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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das humane Immunsystem

Der menschliche Korper sieht sich in seiner Umweltstandigen Konfrontation mit potentiell
pathogenen Mikroorgansimen ausgesetzt. Um deremifAa@pzuwehren und seine Integritat
zu bewahren, bedient sich der Kérper verschiedegleehanismen und Zellen, die kollektiv als
das Immunsystem zusammengefasst werden. Dieses hwdyseems besitzt die Fahigkeit
zwischen kdrpereigen und korperfremd zu untersemeidbenso wie kdrperfremd abzuwehren
ohne sich selbst anzugreifen. Dies stellt das Seklélement zum Schutz des Organismus dar
(Medzhitov und Janeway 2002, Matzinger 2002).

1.1.1 Angeborenes und adaptives Immunsystem

Generell wird das angeborene, unspezifische Imnutesy vom adaptiven, spezifischen
Immunsystem unterschieden.

Zum angeborenen Immunsystem zahlen physiologisengeBen wie Epithelien, der pH-Wert
eines Gewebes oder Immunzellen wie Makrophagenjriicdte Killerzellen (NK-Zellen),
Dendritische Zellen (DZ) und Granulozyten. Die Immaeallen besitzen keimbahnkodierte
Rezeptoren, die ,pattern recogniton receptors® (PRRvomit sie pathogenassoziierte
Molekularmuster (PAMPs) erkennen. Da die Abwehrnagidmen genetisch angelegt sind,
bedirfen die Zellen des angeborenen Immunsystemsrkéoraktivierung und kénnen sofort
eine Reaktion gegen das Pathogen einleiten. MiRBEgozytose und intrazellularem Verdau
werden die Pathogene unschéadlich gemacht. Das amayeb Immunsystem hat keine
Gedéachtnisfunktion und wird bei erneutem Antigerik&h nicht schneller wirksam oder
effektiver.

Zum adaptiven Immunsystem gehoren die B-Lymphozyted die T-Lymphozyten. Jeder
Lymphozyt ist mit einem einzigartigen Antigenrezepausgestattet. Diese enorme Vielfalt an
unterschiedlichen Rezeptoren wird durch Rekomlonatiezeptorkodierender Gensegmente
ermdoglicht. Nach Kontakt mit dem passenden Antigauaf professionellen antigen-
prasentierenden Zellen (APZ) kdnnen sich B-Zelleramtikbrperproduzierende Plasmazellen
oder langlebige Gedachtniszellen differenzieren. aigigenerkennende Rezeptor der T-Zellen
ist der T-Zell-Rezeptor (TZR), der durch APZ prasates Antigen mithilfe von Korezeptoren

wie CD4 und CD8 erkennt. Die Zellen der adaptivermunabwehr sind per se ,naiv* und
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bedirfen eines Antigen-Erstkontakts, um Effektokiton zu erlangen. Das adaptive
Immunsystem ist antigenspezifisch und bei erneutentigenkontakt effektiver als bei
Erstkontakt. Beide Formen der Immunabwehr interagieniteinander. Ein gut koordiniertes

Zusammenspiel ist Vorraussetzung fur eine effiaémtmunreaktion (Borghans, et al. 1999).

1.2 Die dendritische Zelle

1.2.1 Ontogenie

DZ stammen wie alle Blutzellen von pluripotentenmiadopoetischen Stammzellen des
Knochenmarks ab. Im Vergleich zu anderen hamatmoben Zelltypen, die meist aus einer
spezifischen Vorlauferzelle entstehen, besteht dei Entwicklung der DZ eine hohe
Diversitat. Eine gemeinsame Vorlauferzelle der DZ Knochenmark (praDZ) kann eine
Vielzahl an heterogenen Subpopulationen generigierund Nussenzweig 2010).

Aus der CD3%4 hamatopoetischen Stammzelle differenziert siche edfen praDZ und
Monozyten gemeinsame Vorlauferzelle (Abbildung 1).2Die Hypothese, dass plasmazytoide
DZ der lymphoiden und klassische DZ der myeloisch#allireihe entstammen, scheint
mittlerweile Gberholt zu sein. Aus myeloischen pZakbnnen sich sowohl plasmazytoide als
auch klassische praDZ Vorlauferzellen entwickeliu {@ind Nussenzweig 2010).

Im Blut zirkulieren die klassischen und plasmazayeni praDZ, die in Form und Funktion noch
unreif sind und sich erst auf einen inflammatoregsthoder mikrobiellen Stimulus hin
differenzieren (Ziegler-Heitbrock, et al. 2010). SA\CD303/BDCA-2 CD304/BDCA-4
plasmazytoiden praDZ entwickeln sich residente CIGM®304'CD209/DC-SIGN
plasmazytoide DZ, die im Lymphknoten auf einen leina oder mikrobiellen Stimulus
Interferone.  produzieren, wodurch die virale Proteinsynthesehegent und andere
Immunzellen aktiviert werden kénnen. Die klassischzZ, die von CD1c/BDCA-1 oder
CD141/BDCA-3 klassischen praDZ abstammen und in Form und Fomkgereift sind,
werden in zwei Subtypen gegliedert, die migratdrisdktiven CD16CD103CD209 oder
CD1¢'CD103CD209 DZ und die im Lymphgewebe ansassigen CEI209 oder
CD1c¢'CD209 DZ (Shortman und Naik 2007). Die migratorisch wadti DZ patroullieren
durch Gewebe und prasentieren im Lymphknoten nalv@ellen phagozytiertes Antigen. Im
Gegensatz dazu migrieren die im Lymphgewebe amgisf)Z nicht. Sie sind hauptsachlich in
ihrem Ursprungsgewebe fur die Antigenaufnahme untigenprésentation zustandig. In der
Maus konnen spezielle Untergruppen der klassisciranLymphgewebe ansassigen DZ
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anhand des Oberflachenrezeptors CD8 unterschiedetew (Vremec, et al. 2000; Shortman
und Liu 2002).
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Abbildung 1.2.1 Die Hamatopoese der dendritischenele.

Monozyten und DZ Vorlauferzellen stammen von CbD3#matopoetischen Stammzellen (HPSTZ) des
Knochenmarks ab. Sowohl klassische als auch plagoide praDZ Vorlaufer differenzieren sich aus geiDZ

im Knochenmark. Im Blut zirkulieren diklassischen CDfcoder CD141 praDZ und die plasmazytoiden
CD303CD304 praDZ, die aus den jeweiligen Vorlauferzellen leegehen. Die plasmazytoiden praDZ
entwickeln sich in die im Lymphknoten residentem4& produzierenden CD30BD304CD209 DZ. Von der
kKlassischen praDZ stammen sowohl migratorisch aktatso auch im Lymphgewebe anséssige COD20Y
oder CD1¢CD209 DZ ab. Die migratorisch aktiven Antigen-kreuzpritserenden CD103DZ patroullieren
durch Gewebe und Lymphe und prasentieren im Lymptgmnaiven T-Zellen phagozytiertes Antigen. Die im
Lymphgewebe ansassigen DZ sind fur die Aufnahme Bréisentation von Antigen hauptséchlich vor Ort
zustandig. In der Epidermis treten auBerdem COD207 Langerhanszellen auf, die einen eigenen
Entwicklungsweg haben und sich vor Ort selbstermeuAngelehnt an Shortman und Liu 2002.)
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Die in Geweben wie der Niere, Lunge, Plazenta obdgmphgewebe vorkommenden
CD103CD1c¢’'CD209 oder CD103CD1¢'CD209 migratorisch aktiven DZ konnen virales
und autologes Antigen kreuzprasentieren und tragointer zur Aufrechterhaltung der
peripheren Toleranz bei (Sung und Bolton 2010;Rlel et al. 2010; Collins, et al. 2009). In
der Epidermis wird zudem die Subpopulation der CBDX®07 Langerhanszellen gefunden,
die eine eigene Entwicklung durchlaufen. Langerhdmsaufer besiedeln bereits in der spéaten
Embryonalperiode die Dermis und kénnen sich spéterOrt selbst erneuern (Chorro, et al.
2009). DZ andern milieuabhangig ihren Erscheinuagisnd, was als Plastizitat bezeichnet
wird, und demzufolge kénnen bei einer Infektion roBatziindung neuartige Subpopulationen
gefunden werden (Shortman und Naik 2007).

1.2.2 Die Rolle von DZ bei der Induktion von peripherer Toleranz oder
Immunitat

DZ sind sowohl Vermittler der Immunitat als auchr damunologischen Toleranz gegentber
Selbstantigenen (Steinman und Nussenzweig 200@)emMeer Aufnahme von mdglichen
pathogenen Erregern werden auch korpereigene Reotehagozytiert. Diese Quelle an
Selbstantigenen ist ein wichtiger Bestandteil in efrechterhaltung der peripheren Toleranz
und der Elimination autoreaktiver T-Zellen. Urspglich wurde angenommen, dass immature
DZ, die keine T-Zell-Stimulationsfahigkeit besitzend weniger kostimulatorische Rezeptoren
auf ihrer Oberflache exprimieren, zu immunologischeleranz fihren, wahrend mature DZ
mit kostimulatorischen Oberflachenmolekilen und dethigkeit T-Zellen zu aktivieren,
Immunitat induzieren. Jedoch wurde im Tiermodelkzajgt, dass auch mature DZ, die
kontinuierlich Selbstantigene in das Lymphgewebandportierten, periphere Toleranz
gegenuber Selbstantigenen aufrechterhalten (Shortmd Heath 2001). Demzufolge wird
sowohl immunologische Toleranz als auch Immunitéeri mature DZ induziert. Der
Reifungsprozess zur maturen DZ wird durch exogeneatulrungssignale wie
mikrobiologische Bestandteile, inflammatorischedkyme oder CD40L reguliert (Sallusto und
Lanzavecchia 1994; Roake, et al. 1995). DZ koné&nah die Qualitat der T-Zellantwort indem
sie die Differenzierung von naiven T-Zellen zu bastten Effektorzellen bewirken. Um die
Differenzierungsrichtung der T-Zelle zu determiemr bedarf es neben der Aufnahme,
Prozessierung und Prasentation des Pathogens eveignale. Wird eine Interaktion
zwischen DZ und T-Zelle ausschlieR3lich Uber denell-Rezeptor mit dem auf MHC-Rezeptor
prasentierten Antigen gefihrt (Signal 1), so résudleine T-Zell-Inaktivierung durch Anergie

oder Apoptose, ein Mechanismus der zu periphereerdioz fihrt. Waren zusatzlich
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akzessorische Signale Uber kostimulatorische Mddekiie CD80/B7.1 oder CD86/B7.2
Ubermittelt (Signal 2), wird Immunitat induziert dines folgt eine T-Zell-Expansion,
Zelldifferenzierung und die Bildung eines immunompien Gedachtnisses (Reis e Sousa
2006). Durch die zusatzliche Sekretion von Zytokinaie beispielsweise Interleukin-12 (IL-
12), bewirkt die DZ die Differenzierung einer nawvé-Zelle zur zytotoxischen T-Zelle (Signal
3; Trinchieri 2003). Fur die Ausbildung einer T-emit voller Effektorfunktion, muss die DZ
von CD4 T-Zellen lizenziert® werden. Dies geschieht ubelie Interaktion von
CD40L/CD154 mit CD40 auf der APZ.

Die DZ spielt somit eine zentrale Rolle in deribtibn und Steuerung einer Immunantwort.

1.3 MHC-restringierte Antigenprasentation der DZ zur T-Zell-Stimulation

Um das fur den T-Zell-Rezeptor spezifische Antigekennen zu kbnnen, muss das Antigen
von besonderen Molekulen auf der Zelloberflache V&RZ prasentiert werden. Diese
Molektle sind im HaupthistokompatibilitaitskompleMHKC) auf Chromosom 6 kodiert. Es
werden MHC-Klasse-I und MHC-Klasse-II Molekile ursighieden. Das Phanomen, dass T-
Zellen Antigen nur auf korpereigenen MHC-Molekulals prozessiertes, kurzkettiges Peptid
erkennen, wird MHC-Restriktion genannt (Zinkerelagnd Doherty 1974).

MHC-Klasse-I Proteine befinden sich auf nahezunakernhaltigen Zellen des Organismus.
Uber diesen Weg werden zelleigene, zytosolischéeP® an zytotoxische T-Zellen (CD8
prasentiert. Die T-Zelle wird allerdings nur darktiaert, wenn veranderte Peptide, wie sie
beispielsweise bei einer Virusinfektion oder Muiatiauftreten, prasentiert werden. Ist das
prasentierte zelleigene Antigen unverandert, wiedTdZelle nicht aktiviert und die Zelle nicht
angegriffen. Um die MHC-I-Moleklle mit Peptiden a@én zu kdnnen, missen die Proteine
zundchst von einem multikatalytischen Proteasekexgs, dem Proteasom, zu Peptiden
zerkleinert werden. Im Anschluss werden diese Brbgégmente Uber Transportersysteme in
das Endoplasmatische Retikulum geschleust und @&uf MHC-I-Molekile geladen. Im
Komplex mit MHC-I gelangen sie dann auf die Zelldldehe.

Im Gegensatz zu den MHC-Klasse-I Proteinen werdétiCNKlasse-Il Molekile nur von
professionellen APZ exprimiert. Proteine, die UbBHC-1I prasentiert werden, sind exogene
Antigene, die mittels Endozytose aus dem Extralghaum aufgenommen wurden. Sie
werden von CD4T-Helferzellen erkannt und fiihren zu deren Aktivigg. Nach Aufnahme in
die APZ wird das Protein im Endosom fragmentied imMHC-II-Molekule eingelagert. Der

MHC-I1I-Peptid-Komplex wird anschliel3end an die Békrflache transportiert.
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Neben den beiden klassischen Antigenpréasentatiggeswe&xogene Antigene auf MHC-11 und
endogene Antigene auf MHC-I Molekillen, verfugen DEer eine weitere Fahigkeit, die
Kreuzprasentation. Hierbei werden exogene Antigané MHC-1 Molekilen prasentiert.
Durch die Prasentation von aufgenommenem AntigenVBdIC-1 kann eine zytotoxische T-
Zellantwort gegen Antigene, die nicht von der DIbseproduziert wurden, wie beispielsweise
Tumorantigene, induziert werden. Der genaue Mechams der Kreuzprasentation ist noch
umstritten. Zum einen wird postuliert, dass dasgekam, welches das Antigen enthalt, mit
dem Endoplasmatischen Retikulum, in dem sich MH®blekile befinden, fusioniert
(Villadangos, et al. 2007). Zum anderen wird digs#en der direkten Beladung von MHC-I-
Molekulen mit Antigen im Endosom diskutiert (Burgfieet al. 2008; Di Pucchio, et al. 2008).
Abbildung 1.3 gibt einen Uberblick tber die dreitiyenprasentationswege der DZ.

]
i
MHC-Klasse-I Prasentationsweg MHC-Klasse-Il Prasentationsweg ! Kreuzprasentation
I
endogene Peptide endogene und exogene i .
auf MHC-I  Peptide auf MHC-I1 @ene Peptide! exogene Peptide
=) o v ! auf MHC-|
1
| |
I L
4 B
! endogenes

ugfeg endogenes Peptid
A

groteasom

T {ﬂieptid

3er s GBS

Iﬂjozytotische Route

MHC-Klasse-| MHC-Klasse-lI

Abbildung 1.3 Ubersicht iiber die Antigenprasentatimswege dendritischer Zellen.

Endogen synthetisierte Proteine werden nach ihegré&xation im Proteasom Uber Transportersystem® (FA
Transporter associated with antigen processinglas Endoplasmatische Retikulum (ER) geschleustsiei@uf
MHC-Klasse-I Molekile geladen und im Komplex aut dielloberflache transportiert werden. Exogene,dsuns
Extrazellularraum oder durch Autophagie internali® Antigene, werden im Endosom in Peptide zértiil
MHC-Klasse-Il Molekuile eingelagert und mit diesarsammen an der Zelloberflache prasentiert. Darliipaus
kénnen DZ exogene Antigene lber MHC-Klasse-| kre@iggntieren. Es bleibt noch zu klaren, ob MHC-I und
MHC-II um das exogene Antigen konkurrieren oderdeb Mechanismus der Endozytose bei der Internalisge
den Prasentationsweg bestimmt (Villadangos und &cén2007).



Einleitung 7

1.4 Chemokine und Chemokinrezeptoren

Chemokine sind kleine Signalproteine, die bei Zellmit passenden Rezeptoren eine
chemotaktische Bewegung ausldsen. Hierbei wanderdeallen entlang eines Konzentrations-
gradienten zum Ort der hochsten ChemokinkonzeatratA\nhand ihrer chemischen Struktur
lassen sich die Chemokine in vier Familien untentei(siehe Tabelle 1): CC-Chemokine
(CCL), in deren Aminosauresequenz zwei Cysteinesktliraufeinander folgen, CXC-
Chemokine (CXCL), bei denen zwei Cysteine durche eédminosdure voneinander getrennt
sind, CXxC-Chemokine (CXCL), deren Cysteine durch drei Aminosauren voneiean
getrennt liegen und XC-Chemokine (XCL). Bei denemsdrei Gruppen werden jeweils zwei
Disulfidbriicken gebildet. Die XC-Familie besitztrnein konserviertes Cystein am Amino-
Terminus und bildet somit nur eine Disulfidbrickesa Entsprechend der Chemokine
bezeichnet man die Rezeptoren CC-Rezeptoren (CCRYE-Rezeptoren (CXCR), GX-
Rezeptoren (C3CR) oder XC-Rezeptoren (XCR) (Sozzani, et al. 1998fnik und Yoshie
2000).

Tabelle 1 Die Klassifikation ausgewahlter Chemokinemit korrespondierendem Rezeptor und deren
Expressionsmuster auf Leukozyten.

Chemokin- Chemokin- Chemokinrezeptor-
1 Vertreter )
Familie rezeptor expression
CcC 5 CCL3, CCL5, CCL7, CCL14, CCL15,CCR1 immature DZ, Monozyten,
—cc CCL16, CCL23 NK-Zellen
1D
CCL2, CCL7, CCL12, CCL13 CCR2 immature DZ, Mon&zyt
Basophile
CCL3, CCL4, CCL5 CCR5 immature DZ, Monozyten,
T-Zellen, NK-Zellen
CCL20 CCR6 immature DZ, B-Zellen
CCL19, CCL21 CCRY7 immature und mature DZ, T-
Zellen,
CXC — CXCL1, CXCL6, CXCL8 CXCR1 immature DZ
G ) CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, | CXCR2 immature DZ, neutrophile
‘ CXCL6, CXCL7, CXCL8 Granulozyten
CXsC §— CXsCL1 CXsCR1 Monozyten, T-Zellen, NK-
@ Zellen
XC c— | XCL1 XCR1 NK-Zellen

|

—C

! Die schematischen Strukturformeln der Chemokinfemikeigen die Peptidkette in rot und die Disulfiggpen
in schwarz (Kohidai und Csaba 1998).
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Die traditionelle Sicht, dass Chemokine ausschiiBRBEntziindungsmediatoren seien, ist
Uberholt. So spielen sie bei vielen anderen Prereage der Entwicklung von Lymphorganen,
der Angiogenese, der Zellrekrutierung und der Zigjtation eine Rolle (Zlotnik und Yoshie
2000). Die zur Aufrechterhaltung der Homdoostasedhgten Chemokine, wie beispielsweise
CCL19, werden konstitutiv exprimiert und von denflammatorischen, induzierbaren
Chemokinen, wie beispielsweise €X_1, unterschieden. Das Ligand-Rezeptor-System ist
redundant. So kénnen verschiedene Chemokine an &peeptor binden, wie zum Beispiel
CCL19 und CCL21 an CCRY7. Zudem sind die Chemokeptzen nicht zellspezifisch: CCR7
wird sowohl auf DZ als auch auf Subtypen von T-&elexprimiert. Dartiber hinaus kénnen
Chemokine rezeptorabhéngig eine agonistische odéarganistische Wirkung evozieren
(Proudfoot, et al. 2010).

1.4.1 Die Rolle der Chemokine bei der Migration von klasschen DZ

Peripheres Gewebe Lymphsystem Lymphknoten
Proinflammatorische Zytokine
Immature DZ Mature DZ %j 4

| i

CCR6 = [ °% vttf

A\\ _._ré‘w “ anste|gender TZR cD28 ®
i ks BV ccL9 u"r’ Cracient vom™ o \\\\. —
CXCR2 und CCL19 CD8o ( T-zjy

und CCL21 MHCII und

CcCL21 CD86
T-Zell-Aktivierung

J =
',-\ﬂ_{r.CCRl Pathogen =, SCRY '-'\ . Gr\.
\W ﬁ@ccm f;\) % 4-’ CD40 g
O }CCRS % / O i I-:"!’f \ﬂ\\bn ‘

Abbildung 1.4.1 Die Rolle der Chemokine bei der Migation von klassischen dendritischen Zellen.

Immature DZ exprimieren die Chemokinrezeptoren CCRCR2, CCR5, CCR6, CXCR1 und CXCR2, welche
sie ins Gewebe lotsen. Durch Antigenkontakt unétemfatorische Stimuli treten sie in den Reifungzpss,
wobei sie vermehrt CCR7, MHC-Il, CD40, CD80 sowi®86 exprimieren. Die DZ kdnnen nun auf die
konstitutiv. vom Lymphgewebe produzierten Chemoki@€L19 und CCL21 reagieren und werden zum
drainierenden Lymphknoten gelenkt. Dort interagdiet mature DZ mit der T-Zelle, wodurch letzterdivkrt
wird. (Angelehnt an Bachmann, et al. 2006).

Abhangig von ihrem Aktivitatszustand exprimieren 2tschiedene Chemokinrezeptoren und
reagieren demzufolge auf unterschiedliche ChemoKiebildung 1.4.1). Immature DZ
exprimieren die Chemokinrezeptoren CCR1, CCR2, CCBE6R6, CCR7, CXCR1 und
CXCR2 auf der Zelloberflache. Auf maturen DZ isgdgen Uberwiegend CCR7 zu finden.
Das inflammatorische Chemokin CCL3 beispielsweisgldt an CCR1 oder CCR5 und lockt

klassische immature prdDZ aus dem Blut an den @rtshtziindung. Durch Antigenkontakt
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und inflammatorische Stimuli treten die praDZ inndReifungsprozess und regulieren die
Expression von MHC-II und kostimulatorischen Repegih wie CD40, CD80 und CD86 hoch.
Zudem sezernieren sie weitere Zytokine und Chenegkim andere Immunzellen zum Fokus
der Infektion zu rekrutieren und Effektorzellen aktivieren (Zlotnik und Yoshie 2000). Uber
die Expression von CCR7 erhalten migratorisch &ktDZ eine neue Reaktivitat auf
Chemokine, wie CCL19 und CCL21, die sie Uber dermpgweg in das sekundare
Lymphgewebe lotsen. Als mature DZ erreichen sie dé&rt der hochsten
Chemokinkonzentration, die T-Zell-Region der lymigzhen Organe, in denen sie mit naiven

T-Zellen interagieren und diese aktivieren.

1.5 Tumorimmunologie

Obwohl Tumorzellen Antigene exprimieren und diesen Mmmunzellen erkannt werden,
gelingt es der immunologischen Abwehr nicht dasignal Wachstum zu beherrschen. Die
bereits 1909 von Paul Ehrlich postulierte Hypothedass das Immunsystem Tumoren
angreifen kann (Garcia-Sanchez, et al. 2010), wuotteBurnet und Thomas 1960 unter dem
Begriff der Immunuberwachung (immunosurveillancejfgagriffen (Burnet 1957). Diese
Theorie basiert auf der Annahme, dass das ImmuwereyStumorzellen mittels Effektor-
immunzellen detektieren und eliminieren kann. Decdt mit der Entwicklung von transgenen
Mausmodellen und monoklonalen Anikorpern konnte Hypothese getestet werden. Neben
der Theorie der Immuniberwachung existierte dignels 1863 von Rudolf Virchow
formulierte Hypothese, dass chronische Entzlindungspse einen pradisponierenden Faktor
fur Krebserkrankungen darstellen. Sie besagt, dass<hronisch entziindete Mikromilieu eine
entscheidende Rolle sowohl bei der Krebsentstelisiguch bei der Krebsprogression spielt.
Chronische Entzindung wirkt gleichermal3en hoch ifprativ  wie auch hoch
gewebeschadigend und kann zu einer malignen Umwagdtes Gewebes fiihren. Die
gegenseitige Stimulation von Tumorzellen und imnumgetenten Zellen beglnstigt
weiterhin die Tumorprogression.

Die Erkenntnis, dass das Immunsystem eine ambitealRalle in der Tumorbek&dmpfung und
Tumorforderung spielt, veranlasste Dunn et al. {[Quet al. 2002) dazu, den Begriff des
~Immunoediting“ einzufihren. Diesem Konzept zufolggmmt es zu einer wechselseitigen
Beeinflussung von Tumor und Immunsystem, welchehnann in drei Phasen eingeteilt
werden kann: Elimination, Equilibrium und Entkomm@sascape). Im frihen Stadium der

Tumorentstehung werden die Tumorzellen erkannt wod einwandernden Immunzellen
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attackiert. Chemokine und Zytokine rekrutieren et Zellen wie beispielsweise DZ, die
Tumorpartikel aufnehmen und spezifische T-Zellesbélden, die fiur die Zerstérung der
Tumorzellen verantwortlich sind (Elimination). Darachliel3t sich die Phase des Equilibriums
an, welche ein dynamisches Gleichgewicht darstiglltywelchem Tumorzellen den Angriff
Uberleben und durch die Lymphozyten einem permaner8elektionsdruck unterliegen.
Hierbei kdnnen sich Tumorzellklone mit vermindedt@munogenitat herausbilden. Dies stellt
die tumorférdernde Komponente des Immunsystemslmiatadium des Entkommens gelingt
es der Tumorzelle mithilfe der entwickelten Meclsamén der Immunantwort zu entkommen
und zu wachsen. Die Mechanismen des Tumorentkomsmedyielfaltig und reichen von der
Produktion immunsuppressiver Zytokinen, wie T@EFund IL-10, Uber den Verlust
immunogener Tumorantigene bis hin zur Induktion vegulatorischen T-Zellen (Dunn, et al.
2004).

1.5.1 Das inflammatorische Tumormikromilieu

Dem inflammatorischen Mikromilieu wird eine entsiciende Rolle in der Tumorentstehung
zugeschrieben, wenn auch kausale Zusammenhangehewisiner Entzindung und der
Tumorentstehung schwer zu belegen sind (Mantoeaiai, 2008).

So sind viele Risikofaktoren wie das Rauchen mitoolscher Entzindung assoziiert
(Takahashi, et al. 2010). DarUber hinaus konnentebake und virale Infektionen, die
ebenfalls entziindliche Reaktionen auslosen, dabskiEekrankungsrisiko erhéhen (de Martel
und Franceschi 2009). Tumore besitzen oft ein tiafilaus verschiedenen Immun- und
Entzindungszellen. Die Zellen im Tumormikromiliemtseheiden durch Kommunikation
untereinander, Uber ihren Aktivitatsstatus, sowiee i Zytokin- oder Chemokinproduktion
dartiber, ob eine tumorférdernde Entziindung odetuamtrale Immunitat resultiert (Lin und
Karin 2007; Smyth, et al. 2004). Tumorférdernde Ztndung und antitumorale Immunitat
koexistieren wahrend der Tumorprogression in uokeesllichem Ausmal’ (Abbildung 1.5.1)
(Bui und Schreiber 2007; Swann, et al. 2008).

Die innerhalb der tumorinfiltrierenden Immunzelleam haufigsten vorkommende
Zellpopulation sind die tumorassoziierten Makropfrag TAM) und die T-Zellen. TAM
fordern das Tumorwachstum und sind wesentlich angidgenese, Invasivitdt und
Metastasierung beteiligt (Condeelis und Pollard 0CEin hoher Anteil an TAM im
Tumormikromilieu korreliert meist mit einer schleéeh klinischen Prognose (Murdoch, et al.
2008). T-Zellen kénnen sowohl tumorsupprimierenideaaich tumorférdernde Eigenschaften

haben, je nachdem welchem Subtyp sie angehérengiideNet al. 2009; Langowski, et al.
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2007). Eine erhohte Anzahl an zytotoxischen T-Zellend proinflammatorischen T-

Helferzellen korreliert beim invasiven Kolonkarzmp dem malignen Melanom, dem
multiplen Myelom und dem Pankreaskarzinom mit eirt@@sseren Uberleben (Galon, et al.
2006; Laghi, et al. 2009; Swann und Smyth 2007)-Z¢en sind die einzigen Zellen, die
bislang nicht mit tumorfordernden Effekten assoriwurden. Fur sie ist nur ein direkter
zytotoxischer Effekt auf Tumorzellen beschrieberZ Bpielen wahrend der antitumoralen
Immunitat einerseits eine wichtige Rolle in der igahprasentation und T-Zell-Aktivierung,

andererseits kodnnen sie auch zur Immunsuppressionbestehenden Tumor beitragen
(Grivennikov, et al. 2010).

Immuniberwachung Tumorférdernde Entziindung

T-Zelle
NK-Zelle : J
A s
oz L@~

Makrophage | i

Abbildung 1.5.1 Die Balance zwischen Immunuberwacmg und tumorférdernder Entziindung im
Tumormikromilieu.

Tumorfordernde Zytokine wie IL-6, IL-10 und VEGF nén auf Immun- und Tumorzellen, indem sie die
Balance in Richtung Tumorpromotion lenken. Die Inmiiberwachung inhibiert das Tumorwachstum durch
Zytokine wie TRAIL und zytotoxische Effekte (Perfor Granzyme) und wird durch die tumorférdernde
Entziindung gedampft. Die Immunzellen kommunizietdrer IL-1, IL-6, IL-12, IL-13, IL-17 und IFN¢
untereinander.

Ein richtungsbestimmender Faktor in der Weichehsigl zu antitumoraler Immunitat oder
Tumorprogressionsforderung scheint das Tumormildiemmit seinem spezifischen Zytokin-

und Chemokinprofil zu sein. Die von Tumorzellenesezerten Zytokine wie IL-6, 1L-10 und
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VEGF (GefalRendothelialer Wachstumsfaktor, “Vasc@#adothelial Growth Factor®) kdnnen

die Tumorentstehung und -progression foérdern indgendie tumorférdernde Entziindung
unterhalten oder die Immuniberwachung inhibierebb{dung 1.5.1). Das inflammatorische
Milieu beeinflusst die Immuniberwachung negative dhrerseits Uber Zytokine wie

beispielsweise TRAIL (Tumornekrosefaktor-verwandi@optose-induzierender Ligand) oder
Uber zytotoxische Effektormolekile wie PerforineduGranzyme das maligne Wachstum
inhibiert (Lin und Karin 2007). Die Kommunikatiomter den Immunzellen geschieht Uber
Zytokine, wie IL-12, IL-17 und IFNr Wahrend der Inflammation werden zusatzliche
Zytokine wie IL-1, IL-6 und IL-13 sezerniert, dienen immunsuppressiven Effekt bewirken

und zum Tumorwachstum beitragen.

1.5.2 Die DZ im Tumorkontext und in der Immuntherapie

Aufgrund ihrer zentralen Bedeutung fur die Initatieiner Immunantwort stellt die DZ ein
Ziel fur eine therapeutische Intervention bei Tuemkrankungen. Jedoch kann das
Tumormilieu auf die DZ Einfluss nehmen, so dassithuninduzierenden Funktionen nicht
mehr ausgetbt werden. Mdgliche Mechanismen derribibierung im Tumormilieu kénnen
sowohl die DZ direkt betreffen, wie durch Anderutes Differenzierungszustandes, als auch
indirekt beispielsweise durch die Ausldéschung essker Signale fir die Migration (Vicari, et
al. 2002). So sezernieren Tumoren Zytokine wie lur@ IL-10, welche die DZ-Maturierung
durch STAT3-Signalwirkung supprimieren. Zudem kalen Tumor die DZ so konditionieren,
dass sie immunsuppressive T-Zellen wie FOXBAd IL-13-produzierende T-Helferzellen
ausbildet (Steinman und Banchereau 2007). Diesehdign Tumor veradnderte DZ, die wenig
immunaktive oder sogar immunsupprimierende Wirkbag dirfte ein Grund daflr sein, dass
das Immunsystem in Patienten spontan, das hei3 dinerapie, bei der Kontrolle der
Tumorentstehung und Tumorprogression versagt.

Mit dem technologischen Fortschritt, dass DZ imeviaus Blutmonozyten hergestellt werden
konnen, entwickelte sich die therapeutische Brarm#reDZ-Anwendung (O'Doherty, et al.
1993). Gegenwartig werden in-vitro generierte DZ laeimunvakzin gegen Krebserkrankungen
in der Klinik eingesetzt (Hsu, et al. 1996; Nesdeal. 1998; Banchereau und Palucka 2005).
Mittlerweile gibt es kaum noch eine Krebserkrankuog der nicht eine immunstimulatorische
Therapie mittels DZ versucht wurde (Ridgway 200Bherapieversuche beim malignen
Melanom sind aufgrund der Kenntnis spezifischer drantigene und seiner Immunogenitat
am haufigsten und am weitesten entwickelt (Lens8R0Aber auch Studien an Patienten mit

Nierenzellkarzinom (Avigan, et al. 2007), Mammalkaom (Dees, et al. 2004), Hirntumoren
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(Wheeler, et al. 2008) oder Prostatakarzinom (Dpedtnal. 2008) zeigten, dass DZ eine
antitumorale Immunantwort induzieren kénnen. Leideerzeugten die klinischen Ergebnisse
bisher nicht, da Remissionen selten und nicht vaodd waren. Moégliche Grinde dafur sind,
dass diese Art der Therapie erst im EndstadiuntEdaiankung eingesetzt wird (Nencioni, et
al. 2008) oder dass die Patienten haufig wenigektionsfahige DZ besitzen (Gottfried, et al.

2008). Derzeit sind zwei Therapiestrategien im &insdie Beladung der in-vitro generierten
DZ mit Tumorantigen und anschlieBende Reinjektiomen Patienten oder die Injektion von
monoklonalen, gegen DZ gerichteten Antikorpern,wagiche die Tumorantigene gekoppelt
wurden. Aktuelle Empfehlungen zum Immunvakzin beitén eine Kombination aus DZ und

Tumorantigenen (Carrasco, et al. 2008), Immunaditiea oder antigenspezifischen T-Zellen

(Engell-Noerregaard, et al. 2009).

1.6 Das humane Nierenzellkarzinom

Das Nierenzellkarzinom (renal cell carcinoma, RCeEnptsteht aus dem proximalen
Tubulusepithel der Niere. Es ist mit einer Haufigkeon etwa 3% aller malignen
Erkrankungen im Erwachsenenalter der dritthaufigsédigne urologische Tumor und steht an
sechster Stelle aller krebsbedingten Todesursadbieninzidenz liegt weltweit bei 102.000
Neuerkrankungen pro Jahr, wobei Manner haufigerraeken als Frauen (3:2). Der
Altersgipfel liegt zwischen dem 6. und 7. Lebenszehnt.

Bekannte Risikofaktoren sind Zigarettenrauch (Hental. 2005), Ubergewicht (Bjorge, et al.
2004; van Dijk, et al. 2004) und arterieller Hypents (McLaughlin, et al. 1995). In 2-3% der
Falle besteht eine familiare Disposition, die mitacsomal dominant vererbten Syndromen
assoziiert ist. Hervorzuheben ist hierbei das vaupel-Lindau (VHL)-Syndrom, bei dem
verschiedene Mutationen des VHL-Tumorsuppressorgeriggen.

Histogenetisch handelt es sich um eine heterogenaimofentitat. Die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) unterteilt die itheglialen Nierenzellkarzinome
entsprechend ihrer zytogenetischen und molekularganschaften in acht Untergruppen. Mit
75% ist das klarzellige RCC die haufigste Entiggfolgt vom papillaren RCC mit 10-15%
Haufigkeit und dem chromophoben RCC mit 5% Haufigke

Die Klassifikation und die Stadieneinteilung, sowider histologische Grad der
Tumorzelldifferenzierung des klarzelligen Nieretizaizinoms sind in nachfolgender Tabelle

dargestellt.



Einleitung

14

Tabelle 2 Stadieneinteilung und TNM-Klassifikation des Nierenzellkarzinoms nach den Richtlinien des
Union Internationale Contre Le Cancer (UICC) (Yoonund Herts 2003).

T: Primartumor

pTx Primartumor kann nicht beurteilt werden

pTO Kein Nachweis eines Primartumors

pT1l Primé&rtumor mit einem maximalen Durchmesser vom7auf die Niere begrenzt

pTla Primé&rtumor mit einem maximalen Durchmesser vom4auf die Niere begrenzt

pT1lb Primartumor grof3er als 4 cm, aber maximal 7 cmidfdten Durchmesser, auf die
Niere begrenzt

pT2 Primé&rtumor mit einem Durchmesser von meh? am, auf die Niere begrenzt

pT3 Tumor dehnt sich in grof3e Venen aus oder invadieripsilaterale Nebenniere
oder perirenales Gewebe, durchbricht aber nichGeiemta’sche Faszie

pT3a Tumor invadiert die ipsilaterale Nebenniere odeirprales Gewebe, durchbricht
aber nicht die Gerota’sche Faszie

pT3b Tumor dehnt sich makroskopisch in die Nierenverer dite Vena cava aus,
jedoch nur infradiaphragmatisch

pT3c Tumor dehnt sich makroskopisch bis supradiaphragotain die Vena cava aus

pT4 Tumor durchbricht die Gerota’sche Faszie

N: Regionale Lymphknoten (hilar, abdominal paraaoral und paracaval)

NX Regionale Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt arggr
NO Kein Hinweis aus regionale Lymphknotenmetastasen
N1 Singulare regionale Lymphknotenmetastasen

N2 Mehr als eine regionale Lymphknotenmetastase

M: Fernmetastasen

Mx

Fernmetastasen kénnen nicht beurteilt werden

MO Kein Hinweis auf Fernmetastasen

M1 Nachweis von Fernmetastasen

Stadiengruppierung

Stadium | pT1l NO MO

Stadium |l pT2 NO MO

. pT3 NO MO

Stadium Il pT1-3 N1 MO
pT4 NO/1 MO

Stadium IV Jedes pT N2 MO
Jedes pT Jedes N M1

Histologisches Grading

G1

gut differenziert

G2

malfig differenziert

G3/G4

schlecht differenziert/undifferenziert
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Im frihen Stadium verursacht das Nierenzellkarzineanige Symptome. Die klassische Trias
aus Hamaturie, Flankenschmerz und palpablem, alvddamn Tumor ist kennzeichnend fir ein
fortgeschrittenes Stadium der Erkrankung. Heutaufalt der Nierentumor typischerweise als
sonographischer oder Computertomograph-morphologisZufallsbefund auf. Entscheidend
fur die Prognose ist das Ausmal3 der Erkrankung eignosestellung. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt in Stadium | und Il noch b&-1D0%, in Stadium Il ohne
Lymphknotenbefall bei bis zu 60% und mit Lymphkmddefall bei bis zu 30%. In Stadium IV
sinkt die 5-Jahres-Uberlebensrate auf 5-30%. Bagmosestellung befinden sich bereits 30%

im fortgeschrittenen Stadium.

Die chirurgische Entfernung des Primartumors urskktabler Metastasen ist aufgrund der
hohen Resistenz des Nierenzellkarzinoms gegenastry und Chemotherapie die Therapie
der Wahl und einzige kurative Option. Im lokalisggr Stadium geht der Trend von der
radikalen Nephrektomie (Tumorgrof3e grof3er als 4 kom)zur partiellen, nierenerhaltenden
Tumorresektion (TumorgréRe bis 4 cm) mit regiondimphadenektomie. Im metastasierten
Stadium ist der Goldstandard nach wie vor einereghoktive Nephrektomie in Kombination
mit einer weiterfihrenden Therapie. Als First-Liferapie gilt aus aktueller Studiendatenlage
die zielgerichtete Therapie mit Sunitinib (Suf@nteinem Multi-Rezeptor-Tyrosinkinase-
Inhibitor zur Hemmung der Angiogenese (Escudier ulKdtaja 2010). Als weitere
zielgerichtete Agentien in der First-Line-Therapeten die Kombination aus Immuntherapie
(IFN-a) und Bevacizumab (Avasfi), einem anti-VEGF-Antikdrper, sowie die Therapié m
Temsirolimus (Torisél, ein mMTOR-Kinase-Inhibitor) bei Patienten mit satfiten
prognostischen Pradiktoren. Bei Therapieversagdh ajiernativ Sorafenib (Nexavdx,
ebenfalls ein Multi-Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibjtals Goldstandard (Escudier und Kataja
2010). Obwohl die zielgerichtete Therapie die Posgn des metastasierten
Nierenzellkarzinoms signifikant verbessert hat uesl in eine chronische therapierbare
Erkrankung uberfihren konnte, werden nur wenige (Hette Remissionen beobachtet (Gore
und Larkin 2011). Die Mehrzahl an Patienten enteickMedikamentenresistenzen, wonach
ihre Erkrankung weiter fortschreitet (Sosman, eR@07). Aktuell wird durch die Kombination
unterschiedlicher zielgerichteter Agentien versutibses Problem zu beheben (Karumanchi, et
al. 2002; Sosman 2008).

Das Nierenzellkarzinom wird wie das maligne Melanau der seltenen Gruppe der

immunogenen Tumoren gezahlt. Spontane RemissioreenPhatienten, die ausgedehnte
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Tumorinfiltration mit Lymphozyten (tumorinfiltrierede Lymphozyten, TIL) und das relativ
gute Ansprechen auf Immuntherapien lassen auf eieaktivierbare, antitumorale
Immunantwort  schlieRen. Paradoxerweise  korreliertbera ein  ausgepragtes
Lymphozyteninfiltrat mit einer negativen Prognod&kano, et al. 2001). Daraus ergibt sich
die Frage nach der Effektivitat der infiltrierendbnmunzellen. Aus der Beobachtung, dass
TIL nach Entfernung aus dem Tumor reaktiv sein lg@inmresultiert die Annahme, dass das
Tumormilieu fur die Inaktivierung der Zellen vor tOverantwortlich sein kénnte. Das
Immunzellinfiltrat des Nierenzellkarzinoms setaitsaus T-Zellen und NK-Zellen (Schleypen,
et al. 2006) und wenigen B-Zellen, sowie myeloiscEellen wie Monozyten, Makrophagen
und DZ zusammen (Engels, et al. 2005). Am ausfthsten charakterisiert sind bisher die
infiltrierenden T-Zellen, wobei zahlenmaRig die atgixischen CD8 T-Zellen gegeniiber den
CD4" T-Helferzellen uberwiegen (Tomita, et al. 1991, kao, et al. 2001). Anhand
funktioneller Analysen konnte gezeigt werden, dassige infiltrierende CD8 T-Zellen
tumorspezifische Antigenerkennen und antigenexprimierende Tumorzellen tiro-viysieren
konnen (Jantzer und Schendel 1998; Leisegang, 8040). Dass infiltrierende Lymphozyten
effektiv sein kdnnen, wurde von Rosenberg etnakinem Mausmodell gezeigt, in dem durch
adoptiven Transfer von TIL ein etablierter Tumomahiert wurde (Rosenberg, et al. 1986).
Diese viel versprechenden Ergebnisse bilden diesBas immuntherapeutische Ansétze und
konnen bei einem besseren Verstandnis der Immumeietien und des Tumormikromilieus

optimiert werden.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die Analyse des Immunzellinfiltrats und Zytokinpisfdes Nierenzellkarzinoms dient der
Aufklarung der lokal bestehenden insuffizienten lamantwort und mdglicher systemischer
Auswirkungen. Die Tatsache, dass das Nierenzeltkamz (RCC) trotz Akkumulation von
intratumoralen  Immuneffektorzellen  nicht beherrschwird, deutet auf eine
immunmodulatorische  Eigenschaft des Tumormilieusn. hiDas Ansprechen auf
Immuntherapien wiederum spricht fir eine widerakfé, rekonvertierbare Insuffizienz des
Immunsystems. Die Aufklarung der Mechanismen denktionellen Inhibierung von
Immunzellen kann weitere Ansatzpunkte fur neuarTigerapien liefern.

Im Fokus dieser Arbeit stand die Untersuchung agrddtischen Zellen (DZ) im RCC. Die
Arbeit basierte auf dem Vorbefund, dass im RCC-Gmwveine phanotyipsch verédnderte
Subpopulation an DZ mit Koexpression des DZ-Mark&®209/DC-SIGN und den
Makrophagenmarkern CD14 und CD163 nachgewiesen evurd einem in-vitro Modell
gelang es, diesen Subtyp aus Monozyten des Blutes dnkubation mit Zellkulturtiberstand
verschiedener Nierenzellkarzinomlinien zu differieren. Funktionelle Untersuchungen
zeigten, dass die im Folgenden als RCC-DZ bezeiehngZ allogene Lymphozyten in-vitro
nicht stimulieren konnten (Figel, et al. 2011). |Zokeser Arbeit war es, die RCC-DZ
phanotypisch genauer zu charakterisieren und diedigl Differenzierung verantwortlichen
Faktoren nachzuweisen. Funktionell sollten weitBigenschaften von DZ, wie Antigen-
Kreuzprasentation, Migration auf ein Chemokinsigrsalwie die Fahigkeit zur Maturierung,
untersucht werden. Fur die Funktionsanalysen wurdien in-vitro generierten RCC-DZ
verwendet. Um einen Hinweis zu erbringen, ob digiiro nachgewiesenen Funktionen auch
von den lokal im RCC ansassigen RCC-DZ ausgetbtdemer waren histologische
Untersuchungen geplant, die beispielsweise die aMignsfahigkeit der RCC-DZ in-situ
nachweisen sollten. Hierzu wurde die Lokalisatia@r RCC-DZ in den Lymphgefal3en des

Nierenzellkarzinoms analysiert.
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3 Material

3.1 Geréate und Verbrauchsmaterial

Gerat

Bestrahlungsanlage HWM-D-200,
(Strahlungsquelle: 137 Caesium)

Brutschrank
Durchflusszytometer, LSR-II
Dynal-Magnet MPC-50
ELISA-Lesegerat SLT SPECTRA
ELISA Waschgerét
Eppendorfzentrifuge

Hersteller

GammacCell 40, Ottawa (Kanada)

Heraeus Instruments, Hanau
Becton Dickinson, Hélneg
Invitrogen, Karlsruhe
SLT Instruments, AfgldOsterreich
Nunc, Wiesbaden

Eppendorf, Hamburg

Fluoreszenz-Plattenlesegerat Wallac Victor 2 1420erkiR Elmer, Rodgau

Heizblock BT 130-2

Kryostat

Laserscanning System TCS SP2
Leica DM IRBE Mikroskop
Lichtmikroskop ( Zeiss Axioskop)
Lichtmikroskop (Leica DMLS)
MACS Multistand (quadro MACS)
Megafuge 2.0 R
Mehrkanalpipette
Mikroplattenlesegerat Victd¥ X3
Milli-Q ®-Reinwasserherstellungssystem
Multistepper
Neubauer-Zéhlkammer

Pipetten 1Qul, 200pul, 1000l
Sterilbank, Laminar Flow
Sterilfiltrationseinheiten
StickstofftankChronos Biosafe
Thermocycler Tagman 7700
Ultrazentrifuge L7

Vortexer

Wasserbad
Verbrauchsmaterial

5 ml Spritzen (fir Multistepper)
96-Loch Flachbodenplatten fir ELISA

HLC Biotech, Bovenden
Leica Jung CM 3000
Leica Microsystemisietberg
Leica Microsystems, Heideth
Zeiss, Jena
Leica Microsystems, ldelberg
Miltenyi Biotec, Basgh Gladbach
Heraeus Instruments, Minchen
Dunn Labortechnik, Asbach
Perkin Elmer
Millipore, Schwalbach
Eppendorf, Hamburg
GLW, Wiirzburg
Eppendorf, Hamburg
BDK, Sonnenbrihl-Genkingen
Milipore, Schwalbach
Messer Griesheim, Krefeld
Applied Biosciences
Beckmann Coulter, Krefeld
Neo-Lab, Miinchen
Koéttermann Labortechnik, Uetze
Hersteller
Eppendorf, Hamburg

Greiner bi@pRrickenhausen



Material

19

Deckglaschen

Einmalplastikpipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml und 25 m|
FACS-R6hrchen (5 ml mit Deckel, Polypropylen)
FACS-Ro6hrchen (1,5 ml, Polypropylen)
Kryordéhrchen (1,5 ml)

MACS Separation Columns; 25 LS
Mehrlochflachbodenplatten (6- und 48-Loch)
Mehrlochrundbodenplatten (96-Loch)
Pasteurpipetten, Glas

Pipettenspitzen

Reagenzrohrchen (15 ml und 50 ml)
Reaktionsgefalle

Supefrost Plus Objekttrager

Transwell 24-Loch-Platten, Porengrof3e 5 um
Vectashield

Zellschaber (25 cm)

Zellsieb Cellstrainer, Porengrof3e 40 oder 100 um
Zellkulturflaschen (25 / 75 / 175 én

IDL, Nidderau
redher bio-one, Frickenhausen
Bechickinson, Heidelberg
Greiner biepRrickenhausen
Nunc, Wiesbaden
Miltenyi, BiotecerBisch Glattbach
Nuncegiaden
PAA Laboratarieélbe
Peske OHG, Miinchen
Eppendorf/Gilson
Becton Dickinst#idelberg
Eppendorf, Hamburg
Menzel, Braunschweig
Cosraming (USA)
Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching
Greiner, Miinchen
Bii3ciences, Heidelberg

Greiner bio-one, Frickenhausen

3.2 Chemikalien und fertige Losungen

Substanz

1 N Salzsaure

4’ ,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)
7-Amino-Actinomycin D (7-AAD)
Aceton

Aqua ad injectabilia Braun

Bovines Serumalbumin (BSA)
Essigsaure

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fixogum

Hamatoxylin

Humanserum (HS; fur die Durchflusszytometrie)
Immersionsdl Typ F

Methanol

Magermilchpulver

Natriumhydrogencarbonat

Hersteller
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich atifkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkthen
Merck, Darmstadt
B.Braun AG, Melsungen
Sigma Aldrich, Taufkiech
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma Aldritaufkirchen
Science Services, Miinchen
Merck, Darmstadt
CamriCorporation, Wiesbaden
Leica Microsystems, Wetzlar
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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Natriumazid
Natriumchlorid

Paraformaldehyd (PFA)

phosphatgepufferte Salzlésung (PBS),
Pulver zum Ldsen

Orthophosphorsaure
Polysorbat-20 (TWEEN 20)
Propidiumiodid (PI)
Saponin

Trypanblau

Vectashield

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Biochrom AG, Berlin

Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
ICN Biomedicals GmbH, Frankfurt (Main)
Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching

Feinchemikalien wurden, soweit nicht anders angegelvon Merck (Darmstadt), Roth

(Karlsruhe) und Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkiea) bezogen.

3.3 Zellkultur

3.3.1 Verbrauchsmedien und Zusatze

Substanz

AIM-V

HBSS (10x) ohne Cagl MgCl,
HBSS (1x) mit CaGl/ MgCl,

Caltag Counting Beads

CD14 Microbeads

CompBeads (anti Maus Ig&3,
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ficoll® (Pancoll, Dichte 1,077 g/ml)
Fluoreszein-markiertg.coli (K-12) BioParticle$
Fotales Kalberserum (FKS)
Heparin 2500 IE

Hersteller
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach
BD Biosciences, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Pan Biotech, Aidertbac
Vybranf® von Molecular Probes (Invitrogen)
Invitrogen, Karlsruhe

Essex Pharma GmbH, Minchen

Humanserum (HS; verschiedener gesunder Spender), Hdliinholtz Zentrum Miinchen

L-Glutamin

Lipopolysaccharid (LPS) voB.coli 0111:B4
(2 mg/ml)
Natriumpyruvat

Nicht-essentielle Aminosauren (100x)
Opti-MEM
Penicillin / Streptomycin (100x)

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe
InvitrogenriKauhe
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Kanlgre
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phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) Invitrogen|dfahne
RPMI 1640 ohne L-Glutamin Invitrogen, Karlsruhe
Trypsin-EDTA (10x) Invitrogen, Karlsruhe
Zytokin Hersteller

Rekombinantes humanes Chemokin (C-C Motiv)

Ligand 19 (CCL19) Peprotech, Hamburg

Rekombinantes humanes Interleukin-2 (IL-2) CetuseByville, USA
Rekombinantes humanes Interleukjh{IL-1p) Promokine, Heidelberg
Rekombinantes humanes Interleukin-4 (IL-4) Cell@eni
Rekombinantes humanes Interleukin-6 (IL-6) R&D 8Byst

Rekombinantes humanes Interleukin-8 (CXCL-8) R&DBtBNS

Rekombinantes humanes Prostaglandi(FE&E) Sigma Aldrich, Taufkirchen

Rekombinanter humaner Tumornekrosefaktor-
(TNF-a)

Rekombinanter humaner ,Vascular Endothelial | R&D Systems
Growth Factor* (VEGF)

Rekombinanter humaner Granulozyten/Monozytenteukine, Berlex
koloniestimulierender Faktor (GM-CSF)

Promokine, Heidelberg

3.3.2 Medien

RPMI-Basismedium
RPMI 1640

2 mM L-Glutamin
1 mM Natriumpyruvat

1 mM nicht-essentielle Aminosauren

LCL-Medium (Medium fur die Kultur von L929 CD40L-Zellen)
RPMI-Basismedium

10% FKS

RCC-Medium (Medium fur die Kultur von RCC-Tumorzelllinien)
RPMI-Basismedium
12% FKS

T-Zellmedium
RPMI-Basismedium
7,5% FKS

7,5% HS

50 U/ml IL-2
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Kulturmedium fir myeloische Zellen
AIM-V (serumfrei) + 2 mM L-Glutamin

Einfriermedium flr eukaryotische Zellen
RPMI 1640 ohne Glutamin
20% DMSO

3.3.3 Lésungen und Puffer

Trypsin-EDTA-L6sung
2x Stocklésung Trypsin-EDTA

FACS-Puffer

1% HS

2 mM EDTA (in PBS)
0,1% Natriumazid (in PBS)

MACS-Puffer
0,5% HS
2 mM EDTA (in PBS)

Paraformaldehydl6sung
1% (w/v) PFA (in PBS)

Saponinldsungen
0,1% (w/v) bzw. 0,35% (w/v) Saponin (in PBS)
2% HS

ELISA-Puffer

Coating-Puffer: 0,1 M Carbonatpuffer pH 9,5 (in BBS
Waschpuffer: 0,05% Tween20 (in PBS)
Blockierungspuffer: 1% Magermilchpulver (in PBS)
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Lésungen fur die histologische Immunfluoresenzfarbog

20x SSC-Puffer:

DAPI-Stocklésung:

DAPI-
Gebrauchslosung:

0,3 M Natriumcitrat 2x® (8,82 g)
3 M Natriumchlorid (17,83 g)
zu Aqua ad injectabilia (100 ml)
— pH-Wert 7,0 (mit 1 N Salzséaure)
5 mg DAPI/ml in Aqua ad injectabilia
150 ug/ml DAPI (3l Stocklbsung)
2x SSC-Puffer (10 ml)
zu Aqua ad injectabilia (90 ml)

3.4 Zellen und Zellinien

Bezeichnung
Dendritische Zellen
(klassische DZ)
PBMZ (periphere
Blut-mononukleére
Zellen

RCC-26

Tumor-dendritische
Zellen (RCC-D2)

Zytotoxischer T-Zell-
Klon JB4
Zytotoxischer T-Zell-
Klon A42
MEL93.04A12

L929 CD40L

3.5 Antikorper

Charakteristika Kulturmedium
aus Monozyten gesunder AIM-V-Medium
Spender differenziert (GM-CSF, IL-4)
aus Vollblutproben gesunder

Spender isoliert

Humane Nierenzellkarzinom- | RCC-Medium

zelllinie, HLA-A2"
aus Monozyten gesunder
Spender differenziert

von RCC-26
Humane klonale zytotoxische T-T-Zellmedium
Zell-Linie, HLA-A2 alloreaktiv
Humane klonale zytotoxische
T-Zell-Linie, erkennt MART-1
Peptidim HLA-A2 Kontext
Humane HLA-A2Tyrosinasé
Melanomzelllinie
Maus-Fibroblastenzelllinie, mit LCL-Medium
huCD40L stabil transfiziert

T-Zellmedium

LCL-Medium

AIM-V-Medium mit
20% Kulturtiberstand

Quelle
im Labor generiert

gesunde Spender

IMI, Helmholtz
Zentrum Minchen
im Labor generiert

IMI, Helmholtz
Zentrum Minchen
M. C. Panelli,
Bethesda, USA

P. Schrier,
Leiden (NL)
P. Garrone (1995)

3.5.1 Primare Antikorper fur die Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenz

Spezifitat R Klon Hersteller
rung Isotyp
CCR1 PE Maus 1gG2b 53504.111 R&D Systems
CCR5 PE Maus 1gG2b 45531 R&D Systems
CCR7 APC-A750 | Ratte IlgG2a 3D12 eBioscience
APC-Alexa
CD14 Eluor 750 Maus 1gG2& | TuK4 Caltag
CD14 Pacific Blue| Maus IgG2a& | M5E2 BD Biosciences

Verdin- | Verwen
nung -dung
1:10 1 OF
1:10 OF
1:10 OF
1:50 OF
1:25 OF
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CD40
CD48
CD80
CD83
CD86
CD103

CD163

CD163

CD209/
DC-SIGN
CD209/
DC-SIGN

Faszin

HLA-ABC/
MHC-I
HLA-DR/
MHC-II
HLA-DR/
MHC-II

ILT4

Isotyp
Podoplanin
Isotyp
Isotyp
Isotyp
Isotyp
Isotyp

FITC
FITC
FITC
PE
PE

FITC

PerCP-
Cyb.5

PE
APC

PE
Unmarkiert

APC

FITC

PE

PE
Unmarkiert
Unmarkiert

APC

FITC

FITC

PE

PE

Maus IgG1
Maus IgG1
Maus IgM
Maus 1gG2b
Maus IgG1
Maus IgG1

Maus IgG1k
Maus IgG 1k
Maus 1gG2kx

Maus 1gG2lx
Maus IgG1

Maus IgGt

Maus IgG2a

Maus IgG2a

Ratte 1gG2
Maus IgGd
Maus IgGs1
Maus IgG1

Maus IgG1

Maus 1gG2b
Maus IgG1
Ratte IgG2a

5C3 BD Biosciences 1:10
J4-57 Immunotech 1:25
BB1 BD Biosciences 1:2
HB15A Immunotech 1:10
2331/FUN-1 BD Biosciences 1:17
LF 61 Biozol 1:17
GHI/G1 BioLegend 1:25
GHI/G1 BD Biosciences| 1:12
DCN46 BD Biosciences  1:10
DCN46 BD Biosciences 1:17
55K-2 gfc‘)r:;ihcr:glzo gy | 1500
G46 2.6 BD Biosciences 1:10
L243 BD Biosciences 1:25
G46-6 BD Biosciences  1:25
42D1 Immunotech 1:17
MOPC21 BD Biosciences 1:500
D2-40 Invitrogen 1:1000
MOPC-21 BD Bioscienced:10
MOPC-21 BD Biosciencesdl:10
27-35 BD Biosciencesdl:25
MOPC-21 BD Bioscienced:10
R35-95 BD Biosciences:10

! Oberflachenfarbundintrazellulare Farbung (mit PFA und Saponiimmunfluoreszenz

OF
OF
OF
OF
OF
OF

OF
OF
OF

OF

OF

OF

OF
OF

OF
OF
OF
OF
OF

3.5.2 Sekundare Antikorper fur die Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenz

Spezifitat
Maus-1gG1
Maus-1gG1
Maus-lgG2a
Maus-lgG2a
Maus-1gG2b

Kaninchen

Markierung Spezies Hersteller Einsatz
AlexaFluor A488 | Ziege Invitrogen 1:500
AlexaFluor A568 | Ziege Invitrogen 1:500
AlexaFluor A568 | Ziege Invitrogen 1:500
AlexaFluor A647 | Ziege Invitrogen 1:500
AlexaFluor A488 | Ziege Invitrogen 1:500
Cy5 Ziege Dianova 1:100

Yintrazellulare Farbung (mit PFA und Saponfmmunfluoreszenz

Farbung

Y1z
2|k
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3.6 Reagenziensysteme und synthetische Peptide

3.6.1 Zytokinbestimmung

Bezeichnung Hersteller
hu IL-12p70 ELISA BD OptEIAY BD Pharmingen, New Jersey
hu IFN+ ELISA Set BD OptEIAM BD Biosciences, Heidelberg

3.6.2 Phagozytose

Bezeichnung Hersteller
\F;Ssrgaon%tosm Fluorometric (Fluorescein) Assay K"tMoIecular Probes (Invitrogen)

3.6.3 Zellzahlbestimmung

Bezeichnung Hersteller
CellTiter-Gld® Luminescent Cell Viability Assay Promega Corpamat{Madison)

3.6.4 Antigen-Kreuzprasentation

Bezeichnung Hersteller
Synthetisches pep70-MART-Peptid

Biotin-GSGHWDFAWPWGSGLAGIGILTV Biosyntan GmbH (Berlin)

3.7 Patientenmaterial

Die in dieser Arbeit untersuchten Nierengewebe wmnrdon der Urologischen Abteilung des
Klinikums Gro3hadern und der Urologischen Klinik. @astringius in Planegg zur Verfligung
gestellt. Alle Tumoren waren NierenzellkarzinomeC® des klarzelligen Typs. Von jedem
Patienten wurde zusatzlich tumorfreies Gewebe uteottragenden Niere (NN) asserviert. In
histologischen Praparaten wurde die Transitzone B&Cs (RCC-U; U=Ubergang)

untersucht, dem Bereich des Tumorgewebes, wo @giedekapsel das Tumorparenchym vom
tumorfreien Nierenparenchym abgrenzt (siehe Abbiip8.7). Gewebe mit Transitzone stand
von 6 Patienten zur Verfigung (RCC-5, RCC-7, RC®8C-10, RCC-11, RCC-34), wobei

sowohl bei Patient RCC-5, als auch bei Patient BCGvei histologische Praparate (Ul und

Ull) untersucht wurden.
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Abbildung 3.7 Die Transitzone des RCC (RCC-U).
Dargestellt ist die lichtmikroskopische Aufnahmenezi immunhistochemischen Farbung der Transitzorse de
RCCs (RCC-U). Der histologische Querschnitt zeg timorfreie Nierenparenchym, die Pseudokapsedasd
Tumorparenchym in 400facher VergroRerung. Der schtevRahmen kennzeichnet die untersuchte Transitzone

Die klinisch-histopathologischen Merkmale sindafgender Tabelle 3 zusammengestellt.

Tabelle 3 Klinisch-histopathologische Merkmale dePréparate.

. Patient-ID 2
FELIEIE D Tumorfreies Gewebe | Geschlecht | Alter TNM — Stadium®
Tumorgewebe . (Jahre)
(tumortragende Niere)
RCC-5 Uf NN-5° m 52 pT1 NO MO G3
RCC-5 Ull NN-5 m 52 pT1 NO MO G3
RCC-7 U NN-7 m 68 pT3b NO M1 G2
RCC-8 Ul NN-8 m 68 pT3b NO MO G2
RCC-8 Ul NN-8 m 68 pT3b NO MO G2
RCC-10U NN-10 f 67 pT3b NO MO G2
RCC-11U NN-11 f 74 pT3a Nx MO G3
RCC-34 U NN-34 f 65 pT3b N2 M0 G3-4

! Geschlecht der Patienten (m =mannlich, f =weiblich

2 Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Gewebsentreah

% Klassifikation und Stadiengruppierung der Tumanesh den Richtlinien der Union Internationale Ceriér
Cancer (Yoon und Herts 2003)

“RcC-U : Transitzone des jeweiligen Tumorgewebes

>NN : Tumorfreies Gewebe der tumortragenden Niessjeleeiligen Patienten
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4 Methoden

4.1 Allgemeine Methoden der Zellkultur

4.1.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Alle Arbeiten mit vitalen Zellen wurden unter sten Bedingungen durchgefihrt. Die
Zellkultivierung erfolgte bei einer Temperatur v8i@°C, einem C@Gehalt von 6,5% und
einer Luftfeuchtigkeit von 95%.

4.1.2 Bestimmung der Zellzahl anhand der Neubauer-Methode

Die Zellzahl wurde mithilfe der Trypanblau-Farbungeiner Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Dazu wurde einer Zellsuspension ein Aliquot (10 eijnommen und 1:10 mit Trypanblau-
Losung (90 pl) gemischt. Da nur tote Zellen die Sabz aufnehmen, beeintrachtigt diese
Vitalfarbung die lebende Zelle nicht. Bei aufgetgtDeckglas wurden 10 der Farbstoff-
Zell-Suspension seitlich aufpippetiert, welche durgapillarkraft in den Zwischenraum
gesaugt wird. Unter dem Lichtmikroskop konnte natd¥gnd die Anzahl der ungefarbten
Zellen in vier GrolRquadraten, bestehend aus 16n#leidraten, bestimmt werden. Nach

Ermittlung der Zellzahl erfolgte die Berechnung G&samtzellzahl anhand folgender Formel:

Zellzahl/ml = Mittlere Zellzahl pro GroRquadranVerdiinnungsfaktor x Kammerfaktor.

Bei einem Verdiinnungsfaktor von 1:10 und einem Kanfiaktor von 1 x 19entspricht dies
einer Multiplikation der gezahlten Leukozyten ménd Faktor 18 Die Gesamtzellzahl ergibt
sich aus dem Wert pro ml multipliziert mit dem Gasalumen der Zellsuspension. War die

Zellkonzentration niedrig, so wurde eine geringéeedinnung gewabhlt.

4.1.3 Kryokonservierung von Zellen

Um die Zellen fiir eine Langzeitlagerung zu konsaem, wurde die Gefrierschutzsubstanz
Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet. Das hypertone B® diffundiert durch die
Zellmembran und erniedrigt den Wassergehalt in Zete, der durch Ausdehnung beim
Einfrieren die Zelle schadigen wirde. Da DMSO daffeechselintakte Zellen toxisch wirkt,

wurden alle Arbeitsschritte der Kryokonservierunggig auf Eis durchgefihrt. Die Zellen
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wurden durch Zentrifugation von 5 Minuten bei 150@0ndrehungen pro Minute (rpm)
(Megafuge 2.0, Heraeus) sedimentiert und der Kiiltterstand abgesaugt. Anschliel3end wurde
das Zellsediment in 5001 gekihltem fétalem Kalberserum (FKS) aufgenommaed un ein
Kryoréhrchen Uberfiihrt. Schrittweise wurde dasdjleiVolumen an kithlem 20%igem DMSO
zur Zellsuspension gegeben. AnschlieRend wurderRdlachen in Zellstoff eingepackt, um
ein zu rasches Einfrieren zu verhindern, und b@&°C8eingefroren. Nach einer bis zwel
Wochen erfolgte die Uberfiihrung der Kryorohrcheri @itockeneis in fliissigen Stickstoff
(-196°C).

4.1.4 Auftauen von Zellen

Eingefrorene Zellen wurden bei Bedarf im Wasserbaid37°C angetaut, durch Zugabe von
2 ml FKS vollstandig aufgetaut und fir 5 Minuteni b800 rpm zentrifugiert (Megafuge 2.0,
Heraeus). AnschlieBend wurde das Zellsediment im deweiligen Kulturmedium
aufgenommen und in eine Zellkulturflasche uberfubder nach der Zellzdhlung und
Zellfarbung mithilfe des Durchflusszytometers (LBFBecton Dickinson) direkt analysiert.

4.1.5 Kultivierung von adhérenten Zelllinien

Die Kultivierung von adharent wachsenden Zelllinefolgte in dem fur die Zellen optimalen
Kulturmedium. Das Volumen des Kulturmediums in haign Zellkulturflaschen (75 c¢m
Adharenzflache) betrug 10 ml, in den groRBen Zdikflaschen (175 cmAdharenzflache)
betrug das Volumen des Kulturmediums 25 ml. DaNB@rstoffe im Kulturmedium ab einer
gewissen Zelldichte aufgebraucht sind, wurde dalsukuedium der Zellen alle drei bis vier
Tage gewechselt, indem das alte Kulturmedium ahmgsaind neues Kulturmedium
hinzugegeben wurde. War unter dem Mikroskop bermsitsdichter Zellrasen sichtbar, das
heil3t eine Konfluenz von 80% bis 100% vorhandendeuie Zellzahl reduziert, indem bei
den Nierenzellkarzinomzelllinien zwei Drittel bzdrei Viertel der Zellen verworfen wurde.
Fur die Entnahme von Zellen bei einer adhéarent s@athen Zellkultur musste zuerst eine
Zellsuspension hergestellt werden. Hierzu wurde ddte Kulturmedium in der
Zellkulturflasche abgesaugt und die Zellen mit pgi@dgepufferter Salzlosung (PBS)
gewaschen, um das noch verbliebene FKS-haltige Wtedind tote Zellen, die nicht mehr an
den Zellkulturboden angeheftet waren, zu beseitigaschlie3end wurden die Zellen mit 1 ml
(75 cnf Zellkulturflaschen) bzw. 2 ml (175 éiZellkulturflaschen) Trypsin-EDTA-LSsung ca.

2 bis 5 Minuten behandelt, damit sie sich von deltidgefal3oberflache ablésen. Dabei spaltet
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Trypsin proteolytisch die Bindeproteine zwischenll&Zend Substrat und EDTA komplexiert

die fur die Salzbriicken zwischen Zelle und Substoitvendigen zweiwertigen Kationen, vor
allem Kalzium. Sobald unter dem Mikroskop zu erkemwar, dass sich alle Zellen vollstandig
abgel6st hatten, wurde Zellkulturmedium hinzugegehli2ie im Kulturmedium enthaltenen

Bestandteile des FKS inaktivieren das Trypsin ungmen somit die Reaktion. Die Inkubation
der Zellen mit der Trypsin-EDTA-LOsung erfolgte Imiclanger als nétig, da bei l&angerer
Exposition die Zellen geschadigt wirden. Das gewfitessVolumen der Zellsuspension wurde
aus der Kulturflache entnommen und diese Zellewoden oder in Experimente eingesetzt.
Den restliche Zellen in der Kulturflasche wurde eeWKulturmedium zugegeben und die
Kultivierung fortgesetzt.

4.1.6 Zellernte von RCC-DZ und DZ

Um fur die Experimente eine gute Ausbeute an RCQubDd DZ zu erzielen, ist es notwendig
diese von der Platte moglichst schonend abzuldSendie in 4.1.5 beschriebene Methode
keine zufrieden stellenden Resultate ergab, wurdedsrch den Einsatz des Zellschabers
erweitert. Hierbei wurden die Zellen zusétzlich der Trypsin-EDTA-L6sung in mehreren

Schritten mechanisch vom Plattenboden abgeschabtADsbeute konnte um bis zu 40%

gesteigert werden.

4.1.7 Gewinnung von Tumorzellkulturiberstand fur die Differenzierung von
Monozyten zu tumorkonditionierten DZ (RCC-D2)

Fur die in-vitro Differenzierung von tumorkonditienten DZ (RCC-DZ) aus Monozyten
wurde der Tumorzellkulturiiberstand von RCC-26 esetiet. Zur Gewinnung wurden 2 x°10
Zellen der Tumorzelllinie RCC-26 in 10 ml AIM-V+LiGtamin in einer 75 cf
Zellkulturflasche Uber 10 Tage kultiviert und anse®end der Uberstand geerntet. Dieser
wurde dann 10 Minuten bei 1500 rpm (Megafuge 2.€raldus) zentrifugiert, aliquotiert und
bei -20°C eingefroren.

4.2 Arbeiten mit Vollblut

Alle Vollblutspenden wurden von gesunden Spendeum Yerflgung gestellt. Nach
Zustimmung des Spenders erfolgte die Blutentnahorehdmich personlich. Die Zulassung

der lokalen Ethikkommission lag vor.
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Alle Isolierungsschritte wurden zugig durchgefiHes wurden Einmalpipetten aus Plastik

verwendet, um eine Voraktivierung der Zellen zuweiden.

4.2.1 Isolierung mononukleérer Zellen aus Vollblut (PBMZ)

Die Isolierung von PBMZ (periphere Blut-mononukkeéaZellen) aus vendsem Vollblut
gesunder Spender erfolgte durch die Ficoll-Dickadgmnten-Zentrifugation. Nach der
Blutabnahme in 50 ml heparinisierte Spritzen (5Q@80 ml zur Antikoagulation) wurde das
Blut sofort 1:1 mit RPMI1640-Medium gemischt und emem 50 ml-R6hrchen auf 15 mi
Ficoll Uberschichtet. Die Bestandteile des Blutesirden anhand einer 20-mindtigen
Zentrifugation bei 2000 rpm (840 g) ohne Bremse d&fage 2.0, Heraeus) durch die
Zentrifugalkraft entsprechend ihrer Dichte vonen@ngetrennt. Hierbei sammeln sich die
PBMZ in der Interphase unterhalb des Plasmas uathalb der Ficollschicht an, wohingegen
Erythrozyten durch diese absinken und Granulozg@rauf verbleiben. Die Thrombozyten
befinden sich im Plasma-Medium-Gemisdbie Interphase wurde vorsichtig mit einer 10 ml
Plastikpipette abgenommen, in ein neues 50 ml R@mrdiberfihrt und mit dem gleichen
Volumen an RPMI1640-Medium gemischt. Durch einernteven Waschschritt (bei 1900 rpm
mit Bremse) fur 12 Minuten (Megafuge 2.0, Heraeugjde das restliche Ficoll entfernt und
das Zellsediment anschlieBend in eiskaltem Isalapaffer (MACS-Puffer) aufgenommen.
Um Zellaggregate zu entfernen wurde die Zellsuspangber ein Zellsieb (Porengrof3e: 100
uM) filtriert und mit einem Aliquot des Filtrats digellzahl bestimmit.

Die Ausbeute lag spenderabhéngig bei 15 %1930 x 16 Zellen pro 100 ml Vollblut.

4.2.2 Positive Isolierung von Monozyten aus PBMZ

Die Isolierung der Monozyten aus PBMZ erfolgte Ubhktagnetic Cell Sorting” (MACS,
Miltenyi), einer Selektion der gewlnschten Zellenttas Antikorper, die an magnetische
Beads gebunden werden. Alle folgenden Arbeitsgehrierfolgten auf Eis, alle
Zentrifiugationsschritte mit der Megafuge 2.0 (Hars).

Nach Zentrifugation der PBMZ (1900 rpm mit Bremsiy 12 Minuten wurde das
Zellsediment in 8Qu MACS-Puffer pro 10 Zellen resuspendiert und jeweils ibder CD14
Microbeads-Losung pro 1@ellen zugesetzt. Die Microbeads sind mit mono#len Maus
anti-humanen CD14-Antikorpern konjugiert. Nach 18ten Inkubation bei 4°C (auf einem
Rotiergerat) wurden die Zellen mit dem Isolatiorffgrugewaschen und auf die magnetische
Saule (MACS 25 LSseparation ColumrMiltenyi) geladen. Im Magnetfeld wurden die Saulen
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dreimal mit 5 ml Isolationspuffer gespilt. Die CDpdsitive Zellfraktion wurde dabei durch

die Bindung der Beads in der Magnetsaule zuricKgeghavohingegen die nicht an die Saule
gebundenen Zellen (CD14-negativ) direkt aufgefangeamrden. Nach Entfernung des

Magnetfeldes wurden die CD14-positiven Zellen msilationspuffer und Stempel von den
Saulen eluiert, abzentrifugiert und in AIM-V Mediuraufgenommen. Das gesondert
aufgefangene Eluat der CD14-negativen PBMZ-Frakttarde portionsweise eingefroren oder
direkt verwendet.

Die Ausbeute an Monozyten betrug - spenderabh&rmigschen 5-15% der PBMZ, bei einer
Zellzahl von 20 x 19bis 30 x 16 Monozyten pro 100 ml Blut.

4.2.3 In-vitro Generierung von RCC-DZ, DZ und GM-CSF-Makrophagen

Zur Generierung der RCC-DZ wurden 6 »° ILD14-positive Zellen in 3 ml AIM-V-Medium
mit 1 ml RCC-26-konditioniertem Tumortberstand lisi&.1.6) pro Vertiefung kultiviert.
Zudem wurden Monozyten nur mit den Zytokinen CXQL-8 (7 ng/ml), IL-6 (1,9 ng/ml)
und VEGF (23,4 ng/ml) oder einer Kombination darkuliviert, um RCC-DZ zu generieren.
Die Konzentrationen der einzelnen Zytokine entdpeac denen, die im RCC-26-
konditioniertem Tumoruberstand detektiert wurdeig€F; et al. 2011).

Zur Generierung von DZ wurden die durch Magnetsspar gewonnenen CD14-positiven
Monozyten in einer Konzentration von 5 xX*Iellen in 4 ml AIM-V-Medium pro Vertiefung
in einer 6-Loch-Flachbodenplatte ausgesat und @t W/ml IL-4 und 800 U/ml GM-CSF
supplementiert.

Zur Generierung der GM-CSF-Makrophagen wurden £%QD14-positive Zellen in 4 ml
AIM-V-Medium pro Vertiefung ausgesat und das Mediumit 800 U/ml GM-CSF
angereichert.

Die Zytokine bzw. der RCC-26-konditionierte Tumoeiistand wurden am Tag der Aussaat,
am Tag 2 und Tag 5 der Kultivierung zugegeben. Dedlen wurden meistens am Tag 7
geerntet und fur Experimente verwendet. Die Expoaesser Oberflachenmarker CD14, CD40,
CD80/B7-1, CD83, CD86/B7-2 und CD209/DC-SIGN voulge Zellgruppe wurde mittels

Durchflusszytometrie analysiert.

4.2.4 Stimulation von myeloischen Zellen

Zur Generierung von maturen RCC-DZ oder klassisdh2nwurden die Zellen am Tag 6 der

Kultivierung fur 24 Stunden entweder mit dem balkiégn Endotoxin Lipopolysaccharid
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(LPS; 10 pg/ml) oder dem proinflammatorischen Zytokcktail Jonuleit (Tabelle 4; Jonuleit,
et al. 1997) stimuliert.

Tabelle 4 Maturierungcocktail nach Jonuleit:

Zytokin Konzentration
rhu IL-4 10 ng/ml

rhu GM-CSF 20 ng/mi

rhu TNF«a 10 ng/ml

rhu IL-18 10 ng/ml

rhu IL-6 15 ng/ml

PGE 1ug/mi

4.3 Funktionelle Versuche

4.3.1 Phagozytose

Zur Bestimmung der Phagozytoseaktivitit von RCC-D@d DZ wurde das Vybrafit
Phagozytose Versuchskit (Molecular Probes, Invérjgverwendet. Hierfir wurden 5 x 410
Makrophagen, immature oder mature RCC-DZ oder DX {8 Zellen/ml) in 150ul Medium
auf einer 96-Flachboden-Mikroplatte ausgesat umdLfibtunde bei 37°C inkubiert, so dass
sich die Zellen am Plattenboden absetzen konntem. jgdem Ansatz wurden 6 Replikate
erstellt. Nach der vorsichtigen Entfernung von 100 Medium, wurden 100ul einer
fluoreszierenderkEscherichia coli(K12)-Biopartikel-Suspension pro Vertiefung hineéiggt
und fir 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Im Anschluksan wurde der Uberstand (1Q0
abgenommen und fur 1 Minute 1ADTrypanblaulésung pro Vertiefung zugegeben. Diesitd
der Ausléschung noch vorhandener Fluoreszein-R#rikelche als falsches Signal detektiert
werden wuirden. Unmittelbar nach Abnahme der Trygandsung (100ul) folgte die
Fluoreszenz-Messung am Fluoreszenz-Plattenlese@®edlac Victor 2 1420, Perkin Elmer)

bei 480 nm Anregung und 520 nm Emission.

4.3.2 Antigen-Kreuzprasentation

Die Kreuzprasentation exogener Antigene auf MHCdlkilen stellt einen besonderen
Mechanismus der Antigenprasentation durch RCC-D& DA dar und wurde anhand dieses
Experiments nachgewiesen. Es wurde der HLA-A2-rgggrte, Melan-A/MART-1-
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spezifische zytotoxische T-Zell-Klon-A42 und dapp@-MART Peptid eingesetzt. Dieses 15-
mer Peptid enthalt das HLA-A2 restringierte T-Zefiitop des Melan-A/MART-1-Antigens.
Die N-terminale Verlangerung des Peptids verhindestdirekte Beladung des HLA-A2 auf
der Oberflache der RCC-DZ bzw. DZ. Eine Préasentatiber HLA-A2 ist somit erst nach
Aufnahme und Prozessierung des Antigens durch @€-RZ bzw. DZ mdglich, welche in
Folge die T-Zelle aktivieren kdnnen. Die T-Zelli8tilation wird anhand der Interfergn-
(IFN-y)-Sekretion gemessen, die umso hoher ist, je meptidPkreuzprasentiert wird (Bendz,
et al. 2007).

Die myeloischen Zellen (2 x 000 pul AIM-V) wurden mit 82 nM bzw. 140 nM pep70-
MART Peptid fir 1 Stunde bei 37°C inkubiert um diafnahme des Peptids zu induzieren,
bevor die zytotoxische T-Zellen A42 (4 x3100 ul AIM-V) firr 24 Stunden hinzu gegeben
wurden. Die Zytokinmenge in den Uberstanden wurdéhilie des Enzymgekoppelten
Immunadsorptionstests (ELISA) — siehe 4.4.1 - geemes Kontrollproben, die alle
Komponenten aul3er dem Peptid enthielten, wurdedi&iBestimmung des ohne Stimulation
sezernierten IFN- (Hintergrundspiegel) benutzt. Als Qualitatskorieralles zytotoxischen T-
A42-Klons wurde die IFN~Produktion gemessen, die bei der Kokultur der TeZenit einer
Melanom-Zelllinie, MEL93.04A12 (15 x 10%100 pl)jeddas Melan-A/MART-1-Antigen
endogen exprimiert und Uber HLA-A2 prasentiertiuniert wurde.

4.3.3 Transwell® Migration (Boyden-Kammer)

Der Transwefl (Costar) Migrationstest (Boyden 1962) dient der dvsmchung der
chemotaktischen Wanderungsfahigkeit von RCC-DZ Dd Hierbei trennt eine Membran
(Porengrof3e 5um) das obere Kompartiment vom unteren, wodurch sieh Zellen bei
adaquatem Stimulus hindurchzwangen konnen (sietdddimg 4.3.3). Die Porengréf3e von 5
um ist dabei so gewahlt, dass dieser aktive Vorgadglich ist, die Zellen aber nicht passiv in
das untere Kompartiment fallen konnen.

Nach Vorinkubation der Einsatze (1QDAIM-V/Einsatz) und der Verteilung unterschiedlarh
Konzentrationen des Chemokins CCL19 in je @0@IM-V pro Vertiefung, wurden 2 x 10
Zellen pro 10Qul AIM-V in den Einsatz gegeben und fur 3 Stunden3®C inkubiert. Durch
Diffusion bildet sich in den Poren der Membran &onzentrationsgefalle, dem die Zellen
folgen. Am Ende der Migrationszeit wurde pl0an 0,1 M EDTA pro Vertiefung hinzugeflgt
und die Platte fur 10 Minuten bewegt, um die in Mambran sitzenden Zellen abzul6sen.
Anschlie3end wurden die Einsatze entfernt und eitsdspension des unteren Kompartiments

anhand des CellTiterGloLuminescent Cell Viability Assay (Promega; sieh®.4) oder der
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Caltag Counting Beafls(siehe 4.3.5) gezahlt. Die Spontanmigration wurdi¢hilfe der
Inkubation von Zellen ohne Chemokinzusatz bestimmt.
Der Migrationsindex setzt die spezifisch migrierllen mit den spontan migrierten Zellen in

ein Verhaltnis, wodurch sich eine korrigierte Veighsgrol3e ergibt.

Anzahl spezifisch migrierter Zellen (mit Chemokin)
Anzahl spontan migrierter Zellen (ohne Chemokin)

Migrationsinde: =

Oberes Kompartiment/Einsatz mit DZ oder RCC-DZ

S ! )
Wy SSle o W
S S5 " 5 L@
Fe= 662 =l Igud
%2 sy
Membra - s s s e 432‘ -— e -
(PorengréRe fim) ®
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® . : o
o Unteres Kompartiment mit ChemoKin )

Abbildung 4.3.3 Boyden-Kammer-Migrationssystem.

Unter serumfreien Bedingungen werden die RCC-DZr adié in die obere Kammer gesetzt. In dem unteren
Kompartiment befindet sich das Chemokin. Nach &teinden im 37°C-Inkubator werden die Zellen im tene
Kompartiment gezahlt, die die kammertrennende MamPorengrdl3e jom) passiert haben.

4.3.4 CellTiterGlo® Lumineszenz-Zellzéhlung

Diese Methode bestimmt die Anzahl lebendiger Zelien Kultur, basierend auf der
Quantifizierung des vorhandenen AdenosintriphospH&TP), welches ein Indikator fur
metabolisch aktive Zellen ist. Dabei wird der ATRHaIt in einer Luziferasereaktion (Ultra-
Glo™: rekombinante, thermostabile Luziferase) in einmineszenzsignal, das direkt
proportional zum ATP-Gehalt ist, umgewandelt unéimem Luminometer gemessen.

Die zu zahlenden Zellen wurden im Kulturmedium (10Cauf eine Luminometer kompatible
96-Loch-Mikroplatte (Brand) Ubertragen. Auf diegerrden aul3erdem eine Standardkurve aus
bekannten Zellzahlen desselben Zelltyps erstathiyies Negativkontrollen ohne Zellen zur
Erfassung der Hintergrund-Lumineszenz aufgetrageach 30 Minuten Inkubationszeit
wurden 10Qul des CellTiterGI8 Reagenz (beinhaltet die Enzyme zur Zelllyse, dieiferase,
sowie das Substrat Luziferin, welche kurz zuvor amusiengebracht wurden) in jede
Vertiefung gegeben und fur 12 Minuten inkubiert, eme vollstandige Zelllyse zu erreichen
und das Lumineszenzsignal zu stabilisieren. Bei lderiferase-Reaktion (siehe Abbildung

4.3.4) wird das Luziferin mithilfe von ATP, Magnasi** und molekularem Sauerstoff {0
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zum energetisch hoheren Oxyluziferin umgesetzt, avobdenosinmonophosphat (AMP),
Pyrophosphat (PP) und Kohlenstoffdioxid (§Oentsteht. Beim Ruckfall in seinen
Grundzustand gibt es ein Photon ab, welches datektdat werden kann. Es wurde am
Mikroplattenlesegerat Victor X3 (Absorptionszei2®—~ 1 Sekunde /Vertiefung) gemessen und

anhand der Standardkurve die Zellzahl bestimmt.

Ultra-Glo ™ rekombi-
HO - o COOH nante Luziferase = —q g o~
QHJHS]/ +ATP + O —“'M \QNHE]/ + AMP + PP + CQ+ Licht

9>

Luziferin Oxyluziferin

Abbildung 4.3.4 Die Luziferase-Reaktion.
Die Oxygenierung von Luziferin wird durch die Luzifse in Anwesenheit von Magnesium, ATP und
molekularem Sauerstoff katalysiert.

4.3.5 Zellzahlbestimmung mittels Caltag Counting Bead$

Eine andere Methode zur Bestimmung der absolutdmahé ist die Verwendung der Caltag
Counting Beadd Hierbei wurde die Zellsuspension im unteren Reaktaum (migrierte
Zellen) mit 20 ul PE-markierten CountirBeads (963 Beads/ul)ersetztund die gesamte
Losung in ein 1,5 ml FACS-R6hrchen Uberfuhrt. N&antrifugation (7 Minuten bei 1600
rpm) wurde der Uberstand bis auf 100 pl abgenommendie Zell-Bead-Suspension am LSR-
[I Durchflusszytometer gemessen. Im SSC/FSC-Purdgeamm (siehe Erlauterung 4.5.1)
wurden dabei die Counting Beadsusgewéhlt und 10.000 Ereignisse aufgenommen.
Gleichzeitig wurden die in dem Volumen aufgezogeailen gezéhlt und die absolute
Zellzahl mittels der Bead-Konzentration und demaveken Probevolumen anhand folgender

Formel ermittelt:

Absolute Zellzahl [Zellepl] = Anzahl der erfassten Zellep angegebene Konzentration der Beads [Bedls/
Anzahl der erfassten Beads Probevolumenyl]

4.3.6 Signal-3-Nachweisverfahren

Dieser Funktionstest (Zobywalski, et al. 2007) ierit den T-Zell-DZ-Kontakt mithilfe der
Maus-Fibroblasten L929, die mit humanem CD40L (CDé@and/CD154) transfiziert
wurden. CD40L interagiert mit dem CD40 Rezeptor@dfund bewirkt die Sekretion von IL-
12p70.

Die CD40L-L929 Fibroblasten (5 x i@-Zellen in 100pul LCL-Medium) wurden durch
Casium-Bestrahlung (100 Gy) inaktiviert und anssfhdind 24 Stunden kultiviert. Die RCC-DZ
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und DZ wurden nach der Ernte und Zellzahlung awf 20* Zellen pro 200ul eingestellt.
Anschliel3end wurde das Medium von dem adhéarentserRder L929-Fibroblasten entfernt,
100ul der DZ-Suspension zugegeben und fur 24 Stundexutibelassen.

Als Kontrollen wurden die RCC-DZ bzw. DZ und L92&len isoliert kultiviert. Nach 24
Stunden Inkubationszeit wurden die Platten abZegtdrt, der Uberstand zur Bestimmung des
IL-12p70 (siehe 4.4.1) abgenommen und eingefroren.

4.4 Bestimmung des Zytokingehalts in Zellkulturtiberstarden

4.4.1 Enzymgekoppelter Immunoadsorptionstest (ELISA)

Der Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (EIA) bAwmnzyme Linked Immunoabsorbent
Assay (ELISA)" bezeichnet ein immunologisches Naeilswerfahren von Proteinen in
Suspensionen, das auf einer enzymatischen Farlmeakasiert. Sandwich-ELISA (Abb.
4.4.1) verwenden zwei Antikoérper (AK), die beideesfisch an das nachzuweisende Antigen
binden. Hierbei ist es wichtig, dass beide Antild@irpn unterschiedliche Epitope des Antigens
binden, da sie sich ansonsten gegenseitig behingiérden. Die Bestimmung von IL-12p70
und IFN« erfolgte mithilfe fertiger ELISA-Kits entsprechemter Anleitung des Herstellers.
Dazu wurden die Vertiefungen von 96-Loch-Platteriibacht mit Antikdrpern (Capture-
Antikdrper) gegen das zu messende Zytokin besdtichBevor die Proben und die
Standardkurve mit bekannter Proteinmenge in didi&angen pipettiert wurden, wurde die
Platte am nachsten Tag mit einem Blockierungsreagdubiert, um unspezifische Bindungen
zu verhindern. Nach der Inkubation wurde nicht gelanes Zytokin durch Waschen entfernt.
Gebundenes Zytokin wurde durch die Zugabe einestirBgekoppelten Antikorpers
(Detektionsantikérper) markiert. AnschlieRend wurdelie Proben mit Streptavidin-
Meerrettichperoxidase (Streptavidin-HRP) inkubiarbbei die Streptavidin-Molekile mit den
Biotin-Molekulen eine feste Bindung eingehen. Dieedvtettichperoxidase katalysiert mit
einem zugegebenen Farbstoff (TMB, eine Kombinatians Wasserstoffperoxid und
Tetramethylbenzidin) eine quantifizierbare Reaktidie proportional zu der Menge des in der
Probe vorhandenen Zytokins ist. Direkt nach Abséopger Reaktion mit Phosphorséure wird
die durch den umgesetzten Farbstoff hervorgerufdaserption bei einer Wellenlange von 450
nm im ELISA-Plattenlesegerat gemessen. Die Auswgrarfolgte anhand des Vergleiches mit

der Standardreihe.
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Abb. 4.4.1 Die Sandwich-ELISA-Methode.

Die Mikrotiterplatte wird mit Capture-Antikérper behichtet und inkubiert. Die zu analysierende Susipe mit
dem Antigen wird in die Vertiefungen pipettiert, b@ das Antigen an den Capture-Ak bindet. Der hyefiigte
biotinylierte Detektionsntikérper bindet an ein anes Epitop des Antigens. Uber die stark affinedBing von
Biotin und Streptavidin wird das Enzym HRP angela@piNach Zugabe des TMB-Substrats katalysierttié
die Reaktion, wobei ein farbiges, quantifizierbdPesdukt entsteht.

4.5 Durchflusszytometrie

4.5.1 Prinzip

Die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie berutitder Emission von optischen Signalen
seitens der markierten oder nicht markierten Zeheenn diese einen Laserstrahl passieren.
Hierbei werden die suspendierten Einzelzellen deicke Kapillare gesaugt und passieren im
Sensormodul einzeln den Laserstrahl. Die Zellesustn einen Teil des Lichts, welches mittels
Fotodetektoren nachgewiesen wird. Das Vorwartsstidgu (FCS-Licht) ist ein direkt
proportionales Mal3 fur die GroRRe der Zelle, wohgegedas Seitwartsstreulicht (SSC-Licht)
eines fur die Granularitat der Zelle ist. Aul3erd&dnnen Fluoreszenzfarbstoffe, die an
monoklonale Antikdrper gekoppelt sind und somit &l spezifisch markieren, detektiert
werden. Jedes Fluorochrom absorbiert Licht einestihenten Wellenlangenbereichs
(Absorptionsspektrum), welches sie auf ein hohé&mesrgieniveau anhebt. Beim Ruckfall in
den Grundzustand wird die Energie vornehmlich imnkoon Fluoreszenzlicht freigesetzt,
dessen Wellenlange grol3er ist als die des abstabidichts (Stokes shift) und fiur jedes
Fluorochrom charakteristisch ist. Durch den Einsatz Lasern unterschiedlicher Wellenlange
(Argonlaser, Helium-Neonlaser, UV-Laser und vi@ettaser) ergibt sich ein breites Spektrum
an verwendbaren Fluorochromen. Die in dieser Arbeitvendeten Fluoreszenzfarbstoffe mit
den jeweiligen Extinktions- und Emissionsmaximaywigodie verwendeten Laser und Filter

sind in Tabelle 5 zusammengefasst.
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Das emittierte Licht wird durch ein ,Photomultiplieube (PMT)* detektiert und in ein
verstarktes, elektronisches Signal umgewandeltndde bindeln die Lichtstrahlen und
Spiegel blocken bzw. lenken sie zu den der Weltegdédentsprechenden PMTs. Somit wird
eine Uberlappung des Emissionslichts der verschau&luorochrome weitgehend verhindert.
Da optische Filter nicht alle spektralen Ubersctuegen beseitigen konnen, ist eine
notwendig, um

elektronische Subtraktion, die sogenannte spektrlempensation,

verbleibende Streufluoreszenzen zu entfernen.

Tabelle 5 Fluoreszenzcharakteristika der verwendeten Fluorszenzfarbstoffe, die Wellenldnge der Laser
fur die Anregung, sowie die Filter fir die Detektion am LSR II-Durchflusszytometer.

Fluoreszenz- Extinktions- Emissions- Wellenlange ¢.) :
farbstoff maximum maximum des Lasers Az i)
Pacific Blue (PB) 401 452 450 Am 450/ 50
Amcyan 457 491 450 nm 525/50
FITC 494 519 488 nfn 530/30
Alexa-Fluor 488 495 519 488 nm 530/30
PE 564 578 488 nm 575126
PI 493 619 355 nih 630/ 22
7-AAD 543 655 488 nm 630 /30
APC 650 660 633 nm 660/ 20
Alexa-Fluor 647 650 668 633 nm 670/ 20
PerCP-Cy5.5 482 695 488 nm 695 / 40
Alexa-Fluor 700 696 719 633 fim 720/ 40
Pe-Cy7 564 785 488 nm 780/ 60
APC-Alexa-Fluor 750 | 650 785 633 nm 780/ 60

!Violetter Laser? Argonlaser?UV-Laser,* Helium-Neonlaser

Die Signalauswertung erfolgt mithilfe eines spdeielProgramms (FlowJo Treestar). Die

gesammelten Daten werden in Graphen dargestetlernen ein oder zwei Parameter zugleich
betrachtet werden kdnnen. Das Histogramm (siehald\iy 4.5.1.B) stellt einen Parameter
dar. Hierbei gibt die horizontale x-Achse die Irgi¢dit der Einzelmessung wieder, die vertikale
y-Achse die Anzahl der Zellen. Anhand der relativéfuoreszenzintensitat koénnen
Populationen unterschieden werden. Um zwei Parangeigeneinander abbilden zu kénnen,
und auf diese Weise Subpopulationen zu identigzieund charakterisieren, wird das
Punktediagramm (Dot-Plot; siehe Abbildung 4.5.1akigewandt. Hierbei reprasentiert jede

Zelle einen Punkt in einem xy-Koordinatennetz. Rifchse entspricht der Fluoreszenz des
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einen und die y-Achse die des zweiten Parameteagild@r hinaus ist es mdglich, nur eine
Teilpopulation der Zellen zu betrachten und zu ysiaten, indem man sie durch ein
Analysefenster (Gate) von den restlichen Zelleraseq.
Das Durchflusszytometer, das fir die hier durchigeéin Experimente eingesetzt wurde, war
ein ,Flow-Zytometer* (LSR II) der Firma Becton Diclson mit vier Lasern. Dies ermoglichte
die Detektion von bis zu 18 verschiedenen Fluorezze.

A B
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MFI 2

40

20

Zellzahl [%] von Max.

o¢ 10! 102 10* 104

v

MFIl —  » MFI

Abbildung 4.5.1 Darstellung der durchflusszytometrschen Ereignisse.

A) In der Punktediagrammdarstellung (Dot Plot) kanrmwvei Fluoreszenzintensitatswerte (MFI 1, MFI 2)
gegeneinander dargestellt werden. Damit kann deremtuale Anteil von Zellen, markiert Gber zwei keax; in
einem Zellgemisch ermittelt werden. Im linken olei@uadranten liegen die MFI 2-positiven, aber MFI 1
negativen Zellen, im rechten oberen Quadrantenddigpelt-positiven (MFI 1, MFI 2%), im linken unteren
Quadranten die doppelt-negativen (MFIMFI 2) und im rechten unteren Quadranten die MFI 1-p@&sit aber
MFI 2-negativen ZellerB) In der Histogrammdarstellung wird eine Fluoregietensitét gegen den prozentualen
Anteil der Ereignisse dargestellt. Hohere MFI eritsp dabei hoherer Expressionsdichte des Marl@usch die
Einteilung in Regionen (M1 und M2) kann man die&gbfen, also Marker exprimierenden Zellen (M1) dam
ungefarbten Zellen (M2) unterscheiden.

4.5.2 Fluoreszenzmarkierung von Oberflachenmolekilen

Mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegy Oberflachenantigene kann eine
Immunphanotypisierung der Zelle durchgefiihrt werden

Hierzu kamen 1 x T0bis 5 x 18 Zellen pro FACS-R6hrchen zum Einsatz. Zu dieserdenm
500 ul FACS-Puffer hinzugegeben und im Anschluss belOL§0n fir 5 Minuten zentrifugiert
(Megafuge 2.0, Heraeus). Nach Abnahme des Ubeestanid auf 5@ wurde der spezifische
fluoreszierende monoklonale Antikorper (in adaguitenge) hinzugegeben und nach kurzem
Mischen fur 30 Minuten auf Eis abgedunkelt inkubié&s folgte ein weiterer Waschschritt mit
500 ul FACS-Puffer, um die nicht an die Zelloberflachebgndenen Antikdrper zu entfernen.
Zuletzt wurde je 10 pg/ml () Propidiumiodid (PI) hinzu pipettiert und fir 3 iMiten
abgedunkelt inkubiert. PI dient der Lebend-Tot-Wsuehung von Zellen, indem es durch die
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perforierte Zellmembran toter Zellen eindringt undlie DNS interkaliert. Die Messung muss
nun innerhalb der nachsten drei Stunden stattfindarétzlich wurde eine Kontrollreihe mit
sogenannten Kompensations-Beads erstellt. Diesed whir die Erstellung einer

Kompensationsmatrix bei der Datenauswertung im Alss an die Durchflusszytometrie
bendtigt, um die Fluoreszenzinterferenzen zu egsdni und die Kompensation der
Streufluoreszenz durchzufiihren. Die positiven Besitlsl mit einem Antikérper beladen,
welcher diex-leichte Kette der fluorochrommarkierten Antikorperkennt. Diese Beads
wurden vor der Messung mit Kompensationsbeads kelieen Antikdrper tragen (negative
Beads), vermischt, so dass eine positive (mit [Esoenz) und eine negative (ohne

Fluoreszenz) Population messbar ist.

4.5.3 Fluoreszenzmarkierung des intrazellularen zytoskektregulierenden
Proteins Faszin

Um intrazellulare Komponenten mit markierten Antilgérn nachweisen zu kénnen, missen
die Zellen zunachst fixiert und anschlieRend pebiiseert werden. Falls ebenso eine
Oberflachenfarbung gewiinscht wird, ist diese - wmiet.5.2 beschrieben - durchzufihren.
Allerdings muss PI durch 10g/ml 7-AAD (1 ul) ersetzt werden, da es sich stabil in die DNS
integriert und bei der Permeabilisierung nicht @awsgschen wirde. Nach zweimaligem
Waschen mit 50Q FACS-Puffer oder PBS wurden die Zellen durch hegaon 1%igem
Paraformaldehyd (PFA, 504/ Réhrchen) fixiert und fir 20 Minuten auf Eis uibiert. Auf
einen weiteren Waschschritt folgte der erste Pebitisi@rungsschritt der Zellen mit 50d
100%igem Methanol pro R6hrchen, das 10 Minuten kufglie Zellen einwirkte. Nach einem
erneutem Waschdurchgang erfolgte der zweistufigen@abilisierungsschritt mit je 500l
0,1%iger und 0,35%iger Saponin-FACS-Puffer-Lésumgpbei nach jeder Zugabe des
Detergenz die Zellsuspension zentrifugiert und ieerstand bis auf 501 abgesaugt wurde.
AnschlieBend wurde die entsprechende Menge des rimarmian Primarantikdrpers gegen
Faszin zugegeben und fir 30 Minuten auf Eis im Demknkubiert. In Folge wurde analog mit
Saponin-Puffer gewaschen, dann der AlexaFluor A#&8kierte Sekundarantikbrper zu den
Zellen gegeben und bei 4°C fiur 30 Minuten inkubi&d folgte ein Waschschritt mit 500 pl
FACS-Puffer, woraufhin die Zelle zentrifugiert uadr der anschlieenden Messung mit 500
ul 1%igem PFA fixiert wurden. Gemald dem Fall, ddes Messung erst am folgenden Tag
durchgefuhrt wurde, wurden die Zellen mit 5d00,5%igem PFA fixiert und abgedunkelt im

Kuhlschrank aufbewahrt.
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4.5.4 Mehrfarbenfluoreszenzanalyse

Die Mehrfarbenfluoreszenzanalyse ermoglicht die rlation mehrerer Zelleigenschaften
einer Population. In Abhangigkeit vom umgebendeheMiverandern beispielsweise DZ ihren
Phanotyp und zeigen unterschiedliche Oberflachepteren (Marker)-Kombinationen.

Zur ldentifikation des Zelltyps und des Reifegrasisrden die in Tabelle 6 aufgefuhrten
Oberflachenmarker-Farbungen in variablen Kombimatio durchgefuhrt. Als Marker fir
immature DZ gelten CD209/DC-SIGN, CCR1 und CCR%yisceine niedrige Expression an
CD14, CD40, CD80/B7-1, CD86/B7-2, HLA-ABC/MHC-I undHLA-DR/MHC-II
(Erlauterung in 5.1.1-5.1.5). Umgekehrt steht evade Expression an CD40, CD80/B7-1,
CD86/B7-2, HLA-ABC/MHC-1 und HLA-DR/MHC-II, sowie a CD83 und CCR7 fur mature
DZ.

Tabelle 6 Farbekombinationen zur durchflusszytomeischen Analyse der RCC-DZ und DZ.

Analyse Antikérperkombinationen
RCC-DZ/DZ Diskrimination CD14-PB
CD209-APC
CD163-PE
MHC-II-FITC* oder CD86-FITG
Reifegrad der RCC-DZ oder DZ | CCR1-PE CCR5-PECY?
CCR7-APC-Alexa75d CD80-FITC
CD83-FITC
Oberflachenrezeptorprofil der ILT4-PE° CD103-FITC
RCC-DZ oder DZ MHC-I-APC* CD40-PE oder CD86-PE
CD48-FITC oder CD80-FITE

Myeloische Marker?Kostimulatorische Marker:ChemokinrezeptorefMHC-Molekiile; *Maturierungsmarker;
®Regulatorische und zielsteuernde Marker

4.5.5 Messung der Proben und Datenauswertung

Zur optimalen Positionierung der Zellpopulation Aufnahmefenster wurde zunéchst eine
ungefarbte Probe aufgenommen und so eingestels de&e Punktewolke mdoglichst in der
Mitte des FSC/SSC-Dot Plots zu liegen kam. Da@s sin eine Relativmessung handelt, muss
mithilfe von Kontrollen ,positiv‘ und ,negativ‘ dafiert werden. Hierzu wurden die
Kontrollproben aufgenommen und die PMT-Einstellungier Laser so modifiziert, dass die
negative Probe mdglichst am Nullpunkt der x-Achselizgen kam. Kontrollproben waren

entweder parallele Analysen von Kontrollzellen, Bekanntermal3en die zu untersuchenden
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Molekule nicht exprimierten oder es wurde paralkelm spezifischen Antikdrper eine
sogenannte Isotypenkontrolle gefarbt. Unter eisetypenkontrolle versteht man die Farbung
mit einem Antikorper, der gegen ein Molekll gerathist, das von der zu untersuchenden
Zellpopulation nicht exprimiert wird. Die Isotypkwallen dienen zudem der spektralen
Kompensation. Da Fluoreszenzspektren tberlappensamdt zu falschen doppelt positiven
Ergebnissen fuhren kdénnen, muss kompensiert werBen.der Kompensation wird auf
rechnerischem Wege von einem Fluoreszenzsignal relaéve Menge abgezogen und die
Differenzlichtmenge als kompensiertes Signal béwest

Nach Definition der Fluoreszenzgrenzen konntenzdieintersuchenden Zellen aufgenommen
und durch ein vorgegebenes Analysefenster (Gatdj3Q/SSC-Diagramm selektiert werden.
Aus jeder Probe wurden zwischen 1 ¥ 1@d 1 x 16 Ereignisse (Zellen) aufgenommen und
detektiert. Diese Rohdaten wurden anschlieRend ilfeitider FlowJ&-Software-Matrix
kompensiert, die lebenden von den toten Zellen gieget (mittels Pl oder 7-AAD) und
anhand ihres Streulichts (FSC und SSC), der Flaeresund dem prozentualen Anteil, die
Population charakterisiert.

Das Histogramm (siehe Abbildung 4.5.1.B), die Enapaeterdarstellung, dient der
Haufigkeitsverteilung der Messsignale. Die Fluoesszntensitat ist direkt proportional zur
Antigenexpression. Eine Zweiparameterdarstellubhglas Punktediagramm (siehe Abbildung
4.5.1.A), welches die Korrelationsverteilung diesearameter zeigt. Zur quantitativen

Auswertung werden Grenzen anhand der Kontrollmegsugesetzt.

4.6 Arbeiten mit Gewebe

Das untersuchte Nierenzellkarzinomgewebe stammtwidrehandelten Patienten und wurde
histopathologisch als klarzelliges Nierenzellkaorm beurteilt. Peritumorale Areale wurden
makroskopisch ausgewahlt und beinhalten die Psepdek des Tumors, sowie die
angrenzenden Regionen des tumorfreien und maliggewebes. Klinisch-pathologische
Charakteristika der Patienten sind der Tabelle 3 emtnehmen. Im Anschluss an die
Nephrektomie wurden die entsprechenden Areale voane Pathologen identifiziert und

abgetrennt, von uns sofort in flissigen Stickstifigefroren und bei -86°C aufbewabhrt.
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4.6.1 Immunfluoreszenzfarbung und konfokale Mikroskopie wvon histologischen
Praparaten

4.6.1.1 Das Prinzip der Immunfluoreszenztechnik und der korfiokalen Mikroskopie

Mit der Immunfluoreszenztechnik werden Strukturenithitie spezifisch bindender
fluoreszenzmarkierter Antikbrper mikroskopisch #bidr gemacht. Die Bildaufnahme erfolgte
mit einem konfokalen Laser-Rastermikroskop (LasastBrmikroskop TCS SP2 von Leica).
Das Mikroskop war mit zwei Helium-Neonlasern (638 bzw. 543 nm), einem Diodenlaser
(405 nm) und einem Argonkryptonlaser (488 nm) astsget. Anhand dieser Ausstattung ist
es moglich bis zu vier Fluoreszenzfarbstoffe glegitig zu analysieren. Ein wesentlicher
Vorteil gegenuber der konventionellen Fluoreszekroskopie besteht darin, dass das
Fluoreszenzsignal nur aus einer optischen Ebeneeggan wird und Signale aus anderen
optischen Ebenen ausgeblendet werden. Dadurcls istéglich durch das Zusammensetzen
mehrere Schnittebenen ein raumliches Bild zu eeumd die Kolokalisation von Markern
zu bestimmen.

Die Immunfluoreszenz kann als direkte oder indedkdmunfluoreszenz durchgefuhrt werden.
Bei der direkten Immunfluoreszenz ist das Fluoroohdirekt an den Antikérper gekoppelt.
Dagegen benutzt man bei der viel haufiger eingemetindirekten Immunfluoreszenz zwei
Antikorper, einen primaren Antikorper, der das gesdhte Antigen im Praparat erkennt und
einen sekundaren Antikorper, der gegen den primadetikorper gerichtet ist und die

Fluoreszenz tragt.

4.6.1.2 Durchfuhrung der indirekten Immunfluoreszenzmethode

Die untersuchten Tumoriibergangsgewebeschnitte (RCCund Ull, RCC-7 U, RCC-8 Ul
und Ull, RCC-10 U, RCC-11 U, RCC-34 U; siehe Tabdd) wurden auf die Verteilung der
RCC-DZ und DZ in Relation zu den Lymphgefal3en rstteciner Mehrfarben-
Immunfluoreszenzanalyse untersucht. Die histoldggacPraparate umfassten mikroskopisch
tumorfreies Nierenparenchym, die Pseudokapsel uanchofgewebe. Mit einem Kryostat
wurden von kryokonserviertem Gewebauf dicke Gefrierschnitte erstellt, auf SuperFFost
Plus Objekttrager aufgezogen und dber Nacht bei nfRamperatur getrocknet. Zur
Gewebefixierung wurden die Schnitte fur 10 Minuitereine Kivette mit eiskaltem 100%igem
Aceton gestellt, anschlie3end kurz Luft-getrockaetl mit Fixogum umrandet. Mit diesem

Fettstift entsteht eine Barriere um das Prépacatiass Farbereagenzien lokal auf dem Schnitt



Methoden 44

begrenzt bleiben und nicht ablaufen. Um unspeni@ésBindungen zu verhindern, erfolgte die
Blockierung mit 2%igem bovinem Serumalbumin (BSA; 8/ Schnitt) fur 10 Minuten. Im
Anschluss wurden die spezifischen Primarantikoidardinnung siehe 3.5.1) CD209/DC-
SIGN (lgG2b) und CD14 (IgG1) und Podoplanin (IggIir 1 Stunde aufgebracht. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die histologistheraparate dreimal mit PBS gewaschen
und die Sekundarreagenzien (anti-lgG2b-AlexaFlu8®4anti-lgG1-AlexaFluorA568 und
anti-lgGI-Cy5) fur 30 Minuten zugegeben. Nun folgten eineeter Waschschritt und die
Anfarbung der Zellkerne indem die Objekttrager fiirMinute in DAPI-L6sung getaucht
wurden. Nach Entfernung tUberschissiger DAPI-Losaragden die Gewebeschnitte mit dem
Eindeckmedium Vectashiélceingedeckelt und mit Nagellack versiegelt. Diersita wurden

bis zur Analyse am konfokalen Laser-Rastermikrodiadpgeschitzt bei -20°C gelagert.

4.6.2 Bildaufnahme und Auswertung mittels konfokaler Lase-Raster-
Mikroskopie

Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit einer Olimmierssobjektiviinse (HCX PL APO 63 x
1,40NA) und einer resultierenden GesamtvergroRemnamg630fach. Das Mikroskop war mit
zwei Helium-Neonlasern (633 nm bzw. 543 nm), eineradenlaser (405 nm) und einem
Argon-Kryptonlaser (488 nm) ausgestattet. Die D@dek der Emissionen erfolgte Uber
getrennte PMT-Einheiten. Durch die Regelung des I&NEIngenbereiches der
Aufnahmefenster wurde das Uberstrahlen einer Fazerz in  jeweils andere
Fluoreszenzkanéle ausgeblendet. Zusatzlich wurdevier verwendeten Fluoreszenzmolekile
im sequentiellen Modus aufgenommen. Um die rauralidisdehnung zu erfassen, wurden
jeweils mehrere optische Schnittebenen in der zdbsion (z-Stacks; Abstand 0ifm)
aufgenommen.

Die Intensitdaten einzelner Fluoreszenzfarbstoff@erhalb einer Zelle wurden in der
Bildbearbeitung durch beliebige Farben dargestelétgen zwei Oberflachenproteine, die mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markietirden, rdumlich eng nebeneinander
(Kolokalisation), kommt es zur Uberlagerung derdig Darstellung verwendeten Farbsignale.
Die Uberlagerung wird durch die Mischfarbe der prashenden Farben optisch sichtbar.
Uberlagert beispielsweise ein rotes Farbsignal siitem griinen, entsteht ein gelbes
Farbsignal. Die Kolokalisation wurde iiber die Ubhgdrung der Histogrammprofile mittels
Leica konfokal Software LCSLite geprift. Eine Koédisation liegt ausschlief3lich dann vor,
wenn zwei Marker in derselben optischen Ebene zmsamauftreten. Dies erfordert die

Analyse der einzelnen optischen Schnittebenen éné&i). Die Bearbeitung der in dieser
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Arbeit gezeigten Bilder erfolgte nur durch Verandegen des Kontrast und/oder der Helligkeit
des gesamten Bildes mittels Leica Software. Pro drtnansitzone eines Gewebeschnittes

wurden mindestens 10 nicht-Uberlappende Gesictiesfblewertet.

4.7 Statistische Analysen

FUr die statistische Auswertung der Daten wurde Eesgramm GraphPad Prism in der
Version 5.0 fur Windows der Firma GraphPad Softw&&an Diego California USA)
verwendet. In dieser Arbeit wurden verschiedenavEemhren angewandt. Bei allen wurde

ein Signifikanzniveau von < 0,05 angenommen.

4.7.1 Mann-Whitney-U Test

Der Mann-Whitney-U Test (aquivalent zum WilcoxonAgaummentest) ist ein nicht-

parametrisches Testverfahren, welches daher flistdigstische Untersuchung von geringen
Probenzahlen und nicht normal-verteilten Daten gyesti ist. Der Mann-Whitney-U Test

untersucht bei einer zweiseitigen Fragestellungsich die Alternativhypothese signifikant

von der Nullhypothese unterscheidet, also ob detteMierte einer Gruppe A signifikant

unterschiedlich ist zu einem Mittelwert einer Gra(h

4.7.2 Kruskal-Wallis-Test

Der Kruskal-Wallis-Test (nach William Kruskal undion Allen Wallis; auch H-Test) ist ein

parameterfreier statistischer Test, mit dem im Ranminer Varianzanalyse verglichen wird,
ob sich verschiedene unabhéngige Stichproben (@rupder Messreihen) hinsichtlich einer
ordinalskalierten Variablen in ihrem Erwartungsweétittelwert) unterscheiden. Er &hnelt
einem Mann-Whitney-U Test und basiert wie diesef Rangplatzsummen, mit dem

Unterschied, dass er fur den Vergleich von meheats Gruppen angewendet werden kann.

4.7.3 Post-Hoc Test (ANOVA)

Sobald festgestellt wird, dass es signifikant stieiledliche Abweichungen zwischen den
Mittelwerten gibt (d.h., das Kruskal-Wallis-Testebmis hat einen p-Wert < 0,05) kénnen mit
Hilfe des Post-Hoc Spannweitentests und paarweiseltiplen Vergleichen untersucht

werden, welche Mittelwerte sich unterscheiden. pdiarweisen Mehrfachvergleichen wird die
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Differenz zwischen zwei Mittelwerten verglichen.eDGruppenmittelwerte, die auf Grund
eines Alpha-Niveaus von 0,05 signifikant voneinarataveichen sind durch Sterne markiert.
Ein Post-Hoc Spannweitentest ist der Post-Hoc fiasih Dunn, oder auch Bonferroni genannt.
Dabei werden paarweise Vergleiche zwischen Grupptziwerten mit T-Tests durchgefihrt,
wobei die Gesamtfehlerrate mit einbezogen wirdeinddie Fehlerrate jedes einzelnen Tests
auf den Quotienten aus der experimentellen Feldetrad der Gesamtzahl der Tests gesetzt

wird. Dadurch wird das beobachtete Signifikanznivaa Mehrfachvergleiche angepasst.
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5 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden der Phanotyp died Funktion der in-vitro mit RCC-26-
Zellkulturiberstand konditionierten Monozyten (ROZ) mit konventionellen DZ verglichen.
Beide Zelltypen wurden stets parallel aus Blutmgbez desselben Spenders differenziert. Die
Monozyten wurden aus PBMZ (mononukleére Zellenpdagpheren Blutes) isoliert und RCC-
DZ mit RCC-26-Zellkulturiberstand bzw. klassisch& Dnit IL-4+GM-CSF inkubiert.
Prototypische DZ-Eigenschaften, wie die Fahigkeit Pinozytose und Phagozytose, die
Antigen-Kreuzprasentation, die Migration auf die neudrainierenden Lymphknoten
dirigierende Chemokine CCL19 und CCL21, sowie dealRion auf Maturierungsstimuli,
wurden untersucht. Zudem wurden die fur die Induktides RCC-DZ Phanotyps
verantwortlichen Faktoren nachgewiesen. Die Funktmalysen wurden mit in-vitro
generierten RCC-DZ durchgefiuhrt, da aus RCC-Geuslierte DZ (in-vivo RCC-DZ) nicht
in ausreichendem MaRe verfiigbar waren. Um Ubeiginaingshinweise der in-vitro
erhobenen Funktionsdaten mit den RCC-DZ in-sitiethalten, wurde an RCC-Geweben die
Lokalisation der RCC-DZ im Lymphgefa3system nachigeen. Dies sollte einen Hinweis auf

die Migrationseigenschaften geben.

5.1 Markerexpression auf RCC-DZ und DZ und die Verandeung bei
Maturierungsstimulation

Mithilfe von CD14-Mikrobeads wurden Monozyten audBZ gesunder Spender isoliert und
zu RCC-DZ und konventionellen DZ differenziert (4.2 4.2.3). Zur Generierung der RCC-
DZ wurden die CD14-positiven Monozyten in AIM-V-Mieth, das zu einem Viertel RCC-26-
konditionierten Tumorlberstand enthielt, 7 Tagegladltiviert. Zur Generierung der DZ
wurden die Monozyten desselben Spenders in mit 4@l IL-4 und 800 U/ml GM-CSF
angereichertem AIM-V-Medium ausgeséat und Uber 7eTayallel zu den RCC-DZ kultiviert.
Bei Verwendung maturer RCC-DZ (mRCC-DZ) und matwé&r (mDZ) wurde die Halfte der
Zellsuspension am Tag 6 der Kultivierung entwedeit dem bakteriellen Endotoxin
Lipopolysaccharid (LPS; 10 pg/ml) oder dem proimilaatorischen Zytokincocktail nach
Jonuleit (siehe 4.2.4) fur weitere 24 Stunden dienu Sowohl die unstimulierten immaturen
RCC-DZ (iIRCC-DZ) und DZ (iDZ) als auch die stimuten maturen RCC-DZ (mRCC-D2)
und DZ (mDZ) wurden am Tag 7 geerntet und mittedssehiedener Farbekombinationen

durchflusszytometrisch analysiert (siehe Tabelle 6)
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Mithilfe des Auswerteprogramms Flowdo (Treestar) wurde zur Bewertung der
Markerexpression auf RCC-DZ und DZ wie folgt vorgegen (Abbildung 5.1). Zunéachst
wurde im Punktwolkendiagramm Groéf3e (FSC) gegen @aaitét (SSC) aufgetragen. Anhand
ihrer Form konnten die RCC-DZ und DZ darin von debri abgegrenzt und durch ein
Analysefenster selektiert werden. Im darauf folgeandiagramm wurde ausschlie3lich die
selektierte Population dargestellt, aus welcherlelienden Zellen ausgewéhlt wurden. Bei
einer Lebend/Tod-Farbung, beispielsweise mit 7-Add@er PIl, erscheinen diese als nicht-
markiert (negativ). Die Darstellung Streulicht-Bee{FSC-W) gegen Streulicht-GroRe (FSC-
A) im Punktwolkendiagramm erlaubt die Abgrenzung dellen von Zellaggregaten und
Die

Oberflachenmarker analysiert.

Dubletten. resultierende Zellpopulation wurdehlellich auf die spezifischen
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Abbildung 5.1 Auswertungsstrategie zur Selektion deRCC-DZ und DZ in Abgrenzung von toten Zellen
und Dubletten.

Die mit Antikdrpern gefarbte und mit Pl versetztd ¥ang kultivierte Zellsuspension wurde am LSR-II
Durchflusszytometer aufgenommen. Die Daten wurdérder Software FlowJo analysiert. Zunachst wurdin

zu untersuchenden myeloischen Zellen anhand ih@8&(FSC-A) und Granularitat (SSC-A) identifizjettinn

die lebenden, Pl-negativen Zellen ausgewahlt unktzuvon Dubletten oder Zellaggregaten abgegrenzt.
AnschlieRend wurden die spezifischen Oberflachekmale mittels Histogrammen dargestellt (5.1.ff).

5.1.1 Vergleich von RCC-DZ mit DZ in Bezug auf die Expresion myeloischer
Oberflachenrezeptoren

Als myeloische Oberflachenmarker wurden CD14, CDu68 CD209/DC-SIGN eingesetzt.

CD14 ist ein Oberflachenrezeptor, der bevorzugt Mamozyten und Makrophagen exprimiert
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wird und Opsonin-Rezeptorfunktion hat. Er ist mend Toll-Like-Rezeptor (TLR) 4 assoziiert
und bindet somit Bestandteile von gramnegativent&an. CD163 ist ein Mitglied der

Scavenger-Rezeptor-Superfamilie und wird auf cteamniaktivierten Makrophagen und DZ
gefunden. Nach Bindung eines Pathogens kann esegeive Signalkaskade vermitteln und
antiinflammatorisch wirken. CD209/DC-SIGN (DZ-spesthes ICAM-3-greifendes nicht-

Integrin) ist ein C-Typ-Lektin, das typischerweeaf gewebsstandigen interstitiellen unreifen
DZ gefunden wird und virale, bakterielle oder furtgopPAMPs erkennt. AuRerdem hat CD209
eine hohe Affinitat fur ICAM-3 (Interzellulares Adkionsmolekil 3), das mitunter die

Zelladhasion vermittelt.
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Abbildung 5.1.1 Expression myeloischer Oberflachemzeptoren auf RCC-DZ und DZ.

Die Halfte der in-vitro in 7 Tagen parallel genetga Zelltypen desselben Spenders wurde am Tagt @lem
Jonuleit-Zytokincocktail fir 24 Stunden maturidginmittelbar nach der Ernte wurden die Zellpopulatio einer
Oberflachenfarbung unterzogen und anschlieBend 8R-IL Durchflusszytometer gemessen. Die spezifische
Antikorperfarbung ist als unausgefilltes Histogramdie korrespondierende Isotypkontrolle als graues
ausgefulltes Histogramm angegeben. Dargesteljevetils eines von mehreren unabhéngigen Experimemiée
Zellen verschiedener Spender.
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Abbildung 5.1.1 zeigt, dass IRCC-DZ im Gegensatalx@zi CD14 und CD163 exprimierten.
Beide Zellpopulationen zeigten eine starke Expogssivon CD209. Auf einen
Maturierungsstimulus hin veranderten mDZ die Maekeression im Grunde nicht,
wohingegen mRCC-DZ CD163 und CD209 abregulierten.

5.1.2 Vergleich von RCC-DZ mit DZ in Bezug auf die Expresion
kostimulatorischer Oberflachenrezeptoren, CD83 undMIHC-Molekiilen

Die kostimulatorischen Oberflachenrezeptoren CD8&IBund CD86/B7-2 auf APZ sind
wichtige Mitinduktoren der T-Zell-Aktivierung, inde sie mit CD28 auf T-Zellen interagieren
und das Signal 2 vermitteln (siehe 1.2.2). CD40dpex, ein Mitglied der TNF-Rezeptor
Superfamilie, bindet CD154 (CD40L) auf aktiviert€d4" T-Helfer-Zellen, wodurch die DZ
fiir die Generation von zytotoxischen CDBZellen ,lizenziert“ wird. CD83 ist der klassiseh
Maturierungsmarker von maturen DZ. Die MHC-Molekikind essentiell an der
Antigenprasentation an T-Zellen beteiligt (sieh#&) 1.

Der Literatur entsprechend (Banchereau, et al. P@@@den die kostimulatorischen Molekiile
CD80/B7-1 und CD86/B7-2 nur in niedriger Menge ammmaturen DZ exprimiert. Zudem
exprimierten iDZ kaum CD40 und CD83. Auf einen Matungsstimulus wurden diese
Marker auf der Zelloberflache verstarkt exprimigztv. induziert (Abbildung 5.1.2).

IRCC-DZ wiesen dagegen bereits eine hohe Rezeptaedivon CD80/B7-1, CD86/B7-2,
CD40 und CD83 auf. Diese Ergebnisse deuten aufnewwraktivierten Zellstatus der
immaturen RCC-DZ hin. Auf ein Maturierungssignalrstarkten auch die mRCC-DZ die
Markerexpression. Beide Zelltypen, RCC-DZ und DXprémierten die MHC-Klasse-I und
MHC-Klasse-II Molektle gut.
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Abbildung 5.1.2 Expression von CD80/B7-1, CD86/B7-ZD40, CD83 und MHC-Molekilen auf RCC-DZ
und DZ.

Von den in vitro in 7 Tagen parallel generiertefitgpen desselben Spenders wurde die Halfte am6Tiag dem
Jonuleit-Zytokincocktail fir 24 Stunden maturidginmittelbar nach der Ernte wurden die Zellpopulatio einer
Oberflachenfarbung unterzogen und anschlieBend 8R-IL Durchflusszytometer gemessen. Die spezifische
Antikorperfarbung ist als unausgefillites Histogramdie korrespondierende Isotypkontrolle als graues
ausgefulltes Histogramm angegeben. Dargesteljevetils eines von mehreren unabhéngigen Experimemiée
Zellen verschiedener Spendern.

5.1.3 Vergleich von RCC-DZ mit DZ in Bezug auf die Expresion regulatorischer
und zielsteuernder Oberflachenrezeptoren

Die Untersuchung der regulatorischen Rezeptored Wid CD48 diente der Aufklarung einer
maoglichen immunregulatorischen Wirkung der RCC-DEZT4 (lg-ahnliches Transkript 4,
CD85d) ist ein Mitglied der LIR-Familie (Leukozytémmunglobulin &hnlicher Rezeptor) auf
Immunzellen und bindet an MHC-Molekile, vor alleniAHG. Es induziert eine negative
Signalkaskade, die eine Immunstimulation verhindeR48 wird auf nahezu allen Leukozyten
gefunden und ist ein Ligand des Rezeptors CD244/21B4 von NK-Zellen und aktivierten
CD8" T-Zellen exprimiert wird. CD244 kann als aktivieder Rezeptor fungieren, wenn das
zytoplasmatische Adaptormolekil SAP (SLAM-assomsierProtein) rekrutiert werden kann
(Nakajima und Colonna 2000). Ist SAP abwesend, sd die NK-Zelle bei Ligation von
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CD48 inhibiert (Lee, et al. 2004). Das Integrin @B1das an E-Cadherin von beispielsweise
Epithelien bindet, ist fur die Zielsteuerung unde dRetention von Lymphozyten im
Epithelgewebe verantwortlich. Die Analyse dienteeeimdglichen Zuordnung der RCC-DZ
zur gewebsstandigen CDI0®Z-Subpopulation, welche mitunter iber Kreuzprietson
viraler und autologer Antigene periphere Tolerasmyie zellulare Immunitat induzieren kann
(Sung und Bolton 2010, Manicone, et al. 2009).

Die FACS-Analyse zeigte auf iRCC-DZ eine starke fiesgion von ILT4, CD48 und CD103,
wahrend iDZ diese Marker nicht exprimierten (Abbihdy 5.1.3). Der Maturierungsstimulus

veranderte die Expression nicht merklich.
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Abbildung 5.1.3 Expression regulatorischer und ziateuernder Oberflachenrezeptoren auf RCC-DZ und
DZ. Die Halfte der in vitro in 7 Tagen parallel genetém Zelltypen desselben Spenders wurden am Tad 6 m
dem Jonuleit-Zytokincocktail fir 24 Stunden mattri®irekt nach der Ernte wurden die Zellpopulagaoreiner
Oberflachenfarbung unterzogen und anschlieBend &Rl Durchflusszytometer gemessen. Die spezifisch
Antikorperfarbung ist als unausgefilltes Histogramdie korrespondierende Isotypkontrolle als graues
ausgefulltes Histogramm angegeben. Dargesteljevetils eines von mehreren unabhéngigen Experimemiée
Zellen verschiedener Spender.
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5.1.4 Vergleich von RCC-DZ mit DZ in Bezug auf die Expresion von
Chemokinrezeptoren

Immature DZ exprimieren typischerweise CCR1 und 6CRdie auf einen
Maturierungsstimulus hin  abreguliert werden. Der e@bkinrezeptor CCR7 wird
gegensatzlich reguliert und ist auf maturen DZ mddn. Abbildung 5.1.4 zeigt das
Expressionsniveau der Chemokinrezeptoren CCR1, Q@RSCCR7 auf RCC-DZ und DZ in
unreifer und reifer Entwicklungsstufe. iRCC-DZ zeig ein niedrigeres Expressionslevel von
CCR1 und CCRS5 als iDZ, aber bereits eine geringeréssion von CCR7. Die Maturierung
veranderte die Expression nicht. iDZ zeigten eiokehRezeptordichte an CCR1 und CCRS5,
exprimierten aber nur wenig CCR7. Auf einen Matungsstimulus hin waren CCR1 und
CCRS5 auf der Zelloberflache von DZ nicht mehr, dpgeaber CCR7 detektierbar.
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Abbildung 5.1.4 Expression von Chemokinrezeptorenw#f RCC-DZ und DZ.

Die Halfte der in vitro in 7 Tagen parallel genete® Zelltypen desselben Spenders wurde direkt dacternte
mit Jonuleit-Zytokincocktail fir 24 Stunden matutie Anschlielend wurden die Zellpopulationen einer
Oberflachenfarbung unterzogen und am LSR-Il Durddstytometer gemessen. Die spezifische
Antikorperfarbung ist als unausgefilltes Histogramdie korrespondierende Isotypkontrolle als graues
ausgefulltes Histogramm angegeben. Dargesteljevetils eines von mehreren unabhéngigen Experimemiée
Zellen verschiedener Spender.
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5.1.5 Die Zellmorphologie von RCC-DZ und DZ

Die Zellmorphologie wurde durch Lichtmikroskopie 8iag 7 der Kultivierung beurteilt.
IRCC-DZ waren klein und hatten eine polymorphengtare Gestalt (Abbildung 5.1.5). iDZ
waren ebenso klein, hatten dagegen eine rundliglate Morphe. mRCC-DZ und mDZ

zeigten die charakteristischen Dendriten (nichegsy
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Abbildung 5.1.5 Zellmorphologie der immaturen RCC-L¥ und DZ.
Lichtmikroskopische Aufnahmen der RCC-DZ und Dz nfiDOfacher VergréRerung am Tag 7 der
Zellkultivierung in einer 6-Loch-Flachbodenplatte.

5.1.6 Zusammenfassung der ph&notypischen Merkmale von RGOZ und DZ

Die phanotypische Betrachtung der RCC-DZ ergabitseira ungereiften Zustand eine starke
Expression von CD209/DC-SIGN, CD14, CD163, den ikugftorischen
Oberflachenrezeptoren (CD40, CD80/B7-1, CD86/B7v®n HLA-ABC/MHC-I und HLA-
DR/MHC-II, sowie von ILT4, CD48, CD83, CD103 undrd€hemokinrezeptoren CCR1 und
CCRS5. Auf Stimulation verénderten sie ihr Immungoeprofil indem die myeloischen
Marker abreguliert und die kostimulatorischen Réazegm hochreguliert wurden. Das
Chemokinrezeptorprofil der mRCC-DZ anderte sicho@d nicht. iDZ zeigten eine starke
Expression von CD209/DC-SIGN, CCR1 und CCR5, sokasme Expression von CD14,
CD103, ILT4 oder CD48. Auf einen Maturierungsstioaihin wurden die kostimulatorischen
Rezeptoren (CD80/B7-1, CD86/B7-2, CD40), HLA-ABC/[@H, HLA-DR/MHC-II sowie
CD83 verstarkt exprimiert, die ChemokinrezeptorédRZ und CCR5 abreguliert und CCR7
induziert. Tabelle 7 fasst die phanotypischen Gttarsstika der einzelnen Subpopulationen

Zusammen.
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Tabelle 7 Phanotypische Merkmale immaturer und matrer RCC-DZ und DZ.

. Myeloische ozl bilae- Regula- | o mokin- | zellmor-
Population Marker latorische | Molekiile torische e zentoren il
Marker und CD83 Marker P P 9
iRCC-DZ | CD14" CD80' MHC-I* ILT4* CCRT klein,
CD20g" cD86' MHC-I"* | cDag™ CCRS Sf;mgrph'
CD163" CD40™ CD83™" CD103™ CCR7
mRCC-DZ | CD14™ cD80™ MHC-I* ILT4* CCRT klein,l_ _
CD209 cD86™ MHC-Il* | cD4g™ CCRS' Dendrite e
CD163 CD40™ (nicht gezeigt) | cp103* cCR endriten
CD83™"
iDZ CD14 CcD80 MHC-I* ILT4" CCRT* klelgl,_ )
CD209" CD86' MHC-II* CD48 CCR5" gllgtt ich,
mDZ CD14 CD80™ MHC-I™ ILT4 CCRI kllein, _
CD209" CD86™ MHC-I"" | cp4g CCRS glatt, mit
o (nicht gezeigt) . Dendriten
CD163 CD4 g CD103 CCR7

** starke Markerexpressionschwache Markerexpressiorkeine Markerexpression

5.2 Induktionsfaktoren des RCC-DZ-Phanotyps

Den Induktionsfaktoren des RCC-DZ-Phanotyps im Tumilieu wurde bereits in Vorarbeiten
durch A.-M. Figel nachgegangen, indem zellfreie tKrilberstdnde verschiedener
Tumorzelllinien in einer Bioplex-Analyse auf ihr @kinprofil untersucht wurden (Figel, et al.
2011). In allen Zellkulturtiberstédnden, die den ROZ+Phanotyp induzierten, wurden hohe
Werte an IL-6 und CXCL-8/IL-8 detektiert und demalgie vermutet, dass diese Faktoren den
RCC-DZ-Subtyp induzieren kénnten. Im Rahmen diesdreit wurden die aus Vollblut
isolierten Monozyten mit CXCL-8 (7 ng/ml) oder IL@,9 ng/ml) oder beiden Faktoren
zusammen und in unterschiedlichen Kombinationen&iGF (Vascular Endothelial Growth
Factor; 23,4 ng/ml) in AIM-V Medium kultiviert undm Tag 7 mittels Durchflusszytometrie
analysiert. Die Konzentrationen der einzelnen Ziytekvurden denen nachempfunden, wie sie
im RCC-26-konditionierten Tumorzellkulturiberstashetektiert wurden.

Abbildung 5.2.1 zeigt, dass IL-6+VEGF und CXCL-8+8E einen Zelltyp mit starker
Expression von CD14, mit geringer Expression von2Q@H) aber keiner Expression von
CD163 induzierten. Dagegen wurde bei Kombination o6 und CXCL-8 mit oder ohne
VEGF der RCC-DZ Phanotyp mit starker Expressioeralrei Merkmale erreicht.
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Abbildung 5.2.1 CD14, CD163 und CD209 Expression &aytokingenerierten DZ.

Die Monozyten wurden in unterschiedlichen Kombioag¢in (IL-6+VEGF, CXCL-8+VEGF, IL-6+CXCL-8, IL-
6+CXCL-8+VEGF) an den Tagen 0, 2 und 6 in AIM-V Mg mit 7 ng/ml CXCL-8, 1,9 ng/ml IL-6 und 23,4
ng/ml VEGF inkubiert. Nach der Ernte am Tag 7 wardéee mit Antikérpern gegen CD14, CD163 und CD209
gefarbt und am LRS lI-Durchflusszytometer gemesg@a.spezifische Antikdrperfarbung ist als unauétiefs
Histogramm, die korrespondierende Isotypkontrolie graues Histogramm angegeben. Dargestellt iseijsw
eines von mehreren unabh&ngigen Experimenten ri@rizeerschiedener Spender.

Obgleich durch den Zytokincocktail aus IL-6, CXCLiB8d VEGF ein vergleichbarer Phanotyp
wie mit RCC-26-Zellkulturtiberstand induziert wuraegr bei Verwendung der Einzelfaktoren
die Zellausbeute deutlich geringer als bei Einslz Zellkulturiberstandes. Abbildung 5.2.2
zeigt, dass bei klassischer DZ-Kultivierung mit4tGM-CSF eine mittlere Zellausbeute von
35% (12-98%; n=15) erreicht wurde. Bei Kultivierunder Monozyten mit RCC-26-
Tumorzellkulturiiberstand wurde eine Ausbeute voro1{6-72%; n=13) erreicht. Bei
Verwendung von IL-6+CXCL-8+VEGF war die Ausbeute %40(4-16%; n=4). Die
Kultivierung mit IL-6+CXCL-8 oder IL-6+VEGF ergahree Zellausbeute von 2% (n=2) und
die mit CXCL-8+VEGF von 4% (2-5%; n=3). Dies weistuf einen deutlichen
Uberlebensnachteil der zytokingenerierten Zellen\ergleich zu den mit IL-4+GM-CSF
generierten DZ und den mit RCC-26-Tumorzellkultwidiand erzeugten RCC-DZ hin.
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Abbildung 5.2.2 Zellausbeute an iRCC-DZ, iDZ und ztokingenerierten DZ.

Dargestellt sind 2 bis 13 Experimente. Es wurded0 3lillionen Zellen pro Ansatz ausgesat und nachagen
Kultivierung zwischen 100.000 und 16 Millionen il geerntet. Zur Berechnung der Zellausbeute wudien
geernteten mit den ausgeséten Zellen in ein proaksg Verhéltnis gesetzt und die Zellausbeute ahfegender
Formel rechnerisch ermittelt: Zellausbeute [%] empete Zellzahl x 100/ausgesate Zellzahl. Der zoottiale
Balken zeigt den Median der Gruppe mit der jeweiiGGEM.

5.3 Phagozytosefahigkeit der RCC-DZ und DZ

Immature DZ zeigen ein hohes Endozytose- und Plydggepotential, welches sie nach
Maturierungsstimulation verlieren. In Vorarbeitdfigel, et al. 2011) wurde bereits gezeigt,
dass RCC-DZ hohes Endozytosepotential haben. Hiedendie Phagozytosekapazitat mithilfe
Fluoreszein (FITC)-markierteEscherichia coliPartikel gemessen. Es wurden jeweils 6-8
Replikate angesetzt und der Fluoreszenzinsterditégiwert (MFI) der Replikate gebildet.
Die gemessene Fluoreszenzintensitat korreliertdait Anzahl der aufgenommenen Partikel.
Als positive Vergleichspopulation galten GM-CSF-geerte Makrophagen.

Abbildung 5.3 ist zu entnehmen, dass IRCC-DZ eitvgag hohere Phagozytoseaktivitat als
iDZ und GM-CSF-Makrophagen zeigten.



Ergebnisse 58

14000

12000+

10000+

8000
6000

Fluoreszenzintensit

4000

2000~

RCC-Dz Dz GM-CSF-Makrophage
immatur

Abbildung 5.3 Phagozytoseaktivitdt der RCC-DZ und [Z.

RCC-DZ und DZ (in-vitro 4 Tage generiert, n=1, bzw. 7 Tage @gart, n=2) wurden fir 2 Stunden mit
fluoreszierendeik.coli-Partikeln bei 37°C inkubiert, anschlielend dieoFbszenz der extrazellularen Partikel mit
Trypanblau abgefangen und dann die Fluoreszenintignalisierten Partikel am Fluoreszenzplattergesit bei
480 nm Anregung und 520 nm Emission gemessen. Biaitjast der Mittelwert der Fluoreszenzintensitéter
Subtraktion der Hintergrundfluoreszenz (ohne Z¢llem drei Experimenten mit jeweiliger SEM.

5.4 Fahigkeit zur Antigen-Kreuzprasentation der RCC-DZ und DZ

Die Antigen-Kreuzprésentation ist eine Eigenschdié nur von DZ durchgefiuihrt werden
kann. Dabei prasentieren DZ exogene Antigene UdeCNtMolekile. Um die Fahigkeit der
RCC-DZ zur Antigen-Kreuzprasentation zu testen,deuder HLA-A2-restringierte, Melan-
A/MART-1-spezifische zytotoxische T-Zell-Klon Ad2nd das pep70-MART Peptid benutzt.
Das Peptid ist ein 15-mer, das das HLA-A2 T-Zelitgp des Melan-A/MART-1-Antigens
enthadlt. Das N-terminale Ende des Peptids ist nmgdé und verhindert so die direkte
Beladung des HLA-A2 auf der Oberflache der DZ. Binasentation und T-Zellstimulation ist
somit nur dann madglich, wenn das Peptid aufgenomamehprozessiert wurde, d.h. Antigen-
Kreuzprasentation stattfindet. Ob Antigen-Kreuzprdation stattgefunden hat, wurde anhand
von antigenspezifischer T-Zell-Stimulation getestdie anhand der Interferon{IFN-y)-
Produktion mittels ELISA-Test (siehe 4.4.1) messbaDie IFNy-Produktion ist umso hdher,
je mehr Peptid kreuzprasentiert wurde (Bendz,.€1G07).

Die myeloischen Zellen wurden mit 82 nM pep70-MAREptid fir 1 Stunde bei 37°C
inkubiert, um die Aufnahme des Peptids zu indunerénschlielend wurden die
zytotoxischen T-Zellen A42 fir 24 Stunden zugegel®da Positivkontrolle fir die Qualitat
der im Experiment eingesetzten T-Zellen fungierte Kokultur der A42 T-Zelle mit der
Melanomzelllinie MEL93.04A12, die das MART-Peptidd®mgen exprimiert und auf HLA-A2
prasentiert. Als Negativkontrolle wurden Kokulturams APZ und T-Zelle ohne Peptid, sowie

Einzelzellansatze, die entweder die APZ oder dielle mit Peptid enthielten, verwendet.
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Abbildung 5.4 zeigt die in den Kokulturen gemessen&N-y-Konzentrationen nach
Inkubation der APZ mit 82 nM pep70-MART-Peptid. gkichbare Ergebnisse konnten mit
dem Einsatz von 140 nM pep70-MART-Peptid erzieltrdea (nicht gezeigt). iRCC-DZ
induzierten mit iDZ vergleichbare Konzentrationam I&N-y (25 pg/ml versus 23,6 pg/ml).
Demzufolge zeigten sowohl die RCC-DZ als auch diegbte Kreuzprasentationseigenschaft.
Die IFN-y-Konzentrationen waren hoher als bei den Melanderzel Die Antigen-
Kreuzprasentationskapazitat der mRCC-DZ (15,5 pgimd mDZ (10,3 pg/ml) war geringer

und steht mit der geringeren Antigenaufnahmekag@iinit maturen Zustand im Einklang.
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Abbildung 5.4 Antigen-Kreuzprasentation bei RCC-DZund DZ gemessen als IFN-Sekretion der MART-
spezifischen zytotoxischen T-Zellen Kokultur mit pp70-MART inkubierten RCC-DZ und DZ.

2 x 10" APZ/100u! AIM-V Medium wurden mit pep70-MART-Pegt{82 nM) 1 Stunde bei 37°C inkubiert, um
die Peptidaufnahme und Prozessierung zu sichemmABZ waren entweder unreif oder fir 24 Stundendaih
Jonuleit Zytokincocktail (JC) stimuliert worden. gehlieRend wurden 4000 MART-T-Zellen fur 24 Stunden
zugegeben und danach der Gehalt an YHN-den Kokulturen mittels ELISA bestimmt. Dargdistsind die
Mittelwerte der Duplikate mit Peptid (schwarzer lBai) und ohne Peptid (weiler Balken) mit der jeigeil
Mittelabweichung von einem Experiment. Als Positwukrolle wurden MEL93.04A412 Zellen verwendet, die
naturlicherweise das MART-Peptid auf HLA-A2 prasergn.

5.5 Migrationsfahigkeit der RCC-DZ und DZ

DZ konnen entlang chemotaktischer Gradienten nmigmie Die Wechselwirkung der

Chemokinliganden CCL19 und CCL21 mit CCR7 auf matubZ ist dabei entscheidend fur
die Migration der maturen DZ in den Lymphknoten.

Anhand eines Transwell-Migrationssystems (siehe3%.@urden die RCC-DZ und DZ im

Vergleich auf ihr CCL19-vermitteltes Migrationpoteh getestet. Hierzu wurden sowohl
immature als auch mit Jonuleit-Zytokincocktail (&e4.2.4) tber 24 Stunden stimulierte RCC-
DZ und DZ (2 x 16 Zellen/Einsatz) eingesetzt. Die Spontanmigrationrde in einem

parallelen Ansatz ohne Chemokinzusatz bestimmthNea&tunden Inkubationszeit bei 37°C
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wurde mittels CellTiterGIB (4.3.4) oder der Caltag Counting Beads (4.3.5)Zti#izahl im
unteren Kompartiment bestimmt.

Abbildung 5.5.1 zeigt den Migrationsindex, also dérhaltnis aus den auf ein Chemokin
spezifisch  migrierten Zellen zu den spontan mitgier Zellen, bei einer
Chemokinkonzentration von 100 ng/ml CCL19. iIRCC-Dx iDZ zeigten eine vergleichbar
geringe Migration (1,2 versus 0,9; n=5). StimukennDZ dagegen zeigten eine starke

Migration, wohingegen mRCC-DZ nicht migrierten.

Migrationsinde
(6)]

1l

0

RCC-DZ DZ JC-RCC-DZ JC-DZ
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Abbildung 5.5.1 CCL19 gerichtete Migration immaturer und maturer RCC-DZ und DZ.

Nach 6 Tagen in-vitro Kultivierung wurde ein Te#rdZellsuspension 24 Stunden mit JC maturiert (mizC
mDZ) und an Tag 7 zusammen mit den immaturen ZgRex 16 in 20Qul AIM-V) verwendet. In den unteren
Kompartimenten befand sich 100 ng/ml CCL19 in GD@IM-V Medium. Es folgten 3 Stunden Inkubation bei
37°C. Als Negativkontrolle diente Medium ohne Ché&inp das zur Bestimmung der Spontanmigration von
Zellen verwendet wurde. Fur den Migrationsindex deudie Anzahl der spezifisch migrierten Zellen nhitn
spontan migrierten Zellen in ein Verhaltnis geselargestellt ist der Mittelwert des Migrationsixdmit der
jeweiligen SEM von fiinf unabhangigen Experimenten.

Zudem wurde das Migrationspotential in Abhéangigkedn der CCL19-Konzentration

ermittelt. Hierfur wurde CCL19 in aufsteigender kentration (50 ng/ml, 100 ng/ml und 200
ng/ml CCL19) in die unteren Kompartimente des Twaisystems verteilt und 2 x 10

myeloische Zellen in die Einsatze gegeben. NacluBdgn Migrationszeit wurde die Zellzahl
im unteren Kompartiment bestimmt und der Migratiodex errechnet.

Abbildung 5.5.2 zeigt, dass immature RCC-DZ und ¥bhangig von der Konzentration
nicht migrierten. Maturierte DZ zeigten eine konzationsabhéngige Chemotaxis,
wohingegen mRCC-DZ auch bei héherer Chemokinkomagai nicht migrierten.
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Abbildung 5.5.2 Migration immaturer und maturer RCC -DZ und DZ gegen CCL19-Gradienten.

Nach 6 Tagen in-vitro Kultivierung wurde ein Te#rdZelltypen 24 Stunden mit JC maturiert (JC-RCC-D@-
DZ) und am Tag 7 zusammen mit den immaturen Zger 16 in 200ul AIM-V) verwendet. In den unteren
Kompartimenten befand sich je 50, 100 oder 200 h@/@L19 in 600ul AIM-V Medium. Es folgten 3 Stunden
Inkubation bei 37°C. Als Negativkontrolle diente d#em ohne Chemokin, das zur Bestimmung der
Spontanmigration von Zellen verwendet wurde. Fin déigrationsindex wurde die Anzahl der spezifisch
migrierten Zellen mit den spontan migrierten Zelierein Verhéltnis gesetzt. Dargestellt sind didtdtiverte des
Migrationsindex und die jeweilige SEM von fiinf uhéimgigen Experimenten.

5.6 Faszin

Faszin ist ein zytoskelettregulierendes, aktinblimiks Protein, das wahrend
Zellveranderungsprozessen verstarkt exprimiert \(AddAlwan, et al. 2001). Sowohl fur die
Dendritenformation als auch die Bildung der Kontakte zwischen T-Zelle und DZ ist Faszin
essentiell. Die Faszin-Produktion wird durch TLRehgten, wie beispielsweise LPS,
induziert. Die Faszin-Expression in RCC-DZ und Ddrde anhand der Durchflusszytometrie
sowohl vor als auch nach LPS- oder JC-Stimulatiotensucht. Hierzu wurden die in-vitro
generierten immaturen und maturen RCC-DZ und DAlté@rintrazellulare Farbung fixiert und
permeabilisiert. Das Faszin wurde mittels anti-kagmtikorpern (Maus-lgG1) und sekundéar
mit Alexa-FluorA488 markierten anti-lgG1l-Antikorper (Ziege-MOPC21) detektiert.
AnschlieRend wurde am LSR Il gemessen und mitHifieFlowJ§ Software ausgewertet.
Abbildung 5.6 zeigt, dass immature RCC-DZ und D£twa dieselbe Menge an Faszin (MFI
IRCC-DZ=1650, MFI iDZ=1800; n=3) exprimierten. D&imulation mit LPS oder JC (nicht
gezeigt) bewirkte bei RCC-DZ die Produktion der dvsfachen Menge an Faszin, bei DZ

dagegen die dreifache Menge.
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Abbildung 5.6 Faszingehalt der RCC-DZ und DZ vor ud nach Maturierungsstimulation.

Nach 6 Tagen in-vitro Kultivierung wurde ein TedrdZellsuspension 24 Stunden mit LPS stimuliert andTag

7 zusammen mit den immaturen Zellen geerntet. Eiindrazelluldare Faszin-Farbung wurden je Popoia x

10" Zellen mit Methanol fixiert, mit Saponin permeasidirt und mit dem Faszin-Primarantikdrper sowie dem
A488-markiertem Sekundéarantikdrper geféarbt. Gemesaarde am LRS II-Durchflusszytometer. Dargestislit
der Mittelwert der x-fachen Veranderung der norteier Median Fluoreszenzintensitat (MFI) von drei
unabhangigen Experimenten. Die normierte MFI ist Differenz aus der MFI des Faszin-Aks und der &3
Isotypen MOPC21. Die Normierung erfolgte auf dieaife Zellpopulation. Der Fehlerbalken zeigt dervVbéer
drei ExperimenteBei Stimulation mit JC wurden vergleichbare Ergsbaierzielt.

5.7 In-situ Lokalisation der RCC-DZ, DZ und Makrophagen in Relation
zum Lymphgefal3system im Nierenzellkarzinomgewebe

Um Hinweise zu erarbeiten, ob die in-vitro erhobefainktionsdaten der Situation in-situ
entsprechen, wurde die Lokalisation der RCC-DZ,und Makrophagen am RCC-Gewebe in
Relation zum LymphgefaR3system untersucht. Das Lyefiidsystem lockt migratorisch

aktive DZ mithilfe des Chemokins CCL19, das von Ipymgefal3endothelzellen sezerniert
wird, in die LymphgefalRe, so dass die Lokalisatiem myeloischen Zellen in Relation zum
Lymphgefa3system im RCC-Gewebe ihre Migrationseigkaften aufzeigen durfte.

Die tumoralen, zum Lymphknoten drainierenden Lyngfé§e befinden sich beim RCC in der
Transitzone (RCC-U; U=Ubergang), dem Bereich desidigewebes, wo die Pseudokapsel
das Tumorparenchym vom tumorfreien Nierenparencalggrenzt (Abbildung 5.7.A). Fur die

Bewertung wurden ausschliel3lich Lymphgefal3e eindpzo die auf der Tumorseite der
Pseudokapsel lagen. Gewebe mit Transitzone standv®atienten zur Verfigung (RCC-5,
RCC-7, RCC-8, RCC-10, RCC-11, RCC-34), wobei sowan Patient RCC-5, als auch von

Patient RCC-8 zwei histologische Praparate (Ul Uijluntersucht wurden.



Ergebnisse 63

Abbildung 5.7.A Die Transitzone des RCCs (RCC-U).

Dargestellt ist die lichtmikroskopische Aufnahmenezi immunhistochemischen Farbung der Transitzorse de
RCCs (RCC-U). Der histologische Querschnitt ze@g timorfreie Nierenparenchym, die Pseudokapsedasd
Tumorparenchym in 400facher VergréRerung. Der schevBRahmen kennzeichnet die untersuchte Transitzone

Die histologischen Praparate wurden mit Antikorpgegen CD209/DC-SIGN und CD14,
sowie gegen Podoplanin immunfluoreszent gefarbe Biyeloischen Oberflachenmarker
CD209 und CD14 dienten der Identifizierung der ROZ- (CD209CD14), DZ
(CD209CD14) und Makrophagen (CD20®D14"). Podoplanin ist ein Mucoglykoprotein, das
auf lymphatischen Endothelzellen exprimiert und\agsker fir Lymphgefalie eingesetzt wird.
Die Auswertung der dreifach immunfluoreszent-ga&mbGewebe erfolgte mittels konfokaler
Laserscanmikroskopie.

Abbildung 5.7.B zeigt zwei reprasentative Beispi@€C-5U1 Gesichtsfeld (GF) 7 und RCC-
11U GF®6), wie die Lokalisation der RCC-DZ, DZ undakfophagen vorgenommen wurde.
GF7 des RCC-5UI zeigt zentral ein nierenférmigesnpiagefaR mit cyanblau gefarbtem
Endothel, sowie extralymphatisch zwei CD2d9Z (griiner Pfeil) und fiinf CDI€D209
RCC-DZ (griin-rote Pfeile). GF6 des RCC-11U zeigeziwmphgefaRe im Langsschnitt mit
cyanblauem Endothel, sowie extralymphatisch fiinf2G® DZ und intralymphatisch zwei
CD209 DZ (k).
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Abbildung 5.7.B Konfokale Aufnahmen zweier histologscher RCC-U-Préaparate gefarbt gegen CD209,
CD14 und Podoplanin.

Histologische Kryogewebeschnitte von RCC-5U1 und@RTCIU wurden mit 3-Farben-Immunfluoreszenz auf
CD209 (A488), CD14 (A568), Podoplanin (Cy5) gefanmd mittels konfokaler Mikroskopie analysiert.
Dargestellt ist jeweils ein Gesichtsfeld (GF), une d.okalisation der RCC-DZ (CD20@D14"), DZ
(CD209CD14) und Makrophagen (CD208D14) in Relation zu den LymphgefaRen zu verbildlich&ie
podoplaniii LymphgefaRe sind in cyanblau und die CD2@@llen in griin (griiner Pfeil) dargestellt. Doppelt
positive Zellen (CD20%D14) leuchten gelb und sind mit einem rot-griin geftari Pfeil markiert.
Intralymphatisch lokalisierte Zellen sind n#it ekgnnzeichnet. Die Zellkerne sind anhand einer BA&bung in
grau sichtbar gemacht. Die Bilder wurden mit ei6@dfachen Vergro3erung in sequentiellem Modus §ziSt
Abstand 0,5um) aufgenommen.

Zur Analyse wurden zunachst pro Tumortbergang 3 isicht-Uberlappende Gesichtsfelder
ausgewahlt, die podopladi.ymphgefaRRe enthielten, und anschlieRend die CBRD4"
(RCC-DZ), CD209CD14 (DZ), sowie die CD20€D14" (Makrophagen) Zellen entsprechend
ihrer Lokalisation in die Kategorien ,intralymphsth“, ,am Lymphgefal3endothel auf3en
anliegend” und ,extralymphatisch” eingeteilt. Alhihg 5.7.C zeigt exemplarisch die drei
Kategorien.

Im Kompartiment ,intralymphatisch* (5.7.C.a) befetdsich eine CD20@D14" Makrophage.

In den Kompartimenten ,aul3en am Gefallendothelgen@” (5.7C.b) und ,extralymphatisch*
(5.7.C.c) befindet sich jeweils eine CD20®14 DZ.
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Abbildung 5.7.C Lokalisation myeloischer Zellpopuldionen in Relation zu den LymphgefaRen.

Histologische Kryogewebeschnitte wurden mit 3-Farbemunfluoreszenz gegen CD209 (A488; griin), CD14
(A568; rot) und Podoplanin (Cy5; caynblau) gefarbt mittels konfokaler Mikroskopie analysiert. Gigtesind
Beispiele von myeloischen Zellen in Relation zu dgmphgeféaRen. a) Kompartiment ,intralymphatisoéithalt

in diesem Beispiel einen Makrophagen (CDZI¥14’); b) Kompartiment ,am LymphgefaRendothel auRen
anliegend”, mit dargestellter DZ (CD2@D14) und c) Kompartiment ,extralymphatisch* mit dargier DZ
(CD209CD14).

5.7.1 Prozentuale Haufigkeit der einzelnen Subpopulatione am myeloischen
Gesamtinfiltrat in der Transitzone des RCCs
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Abbildung 5.7.1 Prozentualer Anteil der einzelnen Ellpopulationen am myeloischen Gesamtinfiltrat in @r
Transitzone des RCCs.

8 histologische Kryogewebeschnitte (RCC-5U |, RGT+5 RCC-70, RCC-8U I, RCC-8U II, RCC-10U, RCC-
11U, RCC-34U) von 6 RCC-Tumoren (RCC-5, RCC-7, R&@RCC-10, RCC-11, RCC-34) wurden mit 3-
Farben-Immunfluoreszenz gegen CD209, CD14 und Radiopgefarbt und mittels konfokaler Mikroskopie
analysiert. Pro Tumortbergang wurden 5 bis 10 Gesfielder ausgezahlt und die Anzahl, sowie Lok#bsader
RCC-DZ (CD209CD14"), DZ (CD209CD14) und Makrophagen (CD208D14") bestimmt. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil der einzelnen Zelltypen RCC-¥Z und Makrophagen am myeloischen Gesamtinfiltnat i
der RCC-Transitzone. Fir die statistischen Analyseinde der Kruskal-Wallis-Test in Kombination miéerd
Dunn-Mehrfach-Parameter-Vergleichstest angewarslzeligte sich kein signifikanter Unterschied zwestlden
Gruppen.

Die Auszahlung der drei Zellpopulationen in 8 Titamen ergab eine vergleichbare

prozentuale Haufigkeit der drei Zelltypen am mysthien Gesamtinfiltrat in der RCC-



Ergebnisse 66

Transitzone. Die absoluten Zellzahlen sind in Tieb@ gezeigt. Die DZ reprasentierten
unabhangig vom Kompartiment im Mittel der 8 untergen Transitzonen 37,8% (Streubreite
19,4-56,5%; n=8) von allen bewerteten myeloischetied. Die RCC-DZ waren mit einem
Anteil von 28,8% (13-37,5%; n=8) nicht signifikamttwas weniger vertreten und die
Makrophagen zeigten mit einen Anteil von 32,2% %280,9%; n=8) etwa die gleiche
Haufigkeit wie die DZ (Abbildung 5.7.1).

5.7.2 Raumliche Verteilung der einzelnen Zelltypenin Relation zu den
Lymphgefal3en
Die raumliche Verteilung in Relation zu den Lympféggen zeigte fur alle drei
Subpopulationen ein dhnliches Muster (Abb. 5.7.201¢ absoluten Zellzahlen sind in Tabelle
8 dargestellt. Der gro3te prozentuale Anteil befaioth extralymphatisch, wobei bei den DZ
der Anteil mit 82,4% (67,7-94,6%; n=8) am geringstear. Bei den RCC-DZ befanden sich
83,5% (69,6-88,9%; n=8) extralymphatisch und bei Bakrophagen 88,9% (69-96,3%; n=8).
Der geringste prozentuale Anteil war bei allen d&ubpopulationen intralymphatisch
(Abbildung 5.7.2.1: p=0,0001 (RCC-DZ); p=0,0001 (D£<0,0001 (Makrophage)). Der
prozentuale Zellanteil, der auRen am Lymphgefal¥detianiag, betrug bei den DZ im Mittel
12,4% (3,9-18,3%; n=8), bei den RCC-DZ 15,3% (1Z61t%; n=8) und bei den
Makrophagen 10,7% (0-13,6%; n=8).
Vergleicht man den prozentualen Anteil der intrghratischen Zellen zwischen den drei
Zelltypen, so zeigte sich, dass dieser intralymgbhaé Anteil bei den RCC-DZ mit 0,6% (O-
4,4%; n==8) signifikant niedriger war als bei den PZedian: 5%, 0-10,7%; n=8) und mit den
Makrophagen vergleichbar niedrig war (Median: 1,096,9%; n=8) (siehe Abb. 5.7.2.2).
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Abbildung 5.7.2.1 Das rdumliche Verteilungsmuster dr RCC-DZ, DZ und Makrophage in Relation zu den
LymphgefaRen.8 histologische Kryogewebeschnitte (RCC-5U |, RGTC45 RCC-7U, RCC-8U I, RCC-8U 1I,
RCC-10U, RCC-11U, RCC-34U) von 6 RCC-Tumoren (RCAREC-7, RCC-8, RCC-10, RCC-11, RCC-34)
wurden mit 3-Farben-Immunfluoreszenz gegen CD20914Cund Podoplanin gefarbt und mittels konfokaler
Mikroskopie analysiertA) Verteilungsmuster der RCC-DZ-Populatid®). Verteilungsmuster der DZ-Population.
C) Verteilungsmuster der Makrophagen-Population.di@irstatistischen Analysen wurde der Kruskal-Welkst

in Kombination mit dem Dunn-Mehrfach-Parameter-\leichstest angewandt. Die p-Werte sind bei sigaifiler
Korrelation angegeben.
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Abbildung 5.7.2.2 Prozentualer Anteil der intralymphatischen RCC-DZ, DZ und Makrophagen.

8 histologische Kryogewebeschnitte (RCC-5U I, RAC{ RCC-7U, RCC-8U I, RCC-8U II, RCC-10U, RCC-
11U, RCC-34U) von 6 RCC-Tumoren (RCC-5, RCC-7, R&@RCC-10, RCC-11, RCC-34) wurden mit 3-
Farben-Immunfluoreszenz gegen CD209, CD14 und Radiopgefarbt und mittels konfokaler Mikroskopie
analysiert. Die Lokalisierung wurde definiert alstralymphatisch®, ,an der Lymphgefallwand aul3ernegeind”
und ,extralymphatisch®. Dargestellt ist der prozemeé Anteil der intralymphatischen RCC-DZ, DZ und
Makrophagen bezogen auf die Gesamtzellzahl dedljgare Subtyps in der Transitzone. Der horizonfaégken
ist der Median der Gruppe. Fur die statistischenlysen wurde der Kruskal-Wallis-Test in Kombinatioit dem
Dunn-Mehrfach-Parameter-Vergleichstest angewandie P-Werte sind bei signifikantem Unterschied
angegeben.

5.7.2 Die integrierte myeloische podoplanifi Subpopulation

Neben den drei myeloischen Zelltypen CD20D14 (RCC-DZ), CD209CD14 (DZ) und
CD209CD14" (Makrophage) wurde eine vierte Zellpopulation itfeziert, die Podoplanin
positiv und zugleich fir die myeloischen Oberflautezeptoren CD209 und/oder CD14
positiv war. Zudem war sie stets integraler Bedseihder LymphgefaRwand im RCC-Gewebe.
Die lymphatischen Endothelzellen besitzen typiseleese einen Eichenblatt-ahnlich
geformten Zellkoérper und liegen perlschnurartiggauéiht hintereinander. Die Zellgrenzen
konnen Uberlappen, wodurch Licken auftreten, dutieh Flussigkeit und hochmolekulare
Stoffe, wie abgeloste Tumorzellen, in das Lymphkapiumen gelangen koénnen. Die
integrierte myeloische podoplafinSubpopulation zeigte stets dieselbe Form wie die
lymphatischen Endothelzellen.

Abbildung 5.7.3.1 (A-C) zeigt jeweils exemplarisdan integrierten Zelltyp. Die integrierte
Subpopulation wurde sowohl bei den RCC-DZ, den D@ den Makrophagen gefunden. Die
Quantifizierung ergab, dass der prozentuale Artteilallen drei myeloischen Zelltypen etwa
gleich war (Abbildung 5.7.3.2), bei den RCC-DZ mvedianwert 3,9% (0,8-10,4%; n=8)
etwas haufiger als bei den DZ (Median: 4,5%, 0843,n=8) und Makrophagen (Median:
3,3%, 0,5-8,4%; n=8).
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Abbildung 5.7.3.1 Die integrierten podoplanifi Subpopulationen.

Histologische Kryogewebeschnitte wurden mit 3-Farbemunfluoreszenz gegen CD209 (A488; griin), CD14
(A568; rot) und Podoplanin (Cy5; caynblau) gefarbt mittels konfokaler Mikroskopie analysiert. Gigtesind

in der oberen Reihe Beispiele von myeloischen HAelie in das Lymphgefald entlang der Endothelzellen
integriert sind, sowie die Lymphgefa3e alleine &r dnteren ReiheA) Das Lymphgefal zeigt ein Beispiel, in
dem eine RCC-DZ (CD20€D14") Bestandteil des LymphgefaRes zu sein schB)nRas Lymphgefal zeigt eine
DZ (CD209CD14) als Bestandteil des LymphgefaRendoth@s.Das LymphgefaRR zeigt einen Makrophagen
(CD209CD14) als Bestandteil des LymphgefaRendothels.
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Abbildung 5.7.3.2 Prozentualer Antell der integrieten Subpopulationen.

8 histologische Kryogewebeschnitte (RCC-5U I, RGT+5 RCC-70, RCC-8U I, RCC-8U II, RCC-10U, RCC-
11U, RCC-34U) von 6 RCC-Tumoren (RCC-5, RCC-7, R&@RCC-10, RCC-11, RCC-34) wurden mit 3-
Farben-Immunfluoreszenz gegen CD209, CD14 und Radiopgefarbt und mittels konfokaler Mikroskopie
analysiert. Integriert wurde definiert als podoénund im Lymphendothel inegriert. Dargestellt istr de
prozentuale Anteil der integrierten RCC-DZ, DZ uktdkrophagen vom jeweiligen Zelltyp. Der horizontale
Balken ist der Median der Gruppe. Fir die statibiin Analysen wurde der Kruskal-Wallis-Test in Komation
mit dem Dunn-Mehrfach-Parameter-Vergleichstest aagelt.
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Tabelle 8 zeigt die Mittelwerte der absoluten Zstlen aus 5 bis 10 Gesichtsfeldern pro
analysierter Transitzone eines RCC-Gewebeschnittes.

Tabelle 8 Absolute Zellzahlen der myeloischen Subpgn in den verschiedenen Kompartimenten der
Transitzone des RCCs.

Kompar- CD209'CD14" | CD209'CD14 | CD209CD14"

RCC-U* . mt
et timent? (RCC-DZ) (DZ) (Makrophage) Ceez
intra 1 6 1 8
o integriert 4 3 2 9
RCCS-U aul3en anliegend9 7 7 23
extra 79 43 86 208
intra 0 2 0 2
) integriert 9 11 2 22
RCC5-U Il | auRen anliegend19 5 4 28
extra 01 123 104 318
intra 0 3 2 5
" integriert 3 3 13 19
RCCT-U aul3en anliegend8 13 27 48
extra 64 55 190 309
intra 0 6 2 8
s integriert 1 43 11 55
RCCE-U | aul3en anliegend?2 4 7 13
extra 14 21 20 55
intra 1 2 1 4
- integriert 6 8 3 17
RCCB-UI | ouRren anliegend6 4 0 10
extra 16 28 19 63
intra 1 3 0 4
1| integriert 8 20 12 40
RCC10-U aul3en anliegend5 2 7 14
extra 32 32 70 134
intra 1 2 2 5
1 | integriert 12 7 17 36
RCCLL-U auRen anliegend11 13 7 31
extra 50 91 43 184
intra 0 0 1 1
1| integriert 14 14 10 38
RCC34-U aul3en anliegen 13 18 13 44
extra 62 84 81 227

! Es wurden 8 histologischen Praparate mit RCC-ditzonen (U) (RCC-5U I, RCC-5U Il, RCC-7U, RCC-8J |
RCC-8U Il, RCC-10U, RCC-11U, RCC-34U) aus 6 RCC-Buem (RCC-5, RCC-7, RCC-8, RCC-10, RCC-11,
RCC-34) bewertet.

2 Das Kompartiment ,intra“ bedeutet im Lumen des IpymgefaRes liegend. ,integriert* beinhaltet Podojplan
positivitdat und die Anordnung entlang der Lymphehedzellen. ,aulen anliegend* bedeutet auen am
LymphgefaRendothel anliegend. ,extra“ bedeutet ehdlle des LymphgefaRes im Tumorparenchym liegend.

3 Gesamtzellzahl im jeweiligen Kompartiment.

* Die Zahlen sind die Mittelwerte der absoluten 2ahtles angegebenen myeloischen Subtyps (RCC-DZ, DZ,
Makrophage) von 5 bis 10 Gesichtsfeldern im jewyeiti RCC-Praparat.

Im intralymphatischen Kompartiment dominieren imlgen Tumor die DZ. Der integrierte

Zelltyp ist bei allen drei myeloischen Subpopulaén in etwa gleich haufig vertreten. Ebenso
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zeigt weder bei den extralymphatischen noch auRkeganden Zellen eine der myeloischen
Populationen eine Praferenz. Aufféllig war zudemsdin der Transitzone des RCC8 generell
weniger myeloische Zellen gefunden wurden als lesi testlichen RCC-U. RCC7-U besaR

eine grofRe Anzahl an Makrophagen.
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6 Diskussion

Das Scheitern des Immunsystems im Schutz des Grgasi vor Neoplasien und die
ambivalente Rolle der Immunreaktion in der Karzieogse stellen ein zentrales Problem der
Tumorimmunologie dar. Die inadaquate Immunantwanidglicht zum einen dem Tumor der
immunologischen Abwehr zu entkommen, zum anderersiés ein limitierender Faktor im
erfolgreichen Einsatz von Therapien. Das Versténdidar komplexen Interaktion zwischen
Tumor und Immunsystem ist somit von grof3er Bedawtiiir die Tumorentstehung, das

Therapieversagen sowie zuklnftige Therapieanséatze.

6.1 Die RCC-DZ

Die DZ als Bestandteil des angeborenen Immunsystgieden eine Schlisselrolle bei der
Regulation von Immunitat und peripherer Toleranzl umachen sie somit zu wesentlichen
Mitakteuren im adaptiven Immunsystem. lhre Fahigdei nur auf Antigenaufnahme,
Prozessierung und Présentation zu beschrankenbeéveeitem unzureichend. Die DZ erkennt
nicht nur Pathogene, gegen welche sie eine spamfisnmunreaktion einleiten kann, sondern
produziert selbst Zytokine wie IL-12 oder Interfeeound aktiviert beispielsweise NK-Zellen
und T-Zellen. Zudem kénnen DZ die Differenzierungnvnaiven zu regulatorischen T-
Effektorzellen bewirken, welche Autoimmunitat alaerxch antitumorale Immunitéat verhindern
konnen. Demzufolge sind DZ nicht nur selbst anreimemunantwort beteiligt, sondern lenken
und kontrollieren ebendiese (Mellman und Steinm@@12. Dartiber hinaus sind DZ auch im
nicht-inflammatorischen Normalzustand aktiv und meh permanent Autoantigene oder
harmlose Umweltantigene auf, das erlaubt, Tolergegeniber sich selbst und ,normalen*
Umweltbestandteilen aufrecht zu erhalten. Diesemrlfaltigen auch gegenséatzlichen
Funktionen scheint ein Zelltyp allein nicht gereegrden zu kénnen, so dass es eine Art
Arbeitsteilung innerhalb der DZ-Populationen gibiehe 1.2.1). Aul3erdem besitzen DZ im
Vergleich zu anderen APZ die Fahigkeit zur Matwmgy, wobei sie sich auf andere
Fahigkeiten als solche, Uber die sie im immaturastand verfiigen, wie beispielsweise die
Migration, spezialisieren kann.

Aufgrund ihrer vielfaltigen Funktionen und Wirkorstellen DZ ein optimales Ziel dar, um
Einfluss auf das Immungeschehen zu nehmen, semesine krankheitsbedingte inhibierte

Immunantwort zu aktivieren oder eine UberschieR&whktion zu limitieren.
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Die in dieser Arbeit untersuchte Subpopulation D&rim Nierenzellkarzinom (RCC-DZ) fiel
durch einen ungewo6hnlichen Phénotyp auf, der neten klassischen interstitiellen DZ-
Marker CD209/DC-SIGN auch die Makrophagenmarker €Dfhd CD163 aufzeigte und im
RCC die dominante DZ-Population représentierte i@t al. 2011). Zudem wurde ein
Zytokincocktail aus IL-6, CXCL-8 und VEGF als deiirfdie Induktion des Phanotyps
verantwortlicher Faktor identifiziert (publiziertni Figel, et al. 2011). Quantitative
Polymerasekettenreaktion-Analysen zeigten, dassedieaktoren in RCC-Gewebe hdher
exprimiert wurden als in normalem Nierenparenchidisgertation Hosse 2010). Aufgrund der
Heterogenitat und der sich immer differenzierterstidlenden Ontogenese der DZ ist eine
eindeutige Identifizierung der verschiedenen Subfajpnen Uber spezifische Marker
schwierig. Anhand von Mausmodellen und in-vitro Mbein wird versucht, die Abstammung
der DZ-Subtypen, deren zellspezifische Charaktkaisund Funktionen zu entschlisseln.
Generell unterscheidet man im humanen wie auch igrin@n System klassische und
plasmazytoide DZ, die mit den Monozyten eine gesame Vorlauferzelle im Knochenmark
haben sollen (Liu und Nussenzweig 2010). Zudem erelid der Peripherie vorkommenden
DZ oder praDZ gesondert betrachtet, da sie sichForm und Funktion von den
gewebestandigen DZ unterscheiden (Ziegler-Heithrastk al. 2010). Im Gewebe ist die
Mannigfaltigkeit der DZ-Subpopulationen mit spezifien Funktionen und individuellen
Phanotypen noch zusatzlich erhoht, da verschiedgeeebespezifische Milieus die
myeloischen Zellen verandern. In der Literatur veer€D209CD14" Zellen entweder als DZ
oder Makrophage bezeichnet, oftmals ohne dass Bompelfarbung durchgefihrt wurde
(Krutzik, et al. 2005; Soilleux, et al. 2002; Kanmme et al. 2003). Eine eindeutige
Zelltypzuordnung anhand der Expression von Obdr#amezeptoren ist demnach
unzureichend und Uber eine eher funktionsbezogé&tassifikation wird duskutiert. Bisher
wurden migratorisch aktive und T-Zell-stimulierendellen den DZ zugeordnet. Doch zeigen
aktuelle Erkenntnisse, dass auch Makrophagen zu phknoten wandern und
Langerhanszellen fur die T-Zell-Aktivierung unbetdnd sind (Kissenpfennig, et al. 2005).
Eine Kombination aus Zellursprung, anatomischeradlisition, Funktion und Phanotyp wird
der Beschreibung von Makrophagen und DZ vermutichehesten gerecht (Geissmann, et al.
2010).

Die hier genauer durchgefuhrte Betrachtung der RXZGargab ein Zellprofil, das dem einer
gewebsstandigen, Antigen-kreuzprasentierenden, atoigsch aktiven CD103 DZ
entsprechen konnte (Sung und Bolton 2010). Diesterdgruppe zeichnet sich durch gute
Kreuzprasentation von Antigen auf MHC-I-MolekillemrzCD8 T-Zellstimulation aus,
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wodurch sowohl zellulare Immunitat als auch periphEoleranz folgen kann, je nach dem ob
ein virales oder zelleigenes Peptid in inflammatdrem oder antiinflammatorischem Kontext
prasentiert wird (Bedoui, et al. 2009). Die Fahigker Antigen-Kreuzprasentation, sowie die
CD103 Expression konnten bei RCC-DZ nachgewiesememe Allerdings ist anzumerken,
dass die hier durchgefiihrte Untersuchung mit irevigenerierten RCC-DZ durchgefiihrt
wurde und die Markerexpression und Antigen-Kreug@ndation in-situ noch zu bestatigen
sind. Die RCC-DZ wurde ausschlief3lich im Gewebe niatit in der Peripherie von Patienten
gefunden und entspricht damit den in der Literdbeschriebenen CD103DZ, welche
ebenfalls bevorzugt in epithelialen Geweben gefondairden (Sung und Bolton 2010;
Manicone, et al. 2009). Im Gegensatz zu der in ld@ratur beschriebenen CDI0®Z,
migrierten die in-vitro generierten RCC-DZ jedodbim auf ein Chemokinsignal. Ein Hinweis,
dass auch die in-situ befindlichen RCC-DZ migratcii schwach sein kénnten, erbrachte die
Analyse der myeloischen Zellsubtypen in Relatiomawymphgefal3system des Tumors. Dabei
zeigte sich, dass ein hoherer Prozentsatz von CIIDP4 klassischen DZ in den
lymphatischen GefaRen gefunden wurde als von de20€D14 RCC-DZ oder den
CD209CD14" Makrophagen, wahrend auRerhalb der LymphgefaReekBraferenz in der
Haufigkeit sichtbar war. Die intralymphatische Lb&ation war zwar bei allen untersuchten
myeloischen Zelltypen gering, jedoch bei den kisdsn DZ am starksten ausgepragt und bei
RCC-DZ und Makrophagen signifikant geringer. Dasgidiionsdefizit konnte auf eine
verminderte Chemokinrezeptor-Expression oder einerdnderte Antwort auf ein
Chemokinsignal zurtickzufiihren sein. Einen Hinweéis dine veranderte Chemokinrezeptor-
Expression ergaben die phanotypischen Analysehg$el.4), welche zeigten, dass die RCC-
DZ bereits vor der Stimulation weniger CCR1, CCR#ud mehr CRR7 exprimierten als die
DZ und dass anders als bei den DZ keine RegulédrMaturierungsstimulus stattfand. Die
migratorische Defizienz kdnnte mitunter durch dasmormilieu ausgelost sein. So ist
beschrieben, dass der von Tumoren sezernierte IFGKGL-8 fur die Retention von DZ im
Tumor verantwortlich ist, indem er durch Abregwativon CCR7 auf der Zelloberflache eine
Emigration aus dem Tumor und somit eine antituneohalmunantwort verhindert (Feijoo, et
al. 2005). Auch fur die von humanen Tumoren seeeien Liganden des Leber-X-Rezeptars-
(LXR-a), wie oxidierte Cholesterole, ist eine Inhibierudgr CCR7-Expression bei DZ
beschrieben, das zum Entkommen des Tumors vom lisyastem beitragt (Villablanca, et al.
2010). LXR-Liganden kdnnen zudem Modulatoren derNdaturierung sein, indem sie die
Faszinexpression inhibieren (Geyeregger, et al.7R0htrazellulares Faszin ist ein fur

Zellumbauprozesse essentielles Protein, das walten&eifung in DZ vermehrt exprimiert
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wird. Eine mangelnde Faszinexpression in matureiCRZ konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden und gibt somit einen Hinweis auf eine Maumgsschwéche, sowie kdnnte eine
maogliche Erklarung fir die Migrationsdefizienz dR€C-DZ sein. Fur IL-6, welcher hier als
Mitinduktor des RCC-DZ Phanotyps identifiziert wardst gleichermal3en eine inhibierende
Wirkung auf die DZ-Maturierung beschrieben, indera Bxpression der kostimulatorischen
Rezeptoren verhindert wird (Gabrilovich 2004). Giigjh I1L-6 fur die Induktion des RCC-DZ
Phanotyps mitverantwortlich ist, zeigten die RCC-&8l2er weder eine mangelnde Expression
der kostimulatorischen Molekile CD80, CD86, nocbdnige MHC-Klasse-I, MHC-Klasse-lI,
und CD83 Rezeptordichte. Trotz guter Expression kibstimulatorischen Molekule, MHC-
Klasse-1 und MHC-Klasse-Il waren die RCC-DZ schtecBtimulatoren von T-Lymphozyten
(Figel, et al. 2011). Ob die fehlende T-Zellaktrieg mdoglicherweise auf inhibitorische
Signale Uber Oberflachenrezeptoren auf den RCCvid&,ILT4 oder CD48, zurlckzufuhren
sein konnte, bleibt noch zu klaren. Allerdings este inhibitorische Aktivitat der RCC-DZ
unwahrscheinlich, da bei Zugabe von RCC-DZ zur Kinkuvon DZ und T-Zellen die

stimulatorische Aktivitat der DZ nicht verandertnga (nicht publiziert).

6.2 Die Bedeutung der RCC-DZ fir die antitumorale Immunantwort und
Toleranz

Damit eine Antitumorantwort oder auch Toleranz &titen kann, muss Antigen lGber APZ im
Lymphknoten an T-Zellen prasentiert werden. Vorsataung dazu ist die Antigenaufnahme,
Prozessierung und Antigenprasentation tuber MHCd€dsund MHC-Klasse-II Molekiile,
sowie die Migration der APZ vom Gewebe in den Lytpdten. Der Phanotyp und die
Funktionsanalysen der in-vitro generierten RCC-DZit nihoher kostimulatorischer
Rezeptordichte (CD80, CD86), MHC-Klasse-I, MHC-Kdadl und CD83 Expression, sowie
guter Antigen-Kreuzprasentationseigenschaft lassimauf schlieRen, dass die ersten
Bedingungen erflllt sein kénnten. Jedoch wurdeitie\ein Migrationsdefizit, mitunter auf
CCL19, nachgewiesen. In-vivo ist CCL19 der Lockisto§ Lymphgefal3system, welches die
Migrationsbahnen der APZ zum Lymphknoten sind. Basphatische System ist ein sehr
dynamisches Leitungssystem, das die Korperflisggji@noostase, den Transport von
Antigenen und Lipiden und den Immunzelltransferutisgt (Tammela und Alitalo 2010). Bei
einer Entziindung oder Tumorerkrankung steigt dienBabilitat der Gefalie, der transmurale
Fluss nimmt zu und resultiert in einem gesteigeméerstitiellen Druck. Dies in Kombination

fuhrt zu einem vermehrten Flussigkeitsfluss im Lynggfa3system in Richtung drainierenden
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Lymphknoten. Der gesteigerte Fluss aktiviert dimpyatischen Endothelzellen, welche dann
vermehrt die Chemokine CCL19 und CCL21 sezerniefPrayton, et al. 2006). Das
Lymphendothel exprimiert zudem Adhasionsmolekile filie Immunzelltransmigration
(Miteva, et al. 2010) und, ebenso wie die Stromanales Lymphknotens, MHC-I Molekiile.
Die Prasentation von Autoantigenen Uber MHC-Kldsskent der Deletion autoreaktiver
zytotoxischer T-Zellen (CD3 und leistet einen Beitrag zur Aufrechterhaltureg geripheren
Toleranz (Lund und Swartz 2010; Lee, et al. 20031|i€}, et al. 2008). Im RCC befinden sich
Lymphgefale nur in der Transitzone (Ishikawa, e@06; Voss, et al. 2009). Durch die in-
situ Analyse der Verteilung der RCC-DZ, DZ und Managen in Relation zu den
LymphgefaRen wurde gezeigt, ob und welche myeleiscEellen sich im Transit zum
Lymphknoten befinden. Hierzu wurde zwischen den Kartimenten extralymphatisch und
intralymphatisch unterschieden, wobei die intralyyaische APZ die im Transit befindliche
sein dirfte. Es zeigte sich, dass generell behallei APZ-Typen (CD20T D14 RCC-DZ,
CD209CD14 DZ, CD209CD14 Makrophage) der prozentuale Anteil an Zellen mit
intralymphatischer Lokalisation gering war (RCC-02%, DZ 6,5%, Makophagen 2,4%).
Der prozentuale intralymphatische Anteil war bei @ jedoch am gré3ten und bei den RCC-
DZ am geringsten, wahrend extralymphatisch in efieeche Prozentsatze gefunden wurden.
Dies gibt einen Hinweis darauf, dass sich RCC-Daiger im Transit befinden als DZ. Dies
konnte auf einen migratorischen Defekt oder einangelnden Antwort auf Chemokinsignale
beruhen. Aufgrund ihres migratorischen Defizits aszunehmen, dass sie sich nicht an der
Induktion einer Immunantwort beteiligen, die sich Lymphknoten ereignet, noch Toleranz
gegeniber Tumorantigenen induzieren.

Weitere in-vitro Experimente (Dissertation Prinz12) und Ergebnisse in-situ (Figel, et al.
2011) gaben Hinweise darauf, dass RCC-DZ auch tlektigrseite der Immunantwort nicht
wesentlich negativ beeinflussen. So wurden keinewdise gefunden, dass RCC-DZ T-
Zellapoptose auslésen oder die Erkennung von Tuellerz durch zytotoxische T-Zellen
storen. Diese Befunde passen zur ,Immunologie”Niesenzellkarzinoms, da RCC-Patienten
im Vergleich zu Patienten mit anderen soliden Tuwnpr wie beispielsweise dem
Magenkarzinom, relativ gut auf Immuntherapien aespen und daher ausgepragte

antitumorale Toleranzinduktion oder T-Zellapoptoséer unwahrscheinlich sind.
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6.3 Bedeutung der RCC-DZ in der Pathogenese des RCC

Das migratorische Defizit und die schlechte Allogilation von naiven T-Zellen sind
Eigenschaften, die eine produktive Beteiligung vRCC-DZ an der Induktion von
Immungeschehen unwahrscheinlich machen. Zudemegibitlinweise, dass sie Effektor-T-
Zellen lokal im Tumor nicht negativ beeinflusst den (Figel, et al. 2011). Unter dem Einfluss
des RCC-Tumormilieus, mit IL-6, CXCL-8, VEGF alsuteale Faktoren, erfolgt offensichtlich
eine Konditionierung der RCC-DZ, die in einer ArarBlyse resultiert. RCC-DZ scheinen
weder in der Lage zu sein Effektorzellen zu inhidane was sich in fehlender
Apoptoseinduktion oder CRACD3, Abregulation oder Induktion regulatorischer FOXA3
Zellen zeigte (Figel, et al. 2011), noch scheinensich produktiv an einer antitumoralen
Immunantwort zu beteiligen.

Es wurde aber festgestellt, dass sie nicht inagitid, sondern die Kommunikation mit T-
Zellen benutzen, um das Milieu mit TNFanzureichern und Chemokine wie CXCL10 und
CCL5 zu reduzieren (Figel, et al. 2011). ThEBpielt sowohl in der Tumorpromotion als auch
in der Angiogenese eine zentrale Rolle und kannrdmorzellproliferation fordern (Chuang,
et al. 2008). Die Chemokine CXCL10 und CCL5 sind dile Rekrutierung zytotoxischer
Effektorzellen verantwortlich und hohe Spiegel werd mit einem Ansprechen auf
antitumorale Immuntherapien assoziiert (Conforti,aé 2010). Eine Korrelation zwischen
Tumorstadium und Anzahl an CDZ20%ellen im RCC-Gewebe zeigte, dass Tumoren mit
hoher Anzahl an CD209DZ fast immer ein fortgeschrittenes Tumorstadiurb sohlechter
Prognose hatten (Figel, et al. 2011). Weiterhindeugezeigt, dass Tumoren mit einem hohen
Gehalt an CD209Zellen proportional weniger NK und CDg-Zellen im Gewebe hatten als
Tumoren mit wenig CD209Zellen. Ein Grund fiir das verschobene Verhéltdisrite die in-
vitro beobachtete Reduktion der Chemokine CXCL18 @CL5 sein, die eine Rekrutierung
von NK und CDS§ T-Zellen verringert. Diese Beobachtungen legen natass RCC-DZ
indirekt einen Beitrag zur Tumorpromotion leistendem sie weniger Effektorzellen ins
Gewebe rekrutieren und Uber beispielsweise TNFTdasorwachstum fordern.

Bei den in-situ Untersuchungen fiel neben den RCGL-DZ und Makrophagen ein APZ-
Zelltyp auf, der neben den myeloischen Markern admi Marker des Lymphgefa3endothels
Podoplanin exprimierte. Diese ,myeloischen* podapia Zellen waren in gleichem Ausmaf
unter den RCC-DZ (CD20g€D14podoplani), DZ (CD209CD14podoplanii) und
Makrophagen (CD20@D14 podoplanifi) zu finden. Sie befanden sich in Reihe mit dem
LymphgefaRRendothelzellen (CD2a®14podoplanif) und ergaben das Bild, an der Bildung
des Endothels mitbeteiligt zu sein. In der Literats eine Beteiligung von Makrophagen an
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der Bildung von Lymphgefal3en beschrieben. Dies waisd Transdifferenzierung bezeichnet
(Maruyama, et al. 2005). Die Beobachtung hier dgibhweise darauf, dass nicht nur
Makrophagen transdifferenzieren, sondern auch D& BEC-DZ diese Eigenschaft haben
durfte. Es bleibt zu klaren, ob es sich um einensiente Entwicklungsstufe oder einen
enddifferenzierten Zustand handelt. Die intratureraLymphgefal3e férdern sowohl das
Tumorwachstum als auch die lymphatische Metastasie(Cao 2005). Zudem produzieren
die Endothelzellen Metalloproteasen und UrokinadsefRinogen-Aktivatoren, die das
Eindringen des Tumors in das umgebende Gewebeladen (Petrova, et al. 2002). Da RCC-
DZ, DZ und Makrophagen gleichermaRen als ins Lynaffilgendothel integrierte podoplahin
Zellen gefunden wurden (Median RCC-DZ 3,9%, DZ 4,%%akrophage 3,3%), scheinen die
RCC-DZ sich nicht ausschlaggebend an der tumorajemphangiogenese zu beteiligen und
die lymphatische Metastasierung zu fordern. Eineviengleich zu DZ vermehrte Produktion
von Metalloproteasen der RCC-DZ spricht jedoch dilve das Tumorwachstum fordernde
Eigenschaft (Diplomarbeit Brech 2009).

6.4 Die RCC-DZ im Therapiekontext

Auch wenn sich RCC-DZ im unbehandelten Tumorgeseheiicht an einer Immunstimulation
beteiligen, haben sie Eigenschaften, die wichtigeaussetzungen fur eine Immunstimulation
sind. Dazu gehtren eine gute Antigen-Kreuzprasensttihigkeit, eine hohe
kostimulatorische Rezeptordichte, sowie gute Exgpoes von MHC-Klasse-l und MHC-
Klasse-1l. Diese Merkmale zeigten auch die RCC-D¥situ. Eigenschaften, die eine
Beteiligung der RCC-DZ an der Immunstimulation uhvegheinlich machen, sind die
schlechte Allostimulation von naiven T-Lymphozytemd das Migrationsdefizit auf ein
Chemokinsignal. Wirde man die Ursache fir die sthée Allostimulation und Migration
ergrinden, kénnten Gegenmaflinahmen entwickelt welgerware dann anzunehmen, dass
rekonvertierte RCC-DZ produktiv an der Induktiortimmmoraler Immunantworten mitwirken
konnten. Neuartige Immuntherapieansatze, welcheR@€-DZ zur immunkompetenten DZ
rekonvertieren wirden, konnten beispielsweise amr #8kutralisierung des lokalen
Tumormilieus mit anti-IL-6, anti-CXCL-8 oder antiBGF Antikdrper ansetzen, die hier als
zentrale Konditionierungsfaktoren der RCC-DZ idimert wurden. Einen weiteren
Ansatzpunkt konnte der CD40-CD40L-Signalweg dalestel der normalerweise an der
Induktion der T-Zell-vermittelte Immunitat mitwirkEs wurde gezeigt, dass CD40-Agonisten

in Tumorpatienten eine effektive Immunantwort gegemorassoziierte Tumorantigene
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triggern konnen (Khalil und Vonderheide 2007). Zudevurde erst kdrzlich in einem
Mausmodell gezeigt, dass im duktalen Pankreasaderiokm Uber die Aktivierung von
CD40 auf Makrophagen eine tumorinduzierte Immunseggion Uberwunden werden kann
(Beatty, et al. 2011). Die RCC-DZ zeigen in-vitroduin-situ eine gute CD40 Expression, so
dass eine Aktivierung der RCC-DZ tber CD40 denkinare.

Derzeit werden beim RCC zielgerichtete Therapieh Razeptortyrosinkinaseinhibitoren mit
guten Erfolgen eingesetzt. Allerdings kommt es afstzu Medikamentenresistenzen. Daher
werden Kombinationen mit unterschiedlichen Agengerpfohlen.

Die hier durch die detaillierte Analyse der RCC-[B2wonnenen Daten, weisen auf neue
Aspekte und Einsatzmdglichkeiten von Immunmoduiatichin. Eine zukinftige
Herausforderung ist es, die in-vitro Daten im R@Edie residente dendritische Zellpopulation
zu verifizieren und ex-vivo Kultursysteme zu etal#n, die ein Priufen von

Immunmodulationen ermoglichen.
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7 Zusammenfassung

Das Nierenzellkarzinom (RCC) wird trotz einer starknfiltration von Immuneffektorzellen in
seinem Wachstum nicht beherrscht. Dies lasst veamutass das Tumormilieu die potentiell
antitumorale Funktion der Immunzellen nicht zula&sh Ansprechen auf Immuntherapien bei
Patienten mit RCC deutet wiederum auf eine revirdithibition der Immunzellen hin. Die
Aufklarung und Rekonversion dieser funktionsinhibielen Mechanismen zielen daraufhin

ab, eine kompetente Immunantwort wiederherzustellehTumorpromotion zu verhindern.

Die phanotypische und funktionelle Charakterisigrater aus Monozyten den Blutes durch
Inkubation mit Zellkulturiiberstand verschiedenerefdnzellkarzinomlinien differenzierten
RCC-DZ zeigte, dass RCC-DZ im Vergleich zu konvemilen, mit GM-CSF und IL-4
generierten DZ, Eigenschaften besitzen, die furimseffiziente Immunantwort bei Patienten
mit RCC mitverantwortlich sein kénnten.

Phanotypisch zeigten die RCC-DZ bereits im immatwastand neben der Koexpression des
DZ-Markers CD209/DC-SIGN und der Makrophagenmark&l14 und CD163, eine starke
Expression von kostimulatorischen Oberflachenrexept (CD80, CD86, CD40), von MHC-
Molekulen, von regulatorischen und zielsteuerndesrkdrn wie CD48, CD103 oder ILT4,
sowie von den Chemokinrezeptoren CCR1 und CCRS5. éhu#n Maturierungsstimulus hin
wurde das Immunrezeptorprofil im Vergleich zu demkentionellen DZ nur wenig verandert.
Als die fur den Phanotyp verantwortlichen Indukstaktoren konnten IL-6, CXCL-8 und
VEGEF identifiziert werden.

Die funktionelle Analyse ergab eine etwas hdheragBhytoseaktivitat der unreifen RCC-DZ
im Vergleich zu konventionellen unreifen DZ und GB&F-Makrophagen. Zudem zeigten
sowohl immature als auch mature RCC-DZ eine mit Dg&rgleichbare Antigen-
Kreuzprasentationsfahigkeit.

Im Gegensatz zu den konventionellen DZ zeigten BZCn-vitro keine Migration auf das
Chemokinsignal CCL19. Ebenso wurde das fur Zellwpbazesse essentielle Faszin von den
RCC-DZ bei Maturierungsstimulation nicht hochregrtli

Moglicherweise sind auch die im RCC-Gewebe ansésdRCC-DZ wenig migratorisch aktiv.
So zeigten die Untersuchungen der in-situ Lokabgsatder RCC-DZ in Relation zum
Lymphgefal3system in RCC-Geweben, dass RCC-DZ wenigaifig im Lymphgefald

vorhanden waren als DZ.
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9 Abklrzungen

7-AAD 7-Amino-Actinomycin D

Abb. Abbildung

Ak Antikorper

APC Allophycocyanin

APZ Antigenprasentierende Zelle

BDCA Blut-DZ-Antigen(blood dendritic cell antigen)
BSA Bovines Serumalbumin

CCL Chemokinrezeptor-Ligand (CC-Motiv)

CCR Chemokinrezeptor (CC-Motiv)

CXCL Chemokinrezeptor-Ligand (CXC-Motiv)

CD Differenzierungsclustdcluster of differentiation)
Cy5 Cyanin 5

DAPI 4’ 6-Diamidin-2-Phenylindol

Dz-spezifisches ICAM-3-greifendes nicht-Integ(IdC-specific

DC-SIGN ICAM-3-grabbing nonintegrin)

DMSO Dimethylsulfoxid

Dz Dendritische Zelle

E. coli Escherichia col{Bakterium)

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA Enzymgekoppelter Immunoadsorptionstest

ER Endoplasmatisches Retikulum

FACS Durchflusszytometri@-luorescence activated cell sorting)
FITC Fluorescin-lsothiocyanat

FKS Fotales Kéalberserum

FOXP3 Forkhead box P3

FSC Vorwartsstreuunddrward scatter)

GF Gesichtsfeld

GM-CSF Granulozyten Makrophagen-koloniestimuliersrigaktor
HLA Humanes Leukozyten-Antigen

HPSTZ Hamatopoetische Stammzelle

HRP Meerrettichperoxidagborseradish peroxidase)

HS Humanserum

ICAM-3 Interzellulares Adhesionsmolekilitercellular adhesion molecule 3)
IFN-a Interferon-alpha

IFN-p Interferon-beta

IFN-y Interferon-gamma
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Min.
NK-Zelle
oD

PAMP

PB
PBL

PBMZ

PBS

PE

PFA
PGE

Pl
praDZ
PRR
RCC
RCC-Dz
RCC-U
Rpm
RPMI 1640
SAP

SEM
SSC

STAT3
Std.

Immunglobulin

Interleukin

Ig-ahnliches Transkript dg-like transcript 4)

Jonuleit Cocktall

Leukozyten Ig-ahnlicher Rezept@eukocyte Ig-like receptor)
Lipopolysaccharid

Leber-X-Rezeptor-alphdiverX receptor alpha)

Magnet-aktivierte Zellsortierungnagnet activated cell sorting)

Melanomantigen, das von T-Zellen erkannt wirtelanom antigen
recognized by T cells-1)

Mittlere / mediane Fluoreszenzintensitat
Haupthistokompatibilitats-Komplefmajor histocompatibility complex)
Minute

Naturliche Killerzelle

Optische Dichte

Pathogen-assoziierte Molekularmugjethogen associated molecular
patterns)

Pacific Blue

Lymphozyten des peripheren Blufeeripheral blood lymphocytes)

mononukleédre Zellen des peripheren Blyperipheral blood
mononuclear cells)

Phosphatgepufferte Salzléspgosphate buffered saline)
Phycoerythrin

Paraformaldehyd

Prostaglandin-E2

Propidiumiodid

DZ Vorlauferzelle
Struktur-Erkennungs-Rezep({pattern-recognition receptor)

Nierenzellkarzinorfrenal cell carcinoma)

in-vitro aus Monozyten durch Zugabe von RCC26-4dtlkliberstand
generierte dendritische Zelle

Transitzone des RCC-Gewebes

Umdrehungen pro Minufeounds per minute)
Roesewell Park Memorial Institute Medium 1640
SLAM-assoziiertes Protein

standard error of the mean

Seitwartsstreuurfgide scatter)

Signaltransduktor und Aktivator der Transkriptio(s®nal transducer
and activator of transcription 3)

Stunde
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TAM
TAP
TGF
TIL
TLR
TNF-
TRAIL

TZR
U

uv
VEGF

Tumorassoziierte Makrophagen

Transporterproteiftransporter associated with antigen processing)
Transformierender Wachstumsfakf(transforming growth factop)
Tumorinfiltrierende Lymphozyten

Toll-like-receptor

Tumornekrosefaktor-alpha

Tumornekrosefaktor verwandter Apoptose induzierehagand
(tumor necrosis factor related apoptosis induciigguhd)

T-Zell-Rezeptor
Einheit(unit)
Ultraviolett

GefalRendothelialer WachstumsfaKiascular endothelial growth factor)
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