit. Eine 

besondere Bedeutung sollte Untersuchungen der CpG-vermittelten Aktivierung der 

Transkription sowie der mRNA-Distribution in der Zelle zukommen.  

Der Einfluss von CpG-Modifizierungen und der Kodonoptimierung auf die in vivo Expression 

von EPO sollte in Kombination mit der optimalen Applikationsmethode (in vivo 

Elektroporation) im Balb/c Mausmodell untersucht werden. In diesem Zusammenhang 

wurden Varianten des EPO Gens in einen zuvor charakterisierten immunneutralen pDNA-

Vektor (pRS) kloniert und auf die Höhe und Dauer der in vivo Expression getestet.  

Die gewonnenen Erkenntnisse dieser Arbeit hinsichtlich der Aktivierung der angeborenen 

Immunität durch ein pDNA Vektor-Rückgrat sowie einer verbesserten Transgen-Expression 

sollen die Grundlagen für die Weiterentwicklung pDNA-basierter HIV-Vakzine Kandidaten 

der zweiten Generation liefern. 
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Material und Methoden 
 

2.1 Gentechnische Arbeitsmethoden 
 

2.1.1 Bakterienstämme und Nährmedien 
Die Klonierungsarbeiten wurden zum Großteil mit dem Escherichia coli (E. coli) K12-

Bakterienstamm DH5α [204] durchgeführt. Für die Gewinnung der Plasmidvektoren mir 

einem CpG-freien CMV-Promotor wurde der E.coli Bakterienstamm GM2163 verwendet, 

welcher sich von DH5α im Wesentlichen durch eine Defizienz in der dam und dcm 

Methylierung unterscheidet. Für die Einführung von Punktmutationen mittels QuickChange 

wurde der im QuickChange-Kit enthaltene superkompetente Bakterienstamm XL1-Blue 

eingesetzt. Weiterhin wurde der Bakterienstamm GM169 verwendet. 

 

DH5α:  F- (φ80dlacZΔM15) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 (rk
-mk

+)supl Δ(lacZYA-

argF) U169 (Deutsche Sammlung für Mikroorganismen, Göttingen) 

  

GM2163: F- dam-13: Tn9 dcm-6 hsdR2 leuB6 his-4 thi-1 ara-14 lacY1 galK2 galT22 xyl-

5 mtl-1 rpsL136 tonA31 tsc-78 supE44 McrA- McrB- (Deutsche Sammlung für 

Mikroorganismen, Göttingen) 

 

GM169:  mutS453 dam-3 thr-1 ara-14 leuB6 del(gpt-proA) 62 lacY1 tsx-33 supE44 

galK2 hisG4 metB1 rfbD1 mgl-51 rpsL260 kdgK51 mtl-1 thi-1 deoB16 

  (Deutsche Sammlung für Mikroorganismen, Göttingen) 

 

XL1-Blue:  recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ proAB lacIqZΔM15 

Tn10 (Tetr)] (Stratagene, Heidelberg) 

  

Die Anzucht der Bakterien erfolgte in Luria Bertani (LB-) oder Terrific Broth (TB-) 

Flüssigmedium bzw. auf LB-Agarplatten über Nacht bei 37°C. Zur Selektion der positiven 

Transformanten wurde, dem verwendeten Plasmid entsprechend, Ampicillin (100 µg/ml) 

zugesetzt. 
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Geräte 
Die verwendeten Geräte und Verbrauchsgüter mit den entsprechenden Herstellern sind an 

den jeweiligen Stellen im Text vermerkt. 

 

2.1.2 Reagenzien  

Reagenz Hersteller (Ort) 

Agarose 

Ammoniumsulfat 

Ampicillin 

Borsäure 

Bovines Serumalbumin (BSA) 

Bromphenolblau 

β-Mercaptoethanol 

Calciumchlorid (CaCl2 x 2H2O) 

Caseinpepton 

EDTA 

Ethanol, absolut 

Ethidiumbromid (EtBr) 

Essigsäure 100% (Eisessig) 

Fetales Kalbsserum (FKS/FCS) 

Glukose 

L-Glutamin 

Hefeextrakt 

Hydrogenperoxid 

Ionomycin 

Isopropyl-β-thiogalactosid (IPTG) 

Kaliumchlorid (KCl) 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 

Magnesiumchlorid (MgCl2 x 6H2O) 

3-N-Morpholoninopropansulfonsäure (MOPS) 

Natriumazid (NaN3) 

Natriumcarbonat (Na2CO3) 

Natriumchlorid (NaCl) 

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) 

Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) 

NBT/BCIP-Stock Solution 

Penicillin/Streptomycin 

ICN, Biomedicals Inc. (Darmstadt)  

Merck (Darmstadt) 

AppliChem (Darmstadt) 

Merck (Darmstadt) 

Sigma (Deisenhofen) 

Merck (Darmstadt) 

Merck (Darmstadt) 

Merck (Darmstadt) 

Sigma (Deisenhofen) 

Merck (Darmstadt) 

Merck (Darmstadt) 

Roth (Karlsruhe) 

Merck (Darmstadt)  

Pan Biotech (Aidenbach) 

Merck (Darmstadt) 

Pan Biotech (Aidenbach) 

Roth (Karlsruhe) 

BD Pharmingen 

Sigma (Deisenhofen) 

AppliChem (Darmstadt) 

Merck (Darmstadt) 

Merck (Darmstadt) 

Merck (Darmstadt) 

Sigma (Deisenhofen) 

Merck (Darmstadt) 

Merck (Darmstadt) 

Roth (Karlsruhe) 

Merck (Darmstadt) 

Merck (Darmstadt) 

Roche (Mannheim) 

Pan Biotech (Aidenbach) 
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2-Propanol 

Salzsäure (HCl) 

3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB) 

Tris 

Triton X-100 

Trypton 

Tween20 

 

Merck (Darmstadt) 

Merck (Darmstadt) 

BD Pharmingen 

Roth (Karlsruhe) 

Sigma (Deisenhofen) 

Sigma (Deisenhofen) 

Sigma (Deisenhofen) 

 

2.1.3 Plasmidvektoren 
Als Ausgangsvektor für die Synthese CpG-reduzierter-synthetischer Vektoren diente der  

kommerziell erhältliche pcDNA5/FRT Vektor (Invitrogen, Karlsruhe). Für die Subklonierung 

einzelner, CpG-reduzierter Fragmente oder als Kontrolle bei verschiedenen Expressions- 

und/oder Immunologischen Tests wurden folgende Vektoren verwendet: pCR-Script™ 

SK(+)-Plasmid (Ampr) (Stratagene, Heidelberg), pUC 19 (New England Biolabs NEB, 

Schwalbach Taunus), pcDNA5/huGFP. 
 

2.1.4 Oligonukleotide 
Die im Anhang aufgeführten Oligonukleotide wurden als Startermoleküle (Primer) für PCR-

Klonierung, PCR-Analyse (PCR-Screening), gerichtete Mutagenese oder für 

Sequenzierungen verwendet. Alle Oligonukleotide waren entsalzt und wurden in 

lyophilisiertem Zustand von den Firmen Metabion (Martinsried) oder Invitrogen (Karlsruhe) 

bezogen. 

 

2.1.5 Synthetische Erythropoietin (EPO)- Gene 
Die verschieden optimierten Erythropoietin-Gene wurden mit dem Programm 

GeneOptimizerTM unter Verwendung der Genbank-Sequenz durch die Geneart AG, 

Regensburg hergestellt. Ausgehend von der Wildtypsequenz (mEPOwt) wurde ein CpG-

freies EPO-Gen (mEPOΔCpG) synthetisiert. Dabei wurden alle CpG-Dinukleotide aus der 

kodierenden Sequenz entfernt, ohne dass die Aminosäuresequenz von EPO verändert 

wurde. Durch Optimierung der Kodonwahl auf das murine Genom wurde mEPOopt 

hergestellt. Bei der Synthese von mEPOmax wurde die maximale Anzahl an CpG-

Dinukleotiden in den Leserahmen eingefügt. Die Sequenzen der jeweiligen mEPO-Gene sind 

im Anhang aufgeführt. 
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2.1.6 Restriktionsenzyme 
Für die Klonierungen wurden Enzyme mit den benötigten Puffern von den Firmen Roche 

(Mannheim) oder NEB (Schwalbach Taunus) verwendet. 

 

2.1.7 Präparation von mEPO-Expressionsvektoren 
Ausgehend vom kommerziellen pcDNA5 Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) wurde durch Deletion 

der FRT/Hygro Kassette ein neuer eukaryontischer Expressionsvektor (pRS) hergestellt (vgl. 

3.2.1).  

Für die Expressionsstudien wurden die synthetischen EPO-Gene unter Verwendung 

singulärer Schnittstellen (Bam HI/Hind III) in den pRS Vektor kloniert. Für die mEPO-RNA-

Expression im MVA/T7 System (vgl. 2.2.3) wurden die mEPO Gene in den pCRScript 

Plasmid kloniert. 

 

2.1.8 Standardisierte DNA-Klonierungstechniken 
Für Klonierungen und zur Amplifikation von Plasmid-DNA wurden die oben aufgeführten 

E.coli Stämme verwendet. Zur Identifizierung korrekter Subklone wurden die 

Bakterienkolonien mittels PCR-Amplifikation (Taq PCR Master Mix, Qiagen, Düren) unter 

Verwendung spezifischer Primer analysiert. Zur Charakterisierung hergestellter Subklone 

wurde die Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse in Gegenwart des Detergenz SDS isoliert 

[205]. Größere Mengen eukaryontischer Expressionsplasmide für Transfektionsanalysen 

konnten über Nucleobond-Tip AX100 oder AX500-Säulen nach Angaben des Herstellers 

gereinigt werden (Macherey und Nagel, Düren). Die für die in vivo Studien benötigte 

Endotoxin-freie DNA wurde unter Verwendung der Mega-(Qiagen-Tip 2500)-Säulen und des 

EndoFree Kits (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers präpariert (vgl. 2.4.2). Der 

Endotoxin-Gehalt der DNA-Präparation wurde mit Hilfe des Limulus Amebocte Lysate Kits 

(Bio-Whittaker, Walkersville) nach dem Protokoll des Herstellers quantitativ ermittelt. Die 

Reinheits- (A260/A280) und Konzentrationsbestimmung der isolierten DNA erfolgte durch 

Messung des Adsorptionsspektrums (A230-A300) nach dem Lambert-Beerschen Gesetz (1 

OD258 = 47,5 µg dsDNA/ml). Für analytische und präparative Zwecke wurde je 1 µg Plasmid-

DNA mit 10 U geeigneter Restriktionsendonuklease (Roche, Mannheim; NEB, Schwalbach 

Taunus) nach Angaben des Herstellers verdaut. Die Auftrennung der DNA-Fragmente durch 

Agarosegelelektrophorese (50 ng/ml Ethidiumbromid) erfolgte in 1xTAE-Puffer (40 mM Tris-

HCl, pH 8,0; 20 mM NaAc; 2 mM EDTA). Die Isolierung definierter DNA-Fragmente aus dem 

Agarosegel wurde nach Angaben des Herstellers mit Hilfe des „QIAquick Gel Extraction“-

Kits, die Aufreinigung von DNA nach Restriktionen und PCR-Amplifikationen mit Hilfe des 

„QIAquick Purification“-Kit (Qiagen) durchgeführt.  
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Nach dem Einführen von Deletionen in Plasmid-DNA über Pfu-PCR und Linearisieren des 

Plasmides nach Dpn I Verdau waren Phosphatgruppen an den 5’-Enden für eine 

nachfolgende Ligation erforderlich. Da die T4-DNA-Ligase nur 5'-Phosphat-Enden mit 3'-OH-

Enden verknüpfen kann, wird durch die Behandlung gespaltener Vektor-DNA mit alkalischer 

Phosphatase eine Rezirkularisierung des Vektors bei der Ligationsreaktion vermieden, 

wodurch der Anteil rekombinanter Plasmide im Ligationsansatz steigt. Zur kovalenten 

Verknüpfung von Vektor - und Insert- DNA wurden diese im Verhältnis 1:3 bis 1:10 (nach 

Angaben des Herstellers) mit je 10 U T4-Ligase durchgeführt (NEB).  

Die Transformation von 1 µg Plasmid-DNA bzw. 10 µl des Ligationsansatzes in 

transformationskompetente Bakterien, hergestellt nach der RbCl-Methode, erfolgte durch die 

„Hitze-Schock“ Methode bei 42°C. Die Amplifikation definierter DNA-Fragmente wurde unter 

Verwendung der Taq-Precision mit allgemeinen PCR-Techniken sowie nach Angaben des 

Herstellers (Stratagene) durchgeführt. Das Enzym besitzt eine 3´-5´Exonuklease Aktivität 

(„proof-reading“), wodurch eine fehlerfreie Amplifikation gewährleistet wird. Die Einführung 

von Sequenzveränderungen in doppelsträngige Plasmid-DNA wurde unter Verwendung des 

„QuickChange SiteDirected Mutagenesis“- Kits nach Angaben des Herstellers durchgeführt 

(Stratagene) (vgl. 2.1.10). Die Sequenzen der für die PCR verwendeten Oligonukleotide sind 

an entsprechenden Stellen verzeichnet. Alle Klonierungen und eingeführten Mutationen 

wurden durch Sequenzanalysen nach der Methode von Sanger [206] bei Geneart AG 

überprüft. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit der SeqMan-Software (DNAStar). Zur 

Sequenzierung wurden die Vektor- bzw. Insert- spezifischen Oligonukleotide (siehe Anhang) 

verwendet. 

 

2.1.9 Spezialisierte DNA-Klonierungstechnicken 
Für die Klonierung sämtlicher CpG-modulierter DNA-Vektoren und sequenzspezifischer 

Mutanten wurden neben standardisierten auch einige spezialisierte DNA-

Klonierungstechniken angewendet.      

 

2.1.10 QuickChange Mutagenese 
Eine Methode, um Punktmutationen in ds-pDNA einzuführen, ist die QuickChange 

Mutagenese nach dem Protokoll des Stratagene Site-Directed Mutagenesis Kit. Dabei 

werden zwei komplementäre synthetische Oligonukleotide, welche die gewünschte Mutation 

tragen, durch die Pfu Turbo DNA-Polymerase in einer PCR entlang des gesamten 

Plasmidrückgrates verlängert. Die Inkorporation der Oligonukleotide generiert folglich ein 

mutiertes Plasmid. Im Folgenden wird der Ansatz mit Dpn I (Schnittstelle: 5’-Gm6ATC-3’, 

ebenfalls Sequenz für dam-Methylierung) geschnitten, das spezifisch methylierte und 
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hemimethylierte DNA erkennt und somit das unerwünschte parentale DNA-template verdaut. 

Übrig bleibt die mutierte pDNA, die anschließend in superkompetente XL1-Blue Zellen 

transformiert wird. 

 

2.1.11 Primer Annealing 
Zur Herstellung einiger Mutanten wurde das Verfahren des Primer Annealing verwendet, 

indem zwei komplementäre Primer über etwa 35 bp hybridisiert werden. Beiden wurde 

jeweils am 5´-Ende eine Bgl II-Schnittstelle angefügt, mittels derer der kurze Doppelstrang 

dann in die gewünschte Stelle im Vektorrückgrat kloniert werden konnte. 

Der Annealing-Ansatz wurde in einem Metallblock eine Minute bei 95°C erhitzt und 

anschließend langsam auf Raumtemperatur heruntergekühlt. Die Überprüfung der Reaktion 

erfolgte auf einem analytischen Agarosegel.  

 

 

2.2 Biochemische und Zellkultur-Methoden 
 

2.2.1 Allgemeine Zellkulturtechniken 
Alle Zelllinien wurden in einem Inkubator mit 5% CO2 und bei einer Temperatur von 37°C 

kultiviert. Als Standardmedium für adhärente eukaryontische Zellen wurde Dullbecco´s 

Modified Eagle Medium (DMEM, Invitrogen, Karlsruhe) mit 10% fötalem Kälberserum (FKS, 

PAN, Heidenheim), Penicillin (100 U/ml, PAN) und Streptomycin (100 µg/ml, PAN) 

verwendet. Die eukaryontischen Suspensionszellen wurden in RPMI-1640 Medium (PAN) 

mit FKS (10%), Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 µg/ml) kultiviert. Alle für die 

Zellkultur verwendeten Chemikalien waren speziell für die Zellkulturen getestet und wurden 

von Invitrogen (Karlsruhe), BD (Heidelberg) oder SIGMA (Deisenhofen) bezogen. Eine 

Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien und deren Beschreibung findet sich in 

Tabelle 2-1. 

 

Bezeichnung Herkunft Beschreibung 

H1299 human P53-negative Lungenkarzinomzellen (Mitsudomi, 1992) 

293T human Ad5/SV40 (T) transformierte Nierenepithelzellen (Numa, 

1995) (ATCC: CRL-11268) 

3T3-NIH murin murine embryonale Fibroblasten (Westerman, 1996) 

 
Tabelle 2-1: Verwendete eukaryontische Zelllinien 
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2.2.2 Transiente Transfektion eukaryontischer Zellen 

Zur transienten Expression entsprechender Proteine in eukaryontischen Zellen wurden 1,5 ×

106 bzw. 2,5 × 105 eukaryontischer Zellen in Petrischalen (Fläche: 58,95 cm²) bzw. 6-Napf-

Schalen (Fläche: 9,6 cm²) ausgesät und 24 h später durch Calciumphosphat-Präzipitation 

(Graham & van der Eb, 1973) mit 45 µg (Petrischalen) bzw. mit 15 µg (6-Napf-Schalen) 

Plasmid-DNA transfiziert. 

Mindestens 1 Std. vor der Transfektion wurde das Medium gewechselt. Für die Transfektion 

der Zellen in einer Petrischale wurden 45 µg gereinigte Plasmid-DNA mit 90 µl 2,5 M CaCl2 

in einem Volumen von 900 µl vereint und unter Vortexen tropfenweise zu 900 µl 2 x HeBS 

(HEPES buffered saline)-Puffers (8,2 g NaCl, 5,95 g HEPES, 0,105 g Na2HPO4 in 500 ml 

H2Obid. und pH 7,05) pipettiert. Während des 20-minütigen Inkubationschrittes bei 

Raumtemperatur (RT) bildete sich das Präzipitat aus, das auf die zu transfizierenden Zellen 

gegeben wurde. Das Medium wurde nach 8-16 h abgesaugt und durch frisches Medium 

ersetzt. In der Regel wurden die Zellen bzw. der Zellkulturüberstand 48 h nach Transfektion 

geerntet. Für Transfektionen in kleineren 6-Napf-Schalen wurden die eingesetzten Mengen 

entsprechend verringert, z.B. wurde in 6-Napf Zellkulturschalen (∅ 3 cm; 3-7x105 Zellen/3 ml 

Medium) ein Drittel des oben beschriebenen Transfektionsansatzes verwendet.  

Um die Tranfektionseffizienz zu erhöhen, wurden die 3T3-NIH Zellen 1 h vor der 

Transfektion mit 25 µM Chloroquin behandelt. MVA/T7-infizierte 293T-Zellen wurden mit 

Hilfe von FugeneTM 6 Transfection reagent (Roche) mit 1 µg Plasmid-DNA nach 

Herstellerangaben transfiziert. 

 

2.2.3 MVA-T7 Infektion von permissiven Zellen  
Ein hochtitriger stock rekombinanter MVA-T7-Vakziniaviren wurde uns freundlicherweise von 

Prof. Dr. Gerd Sutter (Erlangen) zur Verfügung gestellt. Nach MVA-T7-Infektion von 

permissiven Säugerzellen stellen diese im Zuge der viralen Genexpression rekombinant die 

T7-Polymerase her.  

4,0 × 105 293T-Zellen wurden in einer 6-Napf Platte ausgesät und 24 h inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen in 1 ml serumfreien Medium mit MVA-T7 MOI 1 infiziert und 

1 h bei 37°C inkubiert. Nach wiederholtem Waschen wurden die MVA-T7-infizierten Zellen 

mit T7-kodierenden pDNAs mit Hilfe des FugeneTM 6 Transfection reagent (Roche) nach 

Herstellerangaben transient transfiziert. Nach 24 h Inkubation (37°C) in serumhaltigem 

Medium wurden die Zellen geerntet.   
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2.2.4 Analyse der transienten Proteinexpression 
 

2.2.4.1 Ernte und Aufschluss der Zellen   

Zur Analyse der Genexpression wurden die transfizierten Zellen zu den angegebenen 

Zeitpunkten nach mehrmaligem Waschen des Zellrasens mit PBSohne in 1-2 ml PBSohne 

(10 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl) abgeschabt, abgespült oder 

mit 0,5 ml Trypsin abgelöst. Das Zellpellet wurde nach Zentrifugation (300 x g; 5 min; 4°C) in 

100-400 µl „triple-detergent“ RIPA-Lysepuffer (50 mM Tris-HCl pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,1% 

SDS (w/v); 1% Nonidet-40 (w/v); 0,5% Na-Deoxycholat (w/v)), der zuvor mit einem 

Proteaseinhibitor-Cocktail, CompleteTM (Roche, Mannheim), versetzt worden war, 

resuspendiert. Nach einer Inkubation von 30 min (4°C) und anschließender Zentrifugation 

(20.000 x g, 15 min, 4C°) wurde das Zelllysat in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt 

(Lagerung: -20°C). Die Zellüberstände wurden quantitativ geerntet und in ein 1,5 ml 

Reaktionsgefäß überführt (Lagerung: -20°C). Die Gesamtproteinmenge der Zelllysate und 

der Überstände wurde mit dem Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, München) nach 

Herstellerangaben bestimmt.  

 

2.2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot 

Zur Analyse der Proteinexpression wurden die Zelllysate und Überstände mit 5 x SDS 

Probenpuffer (312,5 mM Tris-HCl; pH 6,8; 5% SDS; 25% β-Mercaptoethanol; 2,5 mM EDTA; 

25% Glycerin; 0,0125 % Bromphenolblau) versetzt und 5 min bei 95°C erhitzt. I.d.R. wurden 

gleiche Mengen an Gesamtproteinmengen (z.B. 40 µg) der zu untersuchenden Zelllysate 

entsprechend ihrem Molekulargewicht über ein SDS-Polyacrylamidgel (12,5%) aufgetrennt 

[207]. Die aufgetrennten Proteine wurden anschließend unter Verwendung einer „SemiDry-

Blotting“-Apparatur nach Angaben des Herstellers (Bio-Rad, München) aus dem Gel auf eine 

Nitrocellulose-Membran (0,45 µm) (Schleicher & Schuell, Dassel) in Transferpuffer (25 mM 

Tris; 150 mM Glycin; 10% MeOH; 0,1% SDS) überführt [208]. Zur Kontrolle des Transfers 

bzw. zum Anzeichnen des Molekulargewichtsstandards (Bio-Rad, München) wurden die 

Proteine reversibel mit Ponçeau S (0,5 g Ponçeau S; 25 ml Eisessig auf 500 ml H2O) 

angefärbt. Die Absättigung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte über Nacht bei 4°C in 

Blockierungspuffer (5% Magermilchpulver in TBS (20 mM Tris-HCl, pH 7,5; 500 mM NaCl)). 

Anschließend wurden die Proteine spezifisch mit Hilfe in TBS-Puffer verdünnter Primär-

Antikörper bzw. Alkalische-Phosphatase (AP)-konjugierter, sekundärer Antikörper (vgl. 

Tabelle 2-2) nach herkömmlichen Methoden detektiert und analysiert [209]. Die Antikörper-

Antigen-Komplexe auf den Membranen wurden über AP-Färbung (Roche, Mannheim) in AP-

Färbepuffer (100 mM Tris-HCl, pH 9,5; 50 mM MgCl2; 100 mM NaCl)  nach 

Herstellerangaben detektiert. 
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2.2.4.3 Quantifizierung der mEPO Expression durch ELISA 

Durch den EPO-Immunassay (Quantikine-Kit, R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt) kann 

die EPO-Expression in Zellysaten, Zellkulturüberständen oder im Serum quantifiziert werden. 

In die mit dem monoklonalen Primärantikörper beschichtete Mikrotiterplatte wurden 100 µl 

der Standard-, Proben- bzw. Kontrolllösungen in den jeweiligen Verdünnungen in Calibrator 

Diluent (Zelllysate und Überstände 1:10000 und 1:50000, Mausseren 1:2) zugegeben. Nach 

2 h Inkubation bei RT (unter Schwenken bei 500 rpm) und anschließendem 5-maligen 

Waschen wurde 100 μl Epo-Konjugat (vgl. Tabelle 2-2) pro Napf zugegeben, welches 

wiederum für 2 h bei RT und 500 rpm inkubiert wurde. Nach wiederholtem Waschen (5x) 

wurden die Antikörper-Protein-Komplexe unter Verwendung von je 100 µl TMB-

Substratlösung (BD, Heidelberg) nach Angaben des Herstellers detektiert. Nach geeigneter 

Einwirkzeit wurde die Enzymaktivität durch Zugabe von 100 µl 0,5M Salzsäure unterbrochen. 

Die Adsorptionsmessung erfolgte im ELISA-Reader (Bio-Rad, München) bei einer 

Wellenlänge von 450 nm. 

  

Antikörper Herkunft Verdünnung Beschreibung 

anti m-EPO R&D Systems Kit Komponente, 

bereits gecoatet 

primär, Ziege, monoklonal rmEPO, 

biotinyliert 

anti-mouse 

EPO Konjugat 

R&D Systems Kit Komponente, 

bereits gecoatet 

sekundär, monoklonal mEPO, 

HRP-konjugiert 

Streptavidin-AP 

Konjugat 

Roche 1: 10000 sekundär 

 
Tabelle 2-2: Auflistung der verwendeten primären und sekundären Antikörper 
 

 

2.3 RNA-Methoden 
 

2.3.1 Allgemeine Arbeitstechniken 
Zur Vermeidung von Kontaminationen mit RNasen wurden beim Arbeiten mit RNA 

ausschließlich sterile, gestopfte Pipettenspitzen sowie sterile Plastikpipetten verwendet. Alle 

Apparaturen und Gefäße wurden zuvor mit RNase Away (Invitrogen, Karlsruhe) oder 0,1% 

SDS-Lösung gründlich gereinigt. Alle Lösungen wurden mit DEPC-behandeltem H2O 

hergestellt und durch Autoklavieren oder Filtration sterilisiert. Dazu wurde 1 ml/l DEPC 

(Sigma, Deisenhofen) zugegeben, mindestens 12 h inkubiert und anschließend zur 

Inaktivierung der kanzerogenen Chemikalie autoklaviert. Die meisten Arbeitsschritte, 
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insbesondere die Gelelektrophorese, wurden aus Sicherheitsgründen unter einem 

Digestorium durchgeführt. 

 

2.3.2 Aufreinigung der RNA 
Die zu analysierenden RNAs wurden aus unterschiedlichen Ausgangsmaterialien 

aufgereinigt. Entsprechend wurden die verschiedenen Isolierungsprotokolle optimiert bzw. 

angewendet. 

 

2.3.3 RNA-Aufreinigung mit RNAeasy-Protokoll 
Die Isolierung von RNA nach transienten Transfektionen eukaryontischer Zellen erfolgte in 

der Regel mit dem RNAeasy-Protokol (Qiagen). Die Zellen wurden zunächst in Petrischalen 

bzw. 6-Napf-Schalen ausgesät und transfiziert. Nach 48 h wurde der Zellrasen nach 

einmaligem Waschen durch Spülen mit PBSohne abgelöst und zentrifugiert (300 x g; 5 min; 

4°C). Das Zellpellet wurde durch Zugabe von 175 µl RLN-Lysepuffer (50 mM Tris-HCl, pH 

8,0; 140 mM NaCl; 1,5 mM MgCl2; 0,5% NP-40) partiell lysiert und die lösliche, 

zytoplasmatische Fraktion wurde durch anschließende Zentrifugation (300 x g; 2 min; 4°C) 

von der unlöslichen nukleären Fraktion abgetrennt. Die pelletierten Zellkerne wurden 

nachfolgend durch Zugabe von 350 µl RLT Puffer vollständig lysiert. Die Isolierung und 

Aufreinigung der RNA aus der zytoplasmatischen (C) bzw. nukleoplasmatischen (N) Fraktion 

wurden unter Verwendung des „RNeasy-Mini Kits“ (Qiagen) nach Angaben des Herstellers 

durchgeführt. Die präparierte RNA wurde anschließend in RNase-freiem Wasser (30-50 µl) 

aufgenommen, und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt. Die Konzentration 

und die Reinheit der RNA wurde durch Messung des Adsorptionsspektrums (230-300 nm) 

nach dem Lambert-Beerschen Gesetz ermittelt.  

 

2.3.4 RNA-Aufreinigung mit Tri-Reagent 
Für die Isolierung von Gesamt-RNA mit erwartungsgemäß kleiner Ausbeute (Nuclear Run-

On Assay, Gewebe-RNA) wurde das Aufreinigungsprotokoll mit Hilfe des Tri-Reagents und 

Phasenseparation optimiert. Die Zellen wurden zunächst mit eiskaltem PBS gewaschen, mit 

1-2 ml Tri-Reagent (Sigma, Taufkirchen) pro 10 cm2 versetzt und durch wiederholtes 

Pipettieren homogenisiert. Die Entfernung von Zelltrümmern erfolgte durch 10-minütige 

Zentrifugation bei 4°C und 12000 x g. Der Überstand wurde in ein 2 ml Reaktionsgefäß 

überführt, mit 1 ml Chloroform (ohne Isoamylalkohol) versetzt und kräftig geschüttelt. Nach 5 

min Inkubation bei RT erfolgte die Phasentrennung durch 30-minütige Zentrifugation bei 

2600 x g und 4°C. Die wässrige obere Phase wurde in ein Reaktionsgefäß (2 ml oder 15 ml 

Reaktionsgefäß) überführt, anschließend wurde 2,5 ml Isopropanol dazugegeben und kräftig 
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geschüttelt. Die RNA-Präzipitation erfolgte entweder nach 10-15 min Inkubation oder am 

nächsten Tag durch 45-minütige Zentrifugation bei 2600 x g und 4°C. Das RNA-Pellet wurde 

nach zweimaligem Waschen mit 75% Ethanol in RNase-freiem Wasser (30-50 µl) 

aufgenommen.  

 

2.3.5 Northern Blot  
Gleiche Mengen der aus den Zellen und Gewebe isolierten und gereinigten RNA (1-2 µg) 

wurden mit RNase-freiem Wasser auf ein Volumen von 20 µl gebracht, mit 5x RNA-

Auftragspuffer (8 mM EDTA; 4x MOPS-Laufpuffer; 2,7% Formaldehyd; 20% Glycerin; 30,8% 

Formamid; 0,4% Bromphenolblau; 0,2% Xylencyanol) versetzt, aufgekocht (65°C, 10 min) 

und danach auf Eis (4°C) inkubiert. Anschließend wurde die RNA auf einem 1-1,5%igen 

Formaldehydgel (1-1,5% Agarose; 1x MOPS-Laufpuffer (0,4 M MOPS; 10 mM EDTA; 0,1 M 

NaAc; pH 7,0)) elektrophoretisch aufgetrennt (100-150 V, 1-2 h). Als Standard wurden 2 µl 

eines 0,2-10 kb RNA-Markers (Sigma) aufgetragen. Das Gel wurde darauffolgend 3 x 20 min 

mit DEPC-Wasser gewaschen, 20 min in 0,05 N NaOH und 45 min in 20x SSC-Puffer (3 M 

NaCl; 0,3 M Na3-Citrat; pH 7,0) inkubiert. Die Übertragung der RNA auf eine positiv geladene 

Nylonmembran (Biodyne Plus; Pall, Dreieich) erfolgte ÜN (16-20 h) mittels Kapillarkraft 

(Northern Blot). Als Transferpuffer wurde 20x SSC-Puffer verwendet. Nach dem Transfer 

wurde die Membran 5 min mit 5x SSC-Puffer gewaschen, bei RT getrocknet (10 min) und die 

RNA durch UV-Behandlung (1200kj, 1 min) im Stratalinker (Stratagene) auf der Membran 

fixiert (cross-linking). Um hohe Hintergrundsignale zu vermeiden, wurde danach die 

Membran in DEPC-Wasser eingelegt. Die ribosomale RNA wurde anschließend unspezifisch 

und reversibel angefärbt (0,3% Methylenblau; 0,03%) NaAc und der Kontrast mit H2O 

verschärft. Anschließend wurde der Standard angezeichnet sowie die Laufhöhe der 18S (1,9 

kb) und 28S (4,7-5,0 kb) RNA markiert und die Membran zur internen Kontrolle fotografiert. 

Zur Detektion spezifischer RNAs wurde die Membran zunächst in speziellen 

Hybridisierungsgefäßen (Biometra, Göttingen) in 50 ml Prähybridisierungspuffer (20 x SSPE 

(3 M NaCl; 0,2 M NaH2PO4*H2O; 20 mM EDTA; pH 7,4); 50% Formamid; 5% 100x 

Denhardts Reagenz (2% Ficoll-400; 2% Polyvinylpyrolidon; 2% BSA, steril filtriert); 0,5% 

SDS; 0,4 mg/ml tRNA (Roche, Mannheim)) 2 h bei 68°C im Überkopfschüttler prä-inkubiert. 

Im Anschluß wurde der Prähybridisierungpuffer verworfen und durch die gleiche Menge 

Hybridisierungpuffer mit denaturierter (68°C, 10 min), spezifischer DIG-markierter Sonde  

ersetzt und im Überkopfschüttler inkubiert (16 h, 68°C). Die Membranen wurden 

anschließend 2 x nicht stringent (2 x 10 min, 68°C, 2 x SSC; 0,1% SDS) und danach 3 x 

stringent (3 x 15 min, 68°C, 0,2 x SSC; 0,1% SDS) gewaschen. Die Membran wurde 

anschließend erst für 2 min (RT) unter Schütteln in Waschpuffer (0,1 M Maleinsäure; 0,15 M 

NaCl; 0,3% Tween-20), danach für mindestens 30 min (RT) unter Schütteln in Blockierlösung 
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(0,1 M Maleinsäure; 0,15 M NaCl; 1% Blocking Reagenz (Roche, Mannheim)) inkubiert. Die 

Blockierlösung wurde verworfen und die Membran für 30 min (RT) in Antikörperlösung (Anti-

DIG-Antikörper AP-konjugiert 1:10000 in Maleinsäurepuffer; 1% Blocking Reagenz) 

geschüttelt. Anschließend wurde die Membran 2 x 15 min mit Waschpuffer gewaschen und 

in Detektionspuffer (2-5 min) equilibriert. Zur Detektion wurde die Membran in Klarsichtfolie 

eingelegt, mit Substratlösung (CDP-Star RTU-Lösung, TROPIX, Bedford, MA, USA) 

beträufelt und 5 min inkubiert. Die spezifische RNA wurde durch Chemolumineszenz 

detektiert (KODAK Biomax MR, Amersham). 

 

2.3.6 In vitro Transkription zur Herstellung DIG-markierter RNA-Sonden 
Nichtradioaktive DIG-markierter Sonden wurden durch in vitro Transkription unter 

Verwendung des Riboprobe in-vitro Transcription Systems (Promega, Madison, USA) unter 

Beachtung der Herstellerangaben hergestellt. Mittels PCR wurde DIG-11-dUTPs (Roche, 

Mannheim) in die Sonde eingebaut. Als template wurden jeweils 100 ng des entsprechenden 

Plasmids eingesetzt (vgl. Tabelle 2-3).  

 

Sonde Plasmid ~Länge 
(nt) 

Primer (5’ → 3’) 
 

BGH_Pf: 

CTTAGAGCTCCAGTGTTTAAACCTGTGCCTTCTAGTTGCCAG

mEPOwt_Pb_T7: 

TAATACGACTCACTATAGGGGGATCCTCATCACCTGTCCC 

mEPOΔCpG_Pb_T7: 

TAATACGACTCACTATAGGGGGATCCTCATCACCTGTCCC 

mEPOopt_Pb_T7: 

TAATACGACTCACTATAGGGGGATCCTCATCATCTGTCGC 

BGH-

poly(A) 

pcDNA5/FRT 200 

mEPOmax_Pb_T7: 

TAATACGACTCACTATAGGGGGATCCTCATCACCGGTCGC 

β-Aktin pGEM3-Aktin 500 Pf: TGACTGGGCACAACAGACAA  

Pb: ATTCGGCAAGCAGGCATCGC 

 
Tabelle 2-3: Auflistung der für die Herstellung DIG-markierter Sonden verwendeten Plasmide und Primer. 
Ebenfalls angegeben die Länge der hergestellten Sonden. 
 

Nach gelelektrophoretischer Kontrolle der PCR-Produkte wurden diese über „PCR-

purification“ Säulchen (Qiagen) aufgereinigt und bei -80°C gelagert.  
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2.3.7 Reverse-Transkription-PCR (RT-PCR) und RNA-Quantifizierung mit 
Realtime-PCR 

Für die Reverse Transkription (RT) wurden 20 µg gereinigte RNA zunächst mit 5 µl (10 U/µl) 

DNase I (Roche, Mannheim) für 1 h (37°C) verdaut, anschließend wurde die DNase I 

inaktiviert (95°C, 10 min). 1-2 µg DNA-freie RNA (Kontroll-PCR) wurden für die RT-Reaktion 

nach Angaben des Herstellers (Roche) eingesetzt.  

Die Quantifizierung der revers trankribierten RNA erfolgte durch das „LightCycler“ System 

1,2 (Roche) unter Verwendung des „LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I“ Kits 

(Roche) oder des DyNAmoTM Capillary SYBR(R) Green qPCR Kit (Finnzymes, Vertrieb über 

NEB, Schwalbach Taunus) nach Herstellerangaben. Real-time-PCR Protokolle wurden 

hinsichtlich der Schmelztemperatur (Tm) der mEPO und β-Aktin spezifischen primer 

adaptiert (vgl. Tabelle 2-4). Alle Realtime-PCR-Reaktionen wurden für die Auswertung 

mittels relativer Quantifizierung (Rel. Quant.) entworfen. Die relative Expressionsrate (Ratio) 

wurde mit der folgenden Formel ermittelt [210]: 

 

Ratio= [(EProbe)CPKontrollgen-CPProbe](Zielgen) / [(EReferenz-Gen) CPKontrollgen-CPProbe]( Referenz-Gen)  
(E: Effizienz, CP: crossing point) 

 

Die RNA-Expression der Zielgene (mEPOopt, mEPOmax and mEPO∆CpG) wurde relativ zum 

Kontrollgen (mEPOwt) quantifiziert und auf das ubiquitinär exprimierenden Haushaltsgen β-

Aktin normalisiert.  

 

Primer Sequenz 

LCmEPOwtPf 5'-CTGCGACAGTCGAGTTCTGGAG-3' 

LCmEPOwtPb 5'- CTTCTGAGAGCAGGGACAGGCC-3' 

LCmEPOdelCpGPf 5'-CTGTGACAGTAGAGTTCTGGAG-3' 

LCmEPOdelCpGPb 5'-CTTCTGAGAGCAGGGACAGGCC-3' 

LCmEPOoptPf 5'-CTGTGACAGCAGGGTGCTGGAG-3' 

LCmEPOoptPb 5'-CCTCGGACAGCAGGCTCAGGCC-3' 

LCmEPOmaxPf 5'- CTGTGACAGCCGGGTGCTCGAG-3' 

LCmEPOmaxPb 5'- CCTCGCTCAGGAGCGACAGGCC-3' 

β-actinPf 5'- GGTGGGCATGGGCCAGAAGG-3' 

β-actinPb 5'- GATGGGCACAGTGTGGGTGAC-3' 

 
Tabelle 2-4: Die für die Realtime-PCR verwendeten Primersequenzen 
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2.3.8 Nuclear Run-On Assay  
Der „Nuclear Run On”-Assay wurde nach dem von Patrone et al. beschriebenen Verfahren 

unter Verwendung Streptavidin-gekoppelter Dynabeads M-280 (Dynal, Oslo) durchgeführt 

[211]. Zunächst wurden 3x107 transient transfizierte 293T-Zellen geerntet und zweimal mit 

eiskaltem PBS gewaschen. Das resultierende Pellet wurde in 4ml Lysepuffer (0,5% NP-40, 

10 mM Tris-HCl pH 7,4, 3 mM MgCl2, 10 mM NaCl und 150 mM Succrose) resuspendiert 

und anschließend 5 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Kerne vom Überstand 

durch Zentrifugation bei 4°C abgetrennt (200 x g, 2 min) und mit Lysepuffer ohne NP-40 

gewaschen. Die erneut sedimentierten Kerne (200 x g, 2 min) wurden in 200 μl 

Glycerinpuffer (50 mM Tris/HCl pH 8.3, 5 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 40% Glycerin) 

aufgenommen und auf Eis gehalten. Weiter wurden 100 µl präparierten Kerne mit 100 µl 

Volumen 2 x Transkriptionspuffer (200 mM KCl, 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 5mM MgCl2, 4mM 

DTT, je 4 mM ATP, GTP and CTP, 200 mM Succrose und 20% Glycerin) versetzt und 6,25 

μl Biotin-16-UTPs eines 10 mM Tetralithiumsalzes (Roche) zu der Mischung gegeben. Nach 

30-minütiger Inkubation des Reaktionsgemisches bei 29°C wurden 6 μl 250 mM CaCl2 sowie 

6 μl RNase-freier DNase I (10 U/μl; Roche) zugegeben (10 min, 29°C), um die Reaktion zu 

stoppen. Die folgende Isolation der Gesamt-RNA erfolgte mittels der Tri-Reagent Protokolls 

(vgl. 2.3.4). Die erhaltene RNA wurde in 50 μl RNase-freiem H2O aufgenommen. 50 μl der 

„Run on“-RNA wurden mit dem gleichen Volumen in Bindepuffer (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 

mM EDTA and 2 M NaCl) gelöster Dynabeads M-280 (Dynal) versetzt und 20 min bei 42°C 

sowie 2h bei RT inkubiert. Anschließend wurden die Dynabeads mittels der magnetischen 

Apparatur (Dynal) separiert und zweimal 15 min mit 500 μl 15% Formamid und 2 x SSC ge-

waschen. Nach einem weiteren Waschschritt mit 1 ml 2 x SSC (5 min) wurden die 

Dynabeads in  RNase-freiem H2O gelöst. Je 3-5 μl der so erhaltenen RNA wurden nach 

DNase I-Behandlung als Matrize in eine RT-PCR eingesetzt und die resultierende cDNA 

durch Realtime-PCR relativ quantifiziert (vgl. 2.3.7). 

 

2.4 Tierexperimentelle Arbeitstechniken 
 

2.4.1 Versuchstiere und Haltung 
Sowohl zur Untersuchung der immunogenen Eigenschaften der hergestellten pDNA 

Konstrukte als auch zur Untersuchung der in vivo Expression für gentherapeutische Ansätze 

wurden weibliche Mäuse (Charles River, Sulzfeld) im Alter von 40-45 Tagen der 

Inzuchtrassen Balb/cAnNCrl (H-2d) verwendet. Männliche TLR9-knockout-Mäuse auf Balb/c-

Basis wurden von Prof. Dr. Werner Falk (Institut für Innere Medizin I, Universitätsklinik 
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Regensburg) bezogen. Die Tiere wurden unter Standard Bedingungen in der 

Tierversuchsanlage H4 des Universitätsklinikums Regensburg gehalten. 

 

2.4.2 Präparation Endotoxin-freier Plasmid-DNA 
Zur Vermeidung von Kontaminationen durch immunaktivierende, bakterielle 

Lipopolysaccharide (LPS) wurde die bakterielle Plasmid-DNA für immunologische ex vivo- 

und gentherapeutische in vivo-Studien im Mega-Maßstab unter Verwendung des „Endotoxin-

free DNA preparations“-Kit nach Angaben des Herstellers präpariert (Qiagen) und in einer 

Konzentration von 1 µg/µl in sterilem PBSohne aufgenommen. Der Endotoxingehalt der DNA-

Präparation wurde mit Hilfe des Limulus Amebocte Lysate Kits (Bio-Whittaker, Walkersville) 

nach dem Protokoll des Herstellers quantitativ ermittelt. 

 

2.4.3 In vivo Elektrogentransfer  
Grundlage des in vivo Elektrogentransfers ist die Elektroporation, eine physikalische 

Methode, um die Zellmembran reversibel permeabel zu machen, um so pDNA in die 

Zielzellen einzuschleusen [212]. In der vorliegenden Arbeit wurden der Elektroporator: ECM 

830 (Electro Square Porator BTX, Harvard Apparatus, Massachusetts, USA)  und 2 Nadel-

Array Tips (MP Biomedicals, Solon, USA) verwendet. Der Elektroporator hat eine Spanne 

von 5-500 V mit einer Auflösung von 1 V. Die 2 Nadel-Array Tips haben einen Abstand von 5 

mm und eine Länge von jeweils 1,5 cm. 
Zunächst wurden die Tiere mittel des Inhalationsnarkotikums Isoflurane (1-Chloro-2,2,2-

trifluoroethyl-difluoromethylether; Abbott, Wiesbaden) betäubt und anschließend an beiden 

Hinterbeinen rasiert. In jeden Tibialis anterior Muskel wurden 50 µl der entsprechend 

konzentrierten, endotoxinfreien pDNA in PBS injiziert. 30 Sekunden nach der Injektion 

wurden die Elektroden in longitudinaler Ausrichtung in den Muskel eingeführt, so dass sich 

die Einstichstelle in der Mitte der Elektroden befand. Es erfolgten 8 square wave LWLV-

Impulse (LWLV; Low voltage ≤50 V/cm, long width (ms)  50ms) in 1 Sekunden Intervallen, 

wobei nach vier Impulsen jeweils umgepolt wurde [212].  

 

2.4.4 Serumgewinnung 
Zur Bestimmung der EPO-Konzentration im Serum (vgl. 2.2.4.3) wurde den Tieren zu den 

angegebenen Zeiten Blut entnommen. Die Blutentnahmen (100-500 µl) wurden durch 

Erwärmen der Mäuse mittels einer Rotlichtlampe (5-10 min) erleichtert und erfolgten durch 

Anritzen der Schwanzvene mit einem sterilen Skalpell. Zur Serumgewinnung wurde das Blut 

1 h bei 37°C bzw. 1 h bei 4°C (Agglutination der Blutzellen) inkubiert und der Überstand nach 
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zweimaliger Zentrifugation (5200 x g; 4°C; 10 min) als Serum gewonnen und bis zur weiteren 

Verwendung bei -20°C gelagert. 

 

2.5 Hämatologische Methoden 
 

2.5.1 Bestimmung des Hämatokritwertes 
Die Bestimmung des Hämatokritwertes im Blut der pDNA-injizierten Tiere erfolgte mittels der 

Mikrohämatokrit-Zentrifugationsmethode. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde mit einem 

sterilen Skalpell die Mausschwanzvene angeritzt und unmittelbar danach die 

vorheparinisierten Mikrohämatokrit-Kapillaren (Hermle Labortechnik, Wehingen) mit ca. 60 µl 

Blut befüllt. Diese wurden mit dem Versiegelungskit (Hermle) an einer Seite verschlossen 

und in einer speziellen high speed Hämatokrit-Zentrifuge (Haemofuge – Heraeus Sepatech 

GmbH) abzentrifugiert (10.000 x g, 5 min). Mit Hilfe einer Hämatokrit-Ablese-Harfe konnten 

die jeweiligen Werte ermittelt werden. Die Hämatokrit-Bestimmung erfolgte in 

Doppelansätzen, wobei sich die ermittelten Werte für einen signifikanten Hämatokritwert 

nicht mehr als 3% voneinander unterscheiden dürfen.  

 

2.5.2 Bestimmung des Hämoglobin-Wertes  
Die Ermittlung der Hämoglobin-Konzentration im Blut der behandelten Tiere erfolgte zu 

analogen Zeitpunkten wie die Bestimmung der mEPO-Konzentration (vgl. 2.2.4.3) und des 

Hämatokritwertes (vgl. 2.5.1). Die Mausschwanzvenen wurden mit einem sterilen Skalpell 

angeritzt und die Spitze der Mikroküvette (HemoCue AB, Sweden) in einen Tropfen Blut 

eingetaucht. Die Küvette füllt sich automatisch durch Kapillarwirkung mit dem erforderlichen 

Volumen. Die so gefüllte Küvette wurde dann in den Küvettenhalter des HemoCue Hb201+ 

Photometers eingelegt und der Hämoglobinwert nach ca. 45 Sekunden abgelesen. Die 

Präzision der Apparatur wurde durch wiederholte Messungen der Kontrolllösung  ± 0,6 g/dl 

HemoTrol Normal and HemoTrol High (Eurotrol B.V., The Netherlands) gewährleistet. 

 

2.6 Immunologische Methoden 
 

2.6.1 Präparation von Milzen und Isolierung muriner Splenozyten  
Für Untersuchungen zur Aktivierung der angeborenen Immunantwort durch verschiedene 

pDNAs wurden isolierte Milzzellen von BALB/c Mäusen benötigt. Die Versuchstiere wurden 

durch Genickbruch getötet, die Milzen unter sterilen Bedingungen entnommen und in 5 

ml/Milz Komplett-Medium (RPMI-1640-Medium, supplementiert mit 5% FKS, 1% 

46  
 



Material und Methoden 
_____________________________________________________________________________________________________ 

Penicillin/Streptomycin, 50 µM 2-Mercaptoethanol und 1% Glutamin) überführt. Zur 

Gewinnung von Einzelzellsuspensionen wurden die Milze unter möglichst sterilen 

Bedingungen (Sterilbank) mit Hilfe eines Stempels (5 ml Spritze) vorsichtig durch ein 

Nylonsieb (Falcon, Heidelberg, 100 µm Porengrösse) in eine Petrischale zerrieben. Die 

Milzzellsuspension wurde in ein 50 ml Falcon zurückgeführt und bei RTmit 300 x g 5 min in 

einer Tischzentrifuge pelletiert. Zur Entfernung der Erythrozyten (Hämolyse) wurde das 

Pellet in Lysepuffer (150 mM NH4Cl, 1 mM KHCO3, 0,1 mM Na2EDTA, pH 7,2; 5 ml 

Puffer/Milz) aufgenommen und 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Das anschließende dreimalige 

Waschen in 50 ml PBS/5% FKS diente der Entfernung des freigesetzten Hämoglobins. Mit 

Hilfe einer Neubauer-Zählkammer wurde die Lebendzellzahl durch Anfärbung mit Trypanblau 

(0,4% Trypanblau/PBS) bestimmt und die Zellzahl durch Zugabe von Komplett-Medium auf 

2x107 /ml eingestellt.  

Bis zur weiteren Verwendung wurden die Zellen bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank 

gehalten. Auf diese Weise wurden je nach Größe der Milz bis zu 108 Zellen gewonnen.  

  
2.6.2 Aufreinigung humaner PMBCs 
Als Ausgangsmaterial für die Aufreinigung der Zell-Subpopulationen des Immunsystems 

dienten humane mononukleare Zellen aus peripherem Blut (PBMCs). PBMCs wurden mittels 

Ficoll-Paque Dichtegradientenzentrifugation [213] aus angereicherten Leukozytenfraktionen 

(Krankenhaus der Barmherzigen Brüder, Regensburg) isoliert. Als 

Lymphozytentrennmedium wurde eine Ficoll (Pancol) Lösung (Amersham, München) 

verwendet. Zunächst wurden 15 ml Ficoll (Pancol) Lösung bei RT in einem 50 ml LEUCO 

SEP (Greiner, Frickenhausen) Röhrchen unter der Trennscheibe abzentrifugiert. Die 

Leukozytenfraktion wurde mit P2-Puffer (1 x PBSohne steril, 2% FKS) mindestens 1:1 

verdünnt und die LEUCO SEP bis 50 ml befüllt.  

 

 

 
 
Abb. 2.1: Durchführung der PMBCs-Isolierung mittels Leucosep®  
a: Plasmaschicht, b: PBMCs / Lymphozyten, c: Separationsmedium, d: Trennscheibe, e: Sep.Medium, f: Pellet 
(Erythrozyten, Granulozyten usw.). Übernommen von Greiner Bio-One (Frickenhausen)  
                                       

Die Dichtegradientenzentrifugation erfolgte bei 1000 x g für 30 min ohne Bremse. 

Granulozyten, Erythrozyten und tote Zellen setzten sich dabei als unterste Schicht ab. 
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Aufgrund ihrer geringeren Dichte verblieben die Lymphozyten zusammen mit anderen 

langsam sedimentierenden Partikeln (Monozyten, Thrombozyten) in der Interphase zwischen 

Plasma- und Ficoll-Schicht (Abb. 2-1). Die abpipettierte PBMCs Schicht wurde in ein neues 

Röhrchen überführt und zweimal mit P2-Puffer bei 680 x g gewaschen. Der Überstand mit 

den restlichen Thrombozyten (weiße Schicht) wurde verworfen. Das verbliebene 

Lymphozytenpellet wurde in PBMC Komplett-Medium (RPMI 1640 mit Glutamax (Invitrogen, 

Karlsruhe), 10% FKS, 1 x Pen/Strep) aufgenommen und auf Arbeitskonzentration 

(Dendriten-Isolierung und ELISA 2 x 107, B-Zellen Isolierung und ELISpot 2 x 106) eingestellt. 

Bis zur weiteren Verwendung (max. 2 Tage) wurden die Zellen bei 37°C und 5% CO2 im 

Brutschrank gehalten. 

 

2.6.3 Isolierung und Kultivierung humaner plasmazytoider Dendriten (pDCs) 
Die Aufreinigung humaner pDCs erfolgte unter Anwendung der magnetische Zellseparation 

mittels MACS CD304 (BDCA-4) Isolation Kit (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach). 

Ausgangsmaterial waren die isolierten PBMCs (vgl. 2.6.2). 1 x 108 humane PMBCs wurden 

in 300 µl MACS-Puffer (entgastes PBSohne, 0,5% BSA, 2 mM EDTA, sterilfiltriert) 

resuspendiert und mit je 100 µl Blockierlösung bzw. an MicroBeads gekoppeltem 

(biotinyliertem) α-CD304-AK für 10 min bei 5°C inkubiert. Nach Waschen der Zellen mit 10-

20 Volumen MACS-Puffer wurden diese in 500 µl MACS-Puffer aufgenommen und mit Hilfe 

des MACS-Separators (Miltenyi) getrennt. Hierbei wurde die Zellsuspension auf den MACS 

Säulen mehrmals gewaschen, die Säulen vom magnetischen Separator getrennt und 

CD304-positive Zellen in 1 ml MACS-Puffer eluiert. Die Reinheit der aufgereinigten pDCs 

konnte durch Gegenfärbung mit α-CD303-FITC (BDCA2-FITC, Miltenyi) gekoppeltem 

Antikörper im Durchflußzytometer bestimmt werden. Die durch die magnetische Separation 

isolierten pDCs wiesen in der Regel eine Reinheit von > 90% auf und konnten für 

Stimulierungsversuche eingesetzt werden. Isolierte pDCs wurden in 48 oder 96 Napf-Platten 

ausgesät (2 x 104 Zellen pro Napf) und für 24 h in DC-Medium (RPMI 1640, 10% FKS, 1% 

Pen/Strep, 1% nicht-essenzielle Aminosäure, 1 mM Natriumpyruvat, 1% Glutamin) mit 20 

ng/ml IL-3 kultiviert. 

            

2.6.4 In vitro Re-Stimulierung isolierter Zellpopulationen   
Die unter den Abschnitten 2.6.2. und 2.6.3. aufgeführten isolierten murinen und humanen 

Zellpopulationen wurden für Untersuchungen zur Aktivierung der angeborenen Immunität 

durch die hergestellten pDNA-Konstrukte verwendet. Hierfür wurden die Zellen mit 

unterschiedlichen endotoxinfreien (vgl. 2.4.2) pDNAs sowie den entsprechenden Kontrollen 

jeweils in Doppel-, oder Dreifachansätzen bei 37 °C stimuliert (Tabelle 2-5).        
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Zellursprung Zelltyp Zellkonzentration pDNA 
Konz. (µg)

Stimulierungsdauer 
(h) 

Medium 
(µl) 

murin Splenozyten 2x106 20, 

50,100 

4, 36 1000 

 

human PBMCs 2 x 106 1 pmol 24 1000 

 pDCs 2 x 104 50 48 500 

 
Tabelle 2-5: Übersicht über murine und humane Zellpopulation, die für die Stimulierungsversuche 
verwendet wurden 
 

Zur Quantifizierung der sezernierten Cytokine durch ELISA wurden die Überstände geerntet, 

durch Zentrifugation für 15 min bei 600 x g in einer Tischzentrifuge von Zellen und 

Zelltrümmern befreit und schließlich bis zur Durchführung der Cytokinbestimmung bei -20°C 

gelagert. 

 

2.6.5 Quantifizierung von sezernierten Cytokine im ELISA 

Die Ermittlung sezernierter Cytokine (IFNγ, IL-4, IL-6) erfolgte mit Hilfe kommerzieller 

Cytokin-ELISA Kits (BD, Heidelberg). Hierfür wurden spezielle 96-Napf-Platten (Maxisorb, 

Wiesbaden) mit dem jeweiligen Primär-Antikörper (z. B. anti-Maus-IFNγ) über Nacht bei 4°C 

inkubiert. Pro Napf wurden je 100 µl Zellüberstand bzw. Standard pipettiert und 2 h bei RT 

inkubiert. Nach sechsmaligem Waschen mit PBS/0,05% Tween20 wurden in jeden Napf 100 

µl des sekundären (Detektions-) Antikörpers zusammen mit horseradish-peroxidase-

konjugiertem Streptavidin (beide in einer 1:250 Verdünnung) zugegeben und 1 h bei RT 

inkubiert. Die Färbung erfolgte durch Zugabe von 100 µl/Napf TMB-Substratlösung (3,3’,5,5’-

Tetramethylbenzidin) und Hydrogenperoxid (BD Pharmingen) im Verhältnis 1:1. Nach 10-30 

Minuten wurde die Farbreaktion mit 50 µl 2N H2SO4 abgestoppt und die Platte im ELISA-

Reader (Biorad) bei 450 nm Wellenlänge vermessen. Die Cytokinkonzentration wurde 

anhand der Standardkurve ermittelt. Die Quantifizierung von humanem IFNα erfolgte mittels 

eines kommerziellen Tests (Bender, Wien) nach Angaben des Herstellers. 

 

2.6.6 Erstellung eines Cytokin-Profils mittels Luminex-Assay  

Die Erstellung eines Cytokin-Profils wurde mittels der Luminex® Technologie nach Angaben 

des Herstellers (Microbionix, Neuried) durchgeführt. Der Assay beruht auf demselben Prinzip 

wie der ELISA, wobei die absolute Cytokinmenge im Überstand stimulierter Zellen gemessen 

wird. Die entsprechenden Cytokine wurden spezifisch an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt 

und anschließend im Laserstrahl detektiert. Der Vorteil dieser Methode gegenüber dem 
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ELISA liegt zum einen in der deutlich niedrigeren Menge an benötigtem Zellüberstand, um 

mehrere Cytokine auf einmal zu vermessen. Zum anderen ist der Aufwand durch die 

gleichzeitige, maschinelle Abwicklung viel geringer. Mittels Luminex-Assay wurden die 

Konzentrationen folgender Cytokine bestimmt: IFNγ, TNFα, IL-12p40, IL-4, IL-5, IL-10, IL-2 

und IL-6. 

 

2.6.7 ELISPOT-Assay; Quantifizierung IFNγ-sezernierender Zellen  

Zur Bestimmung der Anzahl IFNγ-sezernierender Zellen nach in vitro Stimulation 

verschiedener Zellpopulationen mit pDNAs wurde zunächst die mit Nitrocellulose 

beschichtete 96-Napf Kulturplatte MAHA-S45 (Millipore, Eschborn) mit 100 µl eines 5-10 

µg/ml in PBS verdünnten Capture Antikörpers R4-6A2 (z.B. anti-Maus IFNγ; 1:1000) (BD, 

Heidelberg) ÜN (4°C) in einer feuchten Kammer inkubiert. Danach wurde die Platte nach 4-

mehrmaligem, sterilem Waschen mit PBS/ 10% FKS für 1 h bei 37°C mit 200 µl PBS/ 10% 

FKS blockiert. Die anschließende Stimulation wurde direkt in den 96-Napf-Platten 

durchgeführt. Dabei wurden je 100 µl einer entsprechenden Verdünnung der stimulierenden 

Zellen (vgl. Tab. 2-5) und je 100 µl der stimulierenden pDNA; oder als Positivkontrolle 0,1-1 

µg PMA (1µl/ml) (Phorbol 12-myristate 13-acetate, Sigma, Deisenhofen) und Iono (1µl/ml) 

(Ionomycin, Sigma, Deisenhofen) zugegeben und 24 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach 

24-stündiger Stimulation wurden die Zellen durch mehrmaliges Waschen (6x) mit 

Waschpuffer (PBS/ 0,05% Tween-20) lysiert. Anschließend wurden je 100 µl einer auf 1 

µg/ml in PBS verdünnten Lösung des sekundären, biotinylierten Detektions-IFNγ-Antikörpers 

(vgl. Tab. 2-6) (Biotin-anti-Maus IFNγ; 1:1000) (BD) zugegeben und der Ansatz weitere 2 h 

bei RT inkubiert. Die Platte wurde mit Waschpuffer gewaschen (10x) und die Antikörper-

Antigen-Komplexe durch Zugabe eines 1:5000 in Verdünnungspuffer verdünntem 

Streptavidin-AP Konjugats (Roche, Mannheim) detektiert. Nach einer 60-minütigen 

Inkubation (RT) wurde die Platte wiederum gewaschen (10x) und mit 50 µl AP-Färbelösung 

nach Angaben des Herstellers (Roche, Mannheim) 15-30 min inkubiert. Um die Spots (SFC; 

„spot forming cell“) mit Hilfe eines automatisierten ELISPOT-Lesegerätes (BioSys GmbH, 

Karben) auszählen zu können, wurde die Platte wiederholt mit Wasser gewaschen und 

getrocknet (ÜN, RT). 
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Cytokin Antikörper-Paar Klon Konzentration Verdünnung 

IFN-γ anti-Maus IFN-γ R4-6A2 1mg/ml 1:100-1:200 

 Biotin-anti-Maus 

IFN-γ 

XMG1.2 0,5mg/ml 1:50-1:100 

IL-4 anti-Maus IL-4 BVD4-1D11 0,5 mg/ml  

1:50-1:100 

 Biotin-anti-Maus 

IL-4 

BVD6-24G2 0,5 mg/ml  

1:50-1:100 

             
Tabelle 2-6:  Für ELISpot-Assays verwendete Antikörper (BD, Heidelberg) 
 

2.6.8 Depletion distinkter Zellpopulationen aus murinen-Splenozyten 
Um den Einfluss distinkter Zellpopulationen auf die IFNγ-Produktion nach Stimulierung zu 

untersuchen, wurden folgende Zelltypen mittels Magnetic Beads einzeln aus der 

Splenozyten-Gesamtpopulation entfernt: CD8+ zusammen mit CD4+ Zellen, Makrophagen, 

Dendriten, Natürliche Killerzellen und B-Zellen (vgl. Tab. 2-7). Je Depletionsansatz wurden 

108 Splenozyten eingesetzt, die restlichen Zellen für die nachfolgende Stimulation 

zurückbehalten. Für die Abreicherung der Zellpopulationen und die anschließende FACS-

Färbung wurden folgende Antikörper bzw. Antikörper-markierte Magnetic Beads verwendet: 

 

Zellpopulation Magnetic 

Beads 

Hersteller FACS-Antikörper Hersteller 

T-Zellen α-CD4+/CD8+ Miltenyi CD4-FITC-α-mouse 

CD8a-APC-α-mouse 

BD  

B-Zellen α-CD19+ Miltenyi CD19-PerCP-Cy5.5-α-

mouse 

BD  

Makrophagen α-CD11b+ Miltenyi CD11b-APC-α-mouse BD  

Dendriten α-CD11c+ Miltenyi CD11c-APC-α-mouse BD  

NK-Zellen α-CD49b+ Miltenyi CD49b (DX5) -APC-α-

mouse 
BD  

 
Tabelle 2-7: Für die Depletionstudie verwendete Antikörper und Magnetic Beads 
 

Jeweils 108 Zellen je Depletionsansatz wurden 10 min bei 300 x g abzentrifugiert und der 

Überstand quantitativ entfernt.  Bei der Depletion wurde entsprechend den Angaben des 

Herstellers verfahren. Sowohl der Durchlauf, als auch das Eluat wurden für die 
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Reinheitsbestimmung per FACS-Analyse und spätere Stimulierung aufbewahrt und die 

Lebendzellzahl nach bekannter Methode bestimmt. 

 

2.6.9 Reinheitsbestimmung und Zellquantifizierung durch FACS-Analyse  
50 µl Zellsuspension je Fraktion wurden in ein steriles FACS-Röhrchen pipettiert und 

zweimal mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen (5 min, 300 x g, 4°C). Die Blockierung der Fc-

Rezeptoren erfolgte durch Zugabe von 6 µl CD16/32 Antikörper (BD, Heidelberg) in 30 µl 

FACS-Puffer je Röhrchen und  mindestens 10 minütiger Inkubation bei 4°C. Für die 

Oberflächenfärbung wurden jeweils 10 µl einer 1:20 Antikörperverdünnung von CD4-FITC, 

CD8-APC, CD11b-APC, CD11c-APC, CD19-PerCpCy 5.5 bzw. CD49b-FITC (BD, 

Heidelberg) zu 200 µl Zellen gegeben und für 25 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach 

weiterem zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer konnten die Proben im FACS-Calibur (BD-

Pharmingen) analysiert werden. Gegatet wurde auf die gesamte Splenozytenpopulation, von 

denen dann mindestens 25000 Zellen aufgenommen und auf die jeweiligen 

Oberflächenmarker hin untersucht wurden. Die Auswertung erfolgte mittels WinMDI 

Software. 
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Ergebnisse 
 

3.1 Ausgangsüberlegungen 
 

Um den Einsatz von Plasmid DNA (pDNA) in der Immunprophylaxe und Gentherapie zu 

ermöglichen, muss deren Nachteil, die sehr hohe Dosis, die erforderlich ist um eine effektive 

und langanhaltende Wirkung zu erzielen, beseitigt werden. Bisher angewandte Strategien 

haben zwar vielversprechende Ansätze, aber keine entscheidenden Fortschritte für die 

Anwendung im humanen System erzielen können [5,53].  

Der Einsatz von pDNA in der Gentherapie und zu Immunisierungszwecken erfordert zwei 

komplementäre Strategien (Abb. 3-1). Während eine gentherapeutisch eingesetzte pDNA 

weitgehend immunneutral sein muss, ist bei der Vakzinierung eine Immunstimulation von 

Vorteil [15]. Die konstitutive Expression des kodierenden Transgens ist in beiden Fällen 

essentiell. CpG-Dinukleotide stellen in dieser Hinsicht ein geeignetes Werkzeug dar, um 

sowohl die immunogenen Eigenschaften (Immunogenität, Mitogenität) als auch die 

Transgenexpression eines pDNA-Vektors zu modulieren (Abb. 3-1). 

 

pDNA-Vektoren

DNA-Vakzine
(immunstimulatorisch)

Gentherapie
(immunneutral)

Vektor-Rückgrat ← Modifikationen → Leserahmen

nnCpGnn

Gen

pDNA

Gen

pDNA

Steigerung der Immunogenität Modulation der Genexpression
Verminderung der Mitogenität

 
 
Abb. 3-1: Strategie zur Entwicklung von pDNA-Vektoren für die Vakzinierung bzw. den Einsatz in der 
Gentherapie. 
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Die immunaktivierende Wirkung der pDNA sollte in dieser Arbeit durch Sequenz-

Modulationen im Vektor-Rückgrat erreicht werden. Dabei sollte der Einfluss von bisher 

unbekannten CpG-Motiven bzw. DNA-Sequenzen hinsichtlich der Aktivierung der 

angeborenen Immunantwort sowohl in murinen als auch humanen Zellen evaluiert werden. 

Es ist bekannt, dass synthetische CpG-Oligonukleotide (CpG-ODN) Zellen des angeborenen 

Immunsystems aktivieren und die Sekretion von proinflammatorischen Cytokinen stimulieren. 

Eines der Ziele dieser Arbeit war deshalb, zu untersuchen, ob dieser Adjuvanzeffekt auch 

durch CpGs im Vektor-Rückgrat einer pDNA erzielt werden kann. Ein besonderes 

Augenmerk galt dabei der Beteiligung von Toll-like Rezeptoren (TLR) bei der Aktivierung des 

angeborenen Immunsystems nach der Stimulierung von immunkompetenten Zellen mit 

pDNA. Als fernes Ziel soll einer der ausgesuchten CpG-modulierten pDNA-Vektoren - im 

Rahmen der Entwicklung eines HIV-Impfstoffes in der Arbeitsgruppe - mit entsprechenden 

Antigenen für in vivo Studien im Mausmodell eingesetzt werden.  

In der Gentherapie haben pDNA-Vektoren aufgrund der fehlenden Vektor-spezifischer 

Induktion neutralisierender Antikörper und einer zellulären Immunantwort einen 

entscheidenden Vorteil gegenüber viralen- oder Virus-assoziierten Vektor-Systemen [1,38]. 

Der Einsatz von immunologisch inerter pDNA ist dabei essentiell. Der größte Nachteil der 

Anwendung „nackter“ DNA in der Gentherapie - und daher Fokus vieler 

Optimierungsstrategien - ist eine geringe in vivo Transduktionsrate [4]. CpG-Dinukleotide 

spielen dabei eine wichtige Rolle, da sie neben ihrer immunmodulierenden Wirkung auch 

eine funktionelle Bedeutung bei der Kontrolle der Genexpression haben [63,214]. Eine 

wichtige Rolle spielen dabei die Methylierungen im Promotorbereich und der kodierenden 

Region eines Gens [63,215]. Zusätzlich fungieren CpGs als Bindestellen für 

Transkriptionsfaktoren [216,217]. Der Einfluss des intragenischen CpG-Gehaltes auf die 

Höhe und Dauer der in vitro und in vivo Expression sowie die zugrunde liegenden 

molekularen Mechanismen sind unbekannt und standen daher im Fokus der vorliegenden 

Arbeit. In diesem Zusammenhang wurden CpG-modulierte Varianten eines therapeutischen 

Gens (Erythropoietin; EPO) generiert, in einen zuvor charakterisierten immunneutralen 

pDNA-Vektor (pRS) kloniert und auf die in vitro- sowie in vivo Expression im Balb/c 

Mausmodell getestet.    
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3.2 Beitrag von CpG-Motiven im Rückgrat von Plasmidvektoren 
hinsichtlich der Aktivierung der angeborenen Immunantwort 

 

Die Beschreibung und Charakterisierung von TLRs, im Besonderen des unmethylierte CpG-

Motive erkennenden TLR9 [116,117], hat neue Ansatzpunkte für die Weiterentwicklung von 

pDNA-Vakzinen hinsichtlich der Aktivierung des angeborenen Immunsystems geliefert. Als 

mittelfristiges Ziel soll über die Stimulierung des angeborenen Immunsystems auch die 

erworbene Immunantwort gezielt beinflusst werden können. Da bisher nur wenige 

immunstimulatorische CpG-Motive beschrieben sind, werden im Vektor-Rückgrat von pDNA 

weitere, bisher noch nicht charakterisierte CpG-Motive vermutet, welche einen 

immunmodulierenden Einfluss aufweisen. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb, durch 

Modulation des CpG-Gehaltes im Vektor-Rückgrat die immunogenen Eigenschaften eines 

pDNA-Vektors positiv zu beeinflussen.  

Eine pDNA ist aus funktionsrelevanten Modulen, wie Promotor, multiple cloning site (MCS), 

polyadenylation site (Poly A), origin of replication (pUCori) und Resistenzgen(en) aufgebaut. 

Der „modulare“ Aufbau einer pDNA bietet die Möglichkeit, den CpG-Gehalt sukzessiv zu 

verändern. Sequenzveränderungen einzelner Fragmente gehen oft mit einem allgemeinen 

Funktionsverlust einher, wodurch Modulationen des CpG-Gehaltes zusätzlich erschwert 

werden. Die korrekte Transgen-Expression aller in dieser Arbeit generierten und 

immunologisch charakterisierten pDNA-Vektoren wurde in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe 

untersucht. 

 

3.2.1 Herstellung einer CpG-reduzierten Vektor-Plattform 
Als Ausgangsplasmid für die Synthese einer CpG-reduzierten Vektor-Plattform diente der 

kommerzielle eukaryontische pcDNA5/FRT-Vektor (5070 bp) (Invitrogen, Karlsruhe). Um die 

Größe des Vektors zu minimieren, wurde das für die Etablierung von stabilen Zelllinien 

notwendige Fragment FRT/Hygromycin unter Verwendung der Oligonukleotide ref_ori-pf und 

ref_BGH_pb (siehe Anhang) mittels PCR entfernt. Das resultierende Konstrukt hatte einen 

unveränderten CpG-Gehalt, der daher als 100% gegenüber den nachfolgenden CpG-

modifizierten Vektoren gesetzt wurde und als pRS (3034 bp) bezeichnet wurde (Abb. 3-2). 

Der pRS-Vektor diente als Basis für die im Rahmen der Vorarbeiten der Arbeitsgruppe 

hergestellten CpG-freien bzw. CpG-reduzierten Fragmente. 
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CMV - Prom MCS BGH P(A) pUCori Ampicillin bla-PrompΔS (3034 bp)

CMV - Prom MCS BGH P(A) pUCori Ampicillin bla-PrompΔS110- (2924 bp) Δ110  
 
Abb. 3-2: Schematische Darstellung der Herstellung einer CpG-reduzierten Vektor-Plattform 
Basierend auf dem eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA5/FRT wurden drei pDNA-Vektoren mit 
abnehmendem CpG-Gehalt hergestellt (100% CpG; 50,6% CpG; 46,9% CpG). Der pRS-Vektor wurde durch 
Eliminierung der FRT/Hygro-Kassette generiert und hat daher einen unveränderten CpG-Gehalt. Durch 
Reduzierung des CpG-Gehaltes um etwa 50% wurde der p∆S-Vektor generiert. Im Gegensatz zu p∆S weist der 
p∆S110- Vektor eine 110 bp Deletion im pUCori auf, die keinen Einfluss auf die Vektor-Replikation hat. pUCori = 
origin of replication. 
 

Die Synthese des pΔS-Vektors erfolgte ausgehend von synthetischen CpG-reduzierten 

Ampicillin-, CMV/MCS/BGH- und pUCori- Fragment-Modulen unter Verwendung singulärer 

Restriktionsschnittstellen in einer Mehrfach-Ligationsreaktion (Abb. 3-3). Die Fragmente 

wurden unter Verwendung der singulären Restriktionsschnittstellen Cla I, Xma I und Bgl II 

zusammengefügt. Die anschließende Sequenzierung zeigte bei zwei Klonen eine identische 

Deletion von Nukleotid (Nt) 1537 bis Nt 1647 (im pUCori), wodurch die Bgl II 

Restriktionsschnittstelle zerstört wurde. Die zerstörte Bgl II Schnittstelle konnte in einer 

zielgerichteten Mutagenese-Reaktion (QuickChange „site directed mutagenisis„-Kit, 

Stratagene) unter Verwendung der Oligonukleotide OriQS1und OriQS2 (siehe Anhang)  

wiederhergestellt werden. Nach dem Austausch des pUCori Fragments mit der Deletion 

gegen einen intakten pUCori wurde der komplette pΔS-Vektor mit entsprechenden 

singulären Restriktionsschnittstellen fertiggestellt. Analog dem pRS-Vektor ist die 

transkriptionelle Kontrolle der Transgenexpression in pΔS dem Cytomegalie-Virus Promotor 

(CMV, early promoter/enhancer) unterstellt. Der generierte pΔS-Vektor hat eine identische 

Länge wie pRS (3034 bp), jedoch konnte der CpG-Gehalt auf 50,6% reduziert werden (Abb. 

3-2). 
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Abb. 3-3: Klonierungsstrategie zur Herstellung des pΔS-Vektors 
Der pΔS-Vektor wurde ausgehend von den synthetischen Ampicillin-, CMV/MCS/BGH- und pUCori- Fragmenten 
unter Verwendung singulärer Restriktionsschnittstellen in einer doppelten Ligationsreaktion hergestellt. pUCori = 
origin of replication.   
 
Nach Wiederherstellung der Bgl II Schnittstelle wurde ein Konstrukt mit intakten singulären 

Restriktionsschnittstellen, aber mit einer Deletion (Nt 1537 - 1647) im pUCori, synthetisiert. In 

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass diese Deletion weder Einfluss 

auf die Funktion von pUCori, noch auf die Transgenexpression hat. Die Wachstumskinetik 

des neu generierten Vektors blieb trotz Deletion in verschiedenen Bakterienstämmen auf 

dem Niveau des high copy Plasmids pRS. Das Konstrukt wurde als pΔS110- bezeichnet und 

hat gegenüber dem pΔS-Vektor eine reduzierte Länge (2924 bp) sowie einen um fünf CpG-

Dinukleotide reduzierten CpG-Gehalt (46,9%) (Abb. 3-2).     

 

3.2.2 Untersuchung der immunogenen Eigenschaften von CpG-modulierten 
pDNAs im murinen System 

Virale und bakterielle Nukleotidsequenzen sind für das Immunsystem eines der 

Haupterkennungsmerkmale nach einer Infektion, wobei die Frequenz und der 

Methylierungsstatus der CpG-Dinukleotide eine entscheidende Rolle spielen (vgl. 1.3). Der 
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Verlauf und die Dauer einer Immunreaktion werden entscheidend vom Aktivierungsstatus der 

Zellen des angeborenen Immunsystems beeinflusst [218]. Die Induktion der Cytokin-

Expression ist dabei sowohl für die Reifung Antigen-präsentierender Zellen (APC) als auch 

für die Aktivierung der Zellen des spezifischen Immunsystems essentiell [181,182]. 

Unmethylierte CpG-Sequenzen in einem pDNA-Vektor sollten, so die Hypothese, 

dementsprechend als potentielle Aktivatoren des angeborenen Immunsystems fungieren.  

Die immunogenen Eigenschaften CpG-modulierter pDNAs wurden durch die Stimulierung 

immunkompetenter muriner und humaner Zellpopulationen untersucht. Durch Messung des 

induzierten Cytokinprofils konnte der Einfluss von Sequenzmodifikationen im Hinblick auf die 

Art der hervorgerufenen Immunreaktion bestimmt werden. Außerdem wurden die an der 

Sekretion proinflammatorischer Cytokine nach Stimulierung mit pDNA beteiligten 

Zellpopulationen untersucht.  

Die Hochregulierung der Cytokin-Expression hängt von der induzierten Signalkaskade ab 

(vgl. 1.4). Die potentielle Beteiligung des CpG-Rezeptors TLR9 an der Induktion der Cytokin-

Sekretion nach pDNA-Stimulierung war zur Beginn dieser Arbeit unbekannt und sollte 

untersucht werden.  

 

3.2.2.1 Einfluss der CpG-Modifikationen auf die Induktion proinflammatorischer 
Cytokine 

Als frühe Reaktion des angeborenen Immunsystems auf eine Infektion oder nach  

Stimulierung mit CpG-DNA werden die proinflammatorischen Cytokine IFNγ- und IL-6 

sezerniert [94]. Die Induktion der IFNγ- und IL-6-Sekretion nach Stimulierung mit einem 

pDNA-Vektor dient als Nachweis seiner Immunogenität (Mitogenität). Die Untersuchung der 

mitogenen Eigenschaften neu-synthetisierter, CpG-modulierter pDNA-Vektoren erfolgte 

durch in vitro Stimulierung naiver muriner Splenozyten, Zellen des sekundären 

lymphatischen Gewebes mit einem hohen Anteil an Lymphozyten. Die Überstände der 

stimulierten Zellen wurden nach 48 h geerntet und die Sekretion von IFNγ- und IL-6 mittels 

ELISA bestimmt (vgl. 2.6.4 und 2.6.5).  

Im Gegensatz zu pRS (∼67 pg/ml) induziert der pΔS-Vektor eine 4,7-fache signifikante 

Steigerung der IFNγ-Sekretion (∼319 pg/ml) (Abb. 3-4). Die signifikante 2-fache Steigerung 

der Sekretionsrate nach Stimulierung mit dem pΔS-Vektor (∼112 pg/ml) im Vergleich zu pRS  

(∼57 pg/ml) konnte auch am Beispiel von IL-6 festgestellt werden. Überraschenderweise 

wirkte sich die 110 bp-Deletion im pUCori (vgl. 3.2.1) entscheidend auf die Immunogenität 

des pΔS110--Vektors aus. Verglichen mit dem „parentalen Vektor“ pΔS wurde durch pΔS110- 

eine signifikant niedrigere IFNγ- bzw. IL-6-Sekretion (39 pg/ml bzw. 45 pg/ml) induziert. Der 

Cytokinspiegel war sogar geringer als der des pRS-Vektors (IFNγ: 67 pg/ml, IL-6: 57 pg/ml).    
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Abb. 3-4: Induktion der proinflammatorischen Cytokine IFNγ und IL-6 nach Stimulierung muriner 
Splenozyten mit CpG-modulierten pDNAs 
Naive murine Splenozyten wurden mit jeweils 50 µg der angegebenen pDNAs stimuliert. 48 h später wurden die 
Überstände der stimulierten Zellen quantitativ geerntet und die Menge der sezernierten proinflammatorischen 
Cytokine IFNγ und IL-6 mittels ELISA ermittelt. Die abgebildeten Werte stellen Mittelwerte aus vier unabhängigen 
Experimenten dar. * p<0,01, ** p<0,005 (Student t-test). 
 

Ein vergleichbares Muster der Induktion von IFNγ- und IL-6, ohne deutliche Unterschiede in 

der Konzentration der sezernierten Cytokine, wurde auch nach der Stimulierung mit einer 

niedrigeren pDNA-Dosis (20 µg) festgestellt (Daten nicht gezeigt).  

Der neu hergestellte pΔS-Vektor ist somit im Vergleich zu pRS und pΔS110- in der Lage, eine 

starke und signifikant höhere Sekretion der proinflammatorischen Cytokine IFNγ- und IL-6 

nach Stimulierung muriner Splenozyten zu induzieren.   

 

3.2.2.2 Quantifizierung IFNγ-produzierender Zellen   

Eine wichtige Information nach Stimulierung mit pDNA ist, ob alle Immunzellen 

gleichermaßen mit einer Cytokin-Produktion reagieren, oder ob die Sekretion auf distinkte 

Zellpopulationen zurückzuführen ist. Um dies zu untersuchen, wurde die Anzahl IFNγ-

sezernierender Zellen 24 h nach der Stimulierung muriner Splenozyten mit pDNAs mittels 

ELISpot-Assay bestimmt.  

Analog zur absoluten Cytokinmenge (vgl. 3.2.2.1) induzierte der pΔS-Vektor im Vergleich zu 

pRS bei einer signifikant höheren Zahl von Zellen die Sekretion von IFNγ (pΔS: 244; pRS: 

106 Spots/106 Zellen) (Abb. 3-5). Die Deletion eines 110 bp Fragments im pΔS110- -Vektor 

resultierte in einer signifikanten Abnahme der IFNγ-Spots (105), die damit auf dem Niveau 

des pRS-Vektors blieben. Die Stimulierung mit CpG-ODN induzierte zwar bei mehr Zellen 
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(164) eine IFNγ-Sekretion als die Stimulierung mit pRS und pΔS110-, deren Anzahl war aber 

deutlich niedriger als im Fall von  pΔS-DNA.  
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Abb. 3-5: Induktion IFNγ-produzierender muriner Splenozyten nach Stimulierung mit CpG-modulierten 
pDNAs 
Naive murine Splenozyten wurden mit 50 µg der angegebenen pDNAs stimuliert. Die Anzahl IFNγ-produzierender 
Zellen wurde 24 h später mittels ELISpot-Assay bestimmt. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit 3 pmol 
immunstimulatorischen, synthetischen CpG-Oligodinukleotiden vom B-Typ (CpG-ODN 1826) stimuliert. Die 
abgebildeten Werte stellen Mittelwerte aus vier unabhängigen Versuchen dar. * p<0,005 (Student t-test). 

 

Aus den Abbildungen 3-4 und 3-5 wird ersichtlich, dass der Unterschied zwischen p∆S und 

pRS bzw. p∆S110- sich stärker in der Menge des sezernierten IFNγ manifestiert als allein an 

der Anzahl an IFNγ-sezernierenden Zellen liegt. Während die ELISpot-Daten zwischen p∆S 

und pRS bzw. p∆S110- eine Differenz der Zellzahlen ca. um den Faktor 2 zeigen, lässt sich 

für die Menge an freigesetztem Cytokin aus den ELISA-Ergebnissen dagegen ein Faktor von 

7-8 errechnen. Auch das Verhältnis der Gesamtmenge an IFNγ zur Zahl der IFNγ-

produzierenden Zellen zeigt bei p∆S den höchsten Wert (Abb. 3-6).    
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Abb. 3-6: Verhältnis: IFNγ-Gesamt / IFNγ-produzierende murine Splenozyten 
Die Gesamtmenge an sezerniertem IFNγ wurde ins Verhältnis zur Anzahl der IFNγ-produzierenden Splenozyten 
gestellt. Die errechneten Verhältnisse stellen Mittelwerte aus jeweils vier unabhängigen Werten aus den 
Abbildungen 3-4 und 3-5 dar.    
 

Der pΔS-Vektor induziert nach Stimulierung muriner Splenozyten gegenüber pRS bzw. 

p∆S110- nicht nur eine stärkere Sekretion proinflammatorischer Cytokine, auch die Menge 

IFNγ-produzierender Zellen ist überproportional erhöht. Einen weiteren Hinweis auf die 

starke Immunogenität des pΔS-Vektors liefert die Anzahl IFNγ-produzierender Zellen nach 

Stimulierung muriner Splenozyten, die sogar noch über der nach Stimulierung mit CpG-ODN 

liegt. 

 

3.2.2.3 Erstellung eines Cytokin-Profils 

Die Induktion der IFNγ- und IL-6 Cytokine lieferte ein erstes Indiz hinsichtlich der 

proinflammatorischen Art der Immunreaktion nach Stimulierung mit dem CpG-modulierten 

p∆S-Vektor (vgl. 3.2.2.1). Ob es sich dabei um eine Th1- bzw. Th2 polarisierende Reaktion 

handelt, lässt sich jedoch erst durch die Bestimmung mehrerer Cytokine feststellen. Zu 

diesem Zweck wurden murine Splenozyten mit pDNAs stimuliert und - analog zum ELISA - 

die absoluten Cytokinmengen im Überstand mittels Luminex-Technologie gemessen. 

Ermittelt wurden die Mengen der Th1-Cytokine IFNγ, TNFα und IL-12p40, der Th2-Cytokine 

IL-4, IL-5 und IL-10 sowie der proinflammatorischen Cytokine IL-6 und IL-2. 
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Abb. 3-7: Induziertes Cytokin-Profil nach Stimulierung muriner Splenozyten mit CpG-modulierten pDNAs 
Naive murine Splenozyten wurden mit jeweils 50 µg der angegebenen pDNAs stimuliert. 48 h später wurden die 
Überstände der stimulierten Zellen quantitativ geerntet und die absoluten Mengen an Th1-Cytokinen (IFNγ, TNFα, 
IL-12p40), Th2-Cytokinen (IL-4, IL-5, IL-10) sowie der proinflammatorischen Cytokine IL-6 und IL-2 mittels 
Luminex-Technologie bestimmt. Als Positivkontrolle für die Induktion von Th1-Cytokinen wurden die Zellen mit 3 
pmol synthetischen CpG-Oligodinukleotiden B-Typ (CpG-ODN 1826) stimuliert. Die abgebildeten Werte stellen 
Mittelwerte aus zwei unabhängigen Proben eines repräsentativen Versuches dar. n.d.: nicht detektierbar 
 

Wie in Abbildung 3-7 dargestellt, wurden nach Stimulierung muriner Splenozyten mit dem 

pΔS-Vektor vor allem für die Th1-Immunantwort charakteristische Cytokine sezerniert. Das 

induzierte Cytokinprofil entspricht tendenziell dem nach Stimulierung mit CpG-ODN. Ein 

auffälliger Unterschied war jedoch die minimale Sekretion des Th1-antagonistischen 

Cytokins IL-10. Die Sekretion von Th2-Cytokinen konnte durch keines der Stimulanzien 

induziert werden. Die zuvor gezeigten immunneutralen Eigenschaften des pRS-Vektors 

wurden durch die Luminex-Analysen bestätigt.  

Durch die Reduktion des CpG-Gehaltes von 100% (pRS) auf 50,6% (pΔS) wurde die 

Balance zwischen immunbeeinflussenden CpG-Sequenzen deutlich zu Gunsten 

immunstimulatorischer Motive verschoben und resultierte in der Generierung eines Vektors 

(pΔS) mit deutlich erhöhtem mitogenen Potential. Durch die Deletion von 110 Nukleotiden im 

pUCori (pΔS110-) fiel die Mitogenität des Vektors auf das Ausgangsniveau zurück, was auf 
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das Vorhandensein bisher unbekannter stimulatorischer Motive und/oder cis-aktiver 

Sequenzen in diesem Bereich hindeutete. 

 

3.2.3 Einfluss weiterer Sequenz-Veränderungen im Vektor-Rückgrat sowie der 
110 bp-Region im pUCori auf die Immunogenität  

Unter 3.2.2 konnte gezeigt werden, dass die von uns durchgeführten Veränderung des CpG-

Gehaltes im Rückgrat eines kommerziellen pDNA-Vektors in der Steigerung seiner 

immunogenen Eigenschaften resultiert. Dabei spielte die 110 bp-Region im pUCori eine 

wichtige Rolle. Die verminderte Fähigkeit des pRS-Vektors, proinflammatorische Cytokine zu 

induzieren, zeigt ebenso, dass die immunogene Wirkung der 110 bp-Region auch vom CpG-

Gehalt im Vektorrückgrat abhängt.  

Die nachfolgenden Versuche sollten im Hinblick auf die Aktivierung der angeborenen 

Immunität einerseits Aufschluss über den Einfluss einer weiteren Reduzierung des CpG-

Gehaltes im pΔS-Vektor geben und anderseits die Rolle der 110 bp-Region genauer 

aufklären. Unter diesem Aspekt wurden zunächst Varianten der pΔS- und pΔS110- -Vektoren 

generiert und immunologisch charakterisiert. Die immunogene Wirkung der 110 bp bzw. der 

darin enthaltenden CpG-Dinukleotide wurde durch die Klonierung von 110 bp-Mutanten und 

der anschließenden Stimulierung muriner Splenozyten mit den Varianten näher untersucht.     

  

3.2.3.1 Herstellung der pΔSΔC (pΔS)-und pΔS110+ (pΔ S110-)-Mutanten 

Die gezielte Synthese des pΔS-Vektors mit singulären Restriktionsschnittstellen an den 

Enden jedes Fragments ermöglichte deren einfachen Austausch. Um den CpG-Gehalt im 

Vektor-Rückgrat des pΔS-Vektors weiter zu reduzieren, wurde unter Verwendung der 

singulären Schnittstellen Cla I und Sac I der vorhandene CMV-Promotor gegen einen CpG-

freien CMV-Promotor ausgetauscht (Abb. 3-8 A). Bei der Synthese des CpG-freien CMV-

Promotors wurden alle CpG-Dinukleotide durch TpG-Dinukleotide ersetzt [17]. Die 

resultierende Mutante wies eine weitere Reduktion des CpG-Gehaltes (31,7%) auf und 

wurde als pΔSΔC bezeichnet.    
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CMV: 31 CpG MCS BGH P(A) pUCori Ampicillin bla-Prom 50,6% CpGpΔS (3034 bp)

CMV: 0 CpG MCS BGH P(A) pUCori Ampicillin bla-Prom 31,7% CpGpΔSΔC (3034 bp)

CMV - Prom MCS BGH P(A) pUCori Ampicillin bla-PrompΔS110- (2924) bp Δ110 46,9% CpG

Δ110CMV - Prom MCS BGH P(A) pUCori Ampicillin bla-PrompΔS110+ (3034) bp

110 bp
Hind IIIBam HI

50,6% CpG

A

B

 
 

Abb. 3-8: Schematische Darstellung der pΔSΔC (pΔS)-und pΔS110+ (pΔS110-)-Mutanten 
(A) Der pΔSΔC Expressionsvektor wurde durch Eliminierung aller CpG-Dinukleotide aus dem CMV-Promotor von 
pΔS hergestellt. Dadurch wurde der CpG-Gehalt auf 31,7% reduziert. (B) Die „deletierte“ 110 bp-Region im 
pΔS110- Vektor wurde aus dem pΔS-Vektor amplifiziert und über Bam HI und Hind III Schnittstellen in die MCS 
des pΔS110- Vektors eingefügt (pΔS110+). CMV: Cytomegalie Virus, MCS: multiple cloning site.       
 

Um die Abhängigkeit der immunogenen Wirkung von der Lokalisierung der 110 bp zu 

untersuchen, wurde zunächst eine Mutante des  pΔS110- -Vektors kloniert. Dabei wurden die 

„deletierten“ 110 bp unter Verwendung der Oligonukleotide 110_MCS_Pf und 110_MCS_Pb 

(siehe Anhang) aus dem pΔS-Vektor amplifiziert und über Bam HI und Hind III 

Restriktionsschnittstellen in die multiple cloning site des pΔS110--Vektors eingefügt (Abb. 3-8 

B). Die Länge (3034 bp) und der CpG-Gehalt (50,6%) des neu synthetisierten pΔS110+-

Vektors entsprachen deren von pΔS, beide Vektoren unterscheiden sich jedoch hinsichtlich 

der Lokalisierung der 110 bp und der Deletion im pΔS110+. 

  

3.2.3.2 Erstellung des Cytokin-Profils nach Stimulierung mit pΔS- und pΔS110- 
Varianten 

Wie unter 3.2.2.3 gezeigt werden konnte, aktiviert der pΔS-Vektor in murinen Splenozyten 

eine Signalkaskade, die in einer starken Sekretion von Th1-Cytokinen resultiert. Im 

Gegensatz dazu wurden nur geringe Konzentrationen der Th1-Cytokine nach Stimulierung 

mit dem pΔS110- -Vektor festgestellt. Der Einfluss der weiteren Reduzierung des CpG-

Gehaltes (pΔSΔC), sowie der an eine andere Stelle im Vektor versetzten 110 bp (pΔS110+) 

auf das induzierte Cytokin-Profil, wurde nach Stimulierung naiver muriner Splenozyten durch 

die Quantifizierung sezernierter Cytokine mittels Luminex-Technologie untersucht. 
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Außerdem sollten die immunogenen Eigenschaften der zuvor charakterisierten pRS, pΔS 

und pΔS110- Vektoren evaluiert werden. Gemessen wurden die Mengen die Th1-Cytokine 

IFNγ, TNFα und IL-12p40, die Th2-Cytokine IL-4, IL-5 und IL-10 sowie die 

proinflammatorischen Cytokine IL-6 und IL-2. 
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Abb. 3-9: Einfluss weiterer Mutationen im pΔS und pΔ110- Vektor auf das induzierte Cytokin-Profil nach 
Stimulierung muriner Splenozyten 
Naive murine Splenozyten wurden mit jeweils 50 µg der angegebenen pDNAs stimuliert. 48 h später wurden die 
Überstände der stimulierten Zellen quantitativ geerntet und die absoluten Mengen an Th1-Cytokinen (IFNγ, TNFα, 
IL-12p40), Th2-Cytokinen (IL-4, IL-5, IL-10) sowie der proinflammatorischen Cytokine IL-6 und IL-2 mittels 
Luminex-Technologie bestimmt. Die abgebildeten Werte stellen Mittelwerte aus zwei unabhängigen Proben eines 
repräsentativen Versuches dar. n.d.: nicht detektierbar 
 

Das induzierte Cytokin-Profil (Abb. 3-9) nach Stimulierung muriner Splenozyten mit den pRS, 

pΔS und pΔS110- Vektoren entspricht weitgehend dem in Abb. 3-7 dargestellten Cytokin-

Muster. Unterschiede zeigten sich lediglich im moderaten Nachweis des Th1-

antagonistischen Cytokins IL-10 sowie in der fehlenden Sekretion des IL-12p40 Cytokins 

nach Stimulierung mit pΔS.  

Die generierten Mutanten pΔSΔC und pΔS110+ wiesen ein ähnlich gering-immunogenes 

Verhalten wie die pRS und pΔS110- Vektoren auf. Durch den Austausch des CMV-Promotors 
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gegen einen CpG-freien Promotor im pΔS-Vektor wurden die immunogenen Eigenschaften 

des parentalen pΔS-Vektors deutlich negativ beeinflusst. Die negative Wirkung zeigte sich 

am deutlichsten bei der IFNγ-Sekretion (Abb. 3-9). Das „Versetzen“ der immunogenen 110 

bp in eine andere Region des pΔS110--Vektors (pΔS110+) bewirkte nicht die 

Wiederherstellung der Immunogenität, was die dem pΔS110- -Vektor entsprechenden 

Sekretionsraten von IFNγ belegen. Dies deutet auf die Lokalisierungsabhängigkeit der 110 

bp innerhalb des Vektors auf die Induktion proinflammatorischer Cytokine. Die Sekretion der 

Th2-Cytokine konnte, abgesehen von IL-10, nicht nachgewiesen werden. Das immuninerte 

Verhalten von pΔSΔC und pΔS110+ wurde in mehreren Stimulierungsversuchen und 

Cytokinbestimmungen festgestellt (Daten nicht gezeigt).        

Diese Daten bestätigen wiederum die Fähigkeit des pΔS-Vektors, eine Th1-polarisierende 

Immunantwort zu induzieren und weisen auf die Balance sowie Lokalisierungsabhängigkeit 

immunstimulierender bzw. immunsuppressiver Sequenzen hin.  

 

3.2.3.3 Generierung von 110 bp-Mutanten 

In den bisherigen Ergebnissen wurde gezeigt, dass mit der 110 bp-Deletion im pUCori des 

pΔS110- -Vektors die Fähigkeit, nach Stimulierung naiver Maus-Splenozyten, eine starke 

IFNγ-Sekretion zu induzieren, verloren geht (vgl. 3.2.2.1). Um den immunstimulatorischen 

Einfluss dieser 110 bp näher zu charakterisieren, wurde eine Reihe von Mutanten mit Fokus 

auf die Lokalisierung, Orientierung und den CpG-Gehalt hergestellt. Der erste Schritt bei der 

Generierung der 110 bp-Mutanten war aus Klonierungs-technischen Gründen das Einfügen 

einer zweiten Bgl II Restriktionsschnittstelle in das 5’-Ende der 110 bp mittels PCR unter 

Verwendung der Oligonukleotide Bgl II Pf und Bgl II Pb (siehe Anhang). Dabei konnte 

gleichzeitig eines der fünf CpG-Dinukleotide (Position 1534) innerhalb der 110 bp-Region in 

TpG umgewandelt werden. Die mit zwei Bgl II Schnittstellen versehenen 110 bp wurden in 

einer Ligationsreaktion in den pΔS110--Vektor eingefügt. Da sich durch die 

Klonierungsstrategie mit zwei Bgl II-Schnittstellen nicht festlegen ließ, in welcher Richtung 

die 110 bp mit dem geöffneten Vektor ligieren, konnten zwei Vektoren mit unterschiedlicher 

Orientierung generiert werden (Abb. 3-10). Der p∆SBII-Vektor enthält die 110 bp Region in 

seiner ursprünglichen- und der p∆Sinv-Vektor in umgekehrter Ausrichtung. Beide Vektoren 

sind mit zwei Bgl II Restriktionsschnittstellen bzw. der p∆SBII mit vier und der p∆Sinv-Vektor 

aufgrund der Orientierung mit fünf CpG-Dinukleotiden innerhalb der 110 bp ausgestattet. 
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CG                                CGCG                         CG CG
Bgl II Bgl II

TG            GG              GGTG                             GG
Bgl II Bgl II

TG           CG                CGCG                           CG
Bgl II

CMV - Prom MCS BGH P(A) pUCori Ampicillin bla-PrompΔS (3034 bp)

pΔSBII

pΔSinv

pΔSΔ

Bgl II
110 bp

 
 

Abb. 3-10:  Schematische Darstellung der pΔSBII-, pΔSinv- und pΔSΔ-Vektoren (110 bp-Mutanten) 
Durch unterschiedliche Wiedereinführung der „fehlenden“ 110 bp in den pΔS110--Vektor wurden die 110 bp-
Mutanten pΔSBII (110 bp in Sinnrichtung) und pΔSinv (110 bp in Gegenrichtung) generiert. Die Herstellung des 
pΔSΔ-Vektors erfolgte durch Eliminierung von vier CpG-Dinukleotiden innerhalb der 110 bp-Region des pΔSBII-
Vektors. Die flankierenden Bgl II-Restriktionsschnittstellen sowie die vorhandenen bzw. punktmutierten CpG-
Dinukleotide sind hervorgehoben. 
 

Unter Vorbehalt, dass die fünf CpG-Dinukleotide innerhalb der 110 bp keinem bisher 

bekannten immunstimulatorischen Motiv entsprechen, liegt es nahe, dass die Ursache der 

Immunstimulation durch die 110 bp auf eines der CpGs zurückzuführen ist. Eines der CpGs 

konnte bei der Herstellung des p∆SBII zu TpG umgewandelt werden. Die restlichen vier 

CpG-Dinukleotide wurden durch eine ortsspezifische Mutagenese (vgl. 2.1.10) in GpG bzw. 

TpG geändert. Der resultierende Vektor wurde als p∆S∆ bezeichnet und enthält keine CpG-

Dinukleotide innerhalb der 110 bp Region (Abb. 3-10).  

 

3.2.3.4 Einfluss der Lokalisierung, Orientierung und des CpG-Gehaltes der 110 bp 
auf seine immunstimulatorischen Eigenschaften 

Die immunogene Wirkung der 110 bp innerhalb des pUCori konnte nach dem Einfügen in 

eine andere Vektor-Region nicht wiederhergestellt werden (vgl. 3.2.3.2). In den folgenden 

Versuchen sollte der Einfluss dieser Region hinsichtlich der Orientierung sowie der darin 

enthaltenden CpG-Dinukleotide auf die Induktion der IFNγ-Sekretion getestet werden. Hierfür 

wurden die 110 bp-Mutanten in Stimulierungversuchen naiver muriner Splenozyten 

untersucht. Die Überstände wurden 48 h nach Stimulierung geerntet und die Sekretion von 

IFNγ mittels ELISA bestimmt. Als interne Stimulierungskontrolle dienten die zuvor gut 

charakterisierten pRS, p∆S und p∆S110- Konstrukte.  
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Abb. 3-11: Induktion der IFNγ-Sekretion nach Stimulierung muriner Splenozyten mit 110 bp-Mutanten  
Naive murine Splenozyten wurden mit den angegebenen pDNAs stimuliert. 48 h später wurden die 
Zellüberstände geerntet und die Sekretion des Th1 Cytokins IFNγ mittels ELISA quantitativ bestimmt. Die 
abgebildeten Werte zeigen: (A) Mittelwerte aus zwei unabhängigen Proben eines repräsentativen Versuches, (B) 
relativ auf pΔS bezogene Werte aus zwei unabhängigen Experimenten. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit 
3 pmol synthetischen CpG-Oligodinukleotiden B-Typ (CpG-ODN 1826) stimuliert. 
 

Wie in Abb. 3-11 dargestellt, konnte durch Wiedereinführung der 110 bp in Sinnrichtung in 

den p∆S110- -Vektor (p∆SBII) die Fähigkeit, IFNγ-Sekretion zu induzieren, wiederhergestellt 

werden. Die Konzentration des proinflammatorischen Cytokins war nach Stimulierung mit 

p∆SBII auf dem gleichen Niveau wie bei p∆S und CpG-ODN. Durch p∆Sinv konnte eine 

deutlich höhere IFNγ-Produktion induziert werden als durch die pRS und p∆S110- 

Konstrukte, jedoch deutlich weniger als nach Stimulierung mit den p∆S und p∆SBII Vektoren. 

Die Eliminierung von CpG-Dinukleotiden aus der 110 bp-Region (p∆S∆) bewirkte ebenso 

einen deutlichen Rückgang der IFNγ-Sekretion.  

Der Einfluss der Mutationen in der 110 bp-Region auf die Aktivierung IFNγ-sezernierender 

Zellen wurde 24 h nach der Stimulierung mittels ELISpot-Assay bestimmt.  
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Abb. 3-12: Induktion IFNγ-produzierender muriner Splenozyten nach Stimulierung mit 110 bp-Mutanten 
Naive murine Splenozyten wurden mit den angegebenen pDNAs stimuliert. Die IFNγ-produzierenden Zellen 
wurden 24 h später mittels ELISpot-Assay bestimmt. Die abgebildeten Werte zeigen: (A) Mittelwerte aus drei 
unabhängigen Proben eines repräsentativen Versuches, (B) relativ auf pΔS bezogene Werte aus zwei 
unabhängigen Experimenten. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit synthetischen CpG-Oligodinukleotiden B-
Typ (CpG-ODN 1826) stimuliert. * p<0,005 (Student t-test). 
 

Wie aus Abb. 3-12 ersichtlich, konnte nach Stimulierung mit den 110 bp-Mutanten ein 

ähnliches Muster IFNγ-sezernierender Splenozyten wie bei der Bestimmung der 

Gesamtmenge des proinflammatorischen Cytokins bestimmt werden. Während p∆SBII 

ungefähr die gleiche Anzahl an Spots wie der p∆S-Vektor induzierte, blieben p∆Sinv und 

p∆S∆ auf dem Niveau der pRS und p∆S110- -Vektoren. Anders als bei der Menge an 

sezerniertem IFNγ (Abb. 3-11) war die hohe Anzahl an IFNγ-produzierenden Zellen nach 

Stimulierung mit synthetischen B-Typ CpG-ODN auffällig.  

Analog zu 3.2.2.2 konnte bestätigt werden, dass Modifikationen im CpG-Gehalt des 

Vektorrückgrats keinen oder nur einen geringen Einfluss auf die Anzahl der IFNγ-

sezernierenden Zellen haben, vielmehr jedoch auf die Menge der produzierten 

proinflammatorischen Cytokine wirken. 

 

3.2.3.5 Zusammenfassung 1 

Durch die Reduktion des CpG-Gehaltes von 100% (pRS) auf 50,6% (pΔS) wurde die 

Balance zwischen immunbeeinflussenden CpG-Sequenzen deutlich zu Gunsten 

immunstimulatorischer Motive verschoben und resultierte in der Generierung eines Vektors 

(pΔS) mit deutlich erhöhtem mitogenen Potential. Die Deletion der 110 bp im pUCori des 

pΔS-Vektors hatte negative Auswirkungen hinsichtlich seiner immunogenen Eigenschaften. 

Die immunstimulatorische Fähigkeit der 110 bp ist Lokalisierungs- und 
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Orientierungsabhängig, wobei die fünf darin enthaltenden CpG-Dinukleotide eine beachtliche 

immunstimulatorische Rolle spielen.   

 

3.2.4 Einfluss von TLR9 auf die Aktivierung der angeborenen Immunität nach 
Stimulierung mit pDNA 

TLR9 ist als zellulärer endosomaler Rezeptor für die Erkennung unmethylierter CpG-

Dinukleotide verantwortlich [116]. Die daraus resultierende Aktivierung der MyD88-

abhängigen Signal-Kaskade und Hochregulierung der Expression proinflammatorischer 

Cytokine (IFNγ-, IL-12p70 u.a.) ist eine der ersten Reaktionen des angeborenen 

Immunsystems als Antwort auf Infektionen [94]. Unmethylierte CpGs innerhalb einer pDNA 

fungieren somit als potentielle Induktoren der IFNγ-Sekretion nach der Stimulierung 

immunkompetenter Zellen.  

Um den TLR9-abhängigen Beitrag von CpGs bei der Aktivierung der IFNγ-Produktion zu 

messen, wurden Splenozyten aus Wildtyp (wt) und TLR9-defizienten (TLR9-/-) Mäusen mit 

CpG-modulierten pDNAs stimuliert. 48 h später wurden die Zellüberstände geerntet und die 

Gesamtmenge an IFNγ mittels ELISA bestimmt (Abb. 3-13 A). Die Anzahl IFNγ-

sezernierender Zellen konnte 24 h nach Stimulierung mittels ELISpot analysiert werden 

(Abb. 3-13 B).       
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Abb. 3-13: Einfluss von TLR9 auf die Aktivierung der angeborenen Immunität nach Stimulierung mit pDNA 
Naive murine Splenozyten aus Wildtyp (wt)- und TLR9-/- -Mäusen wurden mit den angegebenen pDNAs stimuliert. 
(A) 48 h später wurden die Überstände der stimulierten Zellen quantitativ geerntet und die Menge des Th1-
Cytokins IFNγ mittels ELISA ermittelt. Die abgebildeten Werte stellen Mittelwerte aus zwei unabhängigen Proben 
eines repräsentativen Versuches dar. (B) Die Anzahl IFNγ-produzierenden Zellen wurden 24 h später mittels 
ELISpot-Assay bestimmt. Die abgebildeten Werte stellen Mittelwerte aus drei unabhängigen Proben eines 
repräsentativen Versuches dar. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit 3 pmol synthetischen CpG-
Oligodinukleotiden B-Typ (CpG-ODN 1826) stimuliert. Die Stimulierung mit PMA/Iono diente als interne Assay-
Kontrolle. ## = nicht auszählbar, TLR = Toll like receptor, PMA = Phorbol 12-myristate 13-acetate, Iono = 
Ionomycin.  * p<0,01 (wt vs. TLR9-/-; Student t-test). 
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Die Abhängigkeit der IFNγ-Sekretion von TLR9 nach Stimulierung muriner Splenozyten mit 

pDNA ist in Abb. 3-13 deutlich zu erkennen. Analog zu den bisherigen Daten zeigten die 

CpG-modulierten pDNAs nach Stimulierung von wt-Splenozyten das bekannte 

Stimulierungsprofil hinsichtlich der freigesetzten Menge an IFNγ und der Anzahl an IFNγ-

sezernierenden Zellen. Nach der Stimulierung TLR9-defizienter Splenozyten konnte weder 

durch verschiedene pDNA-Vektoren noch mit CpG-ODN eine IFNγ-Sekretion induziert 

werden. Die Stimulierung mit PMA/Iono als interne Versuchskontrolle zeigte, dass die TLR9-/- 

Splenozyten in der Lage waren, IFNγ TLR9-unabhängig zu sezernieren.     

 
3.2.4.1 Beteiligung von TLR9 an der Induktion von Th1-Cytokinen 

Unter 3.2.4 wurde die Abhängigkeit der IFNγ-Sekretion von TLR9 nach Stimulierung von 

Maus-Splenozyten mit pDNA gezeigt. Um den Einfluss von TLR9 auf die Induktion 

prominenter Th1- und Th2-Cytokine nach Aufnahme der pDNA in die Zelle zu untersuchen, 

wurde das Cytokin-Profil nach Stimulierung muriner wt und TLR9-/- Splenozyten mittels 

Luminex-Technologie bestimmt.  
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Abb. 3-14: Beteiligung von TLR9 an der Cytokin-Induktion 
Naive murine Splenozyten aus Wildtyp (wt)- und TLR9-/- -Mäusen wurden mit den angegebenen pDNAs stimuliert. 
48 h später wurden die Überstände der stimulierten Zellen quantitativ geerntet und die absoluten Mengen an Th1-
Cytokinen (IFNγ, TNFα, IL-12p40), Th2-Cytokin (IL-10) sowie der proinflammatorischen Cytokine IL-6 und IL-2 
mittels Luminex-Technologie bestimmt. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit synthetischen CpG-
Oligodinukleotiden B-Typ (CpG-ODN 1826) stimuliert. Die abgebildeten Werte stellen Mittelwerte aus zwei 
unabhängigen Proben eines repräsentativen Versuches dar. n.d.: nicht detektierbar 
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Ermittelt wurden die sezernierten Mengen der Th1-Cytokine IFNγ, TNFα und IL-12p40, des 

Th2-Cytokins IL-10 sowie der proinflammatorischen Cytokine IL-6 und IL-2. Analog zur IFNγ-

Messung (Abb. 3-13) konnte nach der in vitro Stimulierung TLR9-defizienter Maus-

Splenozyten auch keine Sekretion von anderen proinflammatorischen sowie Th1-Cytokinen 

im Zellüberstand gemessen werden (Abb. 3-14). Wie in den bisherigen Luminex Versuchen 

(vgl. 3.2.2.3 und 3.2.3.2) wurde die Fähigkeit zur Induktion Th1-polarisierender Cytokine 

durch die Vektoren pΔS und pΔSBII nach der Stimulierung muriner wt-Splenozyten bestätigt. 

Die Sekretion Th2-charakteristischer Cytokine (IL-4 und IL-5) konnte weder nach 

Stimulierung von wt- noch TLR9-/- -Splenozyten induziert werden (Daten nicht gezeigt). CpG-

ODN zeigten ein ähnliches Cytokin-Profil wie das pΔS-Konstrukt.  

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass unmethylierte CpGs in pDNAs, in Abhängigkeit 

von TLR9, entscheidend zur Induktion von proinflammatorischen und Th1-Cytokinen nach 

Stimulierung von murinen Splenozyten beitragen. 

 

3.2.5 Beteiligung einzelner Zellpopulationen des Immunsystems an der IFNγ-
Sekretion 

Unter 3.2.2 und 3.2.3 konnte gezeigt werden, dass der CpG-modulierte pDNA-Vektor pΔS in 

der Lage ist, naive murine Splenozyten zur Sekretion proinflammatorischer und Th1-

Cytokine anzuregen. Eine wesentliche Rolle spielen dabei die durch den TLR9 erkannten 

CpG-Sequenzen (vgl. 3.2.4). Da TLR9 nicht auf allen Zellen des angeborenen 

Immunsystems exprimiert wird [94], wurde in folgenden Versuchen die Beteiligung einzelner 

Zellpopulationen an der Aktivierung der angeborenen Immunität nach Stimulierung mit dem 

pRS-, pΔS- und pΔS 110- -Vektoren untersucht.     

Die isolierten Maus-Splenozyten bestehen zu 50-60% aus B-Lymphozyten, zu etwa 30-35% 

CD8+ und CD4+ T-Zellen sowie zu 10% aus Monozyten/Makrophagen und dendritischen 

Zellen (DC). Der Rest setzt sich aus neutrophilen Granulozyten, NK-Zellen und Fibroblasten 

zusammen. Zur Untersuchung der Bedeutung dieser Zellpopulationen wurden die 

entsprechenden Zellen mit Hilfe spezifischer magnetischer Partikel aus der 

Gesamtpopulation depletiert (vgl. 2.6.8). B-Zellen wurden durch ihren Oberflächenmarker 

CD19 charakterisiert, T-Zellen durch CD4 bzw. CD8, DC über CD11c und NK-Zellen über 

CD49b. Aus technischen Gründen war es zum damaligen Zeitpunkt nicht möglich, die 

Monozyten/Makrophagen-Population aus den Maus-Splenozyten zu entfernen.  

Die nachfolgenden Stimulierungen der Splenozyten-Fraktionen mit den jeweils aussortierten 

Zellpopulationen sollten auf die Rolle der einzelnen Immunzellen bei der Generierung einer 

Immunreaktion nach Stimulierung mit CpG-modulierten pDNA hinweisen.    
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Abb. 3-15: FACS-Analyse der Depletion einzelner Zellpopulationen des Immunsystems  
In der oberen Reihe sind die prozentualen Anteile der jeweiligen Immunzellen an der Gesamt-
Splenozytenpopulation dargestellt (unbehandelt). Der prozentuale Anteil einzelner Zelltypen nach der Depletion 
ist in der unteren Reihe gezeigt (depletiert). Für die Depletion sowie den durchflußzytometrischen Nachweis 
distinkter Zellpopulationen wurden folgende Oberflächenmarker verwendet: CD11c (Dendriten), CD4 und CD8 (T-
Zellen), CD 49b (NK-Zellen) und CD19 (B-Zellen). SSC = side scatter. 
 

Die Überprüfung der Depletion einzelner Zellpopulationen erfolgte mittels FACS 

(fluorescence activated cell sorting)-Analyse. Hierbei wurde die Gesamtpopulation der 

Splenozyten bzw. die jeweilige Restpopulation mit einem Fluoreszenz-gekoppelten 

Antikörper „gefärbt“, welcher an den selben Oberflächenmarker bindet wie die zur Depletion 

verwendeten beads. Wie in Abb. 3-15 dargestellt, konnten die CD19-positiven B-Zellen zu 

mindestens 98% aussortiert werden, die CD49b-positiven NK-Zellen zu über 90%. CD4- und 

CD8-positive T-Zellen wurden zu über 97% abgereichert, die DCs mit dem 

Oberflächenmarker CD11c zu mindestens 95%.  

 

3.2.5.1 Rolle der TLR9-exprimierenden Zellen bei der IFNγ-Sekretion nach 
Stimulierung mit pDNA 

TLR9 wird in murinen Zellen nur in B-Lymphozyten, DCs und Monozyten exprimiert [94]. Als 

Reaktion auf die Stimulierung mit CpG-DNA sind die B-Zellen in der Lage, hohe Mengen an 

IFNγ zu produzieren [168,219]. Um den Einfluss von B-Zellen und DCs in der Gesamtheit der 

Maus-Lymphozyten auf die IFNγ-Sekretion zu untersuchen, wurden murine Splenozyten 

jeweils nach Depletion der B-Zellen oder DCs mit den pRS, pΔS und pΔS110- -Vektoren, 

sowie CpG-ODN stimuliert. Der Anzahl IFNγ-produzierender Zellen wurde 24 h später mittels 

ELISpot bestimmt. 
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Abb. 3-16: Rolle der TLR9-exprimierenden Zellen bei der IFNγ-Sekretion nach Stimulierung mit pDNA 
Naive murine Splenozyten (grau) sowie naive CD19-depletierte ((A), schraffiert) und  CD11c-depletierte ((B), 
schraffiert) murine Splenozyten wurden mit den angegebenen pDNAs stimuliert. IFNγ-produzierende Zellen 
wurden 24 h später mittels ELISpot bestimmt. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit synthetischen CpG-
Oligodinukleotiden B-Typ (CpG-ODN 1826) stimuliert. Die abgebildeten Werte stellen Mittelwerte aus drei 
unabhängigen Proben eines repräsentativen Versuches dar. * p<0,01 (Splenozyten vs. CD19-depletiert; Student 
t-test). 
 

Das induzierte IFNγ-ELISpot Muster nicht-depletierter Zellen stimmte nach Stimulierung 

unbehandelter Splenozyten mit den bisher ermittelten Daten überein (vgl. 3.2.2.2). Durch 

pΔS konnten äquivalente Mengen IFNγ-produzierender Splenozyten detektiert werden wie 

nach Stimulierung mit CpG-ODN (Abb. 3-16). Im Vergleich dazu konnten durch die pRS- und 

pΔS110- -Vektoren nur etwa 60% der Anzahl an IFNγ-Spots nachgewiesen werden. Die 

Depletion von B-Lymphozyten aus der Gesamt-Splenozyten-Population hatte einen 

signifikanten Rückgang der Menge IFNγ-sezernierender Zellen zur Folge (Abb. 3-16 A). 

Dabei wurde die Zahl der IFNγ-Spots bei allen Konstrukten auf unter 17% reduziert. 

Besonders auffällig ist der starke Abfall nach Stimulation mit CpG-ODN. Im Gegensatz dazu 

war die Abnahme der Zahl an IFNγ-Spots nach Depletion CD11c-positiver DCs weniger 

eindeutig (Abb. 3-16 B). Obwohl nach Stimulierung mit pΔS ca. 50% weniger IFNγ-

produzierende Zellen induziert wurden, hatte die Depletion von DCs keinen Einfluss auf die 

IFNγ-Sekretion nach Behandlung mit CpG-ODN.  

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass B-Lymphozyten die potentiell verantwortliche 

Zellpopulation für die Produktion von IFNγ nach Stimulierung muriner Splenozyten mit CpG-

modulierten pDNA-Vektoren sind.  

 

3.2.5.2 Einfluss von T-Zellen und NK-Zellen auf die pDNA-abhängige IFNγ-
Produktion 

Im Rahmen einer proinflammatorischen Reaktion des Immunsystems fungieren NK-Zellen 

und T-Zellen als wichtige IFNγ-Produzenten (vgl. 1.4.3). Durch die Messung der IFNγ-
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Konzentration wurde gezeigt, dass der CpG-modulierte pΔS-Vektor nach Stimulierung 

muriner Splenozyten eine stark Th1-polarisierte Immunreaktion hervorruft (vgl. 3.2.2.3).  

Im Folgenden soll der Beitrag prominenter IFNγ-produzierender Zellpopulationen nach 

pDNA-Stimulierung determiniert werden. Hierfür wurden Maus-Splenozyten mit jeweils 

depletierten NK-Zellen oder T-Zellen mit den pRS, pΔS und pΔS110- -Vektoren sowie CpG-

ODN stimuliert und die Anzahl IFNγ-sezernierender Zellen nach 24 h mittels ELISpot 

bestimmt. 
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Abb. 3-17: Einfluss von T-Zellen und NK-Zellen auf die IFNγ-Sekretion 
Naive murine Splenozyten (grau) sowie naive  CD4/CD8-depletierte ((A), schraffiert) und CD49b-depletierte ((B), 
schraffiert) murine Splenozyten wurden mit den angegebenen pDNAs stimuliert. IFNγ-produzierende Zellen 
wurden 24 h später mittels ELISpot Assay bestimmt. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit synthetischen 
CpG-Oligodinukleotiden B-Typ (CpG-ODN 1826) stimuliert. Die abgebildeten Werte stellen Mittelwerte aus drei 
unabhängigen Proben eines repräsentativen Versuches dar. 
 

Analog zu der Depletion von DCs (vgl. 3.2.5.1) wurde nach Stimulierung CD4/CD8- und 

CD49b-depletierter Splenozyten mit CpG-modulierten pDNA-Vektoren eine geringe 

Abnahme der Anzahl IFNγ-produzierender Zellen determiniert. Die einzige Ausnahme im 

Form einer signifikanten Reduktion der Anzahl an IFNγ-Spots stellen CD4/CD8-defiziente 

Splenozyten nach der Stimulierung mit dem pΔS-Vektor dar (Abb. 3-17 A). 

Erwartungsgemäß hatte die Depletion der NK- und T-Zellen aus der Gesamt-

Splenozytenpopulation keinen Einfluss auf die CpG-ODN-bedingte IFNγ-Produktion. Dies 

deutet darauf hin, dass die CpG-vermittelte IFNγ-Sekretion durch NK- und T-Zellen eher auf 

indirektem Weg durch aktivierte APC zustande kommt. Demzufolge ist der festgestellte 

Rückgang der Anzahl an IFNγ-sezernierenden Zellen nach Depletion von NK- und T-Zellen 

eher auf Nicht-CpG stimulatorische Sequenzen zurückzuführen.  
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Zusammengefasst geben die Daten der Depletionsstudien einen Hinweis auf die TLR9-

unabhängige Hochregulation der IFNγ-Produktion in murinen Splenozyten nach Stimulierung 

mit pDNA. 

 

3.2.6 Untersuchungen der immunogenen Eigenschaften CpG-modulierter 
pDNA-Vektoren im humanen System 

Wie die bisherigen Ergebnisse zeigen, wurde durch die Modulation des CpG-Gehaltes im 

Rückgrat einer kommerziellen pDNA ein immunaktivierender pDNA-Vektor (pΔS) generiert. 

Die gezeigten Ergebnisse legen nahe, dass seine Mitogenität durch die Verschiebung des 

Gleichgewichts zwischen immunstimulatorischen und immuninhibitorischen Sequenzen 

zustande kommt. 

Der potentielle Einsatz von pΔS als DNA-Vakzine-Vektor erfordert eine ausführliche 

Charakterisierung seiner immunogenen Eigenschaften im humanen System. Außerdem 

sollte die Sequenz-abhängige Aktivierung der angeborenen Immunität mit Fokus auf die 110 

bp Region nach Stimulierung immunkompetenter humaner Zellen untersucht werden.  

 

3.2.6.1 Induktion der Interferon α (IFNα)-Sekretion nach Stimulierung humaner 
PBMC mit pDNA 

Als Vertreter der Typ-I Cytokine wird IFNα nach einer viralen Infektion oder nach 

Stimulierung mit synthetischen CpG-ODN durch immunkompetente Zellen produziert [164]. 

Neben seiner antiviralen Aktivität spielt IFNα eine entscheidende Rolle bei vielen 

immunregulatorischen Prozessen wie Proliferation, Differenzierung und Aktivierung 

verschiedener Zellen des Immunsystems [164]. Um die Fähigkeit der CpG-modulierten 

pDNAs, eine Induktion der IFNα-Sekretion hervorzurufen, zu untersuchen, wurden humane 

PBMC mit den pRS, pΔS und pΔS110--Vektoren stimuliert und die IFNα-Konzentration nach 

24-stündiger Inkubation in Überständen der stimulierten Zellen mittels ELISA quantitativ 

bestimmt. Zur effizienten pDNA-Aufnahme in die Zellen wurden die pDNAs im Komplex mit 

DOTAP auf die PBMCs gegeben.  
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Abb. 3-18: Induktion der IFNα-Sekretion nach Stimulierung humaner PBMCs mit pDNAs 
2x10

6
 humane PBMCs wurden mit 1 pmol/ml der angegebenen pDNAs im Komplex mit DOTAP stimuliert. Die 

Sekretion des Typ-I Cytokins IFNα wurde 24 h später in Zell-Überständen mittels ELISA quantifiziert. Als 
Positivkontrolle wurden die Zellen mit 2 pmol synthetischen CpG-Oligodinukleotiden -Typ A (CpG-ODN-A) 
stimuliert. Die abgebildeten Werte stellen Mittelwerte aus zwei unabhängigen Proben eines repräsentativen 
Versuches dar. PBMC = Peripheral Blood Mononuclear Cell. * p<0,005 (Student t-test). 
 

Wie aus Abb. 3-18 ersichtlich, konnte durch den pΔS-Vektor eine starke IFNα-Sekretion 

(2300 pg/ml) induziert werden. Die Konzentration des Typ-I Interferon entsprach der 

ermittelten Konzentration nach Stimulierung mit Typ-A CpG-ODN (2578 pg/ml).  

Während gegenüber dem pRS-Konstrukt (2140 pg/ml) keine deutliche Steigerung der IFNα-

Sekretion nach Stimulierung humaner PBMCs mit dem pΔS-Vektor nachgewiesen werden 

konnte, resultierte die Deletion der 110 bp im pUCori in einem signifikanten Rückgang der 

IFNα-Sekretion (942 pg/ml).  

   

3.2.6.2 Induktion der Cytokin-Sekretion nach Stimulierung humaner pDCs mit 
pDNA 

DCs als professionelle APC stellen eine wichtige Verbindung zwischen dem angeborenen 

und spezifischen Immunsystem dar [149]. Aufgrund phänotypischer Merkmale sowie des 

induzierten Cytokin-Profils nach einer Infektion werden DCs in zwei Subpopulationen, die 

myeloiden (mDCs) und plasmazytoiden (pDCs) Dendriten unterteilt [95,150]. Als 

Hauptproduzenten des Typ-I Interferons IFNα beeinflussen pDCs den Aktivierungszustand 

von NK-Zellen, B-Lymphozyten sowie T-Zellen und tragen somit zur Generierung der 

humoralen und zellulären Immunantwort bei [95]. Im Gegensatz zu mDCs exprimieren pDCs 

TLR9 und können durch CpG-ODN zur Produktion hoher Mengen IFNα angeregt werden 

[164]. 

Die Fähigkeit von pDNA in humanen pDCs IFNα-Sekretion zu induzieren wurde in 

Stimulierungsversuchen untersucht. Außerdem sollte aufgeklärt werden, ob CpG-
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Modulationen im Vektor-Rückgrat, analog zur  IFNγ-Produktion im murinen System, die 

IFNα-Sekretion beeinflussen.   

pDCs wurden durch positive Selektion aus humanen PBMCs unterschiedlicher Spender 

isoliert (vgl. 2.6.3), anschließend 24 h mit IL-3 als Maturierungsfaktor kultiviert und mit CpG-

modulierten pDNAs sowie CpG-ODN und LPS stimuliert. Neben der Sekretion von IFNα 

wurde nach 24-stündiger Inkubation in den Überständen stimulierter Zellen auch die 

Konzentration des Th1-Cytokins IL-12p70 quantitativ bestimmt.    
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Abb. 3-19: Induktion der Sekretion von IFNα und IL-12p70 nach Stimulierung humaner pDCs mit pDNAs 
(A) Reinheitskontrolle der pDCs durch Anfärbung des spezifischen Oberflächenmarkers BDCA2 (CD303) mit 
anschließender Analyse im FACS. pDCs konnten mit einer Reinheit von 97,5% aufgereinigt werden. Dot-Plot: 
gegatete Zellen = Lebendzellpopulation, Histogramm: ausgefüllte Fläche = ungefärbte Zellen; nicht ausgefüllte 
Fläche = BDCA2-gefärbte Zellen. (B) 2x10

4 pDCs wurden mit 50 µg der angegebenen pDNAs stimuliert. Die 
Sekretion der Typ-I (IFNα) und Th1 (IL-12p70) Cytokine wurde nach 24-stündiger Inkubation in Zell-Überständen 
mittels ELISA quantitativ ermittelt. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit 2 pmol CpG-Oligodinukleotiden-Typ 
A (CpG-ODN-A) stimuliert. Diese Abbildung ist repräsentativ für 2 Spender aus 2 unabhängigen Experimenten. 
pDCs: plasmazytoide Dendritische Zellen, SSC: side scatter, FSC: forward scatter, LPS: Lipopolysaccharid.  
* p<0,01 (vs. pΔS; Student t-test). 
 

Die Reinheitskontrolle isolierter pDCs erfolgte durch Anfärbung des spezifischen 

Oberflächenmarkers BDCA2 (CD303). Die anschließende FACS-Analyse der angefärbten 

Zellen zeigte, dass die isolierte Zellpopulation zu 97,5% aus BDCA2-positiven pDCs bestand 

78  
 



Ergebnisse 
_____________________________________________________________________________________________________ 

(Abb. 3-19 A). Die angegebene Prozentzahl bezieht sich auf den pDCs-Anteil der 

immunologisch relevanten Lebendzellpopulationen.  

Wie in Abb. 3-19 B dargestellt, wurde die höchste IFNα-Sekretion nach Stimulierung 

humaner pDCs mit dem pΔS-Vektor (296 pg/ml) und mit CpG-ODN (295 pg/ml) induziert. 

Dagegen konnte nach pRS-Stimulierung etwa 40% weniger IFNα gemessen werden (179 

pg/ml). Analog zu den Stimulierungsdaten und der Sekretion von proinflammatorischen 

Cytokinen im Mausmodell hatte die Deletion der 110 bp im pUCori eine enorme 

Verminderung der Fähigkeit, IFNα zu induzieren, zur Folge. Die Auswirkung der 110 bp-

Sequenz auf die Vektor-Immunogenität wurde durch die minimale Konzentration des 

sezernierten Th1-Cytokins IL-12p70 (13 pg/ml) bestätigt. Der pΔS-Vektor hingegen war als 

einziges Stimulans in der Lage, humane pDCs zur nennenswerten Produktion von IL-12p70 

anzuregen (38 pg/ml). Die Stimulierung humaner pDCs mit hochimmunogenem LPS hatte 

weder zu IFNα- noch zu IL-12p70-Sekretion geführt.  

Die starke Induktion der Sekretion von Typ-I Interferon (IFNα) und Th1-Cytokin (IL-12p70) 

nach der Stimulierung von pDCs aus verschiedenen Spendern zeigt die Fähigkeit des pΔS-

Vektors, auch in humanen Zellen die Produktion immunregulatorischer Cytokine zu 

aktivieren.     

   

3.2.7 Zusammenfassung 2 
Um den Einfluss von Sequenz-Modifikationen im Vektor-Rückgrat auf die Aktivierung der 

angeborenen Immunität zu untersuchen, wurden CpG-modulierte pDNA-Konstrukte 

generiert. Die anschließenden immunologischen Charakterisierungen zeigten, dass der pΔS-

Vektor gegenüber den anderen Vektoren in der Lage ist sowohl naive murine Splenozyten 

zur Sekretion hoher Mengen proinflammatorischer Cytokine anzuregen als auch in humanen 

pDCs die Produktion von IFNα zu induzieren. Dabei konnte anhand der Messung des 

Cytokin-Profils eine Th1-polarisierende Immunantwort nach Stimulierung mit dem pΔS-

Vektor nachgewiesen werden. Diese Eigenschaften machen den pΔS-Vektor zu einem 

Kandidaten für Vakzinierungszwecke. Die 110 bp-Region in pUCori hat abhängig von der 

Lokalisierung, der angrenzenden Sequenzen und des CpG-Gehaltes eine entscheidende 

Rolle für die immunogenen Eigenschaften der hergestellten CpG-modifizierten pDNA. Der 

pDNA-Vektor mit fehlender 110 bp-Region (pΔS110-) besitzt demzufolge eine sehr geringe 

Mitogenität, was ihn zu einem interessanten Kanditaten für die pDNA-basierte Gentherapie 

macht. Die induzierte Sekretion Th1-polarisierender Cytokine nach Stimulierung muriner 

Splenozyten mit pDNA ist abhängig von der Expression des TLR9. Die Depletionsstudie hat 

erste Hinweise auf die B-Lymphozyten, als verantwortliche Zellpopulation für die IFNγ-

Sekretion nach pDNA-Stimulierung, gegeben.  
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3.3 Einfluss von CpG-Dinukleotiden innerhalb der kodierenden 
Region auf die in vitro und in vivo Expression des murinen 
Erythropoietin-Gens (mEPO) 

 

Die Basis für einen effizienten pDNA-basierten Gentherapievektor ist eine gute und 

langandauernde Expression des kodierten Transgens. Eine Schlüsselrolle bei der Regulation 

der Genexpression spielen im Promotorbereich und Leserahmen eines Gens enthaltenden 

CpG-Dinukleotide. Einerseits können Methylierungen dieser CpGs zu einer Verminderung 

oder sogar zur Abschaltung der Expression der Gene führen [70,71,214,220], anderseits 

fungieren intragenische CpG-Dinukleotide als Bindestellen für Transkriptions-aktivierende 

Faktoren [221].   

Als Modell-Transgen für die Untersuchungen der in vitro und in vivo Expression wurde 

mEPO verwendet. Humanes EPO, als Schlüsselhormon bei der Erythrozytenbildung, wird in 

der Klinik zur Behandlung diverser Anämien unterschiedlicher Ätiologie eingesetzt und ist 

gegenwärtig einer der meistverkauften pharmazeutischen Produkte weltweit. Als Alternative 

zur kostenintensiven Therapie mit rHu-EPO wird in den letzten Jahren die EPO-Gentherapie 

diskutiert. Neben den Virus-assoziierten Vektoren werden dabei auch pDNA-basierte EPO-

Gentherapie-Vektoren entwickelt. Um die Transfektions- bzw. Expressionseffizienz einer 

pDNA erhöhen zu können, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Einfluss des CpG-

Gehaltes in der kodierenden Sequenz von mEPO auf die Höhe und Dauer der in vitro und in 

vivo Expression untersucht. In diesem Zusammenhang wurden CpG-modulierte sowie 

Kodonoptimierte Varianten des mEPO-Gens generiert und in Expressionsanalysen näher 

charakterisiert. Neben der in vitro Proteinexpression wurde der Einfluss von CpG-

Modifikationen auf die Expression mEPO-spezifischer RNA untersucht. Zur Untersuchung 

der in vivo Expression der mEPO-Varianten wurden zudem unterschiedliche 

Konzentrationen mEPO-kodierender pDNA in Balb/c Mäuse appliziert und zu verschiedenen 

Zeitpunkten die mEPO-spezifischen Expressionsparameter gemessen.  

  

3.3.1 Design und Optimierung der mEPO-Gene 
Als Grundlage für die Synthese der verschiedenen Varianten des mEPO-Gens diente die 

Degenerierung des genetischen Kodes mit der Möglichkeit zur Änderung der dritten Position 

im Kodon, ohne dabei die kodierende Aminosäuresequenz zu beeinflussen [222]. 

Ausgehend vom mEPO Wildtyp-Gen (mEPOwt) wurden drei Genvarianten mit Fokus auf die 

Modifikation des CpG-Gehaltes sowie die Kodonwahl-Optimierung generiert (Abb 3-20). 

Analog zu mEPOwt (14 CpGs) weist das mEPOΔCpG-Gen keine Kodonwahloptimierung, 

jedoch eine vollständige Eliminierung aller CpGs auf. Interessanterweise wurde die 
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Kodonqualität, welche sich im codon adaptation index (CAI) wiederspiegelt, dadurch nicht 

negativ beeinflusst (mEPOwt: CAI 0,73; mEPOΔCpG: CAI 0,75).     
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Abb. 3-20: Schematische Darstellung der generierten mEPO Gene hinsichtlich der Kodonwahl-
Optimierung und des CpG-Gehalts 
Die Kodonwahl des murinen EPO-Wildtyp Gens (mEPOwt) und des CpG-freien Gens (mEPOΔCpG) wurde nicht 
optimiert. Zusätzlich wurden ein Kodonwahl-optimiertes (mEPOopt) und ein CpG-reiches (mEPOmax) murines 
Gen hergestellt. Die Kodonqualität-Verteilung zeigt den Prozentsatz der Kodonsequenz in den jeweiligen 
Kodonqualität-Klassen. Das Qualitätsniveau der am häufigsten verwendeten Kodons ist dabei auf 100 gesetzt, 
die Einteilung der Klassen erfolgt dementsprechend. Der Kodonqualität-Blot zeigt die Qualität der verwendeten 
Kodons an der entsprechenden Position innerhalb der Sequenz. Der durchschnittliche GC-Gehalt der generierten 
mEPO-Gene ist jeweils rechts gezeigt. CAI = codon adaptation index. 
 

Erwartungsgemäß resultierte die Optimierung der mEPOwt Sequenz auf das im murinen 

System am häufigsten verwendete Kodon (mEPOopt) in einer Steigerung des CAI-Wertes 

auf 0,98 (Abb. 3-20). Der CpG-Gehalt erhöhte sich dabei auf 20. Basierend auf dem 

mEPOopt-Gen wurde ein ebenso Kodonwahl-optimiertes, diesmal aber mit maximal 

möglicher Zahl an CpG-Dinukleotiden ausgestattetes Gen generiert (mEPOmax, 70 CpG). 

Erstaunlicherweise bewirkte die Maximierung des CpG-Gehaltes eine Reduktion der 

Kodonqualität (mEPOmax, CAI 0,77) auf das Niveau der mEPOwt (0,73) und mEPOΔCpG 

(0,75) Gene. Im Gegensatz dazu war der GC-Gehalt in den Kodonwahl-optimierten mEPO-

Genen (mEPOopt: 62% und mEPOmax: 66%) deutlich höher als in mEPOwt (54%) oder 

mEPOΔCpG (51%). 
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3.3.2 Herstellung der mEPO-Expressionsvektoren  
Für die nachfolgenden in vitro und in vivo Expressionsstudien war es notwendig, die unter 

3.3.1 generierten mEPO-Gene in einen eukaryontischen Expressionsvektor zu klonieren. Die 

Grundvoraussetzung für die gentherapeutische Anwendung pDNA-basierter Vektoren ist, 

neben der konstitutiven Transgen-Expression, die fehlende Induktion proinflammatorischer 

Immunreaktionen [15]. Aus diesem Grund wurden die CpG-modifizierten mEPO-Gene in die 

zuvor charakterisierten immunneutralen pRS und pΔS110- -Vektoren kloniert (Abb. 3-21).  

 

pRS (3034 bp) CMV - Prom MCS BGH P(A) pUCori Ampicillin bla-Prom

Bam HIHind III

mEPOwtHind III Bam HI

594 bp

mEPOΔCpGHind III Bam HI

mEPOoptHind III Bam HI

mEPOmaxHind III Bam HI

CMV - Prom MCS BGH P(A) pUCori Ampicillin bla-PrompΔS110- (2924 bp) Δ110

Bam HIHind III

Bam HIHind III mEPO

 
 
Abb. 3-21: Schematische Darstellung der Klonierung muriner EPO-Gene (mEPO) in Expressionsvektoren  
Die murinen EPO Gene (wt, ΔCpG, opt und max) wurden unter Verwendung singulärer Schnittstellen (Bam HI 
und Hind III) in die Expressionsvektoren pRS und pΔS110- kloniert.     
 

Die mEPOwt, mEPOΔCpG, mEPOopt und mEPOmax Gene wurden bei ihrer Generierung 

mit flankierenden Hind III bzw. Bam HI Restriktionsschnittstellen versehen und konnten in 

einer Ligationsreaktion in die pRS- und pΔS110- -Vektoren (sub)kloniert werden. Dadurch 

wurden acht mEPO-Expressionsvektoren mit unterschiedlichem Vektor-Rückgrat sowie 

CpG-Gehalt und Kodonwahl-Optimierung des jeweiligen Gens hergestellt (vgl. Tabelle 3-1).   
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mEPO Gen CpG-Gehalt Kodonwahl  
Optimierung 

Vektor Rückgrat Expressionsvektor 

pRS pRSmEPOwt wt 14 nein 

pΔS110- pΔS110-mEPOwt 

pRS pRSmEPOΔCpG ΔCpG 0 nein 

pΔS110- pΔS110-mEPOΔCpG 

pRS pRSmEPOopt opt 20 ja 

pΔS110- pΔS110-mEPOopt 

pRS pRSmEPOmax max 70 ja 

pΔS110- pΔS110-mEPOmax 

 
Tabelle 3-1: Generierte mEPO-Expressionsvektoren mit Angabe des CpG-Gehalts sowie der Kodonwahl-
Optimierung des jeweiligen mEPO-Gens 
 

3.3.3 Einfluss von Genmodifizierungen auf die transiente in vitro Expression 
von mEPO 

Zur Untersuchung des Einflusses der eingebrachten Sequenz-Modifizierungen auf die in vitro 

Expression wurden humane 293T- und murine 3T3-NIH Zellen mit mEPO-kodierenden 

pDNAs transient transfiziert. Die verwendeten mEPO-Varianten standen dabei im 

immunneutralen pRS-Vektor unter Kontrolle des CMV-Promotors. Der qualitative Nachweis 

des synthetisierten Proteins in den Zelllysaten und Überständen der transfizierten Zellen 

erfolgte 48 h später durch Western Blot unter Verwendung eines mEPO-spezifischen 

Antikörpers (Abb. 3-22). Die quantitative Analyse der mEPO-Expression wurde analog 48 h 

nach Transfektion mittels mEPO-ELISA durchgeführt (Abb. 3-23).  

In transfizierten humanen 293T-Zellen wurden in den Zelllysaten zwei mEPO-spezifische 

Banden detektiert (Abb. 3-22 A). Die stärkeren 34 kDa Banden repräsentieren glykosyliertes 

mEPO, und die schwächeren 27 kDa Banden sind charakteristisch für die nicht-glykosylierte 

Form von mEPO. Nach Transfektion mit den Expressionskonstrukten mEPOopt und 

mEPOmax wurde in den Zelllysaten erheblich mehr spezifisches mEPO nachgewiesen, als 

dies nach Verwendung der Konstrukte mEPOwt und mEPOΔCpG der Fall war. Dabei waren 

die Differenzen bei der glykosylierten EPO-Variante wesentlich stärker als bei der nicht 

glykosylierten. In den Zellüberständen wurde bemerkenswerterweise die stärkste mEPO-

Bande nach Transfektion mit dem mEPOopt-Konstrukt detektiert. Erwartungsgemäß konnten 

in den Überständen der transfizierten 293T-Zellen keine nicht-glykosylierten mEPO-Signale 

nachgewiesen werden.   
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Abb. 3-22: Transiente in vitro Expression der mEPO-Gene in Säugerzellen  
(A) Humane 293T- und (B) murine 3T3-NIH Zellen wurden mit 15 µg der jeweils angegebenen mEPO-
kodierenden pDNA transient transfiziert. Nach 48 h wurden die Zelllysate und Überstände geerntet. Jeweils 40 µg 
des Gesamtproteins wurden anschließend elektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe eines mEPO-spezifischen 
Antikörpers im Western-Blot detektiert. β-Aktin diente als Ladekontrolle.   
 

Ein ähnliches mEPO-Expressionsmuster wurde nach transienter Transfektion muriner 

Fibroblasten (3T3-NIH) festgestellt, mit dem Unterschied, dass die nicht-glykosylierte Form 

von mEPO bei allen Konstrukten sehr schwach oder nicht detektierbar war (Abb. 3-22 B). 

Desweiteren konnten in den Überständen der transfizierten 3T3-NIH Zellen vergleichbare 

Mengen an mEPOopt und mEPOmax nachgewiesen werden. 

Die Quantifizierung der mEPO-Expression mittels ELISA bestätigte die Western Blot Daten 

(Abb. 3-23). Die Eliminierung aller CpG-Dinukleotide aus dem Leserahmen (mEPOΔCpG) 

resultierte sowohl in humanen 293T- als auch in murinen 3T3-NIH-Zellen in einer Reduktion 

der mEPO-Produktion. Durch die Optimierung der Kodonwahl (mEPOopt) konnte hingegen 

eine signifikante Steigerung (6-7fach) der mEPO-Expression in beiden Säuger-Zelllinien 

erreicht werden. Obwohl die Anreicherung von CpGs in einer Verminderung der 

Kodonqualität resultiert (vgl. 3.3.1), wurde analog zu mEPOopt interessanterweise eine 

vergleichbare mEPOmax-vermittelte Expression gemessen.      
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Abb. 3-23: Quantifizierung der mEPO in vitro Expression 
(A) Humane 293T- und (B) murine 3T3-NIH Zellen wurden mit 15 µg der angegebenen mEPO pDNA transient 
transfiziert. Nach 48 h wurden die Zelllysate und Überstände geerntet. Die Quantifizierung der mEPO Expression 
in den Zelllysaten und Überständen erfolgte anschließend aus der gleichen Menge an Gesamtprotein (2 µg) 
mittels mEPO-ELISA. Die abgebildeten Werte stellen Mittelwerte aus drei unabhängigen Proben eines 
repräsentativen Versuches dar. * p<0,005 für Zelllysate und Überstände (Student t-test). 
 

Wie in Abb. 3-23 gezeigt, korrelieren die produzierten mEPO-Mengen exklusive mEPOmax 

in den Zelllysaten und Überständen der transfizierten Zellen. Die Sekretion des mEPOmax-

induzierten Proteins ist in murinen 3T3-NIH-Zellen effektiver als in humanen 293T-Zellen. 

Außerdem ist eine insgesamt schwächere Expression der mEPO Gene in 3T3-NIH Zellen 

gegenüber den 293T-Zellen festzustellen, die wohl auf die schlechtere Transfektionseffizienz 

der murinen Zellen zurückzuführen ist.      

Zusammengefasst zeigen die in vitro Expressionsdaten, dass sowohl die Optimierung der 

Kodonwahl als auch die Steigerung des intragenischen CpG-Gehaltes unabhängig in einer 

signifikanten Erhöhung der transienten Expressionseffizienz in humanen und murinen Zellen 

resultieren. Dagegen führt die Eliminierung von CpGs aus dem Leserahmen von mEPOwt 

zur deutlichen Verminderung der Genexpression in vitro.    

 

3.3.3.1 Transiente in vitro mEPO Expression durch einen CpG-reduzierten Vektor 

Wie unter 3.2.1 ausführlich beschrieben, wurde neben dem pRS-Vektor ein weiterer 

immunneutraler pDNA-Vektor mit ca. 53% reduziertem CpG-Gehalt generiert (pΔS110-). Es 

ist unbekannt, ob der pΔS110- Vektor in der Lage ist, Transgene zu exprimieren. Um dies zu 
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prüfen, wurden mEPO-Genvarianten in den pΔS110- Vektor kloniert und in einer weiteren in 

vitro Expressionsstudie untersucht. Hierfür wurden murine 3T3-NIH-Zellen mit jeweils 15 µg 

des mEPO-kodierenden pΔS110- Vektors transient transfiziert, 48 h später wurde die mEPO-

Produktion qualitativ im Western Blot sowie quantitativ mittels mEPO-ELISA analysiert (Abb. 

3-24).    
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Abb. 3-24: Transiente in vitro mEPO-Expression durch den CpG-reduzierten Vektor pΔ110-

Murine 3T3-NIH Zellen wurden mit 15 µg der angegebenen mEPO pDNA transient transfiziert. Nach 48 h wurden 
die Zelllysate und Überstände geerntet. (A) Jeweils 40 µg des Gesamtproteins wurden anschließend 
elektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe eines mEPO-spezifischen Antikörpers im Western-Blot detektiert. β-
Aktin diente als Ladekontrolle. (B) Die Quantifizierung der mEPO-Expression in Zelllysaten und Überständen 
erfolgte aus der gleichen Menge an Gesamtprotein (2 µg) mittels ELISA. Die abgebildeten Werte stellen 
Mittelwerte aus zwei unabhängigen Proben eines repräsentativen Versuches dar.   
 

Die Expression der modifizierten mEPO-Gene durch einen CpG-reduzierten pDNA-Vektor 

nach Transfektion muriner 3T3-NIH-Zellen zeigte ein ähnliches Muster wie durch den pRS-

Vektor (vgl. 3.3.3), jedoch mit einigen auffälligen Unterschieden. Während in den Zelllysaten 

nur nicht-glykosylierte mEPO-Banden detektiert werden konnten, war in den Überständen 

der transfizierten Zellen erwartungsgemäß nur glykosyliertes mEPO nachweisbar (Abb. 3-24 

A). Analog zum pRS-Vektor wurden die stärksten mEPO-Banden bei mEPOopt und 

mEPOmax nachgewiesen.  

Die positiven Auswirkungen der Optimierung der Kodonwahl sowie der Erhöhung des CpG-

Gehaltes auf die in vitro Expression von mEPO konnten somit auch in einem CpG-

reduzierten Vektor-Rückgrat nachgewiesen werden. Demgegenüber hatte die Entfernung 
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aller intragenischen CpGs keine deutliche Verminderung der in vitro mEPO-Expression zur 

Folge.   

 

3.3.4 Untersuchungen der molekularen Hintergründe der Expression 
modifizierter mEPO-Gene 

Die in vitro Expressionsstudien zeigten deutlich, dass die Optimierung der Kodonwahl sowie 

die Erhöhung der CpG-Zahl im Leserahmen des mEPO-Gens zu einer signifikanten 

Steigerung der Protein-Expression führen (vgl. 3.3.3). Vergleichbare Mengen an produziertem 

Protein nach Transfektion mit den mEPOopt (CAI 0,98; 20CpGs) und mEPOmax (CAI 0,77; 

70 CpGs) Konstrukten weisen darauf hin, dass neben der Kodonwahl auch CpG-Dinukleotide 

eine wichtige Rolle bei der Genexpression spielen. Aus diesem Grund wurden 

molekularbiologische Analysen mit Fokus auf die Untersuchung der Auswirkungen von 

Genmodifizierungen auf die Mengen an exprimierten mEPO-spezifischen RNAs durchgeführt. 

Zudem sollten die Untersuchungen der molekularen Hintergründe zum Verständnis der 

Transkription sowie Translation der modifizierten mEPO-Gene beitragen.      

 

3.3.4.1 Einfluss von Genmodifizierungen auf die Translationseffizienz 

Um zu untersuchen, ob die Modifizierung des CpG-Gehaltes sowie die Optimierung der 

Kodonwahl die Translationseffizienz beeinflussen, wurde ein in vitro Translations-Assay 

durchgeführt. Hierfür wurden MVA/T7 Virus-infizierte 293T-Zellen mit mEPO Genvarianten in 

einem pDNA-Vektor unter Kontrolle des T7-Promotors (pCRSkript) transfiziert [223]. Durch 

die MVA/T7 RNA-Polymerase kommt es im Cytoplasma von infizierten und pDNA-

transfizierten 293T-Zellen zur cytoplasmatischen Transkription und anschließenden 

Translation unter Umgehung des nukleären Kompartiments. 24 h später wurde die mEPO-

Produktion qualitativ im Western Blot sowie quantitativ mittels mEPO-ELISA analysiert (Abb. 

3-25).  
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Abb. 3-25: Einfluss von Genmodifizierungen auf die Translationseffizienz 
Humane 293T-Zellen wurden mit rekombinantem MVA/T7-Virus infiziert und anschließend mit den angegebenen 
mEPO pDNAs transfiziert. Als Assay-Kontrolle dienten transfizierte, nicht infizierte Zellen. (A) Nach 24 h wurden 
die Zelllysate geerntet und 40 µg des Gesamtproteins im Western Blot mit Hilfe eines mEPO-spezifischen 
Antikörpers analysiert. β-Aktin diente als Ladekontrolle. (B) Die Quantifizierung der mEPO-Expression in 
Zelllysaten erfolgte aus jeweils 1 µg Gesamtprotein mittels ELISA. Die abgebildeten Werte stellen Mittelwerte aus 
drei unabhängigen Proben eines repräsentativen Versuches dar. * p< 0,005 (MVAT7-infiziert vs. nicht infiziert; 
Student t-test), MVA = modified vaccinia Ankara Virus. 
 

In MVA/T7 infizierten und anschließend mit mEPO-kodierenden pDNA transfizierten 293T-

Zellen konnten - unabhängig von den mEPO-Genvarianten - vergleichbare Mengen an 

exprimiertem Protein detektiert werden. Analog zur transienten Transfektion (vgl. 3.3.3) 

wurden zwei mEPO-spezifische Banden nachgewiesen, wobei die nicht-glykosylierten (~27 

kDa) mEPO-Banden deutlich stärker waren als die glykosylierten (~34 kDa) Formen (Abb. 3-

25 A). In nur MVA/T7-infizierten- oder nur pDNA-transfizierten Kontrollen konnte keine 

mEPO-Expression detektiert werden. Das cytoplasmatische mEPO-Expressionsmuster 

wurde durch mEPO-ELISA bestätigt (Abb. 3-25 B). 

Die vergleichbare Expression aller mEPO-Genvarianten im MVA/T7 System zeigt, dass die 

Unterschiede in den Proteinkonzentrationen nach der transienten Expression nicht durch 

unterschiedliche Translationseffizienzen zustande kommen.   

 

3.3.4.2 Qualitativer Nachweis mEPO-spezifischer mRNA   

Im nächsten Schritt wurde analysiert, inwieweit sich die Modifizierungen der mEPO-Sequenz 

auf den zellulären RNA-Gehalt auswirken. Hierfür wurden humane 293T- und murine 3T3-

NIH Zellen mit gleichen Konzentrationen mEPO-kodierender pDNAs transient transfiziert und 
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die nukleären sowie cytoplasmatischen mRNAs 48 h später isoliert. Der qualitative Nachweis 

mEPO-spezifischer mRNA in beiden Fraktionen erfolgte durch Northern Blot Analyse mit 

Hilfe einer BGH-spezifischen Sonde (Abb. 3-26).  
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Abb. 3-26: Qualitativer Nachweis mEPO-spezifischer mRNA 
Northern Blot-Analyse mEPO-spezifischer RNA-Transkripte im Nukleus bzw. exportierter mRNA im Cytoplasma 
von 293T- und 3T3-NIH Zellen, die mit den angegebenen mEPO-pDNAs transfiziert wurden. (A) Je 2 µg Gesamt-
RNA aus 293T-Zellen und (C) 5 µg Gesamt-RNA aus 3T3-NIH Zellen wurden elektrophoretisch aufgetrennt und 
die mEPO-spezifischen mRNAs mit einer DIG-markierten RNA-Sonde detektiert. Die RNA-Banden der 293T-
Zellen (B) und 3T3-NIH Zellen (D) wurden densitometrisch quantifiziert. Die mittleren- (rRNA) bzw. unteren (β-
Aktin) Banden zeigen die Ladekontrolle. IOD = integrated optical density 
 

Analog zu den ermittelten mEPO-Proteinkonzentrationen (Abb. 3-23) konnten sowohl in 

humanen 293T- als auch in murinen 3T3-NIH-Zellen die stärksten mEPO-spezifischen RNA-

Signale nach Transfektion mit mEPOmax und mEPOopt pDNA detektiert werden (Abb. 3-26 

A und C). Während in 293T-Zellen sowohl im Nukleus als auch im Cytoplasma mehr 

mEPOmax-spezifische RNA nachgewiesen werden konnte, wurden in 3T3-NIH-Zellen 

vergleichbare RNA-Mengen im Nukleus, jedoch mit einer auffallenden Steigerung bei 

mEPOopt-spezifischer RNA im Cytoplasma festgestellt. Demgegenüber wurden in den 

cytoplasmatischen Fraktionen beider Zelllinien deutlich geringere Mengen der mEPOwt- und 

mEPO∆CpG-spezifischen RNA-Transkripte detektiert. In den Nuklei der mEPOwt- und 

mEPO∆CpG-transfizierten Zellen konnten nahezu keine mEPO-RNAs nachgewiesen 

werden. Die densitometrische Analyse der mEPO-spezifischen Signale konnte die hohen 

Mengen an mEPOmax und mEPOopt mRNA im Vergleich zu den mEPOwt und mEPO∆CpG 

Genen bestätigen (Abb. 3-26 B und D).    
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Die Northern Blot Daten zeigen, dass das unterschiedliche Expressionsmuster der mEPO-

Genvarianten bereits auf RNA-Ebene ausgeprägt ist. Während in humanen und murinen 

Zellen deutlich mehr mEPOmax-spezifische RNA gegenüber mEPOopt gebildet wird, deutet 

die deutliche Abnahme der mEPOmax-RNA im Cytoplasma muriner 3T3-NIH-Zellen auf eine 

instabile mEPOmax-RNA hin.   

 

3.3.4.3 Relative Quantifizierung der mEPO-RNA Expression durch realtime PCR 

Die Quantifizierung der mEPO-RNA Transkription erfolgte durch realtime PCR mit Hilfe der 

light cycler Technologie. Da die light cycler Technik den Nachweis geringer RNA-Mengen 

ermöglicht, konnten dadurch auch die schwach exprimierten mEPOwt- und mEPO∆CpG-

spezifischen RNAs nachgewiesen und anschließend im Verhältnis zu mEPOopt und 

mEPOmax quantifiziert werden. Die Analyse der ermittelten mEPO-spezifischen RNAs 

erfolgte durch relative Quantifizierung (rel. Quant.), wobei das mEPOwt-Gen als Kontrollgen 

diente [210]. Für die korrekte Kalkulation des RNA-Gehaltes wurde die RNA-Expression der 

mEPO-Genvarianten mit dem endogenen Standard β-Aktin normalisiert. Die 

cytoplasmatischen und nukleären RNA-Fraktionen wurden, nach der Transfektion humaner 

293T-Zellen mit gleichen Mengen an mEPO-kodierender pDNA, isoliert. 
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Abb. 3-27: Relative Quantifizierung der mEPO RNA-Expression durch realtime PCR 
Zur Quantifizierung der mEPO RNA-Expression wurden je 1 µg der nukleären (A) und cytoplasmatischen (B) 
RNA-Fraktionen aus 293T-Zellen revers transkribiert und mittels light cycler analysiert. Die Expressionsrate 
wurde mit der Relativen-Quantifizierungs-Software ausgewertet, wobei die Expression der Zielgene (mEPO) mit 
einem endogenen Standard (β-Aktin) normalisiert wurde. Die Werte dreier Proben wurden gemittelt; der erhaltene 
absolute Mittelwert wurde für die relative Quantifizierung verwendet. (C) Relativ zu mEPOwt bezogene Werte aus 
drei unabhängigen realtime PCR-Versuchen. * p< 0,05 für nukleäre und cytoplasmatische RNA-Fraktion. # p< 
0,005 für cytoplasmatische RNA-Fraktion (Student t-test). 
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Entsprechend den mEPO-ELISA Daten (Abb. 3-23) resultierte die Eliminierung der 

intragenischen CpG-Dinukleotide in einer 2-fachen Verminderung des mEPO mRNA-

Gehaltes im Vergleich zum wt-Gen, sowohl im Zellkern als auch im Cytoplasma transfizierter 

293T-Zellen (Abb. 3-27 A-B). Im Vergleich zu mEPOwt zeigten mEPOopt transfizierte Zellen 

eine ~17-fache Steigerung des mRNA-Gehaltes im Zellkern, sowie eine ~7-fache Erhöhung 

der mRNA-Menge im Cytoplasma. Der höchste RNA-Gehalt konnte durch mEPOmax 

erreicht werden. So wurde im Vergleich zu mEPOwt nach Transfektion mit mEPOmax-

kodierender pDNA 25mal mehr mEPO-spezifische mRNA im Nukleus (Abb. 3-27 A) und 

30mal mehr im Cytoplasma (Abb. 3-27 B) detektiert. Die zusammenfassende Darstellung der 

drei unabhängigen realtime PCR Versuche bestätigte die ermittelten Verhältnisse (Abb. 3-27 

C). Auffällig war der unerwartet hohe mRNA-Gehalt im Nukleus der mEPOopt-transfizierten 

293T-Zellen.  

Die Quantifizierung des mEPO-spezifischen RNA-Gehaltes der mEPO∆CpG- und mEPOopt-

Konstrukte zeigte eine Korrelation zu den im mEPO-ELISA ermittelten 

Proteinkonzentrationen nach in vitro Transfektion humaner 293T-Zellen. Dagegen resultierte 

die Höhe des mEPOmax mRNA-Niveaus nicht in entsprechend hohen Protein-Mengen.      

 

3.3.4.4 Bestimmung der relativen Transkriptionsrate der mEPO-spezifischen RNAs 

Wie unter 3.3.4.2 gezeigt werden konnte, waren die Unterschiede im Expressionsmuster von 

mEPO hinsichtlich der Kodonwahl-Optimierung sowie der Modifizierung des CpG-Gehaltes 

bereits auf mRNA-Ebene erkennbar. Demzufolge sollte im Folgenden der Einfluss von Gen-

Modifizierungen auf die Transkriptionseffizienz untersucht werden. Die de novo Synthese 

mEPO-spezifischer RNA wurde in einem Nuklear-Run-On Assay mit Hilfe Biotin-16-UTP 

markierter RNA und anschließender realtime PCR determiniert. Die Transkriptionsrate der 

mEPO-RNAs konnte mittels relativer Quantifizierung analysiert werden. Für die korrekte 

Kalkulation wurden die ermittelten Werte für die mEPO-Syntheseraten mit einem endogenen 

Standard (β-Aktin) normalisiert.   

Wie in Abb. 3-28 dargestellt, spiegelt die de novo Syntheserate der mEPO-Transkripte den 

bereits in Abb. 3-27 dargestellten nukleären mRNA-Gehalt (Abb. 3-27 A) wider. Durch 

Kodonwahl-Optimierung (opt) konnte die Transkriptionsrate von mEPO verdoppelt werden. 

Abhängig vom CpG-Gehalt wurde eine ~150% gesteigerte Transkriptionsrate für mEPOmax 

sowie die um ~30% reduzierte de novo Synthese der mEPO-spezifischen RNA für 

mEPO∆CpG nachgewiesen.   
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Abb. 3-28: De novo-Synthese mEPO-spezifischer RNAs 
Die Transkriptionsrate der mEPO-spezifischen RNA wurde mittels Nuklear-Run-On-Assay ermittelt. Humane 
293T-Zellen wurden mit den angegebenen mEPO pDNAs transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet und 
daraus Kerne präpariert. Nach Inkubation der Kerne mit Biotin-markierten Nukleotiden wurde die Gesamt-RNA 
mit Hilfe magnetischer Streptavidin-Beads aufgereinigt. Zur Quantifizierung der de novo mEPO RNA-Synthese 
wurden gleiche Mengen der markierten RNA-Fraktionen revers transkribiert und im light cycler analysiert. Die 
Syntheseraten wurden mit der Relativen Quantifizierungs-Software ausgewertet, wobei die ermittelten Werte der 
Zielgene (mEPO) mit dem endogenen Standard (β-Aktin) normalisiert wurden. Die Werte dreier Proben wurden 
gemittelt; der erhaltene absolute Mittelwert wurde für die relative Quantifizierung verwendet. 
 

Zusammen mit dem Nachweis und der Quantifizierung des mEPO-spezifischen RNA-

Gehaltes in den nukleären und cytoplasmatischen Fraktionen zeigen die ermittelten de novo 

Syntheseraten, dass die CpG-spezifischen Sequenz-Modifizierungen einen deutlichen 

Einfluss auf die Transkriptionsrate und die Höhe des mRNA-Gehaltes der mEPO-

Genvarianten haben.  

 

3.3.5 Untersuchungen der in vivo Expression modifizierter mEPO-Gene 
Die Untersuchungen der in vitro Protein-Expression (3.3.3) haben deutlich gezeigt, dass die 

Optimierung der Kodonwahl auf das am häufigsten verwendete Kodon im murinen System 

(mEPOopt) in einer signifikant gesteigerten mEPO-Produktion resultiert. Außerdem wurde 

dargelegt, dass der intragenische CpG-Gehalt des mEPO-Gens mit der Effizienz der in vitro 

Genexpression assoziiert ist. Der Einfluss von Sequenz-Modifizierungen auf die in vivo 

Expression eines therapeutisches Gens wie mEPO wurde im Balb/c Mausmodell untersucht. 

Andere Gruppen konnten bereits zeigen, dass die Kodonwahl-Optimierung zu einer 

erhöhten, aber nicht dauerhaften mEPO-Expression in Balb/c Mäusen führt [31,33]. Als 

potentieller Grund für den Rückgang der Expression wird unter anderem die CpG-bedingte 

Abschaltung des Promotors diskutiert [37,224,225].  

Um zu untersuchen, in welchem Umfang die Modifizierungen des CpG-Gehaltes und die 

Optimierung der Kodonwahl von mEPO die Effizienz einer dauerhaften in vivo Expression 

beeinflussen, wurden sechs Wochen alten Balb/c Mäusen 5 µg bzw. 15 µg der jeweiligen 
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mEPO-kodierenden pDNA (mEPOwt, mEPO∆CpG, mEPOopt und mEPOmax) intramuskulär 

injiziert und anschließend die Muskelzellen elektroporiert. Als Negativkontrolle und 

„indirekter“ Marker der endogenen mEPO-Produktion wurde den Mäusen der pRS-Vektor 

appliziert. Die Bestimmung der mEPO-Konzentration sowie der EPO-abhängigen 

hämatologischen Parameter Hämatokrit und Hämoglobin erfolgte in regelmäßigen 

Zeitabständen über ein Jahr nach der Applikation. 

    

3.3.5.1 Einfluss von Genmodifizierungen auf die in vivo Expression von mEPO 

Für die in vivo Expressionsstudie wurden sechs Mäusen pro Gruppe 5 µg bzw. 15 µg der 

jeweiligen mEPO-kodierenden pDNA injiziiert. Zu bestimmten Zeitpunkten nach der 

Applikation wurde den Mäusen aus der Schwanzvene Blut entnommen und daraus Serum 

gewonnen. Die Bestimmung der mEPO-Konzentration erfolgte mittels kommerzieller ELISA-

Tests. 

Nach Applikation von 15 µg mEPOwt-kodierender pDNA konnte ein deutlicher Anstieg der 

mEPO-Konzentration in den Mausseren im Vergleich zur Kontrollgruppe (neg.; endogenes 

mEPO) über die gesamte Dauer der Studie beobachtet werden (Abb. 3-29 B). Hingegen 

hatte die Injektion einer niedrigeren mEPOwt pDNA-Dosis (5 µg) keine deutliche Steigerung 

der mEPO-Expression zur Folge (Abb. 3-29 A). Es wurde lediglich eine leichte Erhöhung der 

mEPO-Konzentration zwischen Tag 184 und Tag 305 festgestellt. Entsprechend den in vitro 

Expressionsdaten hatte die Eliminierung der intragenischen CpGs einen negativen Effekt auf 

die in vivo Expression von mEPO. Die gemessenen mEPO-Konzentrationen nach 

Applikation von 5 µg mEPO∆CpG pDNA waren deutlich geringer als in den mEPOwt-

injizierten Mäusen und entsprachen dem Niveau des endogenen mEPO (Abb. 3-29 A). Mit 

Steigerung der pDNA-Dosis (15 µg) wurden die Unterschiede zwischen mEPOwt vs. 

mEPO∆CpG deutlicher (Abb. 3-29 B). Die Dosisabhängigkeit des negativen 

Expressionseffektes nach CpG-Eliminierung konnte in einer weiteren Studie mit 50 µg der 

pDNAs bestätigt werden (Daten nicht gezeigt).   

Wie in Abb. 3-29 gezeigt, wurde sowohl durch die Optimierung der Kodonwahl (mEPOopt) 

als auch durch die Anreicherung des intragenischen CpG-Gehaltes (mEPOmax) unabhängig 

von der pDNA-Dosierung eine signifikante Steigerung der mEPO-Expression gegenüber 

mEPOwt erreicht. 
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Abb. 3-29: Einfluss von Genmodifizierungen auf die mEPO in vivo Expression im Balb/c Maus-Modell 
Balb/c Mäusen wurden (A) 5 µg bzw. (B) 15 µg der angegebenen mEPO-kodierenden pDNA (mEPOwt, 
mEPOΔCpG, mEPOopt und mEPOmax) intramuskulär injiziert und anschließend die Muskelzellen elektroporiert. 
Als Negativkontrolle (neg) wurde den Mäusen der pRS-Vektor appliziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde 
den Mäusen aus der Schwanzvene Blut entnommen und daraus Serum gewonnen. Die EPO-
Konzentrationsmessung erfolgte mittels ELISA. Die abgebildeten Werte stellen Mittelwerte von sechs Mäusen pro 
Gruppe dar. mU = Milliunits.*  p < 0,001, ** p < 0,01, # p < 0,05 (univariate Varianzanalyse) 
 

Überraschenderweise und anders als in den in vitro Expressionsstudien zeigte die 

Applikation des mEPOopt Gens eine deutlich höhere in vivo Expressionseffizienz als die des 

mEPOmax Gens. Die Unterschiede zwischen mEPOopt und mEPOmax waren bei beiden 

Applikationsdosen (5 µg und 15 µg pDNA) signifikant (Abb. 3-29). Eine Woche nach der 

Injektion von mEPOmax stieg die mEPO-Konzentration von ~5 mU/ml auf ~27 mU/ml und 

blieb ein Jahr konstant bei ~22 mU/ml. Die höchste mEPO-Expression mit einer dauerhaft 

konstanten mEPO-Konzentration ~37 mU/ml wurde durch mEPOopt induziert. Die 

behandelten Mäuse zeigten während des Studienverlaufs keine Auffälligkeiten.  

Die erhöhte und dauerhafte mEPO-Expression nach dem Elektro-Gentransfer (EGT) der 

modifizierten mEPO-Genvarianten deutet darauf hin, dass keine mEPO-spezifischen 

Antikörper induziert wurden. Zudem zeigen die präsentierten Daten, dass eine 

kontinuierliche mEPO-Expression für 12 Monate nach dem EGT von CpG-modifizierten und 

Kodonwahl-optimierten Genen erreicht werden kann.    

 

3.3.5.2 Einfluss von Genmodifizierungen auf den Langzeit Hämatokrit-Wert 

Die Behandlung von Anämie-Patienten mit rekombinantem Erythropoietin (rHuEPO) 

resultiert in einer Erhöhung des Hämatokrit-Wertes (HCT) [37,194]. Desweiteren wurde 

berichtet, dass die kontinuierliche Expression von EPO als wichtigster regulatorischer Faktor 

von hämatologischen Parametern im Blut (HCT und Hämoglobin) fungiert [37,47]. 

Normalerweise, bewirkt die Steigerung der EPO-Konzentration im Serum eine zeitlich 

verzögerte Erhöhung des HCT-Wertes.   
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Um zu untersuchen, inwieweit die Sequenz-Modifizierungen von mEPO einen Einfluss auf 

den HCT-Wert haben, wurden in regelmäßigen Zeitabständen nach dem EGT von mEPO 

Genvarianten die HCT-Niveaus bestimmt. Die HCT-Werte wurden im Mausblut mittels 

Mikrokapillar-Zentrifugation bestimmt. 
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Abb. 3-30: Einfluss von mEPO-Genoptimierungen auf den Langzeit Hämatokrit-Wert 
Balb/c Mäusen wurden (A) 5 µg bzw. (B) 15 µg der angegebenen mEPO-kodierenden pDNAs (mEPOwt, 
mEPOΔCpG, mEPOopt und mEPOmax) intramuskulär injiziert und anschließend die Muskelzellen elektroporiert. 
Als Negativkontrolle (neg) wurde den Mäusen der pRS-Vektor appliziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde 
den Mäusen aus der Schwanzvene Blut entnommen und in eine heparinisierte Mikrokapillare überführt. Die 
Bestimmung des Hämatokrit-Wertes erfolgte mittels high speed Zentrifugation. Die abgebildeten Werte stellen 
Mittelwerte von sechs Mäusen pro Gruppe dar. HCT: Hämatokrit. * p < 0,001, ** p < 0,01 (univariate 
Varianzanalyse) 
 

Analog zu den mEPO-Konzentrationen im Serum (Abb. 3-29) konnte - unabhängig von der 

pDNA-Dosis - eine signifikante Erhöhung des HCT-Wertes nach der Injektion von mEPOopt- 

und mEPOmax kodierender pDNA gegenüber unbehandelten und mEPOwt-injizierten 

Mäusen festgestellt werden (Abb. 3-30). Acht Wochen nach Applikation von 5 µg mEPOopt-

kodierender pDNA wurde der höchste HCT-Wert mit ~72% erreicht, der kontinuierlich bis 

zum Ende der Studie auf dem hohen Niveau (~68%) blieb (Abb. 3-30 A). In den Mäusen, 

denen mEPOmax injiziiert wurde, konnte ein HCT-Peak von ~63% gemessen werden. 

Analog zu mEPOopt- blieb der mEPOmax-induzierte HCT-Wert über ein Jahr lang nach 

Applikation auf dem erhöhten Niveau. Hingegen konnte nach dem EGT von 5 µg mEPOwt 

pDNA ein leichter HCT-Anstieg von ~46% auf ~53% beobachtet werden. Die Injektion des 

CpG-freien mEPO-Gens (mEPO∆CpG) resultierte in keiner Steigerung des HCT-Wertes. Die 

parallele in vivo Studie mit 15 µg applizierter pDNA zeigte, dass eine Erhöhung der pDNA-

Dosis keine weitere Steigerung des HCT-Niveaus bewirkt (Abb. 3-30 B). Dennoch wurde der 

gleiche HCT-Verlauf in Abhängigkeit von den injizierten mEPO-Genvarianten ermittelt.   
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Zusammenfassend wurde nach einer Einzelinjektion von Kodonwahl-optimierten und CpG-

modifizierten mEPO-Genen eine signifikante Erhöhung des HCT-Wertes über ein Jahr 

hinweg induziert. 

 
3.3.5.3 Einfluss von mEPO Genmodifizierungen auf den Hämoglobin-Wert  

Neben dem HCT hängt auch der Hämoglobin-Wert (Hgb) als wichtiger hämatologischer 

Parameter von der Erythropoietin-Konzentration ab [37,47]. Demzufolge ist es möglich, über 

die Messung des Hgb-Wertes indirekt auf die EPO-Konzentration im Serum zu schließen. 

Die Hgb-Bestimmung erfolgte zu vier verschiedenen Zeitpunkten nach der Applikation von 5 

µg mEPO-kodierender pDNA. Den Mäusen wurde Blut aus der Schwanzvene entnommen, in 

eine Hemocue-Kuvette überführt und der Hgb-Wert mit Hilfe des Hemocue 201+ Gerätes 

ermittelt (Abb. 3-31).  
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Abb. 3-31: Einfluss von mEPO-Genoptimierungen auf den Hämoglobin-Wert 
Balb/c Mäusen wurden 5 µg der angegebenen mEPO-kodierenden pDNA (mEPOwt, mEPOΔCpG, mEPOopt und 
mEPOmax) intramuskulär injiziert und anschließend die Muskelzellen elektroporiert. Als Negativkontrolle (neg) 
wurde den Mäusen der pRS-Vektor appliziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde den Mäusen aus der 
Schwanzvene Blut entnommen und in die Hemocue-Kuvette überführt. Die Bestimmung des Hämoglobin-Wertes 
erfolgte mit Hilfe des Hemocue 201+ Gerätes. Die abgebildeten Werte stellen Mittelwerte von sechs Mäusen pro 
Gruppe dar. Hgb: Hämoglobin. ** p < 0,01 (Student t-Test)  
 

Wie in Abb. 3-31 dargestellt, zeigte die Messung des Hgb-Wertes den gleichen Trend wie die 

Analyse des HCT- Wertes (3.3.5.2). Während die Applikation des mEPOwt-Gens zu einer 

leichten Hgb-Erhöhung führte, hatte die Eliminierung von intragenischen CpGs 

(mEPO∆CpG) eine negative Auswirkung auf den Hgb-Wert. Signifikant erhöhte Hgb-Werte 

wurden wiederum durch die mEPOopt und mEPOmax-Gene induziert, wobei die Kodowahl-

Optimierung höhere Hgb-Werte zur Folge hatte. Überraschenderweise konnten ein Jahr 

nach der Einzelinjektion von mEPOopt (22,9 g/dl) und mEPOmax (21,4 g/dl) sehr hohe Hgb-

Niveaus gemessen werden.  

96  
 



Ergebnisse 
_____________________________________________________________________________________________________ 

Entsprechend der mEPO-Konzentration im Serum und den HCT-Werten wurden nach dem 

EGT niedriger pDNA-Mengen Kodonwahl-optimierter und CpG-modifizierter mEPO-Gene 

hohe Hgb-Werte in behandelten Mäusen induziert, ohne dass dabei negative Veränderungen 

bei den Mäusen beobachtet werden konnten. 

 

3.3.6 Zusammenfassung 3 
Mit dem Ziel, die Expressionseffizienz eines pDNA-basierten Vektors für gentherapeutische 

Ansätze zu verbessern, wurde der Einfluss von Sequenzmodifizierungen von mEPO auf die 

in vitro und in vivo Expression untersucht. In dieser Hinsicht wurden vier mEPO-

Genvarianten mit Fokus auf die Variation des CpG-Gehaltes und Kodonwahl-Optimierung 

generiert. Während die Eliminierung der intragenischen CpGs zu einer verminderten in vitro 

Expression führte, resultierte die Optimierung der Kodonwahl sowie die Anreicherung des 

CpG-Gehaltes in einer signifikanten Steigerung der transienten in vitro Expression von 

mEPO in humanen und murinen Zellen. Ein ähnliches Expressionsmuster der mEPO-

spezifischen mRNAs wies darauf hin, dass die mEPO Proteinmengen mit dem Gehalt an 

mEPO-spezifischen mRNAs korrelieren.  

Im Vergleich zu den nicht-optimierten mEPO-Genvarianten resultierte der EGT der 

Kodonwahl-optimierten (mEPOopt) und CpG-maximierten (mEPOmax) mEPO-Gene in einer 

signifikanten Erhöhung der in vivo Expression sowie der HCT- und Hgb-Werte.   
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Diskussion 
 

4.1 Beitrag von CpG-Motiven im Rückgrat von Plasmidvektoren 
hinsichtlich der Aktivierung der angeborenen Immunantwort  

 

4.1.1 Konstruktion einer CpG-reduzierten Vektorplattform 
CpG-Dinukleotide beeinflussen einerseits die Genexpression, andererseits aktivieren sie 

beim Vorliegen in einem besonderen Basenkontext (CpG-Motive) Zellen des angeborenen 

Immunsystems [92]. Demzufolge fungieren unmethylierte CpGs im Rückgrat einer pDNA als 

Hauptinduktoren einer proinflammatorischen Immunreaktion [94]. Um den 

immunbeeinflussenden Beitrag von CpG-Dinukleotiden im Vektor-Rückgrat zu untersuchen, 

wurden durch sukzessive Entfernung möglichst vieler CpGs aus funktionellen Modulen einer 

kommerziellen pDNA mehrere CpG-reduzierte Vektoren generiert. Die Degenerierung des 

genetischen Kodes erlaubt dabei den Austausch einzelner Nukleotide in der DNA-Sequenz 

ohne Veränderung der Aminosäure (AS)-Sequenz. Auf diese Weise wurden synthetische 

DNA-Fragmente mit maximal reduziertem CpG-Gehalt generiert. Durch das Zusammenfügen 

der Fragmente konnte ein funktioneller, CpG-reduzierter DNA-Vektor (pΔS) synthetisiert 

werden. Der CpG-Gehalt wurde um 50% gegenüber dem Ausgangsvektor (pRS) vermindert. 

Das entscheidende Plasmid-Element für die Replikation in bakteriellen Stämmen ist der 

origin of replication. In den CpG-reduzierten Vektoren ist der am häufigsten verwendete 

origin of replication, Co1E1, ein Derivat der pUC-Familie (pUCori), enthalten. Die 

Veränderungen in der Nukleotidsequenz im pUCori beeinträchtigen in der Regel, trotz 

unveränderter AS-Sequenz, entscheidend seine Funktion. Obwohl gezeigt werden konnte, 

dass durch gezielte Mutationen im pUCori die Plasmid-Ausbeute verdoppelt werden kann, ist 

die Entfernung von CpG-Dinukleotiden aus dem pUCori oft mit einem Funktionsverlust 

verbunden [15]. Bei der Synthese des pΔS-Vektors wurde ein analoger Vektor mit einer 110-

Nukleotide umfassenden Deletion im pUCori generiert (pΔS110--Vektor). Die Kinetik-Assays 

in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigten, dass die Deletion keinen negativen, sondern eher 

einen vorteilhaften Einfluss auf das Wachstum der transformierten E.coli Stämme (DH5α, 

GM169, GM2163) hatte. Durch die Deletion im pUCori wurde der CpG-Gehalt im pΔS110--

Vektor auf 46,9% reduziert. Die weiteren Untersuchungen zeigten, dass sich durch die 
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Deletion keine Veränderungen im Expressionsmuster der kodierten Transgene ergaben, 

diese aber einen entscheidenden Einfluss auf die immunogenen Eigenschaften der 

generierten pDNAs hatte. Die fünf dabei entfernten CpG-Dinukleotide spielten eine wichtige 

Rolle. 

Das wichtigste regulatorische Element in einem pDNA-Vektor, hinsichtlich der Stärke und 

Dauer der Transgen-Expression, ist der Promotor. Als Plasmid-Region mit Bindestellen für 

transkriptionsregulatorische Faktoren (z.B. RNA-Polymerasen, Transaktivatoren) ist der 

Promotorbereich sensitiv für Veränderungen in der Nukleotidsequenz. In den CpG-

reduzierten Vektoren wurde der starke, gewebeunspezifische CMV-Promotor verwendet. 

Analog zum pUCori resultiert die Entfernung der CpG-Dinuklotide aus dem CMV-Promotor 

oft in dessen Funktionsverlust. Mit der Synthese eines CpG-freien CMV-Promotors konnten 

analog zu Yew et al. alle CpG-Dinukleotide ohne Funktionsverlust durch TpG-Dinukleotide 

ersetzt werden [17]. Dadurch konnte der CpG-Gehalt ohne negativen Einfluss auf die 

Transgenexpression auf 31,7% reduziert werden. Da die Abschaltung der Funktion des 

CMV-Promotors oft mit der in vivo Methylierung zusammenhängt [37,226], wurden durch die 

Generierung des CpG-freien Promotors auch potentielle Methylierungsstellen entfernt.  

Durch die Generierung modular aufgebauter pDNA-Vektoren wurde eine technologische 

Plattform für ihre weitere Entwicklung, durch z.B. einfachen Austausch einzelner Fragmente 

über singuläre Restriktionsschnittstellen, geschaffen.  

 

4.1.2 Veränderungen der CpG-Balance im Vektor-Rückgrat resultieren in der 
Generierung eines immunstimulatorischen pDNA-Vektors 

Eine der elementaren Anforderungen an einen pDNA-Vektor für die genetische 

Immunisierung sind die Induktion neutralisierender Antikörper sowie einer CD4+- sowie 

CD8+-T-Zell-vermittelten Immunantwort gegen das kodierte Antigen. Dabei wird die Stärke 

der Immunreaktion in der Regel vom Antigentyp und seiner Expressionseffizienz 

beeinflusst. In den letzten Jahren wurde auf die entscheidende Bedeutung der Aktivierung 

des angeborenen Immunsystems für die Generierung einer effizienten humoralen und 

zellulären Immunantwort hingewiesen [227,228]. Als frühe Reaktion des angeborenen 

Immunsystems auf diverse Stimulantien, z.B unmethylierte CpG-Sequenzen in einem 

pDNA-Vektor, werden proinflammatorische Cytokine (z.B. IFNγ und IL-6) sezerniert [94]. 

Sezernierte Cytokine spielen bei der Aktivierung von T-Lymphozyten und B-Zellen eine 

wichtige regulatorische Rolle (vgl. 1.4.4). Die Fähigkeit, die Cytokin-Sekretion durch 

„nackte“ DNA im Rückgrat eines pDNA-Vektors zu induzieren, wird als seine Mitogenität 

oder Immunogenität bezeichnet. Bei den immunologischen Charakterisierungen der 

generierten CpG-reduzierten pDNA-Vektoren wurden in vitro bedeutende Unterschiede 

zwischen den einzelnen Konstrukte bezüglich ihrer Mitogenität festgestellt. Während die 
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meisten Vektoren nur eine sehr schwache Sekretion von proinflammatorischen Cytokinen 

(IFNγ, IL-6) induzierten, wurde diese in starkem Masse beim pΔS-Vektor nach 48 Stunden 

Inkubation mit murinen Splenozyten nachgewiesen. Die starke Immunogenität des pΔS-

Vektors wurde auch durch die Induktion einer hohen Anzahl IFNγ-produzierender Zellen 

belegt. Überraschenderweise konnten durch den pΔS-Vektor mehr murine Splenozyten zur 

IFNγ-Sekretion angeregt werden als durch synthetische immunstimulatorische CpG-ODN.  

Zelenay et al. konnten in diesem Kontext ebenso zeigen, dass die Stimulierung muriner 

Splenozyten mit pDNA und CpG-ODN in der Induktion unterschiedlicher Cytokin-Profile 

resultiert [94,229]. Während doppelsträngige pDNA eine starke IFNγ- und moderate IL-6 

Sekretion induzierte, bewirkten einzelsträngige CpG-ODN eine entgegengesetzte Cytokin-

Aktivierung. Als mögliche Gründe für die Induktion der unterschiedlichen Cytokin-Profile 

wurden verschiedene Rezeptoren für pDNA und CpG-ODN und somit die Aktivierung 

verschiedener Signal-Kaskaden diskutiert. Diese Beobachtungen konnten in der 

vorliegenden Arbeit durch ein ähnliches Cytokin-Profil nach Stimulierung muriner 

Splenozyten mit dem pΔS-Vektor größtenteils bestätigt werden. Die Stimulierungseffizienz 

der unmethylierten CpG-DNA im Plasmid-Rückgrat ist abhängig von der endosomalen 

Azidierung und DNA-Degradation [230]. Die Konzentration der aufgenommenen pDNA ist 

dabei entscheidend für die „Freisetzung“ immunstimulatorischer Sequenzen (ISS) und ihrer 

Bindung an TLR9 [231]. Die relativ hohe Stimulierungsdosis der pΔS-DNA (50 µg) im 

Vergleich zu 9 µg bei Zelenay et al. liefert eine mögliche Erklärung für das nicht vollständig 

übereinstimmende Cytokin-Profil nach Stimulierung mit pDNA und CpG-ODN.  

Im Vergleich zu pΔS konnte durch keinen anderen CpG-reduzierten Vektor eine 

entsprechend hohe IFNγ- und IL-6-Sekretion induziert werden. Neben ihren 

immunstimulatorischen Effekten können CpG-Dinukleotide in einem besonderen 

Basenkontext auch inhibitorisch auf das Immunsystem wirken [98,232,233]. Durch 

Reduzierung des CpG-Gehaltes um 50% im pΔS-Vektor (gegenüber dem pRS-Vektor) 

wurden möglicherweise überwiegend inhibitorisch wirkende CpG-Motive entfernt. 

Demzufolge ist die gesteigerte Immunogenität der pΔS-DNA möglicherweise auf die 

Verschiebung des Verhältnisses zwischen stimulatorischen und inhibitorischen CpG-

Motiven zu Gunsten der stimulatorischen Motive zurückzuführen.  

Abgesehen von gut beschriebenen CpG-Motiven werden weitere immunbeeinflussende 

Elemente vermutet; so konnte kürzlich der cytosolische Rezeptor für doppelsträngige DNA 

(DAI) - zuständig für die CpG-unabhängige Aktivierung der angeborenen Immunität durch 

pDNA - nachgewiesen werden [234].  

Der pΔS110--Vektor zeigt eine etwa um den Faktor 10 schlechtere Fähigkeit, die IFNγ-

Sekretion zu induzieren, als der pΔS-Vektor. Da sich die beiden Vektoren lediglich durch 

die Deletion im pUCori unterscheiden, lässt sich die enorme Immunogenitäts-Differenz auf 
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die 110 bp zurückführen. Die fünf durch die Deletion verlorenen CpG-Dinukleotide wurden 

bisher noch nicht in einem CpG-Motiv-Kontext charakterisiert [101]. Dennoch müssen diese 

110 bp folglich ein oder mehrere Sequenzmotive beinhalten, welche die Induktion einer 

Immunantwort unterstützen und/oder deutlich verstärken. Die Bedeutung der 110 bp-

Region auf die Induktion proinflammatorischer Cytokine wird im folgenden Kapitel näher 

diskutiert. Der pΔS-Vektor hat, im Gegensatz zum pΔS110-- und pΔSΔC-Vektor, einen 

„CpG-intakten“ Promotor bzw. pUCori. Seine starken mitogenen Eigenschaften könnten 

durch die quantitative Einwirkung aller immunstimulatorischen CpG-Motive sowie aus einer 

Verschiebung der Balance von immuninhibierenden zu immunstimulatorischen Motiven 

resultieren.  

Die Fähigkeit zur Induktion einer starken Sekretion proinflammatorischer Cytokine machen 

den pΔS-Vektor zu einem interessanten Kandidaten für den Einsatz als DNA-Vakzine. Die 

sezernierten Cytokine wirken aktivierend auf die Zellen des adaptiven Immunsystems und 

tragen dadurch zur verbesserten Effizienz der DNA-Vakzine bei (vgl. 1.4.4). Eine der 

bereits untersuchten Strategien zur Verbesserung der Nachteile der pDNA-basierten 

Immunisierungen ist die Modifizierung des Vektor-Rückgrats [5,53]. Neben der Ko-

Administration DNA-kodierter Cytokine [16,53,57,59] wurde außerdem gezeigt, dass die 

Wirksamkeit der DNA-Vakzine im Tiermodell auch durch den Einbau zusätzlicher ISS in 

das Vektor-Rückgrat verstärkt werden kann [138,229,235]. Auch im humanen System 

konnte eine gesteigerte IFNγ, IL-6 und IFNα Sekretion nach Stimulierung humaner PBMCs 

mit CpG-Motiven angereicherter pDNA gezeigt werden [54]. Der pΔS-Vektor ist in der Lage, 

eine starke Sekretion von Th1-Cytokinen ohne Einbau zusätzlicher ISS zu induzieren. Die 

Mitogenität des pΔS-Vektors konnte auch im humanen System gezeigt werden, worüber in 

den nächsten Kapiteln ausführlicher diskutiert wird. 

Dennoch ist, um den pΔS-Vektor den (vor)klinischen Studien näher zu bringen, seine in 

vivo Charakterisierung mit entsprechenden Antigenen notwendig. In diesem 

Zusammenhang sollen im Rahmen der Entwicklung von HIV-Impfstoff Kandidaten der 

zweiten Generation in unserer Arbeitsgruppe die bereits in klinischen Studien getesteten 

Gag/Pol/Nef sowie Env-Antigene in weiterführenden Experimenten in den pΔS-Vektor 

kloniert und anschließend zunächst im Mausmodell die induzierten humoralen und 

zellulären Immunantworten untersucht werden.  

 

4.1.3 Die 110-bp Sequenz im pUCori beeinflusst entscheidend die 
immunogenen Eigenschaften des pΔS Vektors 

Der Verlust der immunstimulatorischen Fähigkeit des pΔS-Vektors nach der Deletion der 

110 bp am 3’-Ende des pUCori weist auf das Vorhandensein stark immunbeeinflussender 

Sequenzen in diesem Bereich hin. Das Auftreten von fünf CpG-Dinukleotiden, die zu 
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keinem bisher charakterisierten stimulatorischen CpG-Motiv gehören, bietet die plausibelste 

Erklärung. Dennoch resultierte die Klonierung der 110 bp in die ca. 1000 bp-entfernte MCS 

des pΔS110- Vektors nicht in der Wiederherstellung der Vektor-Mitogenität (pΔS110+-

Vektor). Es wurde berichtet, dass nicht nur die Anzahl der unmethylierten CpGs, sondern 

auch ihre Lokalisierung innerhalb einer größeren Sequenz einen Einfluss auf ihren 

immunogenen Effekt haben [96,101]. Obwohl sich diese Beobachtungen auf synthetische 

CpG-ODN beziehen, wird ein ähnlicher Aktivierungsmechanismus des CpG-Rezeptors 

TLR9 durch CpG-haltige pDNA postuliert. Tatsächlich konnte durch Wieder-Einfügen der 

„fehlenden“ 110 bp in das 3’-Ende des pUCori Bereiches (pΔSBII-Vektor) die Fähigkeit, 

proinflammatorische und Th1-Cytokine zu sezernieren, analog zum pΔS-Vektor 

wiederhergestellt werden. Das bedeutet, dass die Lage der 110 bp innerhalb des Vektors 

essentiell für die immunstimulatorischen Eigenschaften von pΔS ist. Die 

Orientierungsabhängigkeit sollte durch die Generierung eines weiteren Vektors, dessen 

110 bp-Sequenz in invertierter Ausrichtung vorliegt (pΔSinv), untersucht werden. Die 

Stimulierungsversuche zeigten, dass das Vorhandensein der invertierten 110 bp an 

korrekter Stelle im Vektor diesen zwar befähigte, eine im Vergleich zu p∆S110- und 

pΔS110+ größere Anzahl von Zellen zur IFNγ-Sekretion anzuregen, welche jedoch weit 

unter dem Niveau der pΔS- und pΔSBII-Vektoren lag. Daraus lässt sich folgern, dass an der 

immunstimulatorischen Fähigkeit der 110 bp unter anderem auch weitere cis-aktive 

Sequenzelemente in der näheren Umgebung beteiligt sind. Diese regulatorischen 

Sequenzen müssen nicht unbedingt CpG-haltig sein; möglicherweise unterstützen sie die 

Wirkung eines stimulatorischen CpG-Motives, beispielsweise durch verbesserte Bindung an 

TLR9.  

Der erste Beweis für die direkte Bindung von unmethylierter CpG-DNA an TLR9 wurde von  

Cornélie et al. erbracht [122]. Sie zeigten, dass die CpG-Bindung an TLR9 Sequenzabhängig 

und für die Aktivierung der NF-κB Signal-Kaskade in murinen TLR9-exprimierenden Zellen 

ausreichend ist. Für die Bindung genügen bereits sechs unmethylierte Basen eines CpG-

Motivs [236]. Die Bindungsregion auf dem TLR9 ist dennoch bisher unbekannt. Die 

Möglichkeit einer Beteiligung weiterer unterstützender Proteine wird vermutet [237,238]. 

Bandholtz et al. konnten nachweisen, dass das Hitzeschock-Protein 90 (Hsp90) an der 

TLR9-abhängigen Erkennung von CpG-DNA beteiligt ist [239]. Sie postulierten, dass Hsp90, 

unabhängig vom Methylierungsstatus der DNA, als Transfer-Ligand zwischen CpG-DNA und 

TLR9 fungiert. Da die Bindestellen für solche Hilfsproteine nicht unbedingt CpG-haltig sein 

müssen, könnten sie außerhalb der 110 bp-Region liegen und durch die Deletion zerstört 

sein. Eine weitere Erklärung für die mögliche Entstehung Nicht-CpG-cis-aktiver Elemente 

außerhalb des 110 bp-Bereichs ist die ursprüngliche Entfernung möglichst vieler CpG-

Dinukleotide aus dem pRS-Vektor. Interessanterweise befindet sich im pΔS-Vektor 
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beiderseits der 110 bp im Abstand von etwa 10 Basen eine komplementäre Sequenz aus 

fünf Basen (5’-AGAGT-3’), die am 3’-Ende der 110 bp als Folge der CpG-Reduzierung 

entstanden ist. Angenommen, die vollständige cis-aktive Sequenz besteht aus mehr als fünf 

Nukleotiden, könnten die angrenzenden, nicht mehr übereinstimmenden Nukleotide für die 

deutliche Abnahme der Mitogenität des p∆Sinv-Vektors und Verlust der 

immunstimulatorischen Eigenschaften des pΔS110- Vektors verantwortlich sein. Diese 

Hypothese wird durch den Nachweis unterstützt, dass für die TLR9-vermittelte Stimulierung 

die Länge der CpG-DNA Sequenz entscheidend ist [240].   

Obwohl die im 110 bp-Bereich vorkommenden fünf CpG-Dinukleotide zu keinem bekannten 

CpG-Motiv gehören und in einer anderen Vektor-Region keine immunstimulatorische 

Wirkung haben, besteht die Möglichkeit, dass sie zusammen mit bereits diskutierten cis-

aktiven Elementen außerhalb der 110 bp ein stimulatorisches CpG-Motiv bilden. Bei der 

Generierung des p∆SBII-Vektors konnte das CpG-Dinukleotid am 5’-Ende der 110 bp in 

TpG umgewandelt werden. Da der p∆SBII-Vektor nahezu gleiche immunogene 

Eigenschaften wie der p∆S-Vektor zeigt, wird die stimulatorische Beteiligung dieses CpG-

Dinukleotids ausgeschlossen. Der Vektor p∆S∆ war durch die Eliminierung der vier 

verbliebenen CpG-Dinukleotide darauf ausgelegt, die mögliche Existenz 

immunmodulatorischer CpG-Motive zu klären. Die signifikante Abnahme der 

immunstimulatorischen Wirkung des p∆S∆-Vektors im Vergleich zu p∆S beweist eine starke 

Beteiligung von einem oder mehreren CpGs. Als potentieller Kandidat wird das CpG-

Dinukleotid am 3’-Ende der 110 bp vermutet, dass erst im Zusammenhang mit den in 

näherer Umgebung befindlichen cis-aktiven Sequenzelementen zum 

immunstimulatorischen CpG-Motiv wird. Wie in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe gezeigt, 

benötigt dieses putative CpG-Motiv möglicherweise zusätzliche synergistische Elemente, 

um eine relevante Wirkung zu entwickeln. Solche gegenseitig verstärkenden Effekte 

konnten auf Proteinebene bereits für TLR9 und NOD2 gezeigt werden [241]. 

 

4.1.4 TLR9-abhängige Aktivierung der angeborenen Immunität durch pDNA 
Bauer et al. konnten 2001 zum ersten Mal eine Spezies-spezifische Interaktion zwischen 

TLR9 und bakterieller CpG-DNA zeigen [117]. Seitdem wurde die direkte Bindung 

unmethylierter CpGs an TLR9 als Startsignal für die Sekretion proinflammatorischer Cytokine 

und Chemokine mehrfach nachgewiesen [119,121,122]. Folglich werden Zellen des 

angeborenen Immunsystems, wie DCs und/oder B-Lymphozyten, aktiviert, und es wird eine 

spezifische Immunreaktion eingeleitet (vgl. 1.3.4). Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen 

eine absolute Abhängigkeit der Induktion proinflammatorischer Cytokine nach Stimulierung 

mit pDNA von TLR9. Im Gegensatz zu den Wildtyp-Splenozyten konnten die TLR9-

defizienten Zellen durch keinen der pDNA-Vektoren und auch nicht durch CpG-ODN zur 
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Sekretion von IFNγ angeregt werden. Die Stimulierung mit PMA/Iono zeigte, dass die TLR9-/- 

Splenozyten prinzipiell in der Lage waren, IFNγ TLR9-unabhängig zu sezernieren.  

Die Abhängigkeit der pDNA-Stimulierung von TLR9 deutet darauf hin, dass die 

immunstimulatorische Wirkung vorwiegend auf die unmethylierten CpG-Motive 

zurückzuführen ist. Diese Annahme wird durch einige andere Arbeiten unterstützt, in denen 

die Autoren zeigten, dass durch den Einbau zusätzlicher immunstimulatorischer CpG-Motive 

in das Rückgrat einer pDNA die Sekretion der Cytokine IFNγ, IL-6, IL-12, TNFα und IFNα 

deutlich gesteigert werden kann [54,235]. Wie bereits in Kapitel 4.1.3 diskutiert, hatte die 

Deletion von nur vier CpG-Dinukleotiden, die zu keinem bisher beschriebenen 

stimulatorischen CpG-Motiv gehören, aus der 110 bp-Region des p∆S-Vektors einen 

negativen Einfluss auf dessen Immunogenität.  

Abgesehen davon werden im Rückgrat einer pDNA weitere CpG-unabhängige 

immunstimulatorische Sequenzen vermutet. Am Beispiel von ODN wurden einige solcher 

Sequenzen beschrieben, die eine Immunreaktion TLR9-abhängig [242] oder TLR9-

unabhängig [243] induzieren können. Außerdem induziert der kürzlich charakterisierte 

cytosolische DAI-Rezeptor nach der Bindung von dsDNA auch eine TLR9-unabhängige, aber 

IRF3-abhängige Immunantwort [234]. Demzufolge stellt sich die Frage, warum in der 

vorliegenden Arbeit TLR9-defiziente Splenozyten nicht zur CpG-unabhängigen Sekretion 

proinflammatorischer Cytokine angeregt werden konnten.  

Eine mögliche Erklärung kann im Aufnahmemechanismus von pDNA in die Zelle liegen. 

Auch wenn Rezeptor-vermittelte Endozytose der wahrscheinlichste und wichtigste Vorgang 

der pDNA-Aufnahme in die Zelle darstellt, ist ein exakter Mechanismus noch immer 

unbekannt [244]. Verschiedene Studien zeigen jedoch, dass die Aktivierung der TLR9 

Signal-Kaskade und Sekretion proinflammatorischer Cytokine von der aufgenommenen 

DNA-Menge abhängen. Kindrachuk et al. schlagen einen 2-Schritt Mechanismus der TLR9-

Aktivierung durch Nukleinsäuren vor [231]. Im ersten Sequenz-abhängigen Schritt wird der 

Rezeptor durch Liganden-Bindung (CpG) aktiviert. Die Regulation des aktivierten TLR9-

Dimers ist Sequenzunabhängig, wird aber entscheidend im zweiten Schritt von der absoluten 

DNA-Konzentration in den Endosomen beeinflusst. Bei TLR9-defizienten Zellen kann somit 

der erste Schritt nicht erfolgen, was demzufolge zu keiner Sekretion von Cytokinen führt.  

In aktuellen Publikationen anderer Arbeitsgruppen konnte ein Stimulierungseffekt der pDNA 

erst durch die Bindung an Aufnahmeeffiziente DNA/DOTAP-Komplexe erzielt werden 

[242,245]. Bei der Stimulierung muriner Splenozyten wurden in der vorliegenden Arbeit keine 

Lipokomplexe für die effiziente pDNA-Aufnahme verwendet, wodurch die konstante pDNA-

Konzentration im Endosom nicht erreicht werden konnte. Die Nicht-CpG 

Stimulierungssequenzen weisen möglicherweise keine hohe Sensitivität auf und werden erst 

in höheren Konzentrationen aktiv. Beim Fehlen von TLR9 kann pDNA auch nach der 
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Bindung an DAI im Cytoplasma eine Cytokin-Sekretion induzieren [234]. Auf dem Weg über 

die Endosomen in das Cytoplasma ist die DNA einem starken Degradationsprozess durch 

Endonukleasen ausgesetzt [10]. Daraus wird ersichtlich, dass eine effiziente Aufnahme in die 

Zelle, wie sie z.B. im Fall von Bakterien und Viren erfolgt, eine wichtige Voraussetzung für 

die TLR9-abhängige, aber auch TLR9-unabhängige Aktivierung der angeborenen Immunität 

durch pDNA ist. In dieser Hinsicht können weitere Stimulierungsversuche mit liposomalen 

pDNA/DOTAP Komplexen eine mögliche Aufklärung bringen.    

Analog zur TLR9-/- Stimulierungsstudie der vorliegenden Arbeit konnten Zhou et al. zeigen, 

dass durch Elektroporation (EP) verabreicherte pDNA den endosomalen Aufnahmeweg 

umgeht und dementsprechend eine minimale TLR9-vermittelte proinflammatorische 

Immunantwort induziert [245].  

Eine weitere denkbare Erklärung für die fehlende TLR9-unabhängige Induktion 

proinflammatorischer Cytokine könnte die mögliche Synergie zwischen TLR9 und DAI liefern. 

Anders als die restlichen TLRs wird TLR9 weder auf der Zelloberfläche noch im Endosom 

exprimiert. Erst nach der Aufnahme der CpG-DNA in die Zelle wandert TLR9 aus dem 

endoplasmatischem Retikulum (ER) in das Endosom, wo die Bindung des Liganden 

stattfindet [119]. Eine exakte Lokalisierung von DAI im Cytoplasma ist nicht bekannt. 

Dennoch wäre eine Interaktion zwischen beiden Rezeptoren in der frühen Aktivierungsphase 

möglich und könnte entscheidend die Erkennung von DNA beeinflussen. Diese Hypothese 

kann durch weiterführende Versuche abgeklärt werden.     

 

4.1.5 CpG-abhängige Induktion der IFNγ-Sekretion in B-Lymphozyten 

Als alleiniger Vertreter der Typ II IFN-Familie besitzt IFNγ eine wichtige regulatorische 

Funktion im angeborenen und adaptiven Immunsystem (vgl. 1.4.3). Die Hauptproduzenten 

von IFNγ sind aktivierte CD4+- und CD8+ T-Zellen sowie NK-Zellen [155], obwohl auch 

berichtet wurde, dass B-Lymphozyten, NKT-Zellen und APC in der Lage sind, IFNγ zu 

sezernieren [166-168] Im Kapitel 4.1.2 wurde über den starken Einfluss von CpG-haltigen 

aber auch Nicht-CpG-Elementen im Rückgrat einer pDNA auf die Sekretion 

proinflammatorischer Cytokine, unter anderem auch IFNγ, diskutiert. Es ist jedoch bekannt, 

dass der CpG-Rezeptor TLR9 nicht von allen Immunzellen exprimiert wird, sondern nur in 

DC und B-Zellen im humanen System sowie von Monozyten/Makrophagen in der Maus [94]. 

Über diese Zellen werden NK-Zellen und T-Lymphozyten indirekt durch CpG-Motive zur 

Sekretion von IFNγ angeregt [170,171].  

In dieser Arbeit wurde die Rolle der einzelnen Immunzellen bei der IFNγ-Sekretion nach 

Stimulierung mit CpG-modulierter pDNA untersucht. Dazu wurden in mehreren Ansätzen 

jeweils die einzelnen Populationen von B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, DC oder NK-Zellen 

aus der Gesamtpopulation der murinen Splenozyten depletiert und anschließend die 
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Restzellen mit den Basiskonstrukten pRS, p∆S, p∆S110- und den CpG-ODN stimuliert. Die 

erhaltenen Daten zeigen den deutlichen Trend, dass die B-Lymphozyten die verantwortliche 

Zellpopulation für die direkte IFNγ-Sekretion nach Stimulierung mit pDNAs sind. Im 

Gegensatz dazu hatte die Depletion anderer Immunzellen keinen signifikanten Rückgang der 

Anzahl IFNγ-produzierender Zellen zur Folge. Aufgrund der geringen Spezifität des 

Makrophagen-Oberflächenmarkers CD11b war es zum Versuchszeitpunkt nicht möglich, 

diese Zellpopulation effizient zu depletieren. Dementsprechend ist eine klare Aussage 

hinsichtlich der Makrophagen-Population nicht möglich. Die Daten geben dennoch einen 

starken Hinweis darauf, dass die IFNγ-Produktion in B-Lymphozyten durch stimulatorische 

CpG-Motive induziert wird. Im Gegensatz zu anderen Zellpopulationen resultierte nur die 

Stimulierung B-Zell-defizienter Splenozyten mit CpG-ODN in einem signifikanten Rückgang 

der Anzahl an IFNγ-produzierenden Zellen.  

Diese Ergebnisse stimmen mit Beobachtungen anderer Gruppen überein - so konnten Krieg 

et al. bereits 1996 eine direkte Stimulierung von B-Lymphozyten durch bakterielle DNA 

nachweisen [92]. Weiterhin stimulierten mit CpG-ODN beladene Virus-like particles (VLP) B-

Zellen direkt zum TLR9-abhängigen Isotypen-switch sowie Induktion von IgG2a [246].  

Die IFNγ-Produktion in B-Zellen ist abhängig von der Expression des T-Box 

Transkriptionsfaktors (T-bet) [168]. Die Sekretion der Th1-Cytokine IL-12 und IL-18 ist dabei 

entscheidend für die Aktivierung von T-bet. CpG-modifizierte pDNA-Vektoren, vor allem p∆S, 

waren in der Lage eine starke Sekretion von Th1-Cytokinen zu induzieren, wodurch die 

CpG-abhängige IFNγ-Produktion durch B-Zellen im Selbstaktivierungs-Prozess 

unterstützt/induziert werden könnte.   

Abgesehen von B-Zellen führte die Stimulierung der Splenozyten ohne T-Lymphozyten im 

Vergleich zu DC und NK-Zellen nach der Depletion zu deutlich weniger IFNγ-sezernierenden 

Zellen. Im Gegensatz zu B-Zellen ist die direkte Aktivierung von T-Zellen durch CpG-DNA 

nicht bekannt. Dennoch werden durch CpG-DNA aktivierte DC, Makrophagen und B-Zellen 

Signale für die IFNγ-Produktion an die T-Zellen weitergegeben [170,171]. Der Hinweis auf 

eine direkte IFNγ-Produktion in T-Zellen nach Stimulierung mit einem mitogenem pDNA-

Vektor (p∆S) kann eher auf die Nicht-CpG stimulatorischen DNA-Sequenzen zurückgeführt 

werden. Dementsprechend werden möglicherweise TLR9-defiziente Zellen, wie T-Zellen und 

NK-Zellen, mit dsDNA direkt zur IFNγ-Sekretion stimuliert.  

Diese Daten liefern interessante Hinweise auf die verantwortlichen Zellpopulationen für die 

CpG-abhängige aber auch CpG-unabhängige IFNγ-Sekretion, jedoch ist die Abklärung der 

Rolle von Makrophagen sowie die direkte Stimulierung distinkter oder Zellmischpopulationen 

mit pDNA essentiell, um genauere Aussagen treffen zu können.  
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4.1.6 Induktion der Typ I Interferon (IFNα)-Sekretion nach Stimulierung 
humaner Immunzellen mit pDNA  

Der Einsatz von pDNA-Vektoren in der genetischen Immunisierung setzt eine ausführliche 

Charakterisierung der immunogenen Eigenschaften der Vektor-Kandidaten im humanen 

System voraus. Da im Gegensatz zu diversen Tiermodellen keine humanen in vivo 

Untersuchungen möglich sind, sind in der Regel Untersuchungen bezüglich immunogener 

Effekte von pDNA-Vektoren auf ex vivo Studien isolierter humaner Zellen bzw. Zelllinien 

beschränkt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Fähigkeit CpG-modulierter pDNA, in 

humanen PBMC und pDC eine IFNα-Sekretion zu induzieren, untersucht. Als Vertreter der 

Typ I Interferone wird IFNα vorwiegend von pDCs produziert [164]. Neben seiner antiviralen 

Aktivität beeinflusst IFNα das Aktivierungsstadium anderer Immunzellen und spielt damit 

eine wichtige Rolle als Mediator zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort 

[165,247,248]. Anders als früher gedacht gab es in den letzten Jahren mehrere Beweise, 

dass pDCs als Teil des angeborenen Immunsystems und starke IFNα-Produzenten nicht nur 

antivirale und regulatorische Aufgaben haben, sondern auch in der Lage sind, T-Zellen ein 

Antigen präsentieren zu können [151]. Dementsprechend ist die Aktivierung von pDCs eine 

wichtige Anforderung an einen pDNA-basierten Vektor für die genetische Immunisierung im 

Menschen.  

Die Stimulierungen humaner PBMC und pDCs zeigten, dass CpG-modifizierte pDNA-

Vektoren im humanen ex vivo Modell nahezu identische immunogene Eigenschaften wie im 

murinen System besitzen. Im Gegensatz zu den pRS- und p∆S110--Vektoren ist der p∆S-

Vektor in der Lage, eine starke und signifikant höhere IFNα-Sekretion in humanen pDCs zu 

induzieren. Die Konzentration an sezerniertem IFNα lag auf dem gleichen Niveau wie nach 

einer Stimulierung mit Typ A CpG-ODN (ODN 2216). Aufgrund ihrer Fähigkeit, die 

Proliferation von B-Zellen und pDCs direkt zu induzieren, wurden CpG-ODN in mehreren 

klinischen Studien als Adjuvanzien zu herkömmlichen Impfstoffen erfolgreich getestet 

[135,249]. Auch als Adjuvanz zur HBV-DNA-Vakzine bewirkten CpG-ODN eine gesteigerte 

Antikörperproduktion und stärkere CTL-Aktivität in nicht-humanen Primaten [134]. Der p∆S-

Vektor induzierte in pDCs aus verschiedenen Spendern jeweils die entsprechende IFNα- und 

deutlich höhere IL-12p70 Sekretion als CpG-ODN. Diese Eigenschaften des p∆S-Vektors 

können entscheidend zur Steigerung der Effizienz der DNA-Vakzine beitragen.  

Coban et al. versuchten die Immunogenität der DNA-Vakzine gegen Malaria durch den 

Einbau zusätzlicher immunstimulatorischer CpG-Motive zu steigern [54]. Sie konnten 

dadurch eine stärkere Sekretion von IL-6, IFNγ und IFNα nach Stimulierung humaner PBMC 

erreichen. Außerdem belegten sie, dass die Anwesenheit von pDCs in der PBMC-

Mischpopulation entscheidend für die IFNα-Sekretion ist. Allerdings konnten sie das 

unterschiedliche Cytokin-Muster nach Stimulierung mit CpG-ODN alleine oder eingebaut in 

107  
 



Diskussion 
_____________________________________________________________________________________________________ 

ein pDNA-Rückgrat nicht erklären. Wie in Kapitel 4.1.2 bereits erläutert und übereinstimmend 

mit Zelenay et al. lassen sich die Unterschiede vermutlich durch cytosolische Rezeptoren für 

dsDNA (z.B. DAI), die nicht durch einzelsträngige CpG-ODN aktiviert werden können, 

erklären [229,234]. Unmethylierte CpG-DNA aus dem pDNA-Rückgrat aktiviert nach der 

endosomalen Degradation den TLR9-Signalweg und zusätzlich, im Gegensatz zu CpG-ODN, 

nach der Bindung an DAI im Cytoplasma die TBK-1 Signal-Kaskade. Dadurch werden 

weitere Transkriptionsfaktoren wie IRF3 aktiviert und dementsprechend die Cytokin-

Sekretion beeinflusst. Der exakte Regulationsmechanismus der induzierten Cytokine ist noch 

unbekannt.  

Anders als die Sekretion von IFNγ im murinen System, sowie IFNα nach Stimulierung 

humaner PBMCs bei Coban et al., hatte die Stimulierung humaner pDCs mit CpG-ODN und 

dem p∆S-Vektor eine nahezu identische Sekretion von IFNα zur Folge. Die Transkription von 

IFNα wird über IRF3 und IRF7 reguliert [250]. Beide Transkriptionsfaktoren können TLR9-

abhängig (durch CpG-DNA) und TLR9-unabhängig (durch dsDNA) aktiviert werden. Dies 

liefert eine Erklärung für die analoge Fähigkeit von CpG-ODN und p∆S-DNA IFNα-Sekretion 

in humanen pDCs zu induzieren. Außerdem wird dadurch wiederum die bedeutende Rolle 

von CpG-Motiven im Rückgrat des p∆S-Vektors belegt. Als einzige humane Zellpopulation 

neben den B-Lymphozyten, die TLR9 exprimiert, können pDCs durch CpG-DNA aktiviert 

werden [95,151]. Die Stimulierungsdaten von pDCs werden durch die in der vorliegenden 

Arbeit gezeigte hohe Aufreinigungseffizienz (~97,5%) sowie entsprechende Kontrollen 

bekräftigt. So konnte keine IFNα-Sekretion nach Stimulierung mit hoch-pathogenem 

bakteriellen LPS induziert werden. Im Gegensatz zu mDCs exprimieren pDCs auf ihrer 

Oberfläche keine LPS-Rezeptoren (CD14 und TLR4) und können demnach normalerweise 

nicht durch LPS aktiviert werden.   

Zusammengefasst basieren die immunstimulatorischen Eigenschaften des p∆S-Vektors 

einerseits auf seiner Fähigkeit, über unmethylierte CpG-Motive TLR9 zu aktivieren, und 

andererseits an den cytosolischen dsDNA-Rezeptor (DAI) zu binden und eine TLR9-

unabhängige Immunantwort zu induzieren.  

 

4.1.7 Ausblick 1- pDNA für die genetische Immunisierung 
CpG-Dinukleotide im Vektor-Rückgrat stellen ein geeignetes Werkzeug dar, um die 

immunogenen Eigenschaften einer pDNA zu verändern. Durch Sequenz-Modifizierungen 

konnten in der vorliegenden Arbeit zwei pDNA-Vektoren mit immunologisch 

entgegengesetzten Eigenschaften generiert werden: der immunstimulatorische pΔS-Vektor 

als Kandidat für die genetische Immunisierung und der immunneutrale pΔS110--Vektor als 

Kandidat für den Einsatz in der Gentherapie. Dennoch ist, um den pΔS-Vektor den 
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(vor)klinischen Studien näher zu bringen, seine in vivo Charakterisierung mit entsprechenden 

Antigenen notwendig. Neben der Etablierung eines potentiellen pDNA-Vakzine Kandidaten 

liefert die vorliegende Arbeit die Grundlage für die weiterführende Forschungen den 

Mechanismen der Aktivierung der angeborenen Immunität durch eine pDNA-Sequenz. In 

zukünftigen Experimenten soll zunächst als wichtiger Schritt bei der pDNA-basierten 

Stimulierung der Mechanismus der pDNA-Aufnahme in vitro untersucht werden. Dabei kann 

die Aufnahme-Effizienz durch Bindung von pDNA an DOTAP und/oder Polyethylenimine 

(PEI) gesteigert werden und der mögliche Einfluss einer verstärkten pDNA-Aufnahme in die 

Zelle auf die Aktivierung von Signalkaskaden untersucht werden. Die für die Aktivierung von 

Signalkaskaden entscheidende Lokalisierung der aufgenommenen pDNA in der Zelle soll in 

nachfolgenden Versuchen durch immunfluoreszente Markierung der pDNA (z.B. mit TOTO-

1) determiniert werden. In einem analogen Ansatz ist es weiterhin möglich, die Kinetik der 

pDNA-Aufnahme bzw. Verteilung in der Zelle zu verfolgen. Desweiteren soll die Beteiligung 

von DNA-Rezeptoren bei der Induktion der Sekretion proinflammatorischer Cytokine nach 

pDNA-Stimulierung geklärt werden. Neben TLR9 soll auch ein besonderes Augenmerk auf 

den kürzlich beschriebenen Rezeptor für dsDNA, DAI, gelegt werden. Dabei ist es wichtig, 

den Beitrag des jeweiligen Rezeptors sowie mögliche Interaktionen beider Rezeptoren nach 

pDNA-Stimulierung zu untersuchen. Dies kann einerseits auf RNA-Ebene durch RT-PCR 

und/oder real-time PCR erfolgen, andererseits ist es möglich durch Stimulierung bestimmter 

Zellpopulationen mit entsprechenden Kontrollen über das induzierte Cytokinprofil auf die 

Beteiligung DNA-spezifischer Rezeptoren rückzuschließen. 

Die gewonnenen Erkenntnisse können für die ex vivo Stimulierung humaner Immunzellen 

angewendet werden. Neben der Identifizierung der für die Cytokinproduktion nach pDNA-

Stimulierung verantwortlichen Zellpopulationen (z.B. B-Lymphozyten und NK-Zellen) ist 

hierbei auch die Untersuchung des induzierten Cytokin-Profils nach Stimulierung von 

Mischpopulationen (z.B. B-Zellen/Makrophagen und/oder pDCs/NK-Zellen) bedeutend. In der 

vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der pΔS-Vektor eine Th1-polarisierende 

Immunantwort unterstützt. Die Aktivierung der für die Antigenpräsentation benötigten ko-

stimulatorischen Faktoren, z.B. CD80, CD86, CD40 und MHC-Moleküle, durch den pΔS-

Vektor ist noch unbekannt und soll in nachfolgenden ex vivo Stimulierungen humaner 

Immunzellen durch z.B. FACS-Färbungen untersucht werden. 

In weiterführenden in vivo Studien soll versucht werden, die erhöhte Mitogenität des 

Vakzine-Kandidaten pΔS für die Generierung einer effizienten erworbenen Immunantwort zu 

nutzen. Um die immunmodulierenden Effekte des pΔS-Vektors in vivo nachweisen zu 

können, ist die Wahl des Antigens und/oder pDNA-Dosis entscheidend. Mit einem starken 

Antigen wäre möglicherweise die Mitogenität des pΔS-Vektors bei der Generierung einer 

humoralen und zellulären Immunantwort nicht so ausgeprägt wie bei einem schwachem 
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Antigen. In diesem Zusammenhang ist die Wahl eines schwachen Antigens, wie z.B. 

Ovalbumin, und eine möglichst niedrige Dosierung der eingesetzten pDNA-Menge von 

entscheidender Bedeutung. Neben der Messung der induzierten Immunantwort ist es 

zusätzlich möglich, die RNA aus dem Blut der injizierten Tiere zu isolieren und mittels real-

time PCR die mRNA-Aktivierung von beteiligten Cytokinen und Chemokinen zu untersuchen.   

 

 

4.2 Einfluss von intragenischen CpG-Dinukleotiden auf die in vitro 
und in vivo Expression des murinen Erythropoietin-Gens 
(mEPO) 

 

4.2.1 CpG-modifizierte und Kodonwahl-optimierte mEPO-Gene 
Eine lang andauernde Expression des kodierten Transgens sowie keine Vektor- bzw. 

Transgen-spezifische Immunogenität sind die wichtigsten Anforderungen an einen pDNA-

basierten Gentherapievektor. CpG-Dinukleotide spielen dabei eine Schlüsselrolle, da sie 

entweder durch die Induktion einer proinflammatorischen Immunantwort oder über Methyl-

CpG-Bindeproteine zur chronischen Suppression der Transgenexpression führen können 

[70,71,94]. Andererseits fungieren intragenische CpGs als Bindestellen für Transkriptions-

aktivierende Faktoren und können somit zur Steigerung der Genexpression beitragen [251]. 

Dennoch ist der genaue Einfluss des CpG-Gehaltes im Leserahmen eines Gens auf die 

Transkriptionseffizienz und somit auf die Höhe und Dauer der Genexpression unbekannt und 

wurde in dieser Arbeit untersucht. Als Modellprotein bzw. Modellgen diente das murine 

Erythropoietin (mEPO). In diesem Zusammenhang wurden für die nachfolgenden 

Expressionsanalysen, ausgehend vom Wildtyp (wt)-Gen, CpG-modulierte und 

kodonoptimierte Varianten des mEPO-Gens generiert. Im Gegensatz zum CpG-Gehalt ist 

der positive Einfluss der Kodonwahl-Optimierung auf die Höhe der Genexpression bekannt 

[252-254]. Mehrere Gruppen konnten zeigen, dass die Immunogenität pDNA-basierter 

Vakzine durch Kodonoptimierung, aufgrund der gesteigerten Antigen-Expression, verbessert 

werden kann [255,256]. Auch am Beispiel von EPO wurde der positive Effekt der 

Kodonoptimierung dargelegt, jedoch nur auf die in vitro Expression [257].     

Die Basis für die Kodonoptimierung und CpG-Modifizierung der mEPO-Gene lieferte die 

Degenerierung des genetischen Kodes mit der Möglichkeit zur Änderung der Gensequenz 

ohne Veränderung der kodierenden Aminosäure-Sequenz. So konnten aus der wt-Sequenz 

des mEPO-Gens alle 14 CpG-Dinukleotide entfernt und somit ein CpG-freies mEPO-Gen 

(mEPOΔCpG) hergestellt werden. Die Kodonqualität der neu generierten mEPO-Gene ist im 

codon adaptation index (CAI) widergespiegelt. Bemerkenswerterweise resultierte die 

Eliminierung intragenischer CpGs nicht in einer Reduktion, sondern im Gegenteil in einer 
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leichten Erhöhung des CAI. Stark exprimierte Gene im Säuger-Genom, wie die 

„Haushaltsgene“, nutzen „optimale Kodons“, was in der Anreicherung von tRNA und 

verstärkten Translationseffizienz resultiert [258]. Die Erhöhung des CAI durch CpG-

Eliminierung weist darauf hin, dass im mEPOwt-Gen kein „optimales Kodon“ vorhanden ist 

bzw. genutzt wird. Die CpG-Eliminierung hatte auch eine Reduktion des GC-Gehaltes zur 

Folge. Daraus lässt sich folgern, dass der GC-Gehalt im murinen Genom bedeutender ist als 

die Verwendung des „optimalen Kodons“. Diese Annahme wird durch die Qualität bzw. den 

GC-Gehalt der kodonoptimierten mEPO-Gene (mEPOopt und mEPOmax) unterstützt. Nur 

durch die Optimierung der Kodonwahl (mEPOopt) wurde bei nahezu optimalem CAI auch 

der GC-Gehalt deutlich erhöht. Erwartungsgemäß wurde der GC-Gehalt nach zusätzlicher 

Maximierung des CpG-Gehaltes (mEPOmax) weiter gesteigert. Die Erhöhung auf die 

maximal mögliche Anzahl an CpG-Dinukleotiden im mEPO-Gen wirkte sich dramatisch 

negativ auf den CAI aus, der dadurch bei mEPOmax fast auf das Niveau von mEPOwt und 

mEPOΔCpG fiel.   

Somit wurden durch die Kodonoptimierung und Modifizierung des CpG-Gehaltes von mEPO 

vier Genvarianten generiert, die einerseits auf den Einfluss von intragenischen CpG-

Dinukleotiden und andererseits auf Effekte der Kodonoptimierung hinsichtlich der in vitro und 

in vivo Expression untersucht werden können.   

 

4.2.2 Der intragenische CpG-Gehalt von mEPO korreliert mit der transienten in 
vitro Genexpression 

Zur Untersuchung der in vitro und in vivo Expression wurden mEPO-Genvarianten in die 

zuvor charakterisierten immunneutralen Expressionsvektoren pRS und p∆S110- kloniert. 

Abgesehen von den vorausgesetzten immunneutralen Eigenschaften hat die Wahl des 

Expressionsvektors auch eine wichtige Bedeutung hinsichtlich der Expressionsdauer des 

Transgens [52]. In diesem Zusammenhang konnten Yew et al. zeigen, dass die Reduzierung 

des CpG-Gehaltes im Vektor-Rückgrat um 80% in einer Steigerung der Effizienz und Dauer 

der Transgenexpression resultiert [17]. Dies korreliert mit Ergebnissen vorangegangener 

Arbeiten unserer Arbeitsgruppe. Die vorliegende Arbeit sollte deshalb Aufschluss über den 

Einfluss von Modifizierungen im Leserahmen von mEPO auf die (Gen)Expression bringen. 

Hierfür wurden mEPO Genvarianten in den Basis-Vektor mit unverändertem Rückgrat 

kloniert (pRS) und die in vitro Expression nach der transienten Transfektion muriner 3T3-

NIH- und humaner 293T-Zellen untersucht. Parallel wurde auch das Expressionsmuster der 

mEPO-Varianten analysiert, die in den CpG-reduzierten p∆S110- Vektor kloniert wurden.  

Die in vitro Expressionsdaten zeigen, dass die Erhöhung des CpG-Gehaltes und 

Optimierung des Kodongebrauchs des mEPO Gens in einer signifikant verstärkten 

transienten Expression in humanen und murinen Zellen resultiert, während die Entfernung 
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intragenischer CpGs eine Reduktion des Expressionsniveaus bewirkt. Die Unterschiede 

waren sowohl in den Zelllysaten als auch in den Überständen der transfizierten Zellen 

nachweisbar. Auffällig war das Auftreten mEPO-spezifischer Doppelbanden in den Lysaten 

der 293T-Zellen. Da EPO zur Klasse der Glykoproteine gehört, sind posttranslationale 

Modifizierungen, vor allem N-Glykosylierungen für seine biologische Funktion essentiell 

[186]. Demnach entsprechen die niedermolekularen 27 kDa Banden der nicht-glykosylierten 

Form von EPO und die höher molekularen 34 kDa Banden dem glykosylierten Protein. Im 

Gegensatz zu humanen 293T-Zellen, konnte in murinen 3T3-NIH Zellen nahezu keine nicht-

glykosylierte mEPO-Form nachgewiesen werden. Der Grund dafür liegt möglicherweise im 

unterschiedlichen mEPO-Glykosylierungsmuster, welches von den verwendeten Zelllinien 

abhängt. Murine Zellen sind jedoch im Vergleich zu humanen Zellen besser in der Lage 

posttranslationale Modifikationen an murinen Proteinen durchzuführen. In diesem 

Zusammenhang könnte z.B. eine erschwerte Aufnahme des murinen Proteins in den 

humanen Golgi-Apparat eine Rolle spielen. Die genauen Hintergründe bedürfen einer 

genaueren Analyse und könnten beispielsweise durch die Lokalisierung von EPO mittels 

Immunfluoreszenz untersucht werden. Desweiteren ist die unterschiedliche Effizienz der 

posttranslationalen Modifikationen an mEPO eine naheliegende Erklärung für die stärkere 

Sekretion des exprimierten Proteins in murinen gegenüber humanen Zellen. Die beiden auf 

den murinen Kodongebrauch optimierten Gene mEPOopt und mEPOmax konnten im 

Vergleich zu 293T-Zellen, nach der Synthese in 3T3-NIH Zellen wirkungsvoller aus der Zelle 

freigesetzt werden. Ferner besteht die Möglichkeit, dass der spezifische anti-mEPO 

Antikörper nicht mehr in der Lage ist, die veränderte Proteinstruktur nach der Modifizierung 

im humanen Golgi-Apparat effizient zu detektieren.  

Die Eliminierung intragenischer CpG-Dinukleotide hatte, neben dem pRS Vektor, auch eine 

negative Auswirkung auf die mEPO in vitro Expression im CpG-reduzierten p∆S110--

Expressionsvektor. Die Erhöhung des CpG-Gehaltes und Kodonoptimierung hatten hier 

analog eine Steigerung der in vitro Expression zur Folge. In keinem der Expressionsvektoren 

konnten deutliche Unterschiede zwischen mEPOopt und mEPOmax detektiert werden. 

Obwohl die Maximierung des CpG-Gehaltes eine Verschlechterung des CAI bewirkte, zeigte 

mEPOmax eine ebenwürdige in vitro Expressionseffizient wie mEPOopt, was auf einen 

bedeutenden Einfluss intragenischer CpG-Dinukleotide zurückzuführen ist. Die Abhängigkeit 

der in vitro Expressionsrate von intragenischen CpGs und der Kodonoptimierung konnte in 

Parallelarbeiten der Arbeitsgruppe für das HIV-IIIB-syn-p24-Protein, das green fluorescent 

protein (GFP) und das Chemokin MIP-1α gezeigt werden, was auf ein Gen-unspezifisches 

Phänomen deutet. 

Die nachgewiesene starke Expression CpG-modifizierter und kodonoptimierter mEPO-Gene 

könnte auch für entsprechende biotechnologische Anwendungen genutzt werden. Die 
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rekombinanten rHuEPO-Präparate epoetin alpha und epoetin beta werden beispielsweise 

nach der Transfektion humaner EPO-Gene in Chinese hamster ovary (CHO) Zellen 

produziert. Analog zum endogenen EPO sind auch beim rHuEPO sowohl die Bindung an 

EPO-spezifische Rezeptoren, als auch die Stabilität im Blutkreislauf abhängig vom 

Glykosylierungsgrad [186,191,192]. Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass 

Modifizierungen des mEPO-Gens eine signifikante Erhöhung der in vitro Expression bei 

unbeeinträchtigter Fähigkeit zu posttranslationellen Modifikationen, wie Glykosylierung, in 

artgleichen Zellen, bewirken. In vorangegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten 

analog zu mEPO CpG-modifizierte und kodonoptimierte Varianten des humanen EPO 

(hEPO) generiert werden. Die ausführlichen Untersuchungen der Expressionseigenschaften 

dieser hEPO-Gene sollten nach transienter Transfektion von CHO-Zellen (und auch anderen 

Zellen) sowie durch Generierung stabiler hEPO-Zelllinien zeigen, ob man durch diese 

Veränderungen eine biotechnologische Verbesserung bei der Herstellung von rHuEPO 

erreichen kann. 

 

4.2.3 CpG-Modifizierungen beeinflussen die mEPO RNA-Expression aber nicht 
die  Translationseffizienz  

CpG-Dinukleotide im Promotorbereich und Leserahmen eines Gens werden in der Regel mit 

Methylierung(en) und Abschaltung der Genexpression in Zusammenhang gebracht [81,214]. 

Auch wenn es Hinweise gibt, dass CpGs eine Plattform für die Bindung Transkriptions-

aktivierender Proteine darstellen [251] und somit positiv auf die Genexpression wirken, sind 

die dahinter stehenden Zusammenhänge und Mechanismen noch weitgehend unbekannt. 

Die in vitro Expressionsstudien zeigten deutlich, dass neben der Kodonwahl auch CpG-

Dinukleotide eine wichtige Rolle bei der Transgen-Expression spielen. Die Effizienz der 

Genexpression ist von multiplen Faktoren, wie z.B. Transkriptions- und Translationseffizienz, 

sowie mRNA-Transport und mRNA-Stabilität abhängig [4]. Es ist jedoch nicht bekannt, 

welcher Expressionsschritt durch intragenische CpG-Dinukleotide beeinflusst wird. Aus 

diesem Grund wurden molekularbiologische Analysen durchgeführt, mit dem Ziel, die 

molekularen Hintergründe der Transkription sowie Translation der CpG-modifizierten und 

kodonoptimierten mEPO-Gene aufzuklären. Die umfangreichen Untersuchungen zeigten, 

dass das unterschiedliche Expressionsmuster der mEPO-Genvarianten bereits auf RNA-

Ebene ausgeprägt ist und nicht durch unterschiedliche Translationseffizienzen zustande 

kommt.  

Mit Hilfe des MVA/T7 RNA-Polymerase Systems [223] konnte gezeigt werden, dass die 

Modifizierungen des mEPO-Gens keinen signifikanten Einfluss auf die Translationseffizienz 

haben. Obwohl „die Verwendung“ des optimalen Kodons in tRNA-Akkumulation und 

Steigerung der Translationseffizienz resultiert [258], wurde bei keinem der kodonoptimierten 
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mEPO-Gene eine erhöhte cytoplasmatische Transkription und anschließende Translation 

festgestellt. Jedoch ist es im artifiziellen System (MVA/T7) schwierig, native Bedingungen 

nachzuahmen und entsprechende Aussagen bezüglich der in vivo Mechanismen zu treffen. 

Nichtsdestotrotz erlaubt das MVA/T7 RNA-Polymerase System die Translation eines Gens 

ohne nukleäre Einflüsse zu betrachten und Aussagen hinsichtlich des direkten Einflusses 

des Gendesigns auf die Translationseffizienz zu treffen. Die vergleichbare Expression aller 

mEPO-Genvarianten im MVA/T7 System deutet darauf hin, dass die Genmodifizierungen 

eher die mRNA-Stabilität und/oder Transkriptionseffizienz beeinflussen. In der Tat zeigten 

qualitative sowie quantitative Analysen der mEPO-spezifischen mRNA, dass analog zu den 

Proteindaten die Transfektion mit den CpG-maximierten und kodonoptimierten mEPO-Genen 

in einer signifikanten Steigerung der mRNA-Expression resultiert. Die Effekte sind Zelltyp-

unspezifisch, was durch das analoge mRNA-Expressionsmuster in murinen und humanen 

Zellen nachgewiesen wurde. Dennoch waren die Unterschiede in den murinen 3T3-NIH 

Zellen nicht so deutlich wie in den humanen 293T-Zellen, was auf die enorm schwierigen 

Transfektionsbedingungen bei den 3T3-NIH-Zellen zurückzuführen ist.                

Vergleichbare Mengen mEPO-spezifischer mRNA im Nukleus und Cytoplasma zeigen, dass 

die Modifizierungen der mEPO-Gensequenz keinen Einfluss auf den mRNA-Transport vom 

Nukleus in das Cytoplasma haben. Graf et al. berichteten, dass die Generierung 

kodonoptimierter synthetischer Gene die mRNA-Stabilität positiv beeinflusst, welches der 

Hauptgrund für die verstärkte Expression in Säugerzellen ist [259]. Die Daten der 

vorliegenden Arbeit können diese Theorie hinsichtlich der Kodonoptimierung bestätigen. Die 

höhere mRNA-Menge bei mEPOmax gegenüber mEPOopt bei vergleichbarer 

Proteinkonzentration bedeutet, dass die intragenischen CpGs möglicherweise die Stabilität 

bzw. den mRNA-Export beeinflussen. Eine weitere Möglichkeit wäre, dass durch die hohen 

mEPOmax mRNA-Mengen eine Sättigung erreicht wird, nach der keine weitere Steigerung 

der (in vivo) Translation möglich ist. Die Abklärung dieser Hypothesen verlangt zusätzliche 

Untersuchungen mit Blick auf die mRNA-Stabilität. 

Abgesehen von der mRNA-Stabilität wurde durch die Analyse der de novo Synthese mEPO-

spezifischer RNA gezeigt, dass die CpG-Sequenz-Modifizierungen einen deutlichen Einfluss 

auf die Transkriptionsrate von mEPO haben. Sowohl CpG-maximierte (70 CpG) als auch 

Kodonoptimierte (20 CpG) mEPO-Gene zeigten eine höhere Transkriptionsrate gegenüber 

dem Wildtyp (14 CpG) und CpG-freien mEPO-Gen. Bemerkenswerterweise korreliert die 

relative Transkriptionsrate mit der Anzahl an intragenischen CpG-Dinukleotiden. Aufgrund 

der vorliegenden Daten und entsprechenden parallelen Arbeiten in unserer Arbeitsgruppe 

wird deutlich, dass die CpG-Modifizierungen eines Gens bereits seine Transfektionsrate 

beeinflussen, was sich entsprechend auf die Höhe des mRNA-Gehaltes auswirkt.    
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4.2.4 Dauerhafte in vivo Expression der CpG-modifizierten und 
Kodonoptimierten mEPO-Gene 

Um den Einsatz pDNA-basierter Vektor-Systeme in der Gentherapie zu ermöglichen, muss 

einer ihrer Hauptnachteile, die schlechte in vivo Transfektionsrate, verbessert werden. Im 

Rahmen dieser Arbeit wurde am Beispiel des mEPO-Gens der Einfluss von CpG-

Modifizierungen und Kodonoptimierung auf die in vivo Expression im Balb/c Mausmodell 

untersucht. Andere Gruppen haben bereits gezeigt, dass die Optimierung des 

Kodongebrauchs zu einer erhöhten, aber nicht dauerhaften mEPO-Expression führt [31,33]. 

Als potentieller Grund für den Rückgang der Expression wird unter anderem die CpG-

bedingte in vivo Methylierung und Abschaltung des Promotors diskutiert [37,224,225]. Die in 

vivo Expressionsdaten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass durch Kodonoptimierung sowie 

CpG-Modifizierung des mEPO-Gens eine erhöhte und kontinuierliche Expression des 

therapeutischen Proteins über ein Jahr nach der Applikation in Balb/c Mäusen erreicht 

werden kann. Außerdem, hatte die Eliminierung intragenischer CpGs analog zu den in vitro 

Daten einen reprimierenden Effekt auf die in vivo Expression von mEPO.   

Anders als bei der in vitro Expression, wurde die höchste in vivo Konzentration von mEPO 

nicht mit mEPOmax, sondern nach Applikation des mEPOopt Gens erreicht. Obwohl die 

mEPOmax-vermittelte Protein-Expression während der ganzen Studie auf dem hohen 

Niveau persistierte, waren die mEPO-Konzentrationen signifikant niedriger als nach der 

mEPOopt-Injektion. Dies suggeriert, dass im Vergleich zur in vitro Expression, wo 

Methylierungen keine Rolle spielen, die in vivo Methylierung der möglicherweise 

entscheidende Faktor für die reduzierte Expression von mEPOmax ist. Diese Annahme 

korreliert mit Arbeiten von Chevalier et al., in denen die Dichte der CpG-Sequenzen 

innerhalb des Leserahmens eines Gens entscheidend zur Suppression der Transkription 

beiträgt [225]. Ungeklärt bliebt aber, ob die intragenischen CpGs von mEPOmax und/oder 

benachbarte, Promotor-assoziierte CpGs nur partiell methyliert werden und es dadurch nicht 

zur Abschaltung, sondern zur Reduktion der mEPO-Expression in vivo kommt. Die 

Aufklärung des Einflusses von in vivo Methylierungen in den generierten mEPO-Varianten 

auf die Langzeitexpression soll im Fokus weiterführender Untersuchungen stehen. 

Hodges et al. postulierten, das die CpG-Methylierungen innerhalb eines pDNA-Vektor-

Rückgrats und die dadurch induzierte epigenetische (Gen)Abschaltung die größte Barriere 

für eine dauerhafte Expression therapeutischer Gene darstellen [260]. In diesem 

Zusammenhang schlagen sie die Eliminierung von CpG-Dinukleotiden aus den Gentherapie-

Vektoren vor. Für die in vivo Expressionsstudie in der vorliegenden Arbeit wurden mEPO-

Genvarianten im kommerziellen, CpG-unveränderten pDNA-Vektor (pRS) verwendet. 

Interessanterweise konnte, im Gegensatz zu Hodges et al. trotz unverändertem CpG-Gehalt 

im Vektor-Rückgrat eine verstärkte und dauerhafte in vivo Expression von mEPO erreicht 

werden. Abgesehen vom Vektor-Rückgrat und der kodierenden Region eines Gens wurde 
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mehrfach gezeigt, dass die Abschaltung der Genexpression mit CpG-Methylierungen im 

Promotor-Bereich zusammenhängt [71,220]. In dieser Hinsicht wird die Verwendung des 

„Methylierungs-sensitiven“ CMV-Promotors in Gentherapie-Vektoren kontrovers diskutiert 

[226]. Kürzlich berichteten Sebestyen et al., dass der CMV-Promotor keine dauerhafte in vivo 

Expression gewährleisten kann und demnach nicht für die EPO-Gentherapie geeignet ist 

[37]. In der vorliegenden Arbeit konnte eine stabile Langzeit-Expression von mEPO-

Genvarianten in vivo, unter Kontrolle des Wild-Typ CMV-Promotors, gezeigt werden. Diese 

Ergebnisse stimmen mit anderen Gruppen überein, die eine dauerhafte EPO-Expression in 

Primaten nach intramuskulärer Applikation des Adenovirus-assoziierten CMV-Vektors (AAV-

CMV) belegen konnten [201].  

Der vielversprechende Einsatz von AAV hatte in den letzten Jahren sowohl in der 

Gentherapie als auch für die genetische Immunisierung bittere Rückschläge hinsichtlich 

seiner Sicherheit erlitten. So zeigten verschiedene Publikationen, dass eine AAV-basierte 

EPO-Gentherapie aufgrund der Induktion neutralisierender EPO-Antikörper zu einer 

autoimmunen Anämie führen kann [29,197]. Das Risiko beim Einsatz von AAV-Vektoren im 

Menschen wurde wiederum in einer ernüchternden Merck-Studie gegen HIV belegt [261]. 

Dabei wurde nach der Vakzinierung die Zahl an HIV-Neuinfektionen bei Probanden, die den 

AAV-basierten Impfstoff bekommen haben, höher (43 Neuinfektionen) als bei der 

Kontrollgruppe (32 Neuinfektionen), was möglicherweise auf die persistierende Adenovirus 

Infektion zurückzuführen ist. Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die gesteigerte 

Expressionseffizienz sicherer Vektor-Alternativen wie pDNA, durch CpG-Modifizierung und 

Kodonoptimierung erreicht werden kann. Die erhöhte und dauerhafte mEPO-Expression 

nach dem Elektro-Gentransfer (EGT) der modifizierten mEPO-Genvarianten weist darauf hin, 

dass keine mEPO-spezifische Antikörper induziert wurden.     

Eine weitere wichtige Anforderung an die pDNA-basierte Gentherapie ist das Erreichen 

therapeutisch-relevanter Effekte mit einer niedrigen pDNA-Dosis. Dementsprechend wurden 

in dieser Arbeit unabhängige in vivo Studien mit verschiedenen Konzentrationen mEPO-

kodierter pDNA durchgeführt. Die positiven Expressionseffekte der Gen-Modifizierungen 

konnten vor allem bei niedrigeren pDNA-Dosen (5 µg und 15 µg) nachgewiesen werden. 

Demgegenüber wurde der negative Einfluss der Eliminierung intragenischer CpGs auf die 

mEPO-Expression mit steigender pDNA-Dosis deutlich. Die Menge der injizierten pDNA hat 

außerdem eine Bedeutung im Hinblick auf die Toxizität und Sicherheit. EGT hoher Mengen 

an pDNA kann zu Muskelschäden und zur Infiltration inflammatorischer Zellen führen 

[262,263]. Außerdem wurde berichtet, dass applizierte DNA-Mengen > 5 µg aufgrund lokaler 

Toxizität eine verminderte Transgen-Expression bewirken können [47]. Die Applikation 

geringer pDNA-Mengen in der Gentherapie ist auch im Hinblick auf das Vorhandensein CpG-

abhängiger sowie CpG-unabhängiger immunstimulatorischer Sequenzen im Vektor-Rückrat 
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wichtig [94,234]. Die dadurch induzierte Sekretion proinflammatorischer Cytokine führt unter 

anderem zur Suppression der Transgen-Expression [1,18]. In diesem Zusammenhang stellt 

die Induktion einer dauerhaften, hohen mEPO-Expression nach Applikation niedriger pDNA-

Dosen (2,5 µg pro Muskel) eine beachtliche Verbesserung für die pDNA-basierte 

Gentherapie dar.  

Der Nachweis therapeutisch relevanter mEPO-Konzentrationen im Blutkreislauf der 

injizierten Balb/c-Mäuse über ein Jahr nach dem EGT von mEPO-kodierter pDNA ist der 

erste direkte Beweis für die stabile und dauerhafte in vivo Expression von mEPO. Diese 

vielversprechenden Ergebnisse konnten allerdings nur in Kombination mit Elektroporation 

(EP) erzielt werden. Entgegengesetzt ursprünglicher Dogmen findet die in vivo EP als 

geeignete Methode für eine effiziente Applikation von pDNA-Vektoren immer häufiger und 

inzwischen auch in prä-klinischen und klinischen Studien Anwendung [212].  

 

4.2.5 Einfluss von mEPO-Genmodifizierungen auf den Verlauf 
hämatologischer Parameter 

Sezerniertes EPO erfüllt im Organismus hauptsächlich hormonelle Aufgaben und wirkt als 

Schlüsselhormon bei der Erythrozytenbildung während der Erythropoiese. Demzufolge 

fungiert die kontinuierliche Expression von EPO als wichtigster regulatorischer Faktor von 

hämatologischen Parametern im Blut wie Hämatokrit (HCT) und Hämoglobin (Hgb) [37,47]. 

Entsprechend den ermittelten mEPO-Konzentrationen im Serum bewirkte die Einzelinjektion 

niedriger pDNA-Mengen kodonoptimierter und CpG-modifizierter mEPO-Gene eine 

signifikante Erhöhung der HCT- und Hgb-Werte über ein Jahr hinweg nach der Applikation, 

ohne dass dabei Nebenwirkungen in den behandelten Mäusen beobachtet werden konnten. 

Die dauerhafte Steigerung der HCT-Werte nach pDNA-Applikation wurde bereits von 

Muramatsu et al. beschrieben und wird gegenwärtig von verschiedenen Autoren als 

Nachweis für die Langzeit EPO-Expression zitiert [33]. Um die beschriebenen Effekte zu 

erreichen, injizierten Muramatsu et al. den Mäusen 50 µg mEPO-kodierender pDNA pro 

Muskel mit anschließender EP. In der vorliegenden Arbeit konnte eine direkte Langzeit-

mEPO-Expression (vgl. 3.3.5.1) und infolgedessen dauerhaft erhöhte HCT- und Hgb-

Niveaus mit 20fach weniger mEPO-kodierender pDNA gezeigt werden. Die vergleichbaren 

HCT-Werte nach Applikation unterschiedlicher pDNA-Mengen deuten auf eine Dosis-

unabhängige Erhöhung der Blutparameter hin. Dieses Ergebnis korreliert nicht mit der in der 

Literatur beschriebenen Dosis-abhängigen Steigerung des HCT-Wertes [34]. Die Daten 

dieser Arbeit zeigen, dass es mit kodonoptimierten und CpG-modifizierten synthetischen 

mEPO-Genen möglich ist, mit niedriger pDNA-Dosis den EPO-Sättigungswert bei der 

Erythropoiese zu erreichen. 
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Bei der Behandlung anämischer Patienten werden therapeutisch relevante Effekte erst ab 

einer Erhöhung des HCT-Wertes um mindestens 10% erzielt [37]. Die Daten der 

vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Einzelinjektion der mEPOopt- und mEPOmax-Gene, im 

Vergleich zu mEPOwt, eine Erhöhung des HCT-Wertes um ~ 38% bzw. ~ 51% bewirkt. 

Demgegenüber resultierte die Applikation des CpG-freien mEPO-Gens in keiner Steigerung 

des HCT-Wertes. Entsprechend dem HCT-Verlauf wurden durch Kodonoptimierung sowie 

CpG-Modifizierung auch unterschiedliche Hgb-Niveaus erreicht, wobei die mEPOopt- und 

mEPOmax-Gene deutlich höhere Hgb-Werte gegenüber dem nicht-modifizierten mEPO-Gen 

(mEPOwt) induzierten. Der intragenische CpG-Gehalt sowie Kodon-Gebrauch stellen diesen 

Ergebnissen nach eine Möglichkeit zur Regulierung hämatologischer Parameter durch 

entsprechendes Gendesign dar. Das Ziel bei der Behandlung anämischer Patienten ist keine 

unkontrollierte Steigerung von Blutparametern sondern, je nach Erkrankung, ihre feine 

Regulierung [37,47]. In diesem Zusammenhang wurden verschiedene regulatorische 

Elemente bzw. Strategien untersucht [37,47]. Die Induktion unterschiedlicher EPO-

Konzentrationen im Serum, aufgrund von Modifizierungen des intragenischen CpG-Gehaltes, 

liefert die Basis für weitere Studien mit Fokus auf die Regulierung der EPO-Expression in 

vivo.  

Als fernes Ziel können kodonoptimierte und CpG-modifizierte mEPO-Gene in Kombination 

mit adäquaten Applikationsmethoden wie in vivo Elektroporation, eine Alternative zur 

kostenintensiven Therapie mit rHuEPO darstellen. Nichtzuletzt wird der Einsatz von pDNA in 

der Gentherapie, durch EGT und „gezielte“ Gen-Optimierungen konkurrenzfähiger 

gegenüber aktuellen gentherapeutischen Methoden.      

 

4.2.6 Ausblick 2 – pDNA in der Gentherapie 
Im zweiten der Teil vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von CpG-Dinukleotiden innerhalb 

der kodierenden Region von mEPO auf die in vitro und in vivo Expression im Rahmen der 

Entwicklung Plasmid-basierter Kandidaten für den gentherapeutischen Einsatz untersucht. 

Dabei konnte einer der größten Nachteile pDNA-basierter Vektoren in der Gentherapie - die 

schlechte in vivo Expressionseffizienz - durch Maximierung des CpG-Gehaltes sowie 

Kodonoptimierung deutlich verbessert werden. Obwohl dadurch eine starke mEPO-

Expression in vivo nach Applikation einer deutlich reduzierten Menge an pDNA erreicht 

werden konnte, sollte in weiteren Studien angestrebt werden, die eingesetzte pDNA-Menge 

weiter zu senken. Dies könnte möglicherweise durch einen Elektro-Gentransfer (EGT) der 

modifizierten mEPO-Gene mit verfeinerten Applikationsmethoden [31] erreicht werden.  

Die Expressions-Studien zeigen, dass die Kodon-Optimierung sowie die Erhöhung des CpG-

Gehaltes in einer signifikant gesteigerten in vitro und in vivo Expression resultieren. Anders 

als in den in vitro Studien zeigte der EGT des mEPOopt Gens eine deutlich höhere in vivo 
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Expressionseffizienz als die des mEPOmax Gens. Als mögliche Ursache für die Reduktion 

der mEPOmax-vermittelten in vivo Expression wurde die partielle Methylierung diskutiert 

(vgl. 4.2.4). In weiterführenden Studien soll deshalb das Methylierungsmuster der 

applizierten mEPO-Gene als möglicher Grund für die unterschiedliche in vivo 

Expressionseffizienz untersucht werden. In diesem Zusammenhang soll zu verschiedenen 

Zeitpunkten die genomische DNA aus den Mausmuskeln, in die die mEPO-kodierten pDNAs 

injiziiert wurden, isoliert und das Methylierungsmuster in geeigneten PCR-Reaktionen 

analysiert werden.  

Anders als in anderen Studien konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine 

kontinuierliche Langzeit-Expression der mEPO-Gene nach EGT von mEPO-kodierten 

pDNAs in Balb/c Mäusen über ein Jahr nach der Applikation erreicht werden. Einer der 

möglichen Gründe für die dauerhafte in vivo Expression ist die stabile Integration der mEPO-

Gene in das Genom ausdifferenzierter Myozyten. Diese Hypothese soll in nachfolgenden 

Studien näher untersucht werden. Dabei soll die Gesamt-RNA aus den applizierten- sowie 

Kontroll-Muskeln zu verschiedenen Zeitpunkten isoliert und das Verhältnis der jeweiligen 

mEPO-Varianten mittels real-time PCR bestimmt werden. Die eventuelle Minimierung der 

endogenen mEPO-Expression in den Nieren bzw. der Leber soll durch entsprechende RNA-

Kontrollen aus diesen Organen analysiert werden.  

Ein weiterer Schritt für den Einsatz der modifizierten EPO-Gene in klinischen Studien wäre 

die Evaluierung der im Mausmodell etablierten Effekte auch in Ratten und/oder nicht-

humanen Primaten.  

Mittels bereits generierten humanen EPO (hEPO)-Genen soll durch Untersuchungen der 

Expressionseigenschaften nach der transienten Transfektion von CHO-Zellen sowie durch 

Generierung stabiler hEPO-Zelllinien bestimmt werden, ob man durch die Modulierung des 

CpG-Gehaltes aus biotechnologischer Sicht eine Verbesserung der Herstellung von rHuEPO 

erreichen kann. Die Wirksamkeit des rHuEPO ist unter anderem abhängig vom 

Glykosylierungsmuster [37]. Demzufolge soll die Untersuchung des Glykosylierungsmusters 

nach der transienten Transfektion sowie in stabilen Zelllinien im Fokus nachfolgender in vitro 

Expressionsstudien stehen.   
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Zusammenfassung 
 

Plasmid DNA (pDNA) basierte Vektorsysteme stellen auf Grund ihres hohen 

Sicherheitspotentials sowie der fehlenden Induktion einer Vektor-spezifischen Immunantwort 

eine vielversprechende Alternative zu viralen- bzw. Virus-assoziierten Vektorsystemen dar. 

Trotz dieser Vorteile ist der Einsatz von pDNA-Vektoren sowohl für die genetische 

Immunisierung als auch in der Gentherapie vor allem durch die Notwendigkeit der 

Verabreichung sehr hoher DNA-Mengen sowie zeitlich begrenzter Transgen-Expression 

limitiert. Im Hinblick auf das rationale Design von pDNA-Vektoren ist bislang zudem wenig 

hinsichtlich deren Aktivierung des angeborenen Immunsystems über CpG-Motive im 

Vektorrückgrat bekannt – im Falle eines Immunisierungsvektors wäre diese Aktivierung von 

Vorteil, während ein in der Gentherapie eingesetztes Plasmid immunologisch neutral sein 

sollte.  

Im ersten Teil der Arbeit wurde daher der Einfluss des Gehaltes und des Kontextes von 

CpG-Sequenzen im Vektorrückgrat auf die Aktivierung des angeborenen Immunsystems 

untersucht. Die Reduktion des CpG-Gehaltes des immunologisch neutralen 

Ausgangsvektors pRS auf 50,6% (pΔS) führte nach Stimulierung naiver Maus-Splenozyten 

zu einer starken Sekretion proinflammatorischer Cytokine mit einem klaren Th1-Profil. Das 

erhöhte mitogene Potential des pΔS-Vektors liess sich auch nach Stimulierung humaner 

plasmazytoider Dendritischer Zellen durch die starke Freisetzung von IFNα nachweisen. Die 

zufällige Deletion eines 110 bp Fragments im pUCori des pΔS-Vektors führte zu einem 

Verlust seiner mitogenen Eigenschaften. Anhand diverser Mutanten konnte gezeigt werden, 

dass immunstimulatorische Eigenschaften der 110 bp-Region von der Lokalisierung und dem 

Sequenzkontext der im Fragment enthaltenden CpGs abhängig sind. Durch vergleichende 

Studien konnte zudem anhand von knockout Mäusen gezeigt werden, dass die 

immunstimulatorischen Eigenschaften TLR9-abhängig sind. Die Generierung eines 

mitogenen pDNA-Vektors (pΔS) liefert – im Rahmen der Entwicklung eines HIV-Impfstoffes 

der Arbeitsgruppe – die Grundlage für das Design eines HIV-Impfstoffes der zweiten 

Generation. 

Der Einsatz von pDNA-basierten Vektoren in der Gentherapie setzt eine hohe Expression 

des eingebrachten Transgens voraus. Im zweiten Teil der Arbeit wurde daher am Beispiel 

von murinem Erythropoietin (mEPO) der Einfluss des Gehaltes an intragenischen CpG-

Sequenzen sowie von Kodonvariationen auf die in vitro und in vivo Expression eines 

Transgens evaluiert. Die Eliminierung aller intragenen CpGs resultierte in einer verminderten 
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in vitro Expression, die Kodon-Optimierung sowie die Erhöhung des CpG-Gehaltes hingegen 

in einer Expressionssteigerung. Das unterschiedliche Expressionsmuster der mEPO-

Genvarianten war bereits auf mRNA-Ebene ausgeprägt und ist kein Resultat 

unterschiedlicher Translationseffizienzen. In vivo konnte in Balb/c Mäusen im Falle Kodon-

optimierter und CpG-modifizierter Gene über einen Zeitraum von über einem Jahr eine stark 

erhöhte mEPO-Expression gezeigt werden. Nach in vivo Elektroporation der modifizierten 

mEPO-Gene war zudem bereits bei niedrigen pDNA-Dosen eine dauerhafte und signifikante 

Erhöhung der von mEPO regulierten Hämatokrit- und Hämoglobin-Werte nachweisbar, ohne 

dass dabei Nebenwirkungen beobachtet werden konnten.  

Die Daten zeigen, dass durch CpG-Sequenzmodifizierungen im pDNA-Vektorrückgrat gezielt 

Einfluss auf die Induktion des angeborenen Immunsystems genommen werden kann. Zudem 

haben, wie am Beispiel von mEPO gezeigt, die Erhöhung des intragenischen CpG-Gehaltes 

sowie Kodon-Optimierungen eine stark erhöhte Expression und somit auch Wirksamkeit 

eines therapeutisch eingesetzten Gens zur Folge. 
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Anhang 
 
Nukleotidsequenzen der generierten murinen EPO-Gene 
 
mEPOwt 

 
1      AAGCTTATGG GGGTGCCCGA ACGTCCCACC CTGCTGCTTT TACTCTCCTT GCTACTGATT 

61     CCTCTGGGCC TCCCAGTCCT CTGTGCTCCC CCACGCCTCA TCTGCGACAG TCGAGTTCTG 

121    GAGAGGTACA TCTTAGAGGC CAAGGAGGCA GAAAATGTCA CGATGGGTTG TGCAGAAGGT 

181    CCCAGACTGA GTGAAAATAT TACAGTCCCA GATACCAAAG TCAACTTCTA TGCTTGGAAA 

241    AGAATGGAGG TGGAAGAACA GGCCATAGAA GTTTGGCAAG GCCTGTCCCT GCTCTCAGAA 

301    GCCATCCTGC AGGCCCAGGC CCTGCTAGCC AATTCCTCCC AGCCACCAGA GACCCTTCAG 

361    CTTCATATAG ACAAAGCCAT CAGTGGTCTA CGTAGCCTCA CTTCACTGCT TCGGGTACTG 

421    GGAGCTCAGA AGGAATTGAT GTCGCCTCCA GATACCACCC CACCTGCTCC ACTCCGAACA 

481    CTCACAGTGG ATACTTTCTG CAAGCTCTTC CGGGTCTACG CCAACTTCCT CCGGGGGAAA 

541    CTGAAGCTGT ACACGGGAGA GGTCTGCAGG AGAGGGGACA GGTGATGAGG ATCC 

 

mEPOΔCpG 
 
1      AAGCTTATGG GGGTGCCTGA AAGACCCACC CTGCTGCTTT TACTCTCCTT GCTACTGATT 

61     CCTCTGGGCC TCCCAGTCCT CTGTGCTCCC CCAAGACTCA TCTGTGACAG TAGAGTTCTG 

121    GAGAGGTACA TCTTAGAGGC CAAGGAGGCA GAAAATGTCA CTATGGGTTG TGCAGAAGGT 

181    CCCAGACTGA GTGAAAATAT TACAGTCCCA GATACCAAAG TCAACTTCTA TGCTTGGAAA 

241    AGAATGGAGG TGGAAGAACA GGCCATAGAA GTTTGGCAAG GCCTGTCCCT GCTCTCAGAA 

301    GCCATCCTGC AGGCCCAGGC CCTGCTAGCC AATTCCTCCC AGCCACCAGA GACCCTTCAG 

361    CTTCATATAG ACAAAGCCAT CAGTGGTCTA AGAAGCCTCA CTTCACTGCT TAGAGTACTG 

421    GGAGCTCAGA AGGAATTGAT GTCACCTCCA GATACCACCC CACCTGCTCC ACTCAGAACA 

481    CTCACAGTGG ATACTTTCTG CAAGCTCTTC AGAGTCTATG CCAACTTCCT CAGAGGGAAA 

541    CTGAAGCTGT ACACTGGAGA GGTCTGCAGG AGAGGGGACA GGTGATGAGG ATCC 

 

mEPOopt 
 
1      AAGCTTATGG GCGTGCCCGA GAGACCTACC CTGCTGCTGC TGCTGTCCCT GCTGCTGATC 

61     CCTCTGGGCC TGCCTGTGCT GTGTGCCCCT CCCAGACTGA TCTGTGACAG CAGGGTGCTG 

121    GAGAGATACA TCCTGGAGGC CAAGGAGGCC GAGAACGTGA CCATGGGCTG TGCCGAGGGC 

181    CCTAGACTGA GCGAGAACAT CACCGTGCCC GACACCAAGG TGAACTTCTA CGCCTGGAAG 
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241    AGGATGGAGG TGGAGGAGCA GGCCATCGAA GTGTGGCAGG GCCTGAGCCT GCTGTCCGAG 

301    GCCATCCTGC AGGCACAGGC ACTGCTGGCC AACAGCAGCC AGCCTCCTGA GACCCTGCAG 

361    CTGCACATCG ACAAGGCCAT CAGCGGCCTG AGAAGCCTGA CCAGCCTGCT GAGAGTGCTG 

421    GGCGCCCAGA AAGAGCTGAT GAGCCCTCCT GACACCACCC CTCCTGCCCC TCTGAGAACC 

481    CTGACAGTGG ACACCTTCTG TAAGCTGTTC CGGGTGTACG CCAACTTCCT GAGGGGCAAG 

541    CTGAAGCTGT ACACCGGCGA AGTGTGCCGG AGAGGCGACA GATGATGAGG ATCC 

 

mEPOmax 
 
1      AAGCTTATGG GCGTGCCCGA GCGGCCGACG CTGCTGCTGC TCCTGTCGCT GCTGCTCATC 

61     CCGCTCGGCC TGCCCGTGCT GTGTGCCCCG CCTCGGCTGA TCTGTGACAG CCGGGTGCTC 

121    GAGCGGTACA TCCTCGAGGC GAAGGAGGCC GAGAACGTGA CGATGGGCTG TGCCGAGGGC 

181    CCTCGCCTGA GCGAGAACAT CACCGTGCCC GACACGAAGG TGAACTTCTA CGCCTGGAAG 

241    CGGATGGAGG TCGAGGAGCA GGCGATCGAA GTGTGGCAGG GCCTGTCGCT CCTGAGCGAG 

301    GCGATCCTCC AGGCCCAGGC GCTGCTCGCC AACTCGAGCC AGCCGCCCGA AACGCTCCAG 

361    CTCCACATCG ACAAGGCGAT CAGCGGCCTC CGGTCGCTGA CGTCGCTGCT CCGAGTGCTC 

421    GGCGCCCAGA AAGAGCTGAT GTCTCCGCCC GATACGACGC CGCCAGCGCC GCTTCGGACG 

481    CTGACCGTCG ACACGTTCTG TAAGCTGTTC CGGGTGTACG CCAACTTCCT CCGGGGCAAG 

541    CTGAAGCTGT ACACCGGCGA AGTGTGCCGG CGAGGCGACC GGTGATGAGG ATCC 

 

 

110 bp-Region im pUCori mit jeweils angrenzenden Sequenzen 
 
5’GAGTTGGTAGCTCTGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCAGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCG

CAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGAGATCTGTCTGACTCTCAGTGGAACC-3’ 
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Oligonukleotide  
 
Oligonukleotide für die Generierung CpG-reduzierte Vektoren bzw. Mutanten 
 
Name Sequenz 5’ → 3’ 

 Ori QS1 GTTGGTAGCTCTAGATCTGTCTGAC 

 Ori QS2 GTCAGACAGATCTAGAGCTACCAAC 

ref_ori_pf TCAGATGCATCCGTACGTTAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCA 

ref_BGH_pb AGTCATGCATCCATAGAGCCCACCGCATCCCCA 

Bgl II Pf GATCAGATCTCGGCAAACAAACCACC 

Bgl II Pb ACTGAGATCTCCCGTAGAAAAG 

110_MCS_Pf GATCAAGCTTCGGCAAACAAACCACCGCTG 

110_MCS_Pb TAGTGGATCCAGATCTCCCGTAGAAAAGATC 

X/EpUCori_p.f. GTCACCCGGGTAGTGAATTCATGTGAGCAAAA 

pUCori/BC_p.b. AGCTATCGATTGACAGATCTCCCGTAGAAAAGATC 

 

 
Sequenzierungsoligonukleotide  
 

Name Sequenz 5’ → 3’ 

CMV for CAAAGGTACCGTTAATCGATGTTGACATTGATTATTGACTAG 

CMV rev GAATGAGCTCTGCTTATATAGACC 

MCS pf GAACGAGCTCTCTGGCTAACT 

MCS pb TTGGGGTACCTACAGTTTAAACTGGA 

X/EpUCori_pf GTCACCCGGGTAGTGAATTCATGTGAGCAAAA 

pUCoriB/C_pb AGCTATCGATTGACAGATCTCCCGTAGAAAAGATC 

774A-pf  CTTAGAGCTCGTCCATCGATTA 

774C-pb GTTTGGTACCTTACTAGATCTGTCTG 
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µ mikro (10-6)    
-/- knockout 

A 
AAV Adeno-Virus Vektor  
Abb Abbildung   
AIDS erworbenes Immundefizienz-Syndrom (aquired immundefiency syndrome) 
Amp Ampicillin  
AP Alkalische Phosphatase 
AP-1 activating protein-1  
APC Antigen-präsentierende Zelle  

B 
BGH  bovine growth hormone 
bla Betalaktamasen 
bp Basenpaar 
BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)  
bzw. beziehungsweise   

C 
°C Grad Celsius  
ca. circa 
CAI codon adaptation index 
CD cluster of determination  
CHO chinese hamster ovary 
CLR C-Typ Lektin-Rezeptoren 
CMV Cytomegalie Virus 
CP crossing point 
CpG Cytosin-Phosphat-Guanin 
CTL cytotoxische T-Lymphozyten (cytotoxic T-lymphocytes)   

D 
Da Dalton  
dam dam-Methylase (Methylierungsdefekt in E. coli)  
dcm dcm-Methylase (Methylierungsdefekt in E. coli)  
DC dendritische Zellen  
DIG Digoxygenin 
DMEM Dulbecco´s Mod Eagle Medium  
DNA Desoxyribonukleinsäure (DNS) 
ds double stranded (doppelsträngig) 
DTT Dithiothreitol 
dUTP 2'-Deoxyuridin 5'-Triphosphat 

E 
E Effizienz 
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E. coli Escherichia coli  
EDTA Ethylendiamintetraacetat (Titriplex III)  
EGT Elektro-Gentransfer 
ELISA enzym-linked immunosorbent assay  
ELISPOT Enzyme Linked Immuno Spot Technik 
EP Elektroporation 
EPO Erythropoietin 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
et al.  et alii 
EtBr Ethidiumbromid 

F 
FACS fluorescence activating cell sorting/scanning  
FCS/FKS fötales Kälberserum  
FITC Fluoresceinisothiocyanat 
FRT Flp Recombination Target site 
FSC forward scatter 

G 
g Gramm, Erdbeschleunigung   
GC Guanin-Cytosin 
g/dl Gramm pro Deziliter 
GFP green fluorescent protein 
GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
gp Glykoprotein  

H 
h Stunde  
HBsAg Hepatitis B surface antigen  
HBV Hepatitis B Virus 
HCT Hämatokrit 
HCV Hepatitis C Virus 
HDAC Histon-Deacetylasen 
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
Hgb Hämoglobin 
HIF hypoxia-inducible transcription factors  
HIV Humanes Immunschwäche-Virus  
hu human  

I 
ICAM-1 intercellular adhesion molecule-1 
IFN Interferon 
Ig Immunglobuline   
IκB inhibitor of nuclear factor- kB 
IL Interleukin 
i.m. intramuskulär 
IP-10 inducible protein-10 
IPC interferon producing cells 
IRAK IL-1 Rezeptor assoziierten Kinase 
IRF interferon regulatory factor  
ISS Immunstimulatorische Sequenzen 
 
J 
JAK Janus Kinase 
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K 
kb Kilobasen 
kDa Kilodalton 

L 
l Liter 
LB-Medium Luria Bertani-Medium  
LPS Lipopolysaccharide  
LRR leucine rich repeats 

M 
m milli, Meter 
M Molar (Mol pro Liter)  
MACS  magnetische Zellseparation (magnetic cell separation) 
mCpG methylierte CpG 
MCS multiple clonig site (Polylinker) 
MDA5 Melanoma differentiation associated protein 5 
mDC myeloide dendritische Zelle 
MeCP, MCP Methyl-CpG-binding protein 2 
mEPO murines Erythropoietin 
MHC Haupt-Histokompatibilitäts-Komplex (major-histocompatibility complex)  
min Minute 
mol molar 
mRNA Boten-RNA (messenger) 
mU Milli-Units 
MVA-T7 modified vaccinia virus strain Ankara encoding bacteriophage T7 

N 
n nano (10-9) 
NF-κB nuclear factor κB   
NK-Zellen Natürliche Killerzellen  
NKT-Zellen Natürliche Killer T-Zellen 
NLR NOD (Nucleotide-binding and oligomerization domain)-like receptors  
NPC Nukleus-Poren-Komplex 
nt bzw.NT Nukleotid 

O 
ODN Oligodesoxynukleotide  
ori origin of replication 

P 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
PAMP pathogen associated molecular pattern 
Pb Primer backward 
PBMC Peripheral blood monocnuclear cells 
PBS Phosphat gepufferte Kochsalzlösung (phosphate buffered saline) 
PCR Polymerase-Kettenreaktin (polymerase chain reaction) 
pDC plasmazytoide dendritische Zellen  
pDNA Plasmid-DNA 
Pen Penicillin 
Pf Primer forward 
pg Picogramm 
pH pH-Wert (Konzentration der H+-Ionen in einer Lösung)  
PMA Phorbol 12-myristat 13-acetat 
poly(A) Kurzbezeichnung für polyadenyliertes 3´-Ende von RNA-Transkripten 
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PRR PAMP recognition receptor 

R 
rHu-EPO rekombinantes humanes Erythropoietin 
RLR RIG (retinoic acid inducible gene)-like receptors   
RNA Ribonukleinsäure 
ROS reaktive Sauerstoffverbindungen (reactive oxygen species) 
RT Raumtemperatur  
RT-PCR Reverse Transkriptase-PCR 

S 
s Sekunde 
SDS Natrium Dodecylsulfat (sodiumdodecyl sulfate) 
siRNA small interfering RNAs 
ss single stranded (einzelsträngig) 
SSC side scatter 
STAT Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription 
Strep Streptomycin 
SV40  Simian Virus  

T 
Tab. Tabelle  
TAB  TAK-1 bindendes Protein 
TAK TGF-β activated kinase 
Taq DNA-abhängige DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus  
TBS Tris-gepufferte Kochsalzlösung (Tris Buffered Saline)  
TCR T-Zellrezeptor 
TGF-β transforming growth factor β 
Th T-Helferzellen    
TIR Toll/IL-1 Rezeptor 
TLR Toll-like Rezeptor 
Tm Schmelztemperatur 
TNF Tumor Nekrose Faktor  
TRAF6 TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor 6 
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminoethan 

U 
U Units (Enzymeinheit)  
u.a. unter anderem  
ÜN über Nacht  
usw. und so weiter  
UV Ultraviolett 

V 
vgl. vergleiche  
VLP Virus-ähnliches Partikel (virus-like particle)  

W 
wt Wildtyp 

Z 
z. B. zum Beispiel   
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DNA-BASEN 
 
A Adenin  
C Cytosin  
G Guanin  
T Thymin  
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