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A Einleitung

1. Die Bedeutung der Immunologie in der modernen Mdizin

Die Immunologie ist die Lehre von den biologischand biochemischen Grundlagen der
korpereigenen Abwehr von Krankheitserregern ungddremden Stoffen sowie Stérungen und
Fehlfunktionen dieser Abwehrmechanismen. Zentral€orschungsgegenstand ist das
Immunsystem, welches durch eine Reihe von zellnlared humoralen Reaktionen die Erkennung
und Inaktivierung von fur den Korper schadlichenrgémgen realisiert. Diese Reaktionen werden
unter dem Begriff Immunantwort zusammengefasst. eatrale Funktion des Immunsystems
besteht darin, den Organismus vor schadlichen aaferd inneren Noxen zu bewahren, und somit
unsere physische Individualitat aufrecht zu ermalt&n wichtiger Fortschritt auf diesem Gebiet

gelang dem Landarzt Edward Jenner, der 1796 eristenaén Jungen mit harmlosen Kuhpocken
impfte und ihm damit Schutz vor der verheerendeck@oerkrankung verlieh. Durch weitere

entscheidende Entdeckungen, wie die Entwicklungsi@holeraimpfstoffes durch Louis Pasteur
oder den Einsatz von Antiseren gegen Diphtherierd@@mil von Behring, kristallisierte sich im

Laufe der Zeit unser heutiges Verstandnis der Inologie heraus. Diese wegweisenden
Erkenntnisse erdffneten neue Mdoglichkeiten im Baraler Pravention und kurativen Behandlung
von Krankheiten und etablierten das Prinzip der2#@krung fest in unserer modernen Medizin.
Erfolgreiche Beispiele dafur sind die Ausrottungr deocken 1980 durch ein konsequentes
Impfprogramm durch die WHO sowie die Eindammung BEeliomyelitis durch flachendeckende

Massenschutzimpfungen. Dieser prophylaktische Anesgiffnete der Medizin neue Perspektiven
im Bereich der Infektionskrankheiten und fuhrte faurur Frage, inwieweit das Prinzip der

Vakzinierung nicht auch auf andere Leiden, wie eWvrabserkrankungen, lbertragen werden
kénnte. Trotz grof3er Fortschritte der modernen Iladiei der Behandlung der verschiedenartigen
Tumoren in der Chirurgie, der Radiotherapie oderer@btherapie, sind die kurativen

therapeutischen Mdoglichkeiten, insbesondere beieitserdisseminierten Erkrankungen, sehr
begrenzt. Viele Behandlungen werden zudem mit getischen Substanzen durchgefihrt, die fur
die durch ihre Krankheit bereits geschwéachten Rtre noch zu einem zusatzlichen Verlust an
Lebensqualitat fuhren. In den letzten Jahren zeighrsich jedoch immer klarer ab, welche
Mechanismen bei einer gegen einen Tumor gerichtetenunantwort eine Rolle spielen und

welche genetischen Alterationen letztendlich zutstelung einer malignen Erkrankung beitragen.
So ero6ffneten sich neue Einsatzmdglichkeiten inlaenuntherapie, welche nebenwirkungsarmere
und selektivere therapeutische Ansatze im Bereschfdmorbehandlung erméglichen. Einer dieser
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Ansétze zur Generierung einer Antitumorantwortds Verwendung von Dendritischen Zellen
(DZz), professionellen Antigen-prasentierenden Zell&rotz der Entdeckung der Langerhanszellen
bereits im Jahre 1868, einer Untergruppe von DdeinHaut (Avigan, 2004), wurden lange Zeit die
Moglichkeiten dieser Zellart unterschatzt. Erst den letzten Jahren zeichnete sich ihr
therapeutisches Potenzial, durch die reichhaltiga@ssion von kostimulatorischen Molekilen und
ihre Fahigkeit, sowohl mit CD4, als auch CD8T-Lymphozyten zu interagieren, immer starker ab
(Kufe, 2000). Um eine gegen den Tumor gerichtegzi§igche Immunantwort zu erzeugen, wird
durch verschiedene Herangehensweisen versucht, IDZExpression von tumorassoziierten
Antigenen zu bringen. Diese vorbehandelten immunutadrischen Zellen werden dann, analog
dem Vorgehen bei einer Impfung, wie eine ,Tumorvalkezung“ verabreicht, um Effektorzellen
der Immunabwehr gezielt gegen maligne Zellen zugidmen. Erste Erfolg versprechende
Ergebnisse auf diesem Gebiet zeigten sich sowahlibamodellen als auch im humanen System.
So wurde bei einem Teil von Patienten, die an &sthrittenem Nierenzellkarzinom oder
Mammakarzinom (Avigaet al, 2004) litten, nach einer Behandlung mit deramigdifizierten DZ
eine Regression der Tumormasse oder zumindest $fakilisierung des Krankheitsverlaufs
beobachtet (Marteet al, 2002; Oosterwijk-Wakkat al, 2002; Suet al, 2003). Eine weitere
Erkrankung, die Mdoglichkeiten fir die Immuntheraeetet, ist die chronische lymphatische
Leukdmie der B-Zellen (B-CLL). Diese Erkrankung c$tarakterisiert durch eine Anhaufung von
malignen B-Zellen im lymphatischen Gewebe, im Kreahark sowie im peripheren Blut. Obwohl
durch Chemotherapie Remissionen induziert werdemné®, ist eine definitive Heilung
ausgeschlossen. Jedoch bietet die CLL, als ein memunzellen ausgehender Tumor, die
Moglichkeit durch Modifikationen am Immunsystem, ewietwa durch Tumorvakzinierung,
therapeutisch einzugreifen (Goddatdal, 2001). Um dieses sich bietende Potenzial zu keniit
muss man sich zuerst den Grundlagen der Immunanzuarenden, um die dahinter stehenden

Mechanismen zu verstehen.

1.1 Die Abwehrmechanismen des angeborenen Immunsgsis

1.1.1 Das angeborene Immunsystem: ein Stiitzpfeiler der primdren Abwehr

Bei der Abwehr von Pathogenen sind zwei Mechanismennterscheiden, di@ngeboreneoder
nicht-adaptiveund dieerworbeneoderadaptivelmmunantwort (Medzhitov & Janeway, Jr., 2000).
Die angeborene Immunantwort ist die erste und &tufderksame Abwehrreaktion, die unspezifisch

Infektionen unter Kontrolle halten oder sogar biggen kann, bevor das erworbene Immunsystem
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aktiv wird. Bei der nicht-adaptiven Immunantwortiedpn als Effektorzellen Makrophagen und
Granulozyten eine groRe Rolle (Aderem & Underhill999). Beide Zellarten koénnen
Krankheitserreger mithilfe von Rezeptoren der ZAwidlache erkennen, die zwischen
korpereigenen Zellen und Pathogenen differenziekénnen. Infizierte Zellen kdénnen von
Makrophagen phagozytiert und durch lytische EnzamschlieRend unschéadlich gemacht werden.
Bei der Abwehr von Krankheitserregern werden Chanekvie IL-8 freigesetzt, die weitere
Abwehrzellen zum Infektionsort locken (Larssoet al, 1999). Des Weiteren werden
Akutphasenproteine wie TNé&- IL-1 oder IL-6 gebildet, die den Korper langestiy optimal zur
Bekampfung der Pathogene etwa durch Fieber und dztbse vorbereiten. Durch die
Ausschittung dieser und anderer Chemokine werdeth afintigen-prasentierende Zellen
mobilisiert, die bei Persistenz der Pathogene diggptive Immunantwort einleiten kdnnen.

1.1.2 NK-Zellen — wichtige Effektorzellen des angeborenen Immunsystems

Zum angeborenen Immunsystem zahlen auch Naturkiherzellen (NK-Zellen), welche eine
bedeutende Funktion in der primaren Immunantwasttben. Sie entwickeln sich im Knochenmark
aus einer gemeinsamen lymphatischen CBa&zrlauferzelle (Yuet al, 1998) und zirkulieren im
Blut. Es sind zwei Unterarten zu differenzieren ¢@eret al, 2001): die erste, etwa 90% der NK-
Population, besteht aus schwach CBZ6éllen, die hochaffine IL-2 Rezeptoren exprimieramd
nach Gabe von IL-2 oder IL-12 eine erh6hte Zytatwéit gegenuber den Zielzellen zeigen (Baume
et al, 1992). Die zweite Unterart besteht aus stark CEFflen mit immunregulatorischer
Funktion, die groRe Mengen an Zytokinen wie dem -Triiérferon IFNy produzieren kénnen.
Naturliche Killerzellen besitzen zytotoxische Grimudie nach Freisetzung Zielzellen apoptotisch
werden lassen konnen. Ihre Aktivierung kann auffaligge Weise geschehen, etwa als Reaktion
auf von Makrophagen freigesetzte Chemokine oderhdinteraktion mit DZ (Zitvogel, 2002). Die
Aktivierung kann durch losliche Faktoren wie IfeNund IFN$, die durch von Viren befallene
Zellen produziert werden, oder durch IL-12 um eielfdches gesteigert werden (Routes, 1992).
Um zwischen infizierten und nicht-infizierten Zelleu differenzieren, sind auf NK-Zellen eine
Reihe von Rezeptoren auf der Oberflache exprimitig, Gber inhibierende oder aktivierende
Signale die Aktivitat der NK-Zellen regulieren (Mdta et al, 2002). Ein Mechanismus zur
Inhibition von Naturlichen Killerzellen beruht adler Erkennung von MHC-Klasse-I-Molekilen
auf den Zielzellen. Die verschiedenen MHC-Klas$delekile sind ein guter Anhaltspunkt fir die
Integritat einer Zelle, da sie bei viralen Infekiem oder tumordsen Verdnderungen
herunterreguliert werden kénnen (Garrieloal, 1997; Ljunggren & Karre, 1990). Ein Teil dieser

inhibierenden Rezeptoren besteht aus so genannié (Killer-inhibitorische Rezeptoren)
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(Yokoyama & Seaman, 1993), die gemeinsame BeraleneAllele der MHC-Klasse-I-Molekiile
erkennen, ein Teil ist hochst spezifisch fur bestisn HLA-Molekule der Klasse |, ein weiterer
Rezeptor, CD94-NKG2A (Morettat al, 1996; Lanier, 1998), erkennt HLA-E-Molekile. Dee d
verschiedenen Rezeptorgattungen jeweils nur adinresen Unterarten der NK-Zellen exprimiert
werden, kann bereits der Verlust eines einzigen +Alllals durch Natirliche Killerzellen erkannt
und darauf folgend die betreffende Zelle lysierd yproinflammatorische Zytokine freigesetzt
werden. Sobald MHC-Klasse-I-Molekile auf Zellendniger exprimiert werden, werden weniger
inhibitorische Rezeptoren auf NK-Zellen stimuliemd es Uberwiegen aktivierende Rezeptoren
(Lanier, 1998; Ravetch & Lanier, 2000; Long, 199ine der am besten untersuchten Rezeptoren
ist NKG2D, ein C-Typ-Lectin, das auf allen NK-Zelleind CD8-T-Zellen sowie den meisteys-
T-Zellen vorkommt. Als Liganden von NKG2D beim Mehsn wurden ,MHC class | chain
related antigens” (MICA) und UL16-bindende-Proteifi¢BP), bei der Maus H60, Rael und
MULT identifiziert (Raulet, 2003). Die Expressioteder Liganden tritt nur bei zellularem Stress
oder neoplastischer Transformation auf, was dememteBtung als Warnsignal fir maligne Prozesse
unterstreicht (Faragt al, 2002; Cosmaet al, 2001). Weitere aktivierende Rezeptoren sind die n
auf NK-Zellen vorkommenden NKp30, NKp44 und NKp4éie unter dem Gruppennamen
Naturliche Zytotoxizitatsrezeptoren (,natural cyecity receptors®, NCR) zusammengefasst
werden (Moretta & Moretta, 2004). Ebenso wirkentesr® Membranrezeptoren, wie CD40-Ligand,
CD69, 2B4 oder CD16, das die Bindung von NK-Zelenden ETeil der Antikdrper ermdglicht
(Carboneet al, 1997; Borregcet al, 1999; Sivoriet al, 2000), modulierend auf die Aktivierung
der NK-Zellen ein, so dass die Immunantwort duréh Blalance einer Vielzahl von Rezeptoren
reguliert wird. Bei Eintritt von Pathogenen kénnéK-Zellen durch diese Mechanismen bereits in
einem frihen Stadium noch vor den Antigen-spezisc T-Zellen aktiviert werden. Sie
beeinflussen damit auch den adaptiven Arm des Insyaiems durch verschiedene Stimuli, wie die
Sekretion von verschiedenen Zytokinen, die Bemditstg von Antigenen aus lysierten Zellresten
sowie direkte zellulare Interaktion. DZ werden datlu zu vermehrter Reifung und
Antigenaufnahme angeregt. Eine weitere Moglichkeig das angeborene Immunsystem mit dem
erworbenen interagiert, zeigten Mocilgttal (Mocikatet al, 2003) auf, als sie nachwiesen, dass
Tumoren mit niedriger MHC-Klasse-I-Expression NKHEe zur IFNy- Ausschuttung stimulieren.
Dies bewirkt eine Signalkaskade, die Uber die Adsiig von IL-12- produzierenden DC1
letztendlich eine stark protektive CD8-Zellantwort induziert (Zitvogel, 2002; Glas al, 2000).
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1.2 Die Abwehrmechanismen des erworbenen Immunsystes

Neben dem nicht-adaptiven Immunsystem, ist ein ameit Mechanismus zur Abwehr von
Pathogenen das erworbene Immunsystem (Janeivay, 2002). Das erworbene Immunsystem
entwickelt sich erst aus der Prasenz und dem Edtenon Krankheitserregern durch Zellen der
Immunabwehr und zeigt eine klare Spezifitat fur bestimmtes Pathogen. Durch das daraus
entstehende immunologische Gedachtnis kann das rlesm® Immunsystem effektiver auf
wiederholte Pathogenexposition reagieren. Zwei rmArtéon Lymphozyten sind dabei die
Hauptakteure: B-Zellen tragen an ihrer Zellobet&d¢mmunglobuline als Antigenrezeptoren und
sezernieren nach ihrer Aktivierung und Differenareg diese Molekile als I6sliche Antikorper. T-
Zellen besitzen spezifische T-Zell-Rezeptoren, did MHC-Molekile prasentierte pathogene
Peptidfragmente erkennen kdnnen. Je nach Wechketvgrdes MHC/Peptid-Komplexes reagieren
die verschiedenen Untergruppen der T-Zellen mitbadroffenen Wirtszelle und modulieren durch

Interaktion mit diversen Zellen die nachfolgenderiomantwort.

1.2.1 Die Bedeutung der B-Zellen

Die humorale Immunantwort ist ein Teil der adaptiMenmunantwort und wird von B-Zellen
bewerkstelligt. Naive B-Lymphozyten, die sich inmighoiden sekundaren Immunorganen
befinden, erkennen mittels ihres B-Zell-Rezept®€R) Antigene in ihrer nativen Form. Die
Bindung von Antigenen an den jeweiligen B-Zell-Raepe-Typ bewirkt eine verstarkte Expression
von MHC-Klasse-lI- und B7-Molekiulen auf den B-Zelle(Janewayet al, 2002). Nach
Antigenerkennung wandern die B-Zellen aus ihrenpnimsglichen Sitz, den Follikeln, aus und
treten in Kontakt mit den korrespondierenden T-&telIB-Zellen induzieren die Expression von
CD40-Liganden auf den T-Zellen, die B-Zell-stimuénade Zytokine produzieren (Jaiswal & Croft,
1997). Dies fuhrt zur Proliferation und Differenziag von B-Zellen zu Antikdrper-produzierenden
Plasmazellen. Welche Klasse von Antikérpern seeernwird, wird durch die Interaktion
CD40/CD40L sowie durch das Zytokinmilieu bestimr@rdft & Swain, 1991): T-Helfer-Zellen
vom Th1l- Typ fihren via IFN-zur Produktion von opsonierenden IgG1- und IgGBkRassen, die
die Phagozytose erleichtern. Das von Th2-Zellerersgzrte IL4 bewirkt eine Umschaltung zum
IgE-Isotyp, dem vor allem bei der Beseitigung varditen eine wichtige Rolle zukommt. Ein
kleiner Teil der aktivierten B-Zellen differenziefedoch nicht zu Plasmazellen, sondern zu
Gedachtniszellen. Diese zirkulieren frei im Bluteodiberleben im Knochenmark und kénnen bei
erneutem Auftreten eines spezifischen Pathogenselichu Antikdrper-produzierenden Zellen
differenzieren. Dadurch kann im Wiederholungsfati &rankheitserreger schnell und wirksam

bekampft werden.
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1.2.2 Die T-Zellen - ein hochspezifischer Schutzmegnismus

Die zweite fur die adaptive Immunantwort wichtigellart sind die ebenfalls zu den Lymphozyten
zéhlenden T-Zellen. T-Zellen lassen sich funktibnad durch Oberflachenmarker in verschiedene
Untergruppen einteilen. Eine groRe Gruppe sind @®4'-T-Helfer-Zellen, die nach
Differenzierung zu Effektorzellen Makrophagen, Bi&e und weitere Zellarten in ihrer Funktion
unterstitzen. Helferzellen kbnnen sich unter denfli&ss von verschiedenen Stimuli zu zwei Arten
von Effektorzellen entwickeln: unter Wirkung von-12 und Prasenz eines Antigens werden
aktivierte naive CD#ThO-Zellen zu Thl-Helferzellen, die Faktoren, wieN-y oder TNF
sezernieren und damit Makrophagen und zytotoxigclZellen aktivieren kénnen. Dadurch wird
eine zellulare Immunantwort gegeniber intrazelenar Pathogenen initiert und eine
Entzindungsreaktion induziert. Unter Einwirkung vdn4 differenzieren T-Zellen zu Th2-
Helferzellen, die durch Sekretion von IL4, IL5 und-10 die B-Zell-Proliferation und die
Produktion von Eosinophilen férdern (Mosmann & @udh, 1989; Bottomly, 1988). Sie starken
somit die humorale Immunantwort und wirken daher attem als Schutz gegen extrazellulare
Mikroorganismen (Fitctet al, 1993). Die Botenstoffe fur die Entwicklung einBnl- oder Th2-
Antwort beeinflussen und hemmen die Entwicklungli@ jeweils andere Richtung, so dass es zu
einer Polarisierung der Immunantwort in nur eineigle Richtung kommt (Fitcht al, 1993). Ein
weiteres Kennzeichen von T-Helferzellen ist die f&sgion von CD40-Ligand (CD40L) auf ihrer
Oberflache, einem Rezeptor aus der TNF-Familie.|Btieraktion von CD40 mit seinem Liganden
CDA40L spielt eine wichtige Rolle bei der Polarisieg von Th1l-Antworten, der Induktion von T-
Zell-Antworten gegen Viren und Bakterien sowie bder Erzielung einer protektiven
Antitumorantwort nach Gabe einer Tumorvakzine. huBindung an CD40 bei T-Helferzellen
werden Monozyten zur Ausschittung von proinflammsathien Zytokinen gebracht, bei DZ wird
die Sekretion von IL-12 (Koclet al, 1996) gefordert sowie die Expression von stinmahelen
Molekulen aus der B7-Gruppe wie CD80 (B7.1) und 6[B7.2) verstarkt (Cellat al, 1996), so
dass zytotoxische CD&-Zellen besser aktiviert werden koénnen. Dieseerhittion von
CD40/CD40L bietet auch Vorteile bei der Immunthésagon Tumoren durch Erleichterung der
Aufnahme von tumorassoziierten Antigenen und détgisentation durch stimulierte DZ. Derart
stimulierte DZ konnen leichter zur Aktivierung vaytotoxischen T-Zellen und deren klonale
Expansion beitragen und dadurch eine effektivetAmtorantwort generieren (Toetal, 1998).

Eine andere Gruppe, die zytotoxischen CID&ellen, sind darauf spezialisiert, MHC-Klasse-I-
assoziierte Peptide auf Zellen zu erkennen. Diash a:-Zellen genannten Lymphozyten kénnen,

sobald spezifische Antigene erkannt worden sinch siurch Integrine fest mit den Zielzellen
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verbinden und sie durch Exozytose von vorgefemigReforinen und Granzymen téten. Ein
weiterer, von der Exozytose toxischer Substanzeabhéngiger Mechanismus zur Eliminierung
von Zellen ist die Expression des Fas-Liganden @D%uf Tc-Zellen, der an den Fas-Rezeptor
(CD95) auf Zielzellen bindet. Wenn CD95 auf denlzgéien aktiviert wird, bewirkt dies durch
Freisetzung von Caspasen die Apoptose der Ziel@dikelanaet al, 2000). Des Weiteren kénnen
Tc-Zellen Zytokine wie TNFe, TNF$ oder INFy ausschutten, um weitere Zellen der
Immunabwehr zu aktivieren. INf-fuhrt zur verstarkten Expression von MHC-Klasdddlekilen
auf Zielzellen und erhoht auf diese Weise die Wetemlichkeit, dass pathologische Zellen von
zytotoxischen Zellen erkannt werden (Calkinal, 2000). Das Erkennen von tumorassoziierten
Antigenen und die konsekutive Aktivierung von zgtaschen T-Zellen, ist einer der wichtigsten
Mechanismen in der Antitumorantwort, dem auch bekaiierungsanséatzen eine grof3e Rolle
zukommt. Diese Aktivierung zu bewaffneten T-Effakiglen erfolgt durch stimulierte Antigen-

prasentierende Zellen sowie Uber T-Helferzellen.

1.3 Die Schliisselrolle der DZ

Eine entscheidende Rolle bei der Induktion, Regaiatind Koordination der angeborenen und
adaptiven Immunantwort haben DZ (Banchereau & &tam 1998). DZ sind in peripherem
Gewebe weit verbreitet, um dort potenzielle Antgemnu sammeln und aufzunehmen. Die
Aufnahme und Prozessierung dieser Antigene bewirke Reifung der DZ, die im Anschluss in
lymphoides Gewebe einwandern, um mit anderen Zellem B-Zellen, T-Zellen oder NK-Zellen
zu interagieren. Auf Grund dieser Fahigkeit, alleniente der nicht-adaptiven und adaptiven
Immunantwort zusammenzubringen, sind DZ Gegenstaimd vielfaltigen Untersuchungen und
Ansatzen, um sich dieses Potenzial auch bei derumttmerapie von Tumoren zunutze zu machen
(Banchereau & Palucka, 2005). DZ stammen aus zwdaufern (Shortman & Liu, 2002): aus der
myeloischen Linie entwickeln sich zwei Unterartean\vDZ, einerseits Langerhanszellen, die vor
allem in der Haut zu finden sind, und anderergaitsstitielle DZ, die in allen anderen Geweben
vorkommen. Aus der lymphoiden Linie entstehen plasytoide DZ (pDZ), die nach viralen
Infektionen grof3e Mengen an Typ-l-Interferonen MiN-a oder IFN$ ausschitten kbnnen.
Zytokine haben grof3en Einfluss auf die Generiermon DZ aus den unterschiedlichen
Vorlauferzellen. Unter GM-CSF und IL-4 differenzer Monozyten zu IL-4-DZ, einer Art von
interstitiellen DZ (Sallusto & Lanzavecchia, 1994nahrend unter IL-15 sich IL-15-DZ
(Mohamadzadelet al, 2001) oder unter IFM-sich IFN«-DZ entwickeln (Gabrielet al, 2004).

Die einzelnen Unterarten unterscheiden sich innihjeweiligen stimulatorischen Potenzial. So
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kénnen IL-15-DZ im Vergleich zu IL-4-DZ bei weiteeifizienter zytotoxische T-Zellen aktivieren,
wahrend beide Unterarten dasselbe Potenzial hab@b4+T-Zellen zu stimulieren
(Mohamadzadekht al, 2001). Die Hauptaufgabe unreifer DZ ist es, Aatig zu sammeln, wahrend
bei reifen DZ die Antigenprasentation in den Vogitand tritt (Banchereau & Steinman, 1998).
Die Maturation von DZ kann gefordert werden duraieeReihe verschiedener Stimuli, wie etwa
Lipopolysaccharid (LPS), das auf gramnegativen &adm vorkommt. Es zahlt zu einer Gruppe
von konservierten, relativ unveranderlichen mikedlen Strukturen, die unter dem Namen
.pathogen-associated-molecular-patterns® (PAMP) amusengefasst werden. Derartige Reize
werden auf DZ von einer Familie spezieller Rezeptpden Toll-like-Rezeptoren (TLR) erkannt
und unterstitzen die Maturation der DZ (Reis e 8§p@9)01). Die Reifung bewirkt mehrere
koordinierte Vorgange in den Zellen: Rezeptoren BAlmagozytose und Endozytose werden
abgebaut, es werden mehr MHC-Molekille auf der Qimré prasentiert, kostimulatorische
Molektle wie CD40, CD80 und CD86 werden verstasgiraniert und ihre Migrationsfahigkeit in
lymphatisches Gewebe durch spezielle Oberflachegkiitd erhoht (Banchereaet al, 2000).
Diese Veranderungen durch die Reifung bewirken awghe erhOohte Sekretion von
immunstimulatorischen Chemokinen wie IL-2 und IL-d&ch DZ, die die Entstehung einer Thl-
Antwort férdern (Brossamt al, 2001). Sobald DZ in die lymphatischen Organe eivandert sind,
treten sie in Kontakt mit anderen Immunzellen. Dowterstiitzen sie durch Interaktion mit Cb4
und CD8-T-Zellen die Entstehung einer spezifischen zytsichxen Antwort und wirken auf die
Differenzierung von Immuntoleranz fordernden CID25-T-Zellen (Teg) (Steitzet al, 2001,
Sutmulleret al, 2001; Yamazaket al, 2003). Durch diese Eigenschaften sind DZ seleréssant
fur die Vakzinierung gegen Tumoren, denn sie biglienMoglichkeit, ansonsten ungentigend stark
ausgepragte antitumorale Immunantworten durch immunmodulatorisches Potenzial zu

verstarken.

2. Die Wachterfunktion des Immunsystems

Damit das Immunsystem erkennen kann, ob krankihitegesse in Zellen vorliegen, exprimiert
jede Zelle spezialisierte Glykoproteine, die MHC{®aile, die einer standigen Kontrolle durch
Zellen des Immunsystems unterliegen. Es gibt zwassen von MHC-Molekilen, MHC-Klasse-I
und MHC-Klasse-Il. MHC-Klasse-I-Molekille werden ktiach auf jeder Zelle exprimiert. Sie
werden nach ihrer Synthese im Zytosol der ZelleEnsloplasmatische Retikulum verlagert, wo
von TAP (,Transportergzsssociated witlAntigenProcessing-1/-2“) bereitgestellte endogene Peptide
die Moglichkeit haben, sich an der Peptidbindurejestder MHC-Molekiile festzusetzen. Nach
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Bindung dieser Peptide werden die MHC-Klasse-I-Mole an die Zelloberflache gebracht. T-
Zellen erkennen und kontrollieren mittels des CB@zeptors die auf den MHC-Klasse-I-
Molekulen prasentierten endogenen Peptide und ke pathologischen Abweichungen die
Apoptose der Zielzelle induzieren (Uebel & Tamp@99). MHC-Klasse-1I-Molekile werden nur
von speziellen Antigen-prasentierenden Zellen ewienit, wie B-Zellen, Makrophagen und vor
allem von DZ. Die auf den Molekulen der MHC-Klads@rasentierten Peptide sind extrazellulare
fremde Antigene, die von Endosomen aufgenommen innBroteasomen prozessiert werden.
MHC-Klasse-II-Molekllle binden die prozessierten igahe und prasentieren sie auf der
Zelloberflache (Chapman, 1998). T-Zellen Uberwachezse auf den MHC-Klasse-II-Molektile
gebundenen exogenen Peptide durch ihren "@GBeptor und konnen, wenn notwendig, die
adaptive Immunantwort einleiten. Eine Abweichung wbeser klassischen dichotomen Einteilung
der Prasentation von endogenen Peptiden auf MHGsKH:Molekilen und exogenen Peptiden auf
MHC-Klasse-II-Molekilen stellt der Mechanismus d€reuzprasentation (,Cross-Presentation®)
dar. Vor allem professionelle Antigen-prasentieeeellen wie DZ haben die Fahigkeit, exogene
Proteine durch Endozytose zu internalisieren. NRzessierung werden die Peptide auf MHC-
Klasse-I-Molekilen auf der Oberflache prasentieBamit die durch Kreuzprasentation
prasentierten Peptide im Immunsystem nicht Tolerarduzieren, sondern eine zytotoxische
Antwort durch CD8-T-Zellen auslésen, ist die gleichzeitige Kostintisia entscheidend (Rock &
Shen, 2005). Diese Moglichkeit DZ, durch Kreuzpriggon exogene Peptide sowohl auf
Molektlen der Klasse MHC-I als auch der Klasse MH@em Immunsystem zu prasentieren, ist
auch fur die Anwendung von Vakzinen gegen Tumordgaréssant. So kann das therapeutische
Potenzial von Tumorvakzinen erhdht werden, indem dir Kreuzprasentation fahigen DZ mit
tumorassoziierten Antigenen beladen werden, wodsostohl eine CD%, als auch CD8T-Zell-
Antwort gegen diese Antigene initiiert werden kakineiganget al, 2003; Guermonpreet al,
2003).

2.1 Die Klassifikation der Tumorantigene

Immuntherapeutische Ansatze gegen Tumoren beruleenallem auf der Erkennung von
tumorassoziierten Antigenen durch Immunzellen,efiedem Immunsystem ermdéglichen, maligne
Zellen zu eliminieren. Derartige Tumorantigene k&mmach Pardoll in vier Kategorien eingeteilt
werden (Pardoll, 2002).

- Eine wichtige Gruppe sind Tumorantigene viralerspgungs, wie die beim Zervixkarzinom in
Verbindung mit einer HPV16- oder HPV18-Infektionftaetenden Protoonkogene E6 und E7
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(Scheffneret al, 1990). E6 fuhrt zu einer gesteigerten Degradadies Tumorsuppressorgens p53,
E7 interagiert mit den S-Phase-Genen Cyclin-A ungcli@-E und bewirkt durch eine
Vervielfaltigung der Zentriolen eine Aneuploidie.eille Protoonkogene kodnnen unabhangig
voneinander menschliche Zellen immortalisieren mm@iner gesteigerten Entartungsrate beitragen.
Da sie im Gegensatz zu den meisten Tumorantigeiohih aus normalen oder mutierten Proteinen
stammen, sondern ihr Ursprung viraler Natur ist sigdvon einem Grol3teil der Tumoren konstant
exprimiert werden, aber nicht im gesunden Gewebd&ovomen, bieten sie sich als Antigen-
Epitope zur Immuntherapie an (Zur Hausen, 2002).

- In der zweiten Gruppe werden Differenzierungggere zusammengefasst, die von Genen kodiert
werden, die nur in bestimmten Gewebearten vorkomoreh sowohl in gesunden als auch auf
malignen Zellen exprimiert werden. Melan-A/MARTL, pl®0, gp75 sind derartige
Differenzierungsantigene (Boon & Old, 1997; Robb&sKawakami, 1996), die auf gesunden,
normalen Melanozyten und bei Melanomen sehr hoghiriert zu finden sind. Sie stammen aus
der Biosynthese des Farbstoffpigments Melanin. Differenzierungsantigene sind schwach
immunogen und |6sen ohne aul3ere Manipulation nangitselten zytotoxische T-Zell-Antworten
aus (Boonet al, 2006). In klinischen Studien konnte bei Melanoati¢hten, denen MART1
spezifische CD8T-Lymphozyten zusammen mit IL-2 infundiert wurdegine T-Zellantwort
beobachtet werden (Ye al, 2000).

- Die dritte Gruppe sind Tumorantigene, die im \leich zu normalen Zellen auf Tumorzellen
stark Uberexprimiert werden. Ein Beispiel hierfsirdas Protein HER-2/neu, eine zum Rezeptor fur
den epidermalen Wachstumsfaktor homologe Rezeptsihkinase (Baxevaniet al, 2004;
Slamonet al, 1989). HER-2/neu ist ein nicht mutiertes Proteias in einer Vielzahl von Geweben
epithelialen Ursprungs vorkommt und eine Schliusfielrwahrend der Zellproliferation und
Zelldifferenzierung im Embryonalstadium einnimmtn Inormalen Zellen jenseits des
Embryonalstadiums ist es nur als einzelne Kopid@awoden. Bei unterschiedlichen Tumorarten wie
dem Kolonkarzinom, dem Ovarialkarzinom oder demmad@rzinom der Lunge, wird jedoch eine
starke Amplifikation des Gens und seines Protegwbhchtet. Auch beim Mammakarzinom spielt
HER-2/neu eine entscheidende Rolle bei der maligieansformation, und seine starke
Uberexpression geht mit einer schlechten PrognesePdtienten einher. Bei einigen Patienten
kommt es auf Grund der, wenn auch schwachen, Imgamtit von HER-2/neu bereits ohne
aulRere Manipulation zur Generierung von zytotoxaschl-Zellen, welche aber meist die
Progression der Krankheit wenig beeinflussen. Uesel Potenzial bei einer Vakzinierung gegen
den Tumor zu nitzen, ist es nétig, die schwacheunogenitat des Tumorantigens HER-2/neu zu

verstarken und eine T-Zell-Toleranz zu vermeiden,aine effektive gegen den Tumor gerichtete
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Antwort hervorzurufen (Bernharet al, 2002). So deuten klinische Studien darauf higsdach
durch Vakzinierung gegen HER-2/neu die Rezidivides Mammakarzinoms bei Hochrisiko-
Patienten reduzieren lasst (Peomeal, 2005).

- Die vierte Gruppe umfasst Antigene, die strengndrspezifisch sind. Sie entstehen durch
Punktmutationen oder Genumlagerungen, welche oit der Onkogenese sind. Eine T-Zell-
Antwort kann bei Punktmutationen dadurch ausgelisten, dass sie entweder die Prasentation
eines Peptids auf MHC-Klasse-I-Molekulen bewirkdas vorher nicht gebunden werden konnte,
oder dass sie ein bereits bestehendes Peptid dodezn, dass ein von den T-Zellen auf MHC-
Klasse-I-Molekilen erkanntes neues Epitop entgiidriewayet al, 2002). Ein Beispiel daflr ist
der fir jeden Patienten spezifische Tumoridiotygh) (hei klonalen Tumorerkrankungen von B-
Zellen (Kwaket al, 1992; Bendandi, 2004). Durch die klonale Expamsion malignen B-Zellen
besitzt jede dieser B-Zellen denselben spezifisétietyp, der nur auf den Tumorzellen exprimiert
wird. Der Idiotyp kann membrangebunden prasentregtden, wie etwa bei der chronischen
lymphatischen Leukadmie (Mocikadt al, 1997; Wahlet al, 2003), oder wie beim Multiplen
Myelom (Yi et al, 2002) I6slich sezerniert werden. Die konstante Expressiod absolute
Tumorspezifitat macht den Tumoridiotyp von maligionalen B-Zellen fir immuntherapeutische
Vakzinierungsansatze interessant und fiihrte bexaitdinischen Studien der Phase Il (Bendandi,
2001; Bendandi, 2004).

2.2 Die Immuniberwachungshypothese

Angesichts der Vielzahl an Verdnderungen auf gededir und epigenetischer Ebene, die im Lauf
der Karziogenese auftreten, muss davon ausgegavegelen, dass Tumorzellen eine grol3e Anzahl
von tumorassoziierten Antigenen exprimieren, deeva&in gesunden Zellen unterscheiden, und die,
sobald sie vom Immunsystem erkannt werden, zu eigegen den Tumor gerichteten
Immunantwort fihren sollten. Bereits 1959 postidieFhomas eine Rolle des Immunsystems bei
der Tumorabwehr, und 1970 formulierte Burnet dieseedanken in der
Immunuberwachungshypothese (Thomas, 1959; Bur®&0)1 Die grundlegende Aussage dieser
Hypothese war, dass Tumoren durch Pathogene im @mdich hohen Frequenz wie Infektionen
induziert werden und dass das Immunsystem diese awftretenden Tumoren durch ihre
tumorassoziierten Antigene immer wieder aufs Nelerat und eliminiert, noch bevor sie klinisch
manifest werden. Diese Hypothese wurde allerdingschd fehlende Beweise in den darauf
folgenden Jahren verworfen. Erst auf Grund neukertfrtnisse durch verschiedene Studien wurde

die Immuniberwachungshypothese im Laufe der 90weJdaieder aufgegriffen (Dunet al, 2002;
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Kaplan et al, 1998). Eine Reihe von Studien in den letzten elahvestatigten diese in der
ursprunglichen  Immunuberwachungshypothese  pogeiier Kontrollmechanismen  des
Immunsystems zur Tumorlberwachung. So zeigten Snankt al, dass bei Mausen, denen das
fur die Bildung von Immunglobulinen und fir die Uagkerung des T-Zell-Rezeptors
verantwortliche RAG-1-Gen fehlte, durch den Ausfalh funktionsfahigen B- und T-Zellen eine
signifikant erhohte Rate an Neoplasien, vor allemhbheren Lebensalter, auftrat (Shankaztaal.,
2001). Ebenso unterstrich eine erhohte InzidenZwanoren, nach dem Ausschalten des Gens fur
den IFNy-Rezeptor oder des fir seine Signaltransduktioranterortlichen STAT-1-Gens, die
Bedeutung von IFN- als Teil der Signalkaskade des Immunsystems beiUterwachung der
Entstehung von Neoplasien (Pardoll, 2003). Tumterekind generell durch eine hypoxische
Umgebung zellularem Stress ausgesetzt. Dies fignriber signifikanten Anzahl von Tumoren zu
einer erhohten Expression der Liganden von NKG2DCMund MICB beim Menschen sowie
RAE-1 und H60 bei der Maus (Raulet, 2003). Dadwi@hnen Tumoren leichter durch NK-Zellen
und NKG2D-positive CD8T-Zellen lysiert werden. Diefenbagit al konnten im murinen System
zeigen, dass durch die Transfektion mit RAE-1 un@0Hn Tumoren, die diese Liganden
normalerweise nicht exprimieren, eine NK-Zell-abfige TumorabstoRungn vivo induziert
werden kann, die in einigen Fallen auch zur Aktivigy von CD8-op-T-Zellen fiihrt (Diefenbach
et al, 2001; Grohet al, 2001). Dennoch unterbleibt bei vielen Tumoreneeitderartige
Immunantwort. So kommt es in den meisten Félleria#ingu einer gegen den Tumor gerichteten
zytotoxischen Immunantwort zu einer Induktion vooléFanz gegeniber den tumorassoziierten
Antigenen oder zu einer Immunevasion (,Tumorescagehannten Maskierung von potenziell
immunogenen Tumorantigenen (Dueanal, 2002). Dunret al formulierten deshalb einen weiter
gefassten Ansatz Uber die Rolle des Immunsystemsdbe Tumorbekdmpfung, den sie
Immuneditionshypothese nannten. Diese beruht auf r deurspringlichen
Immuniberwachungshypothese, wurde jedoch dahingehendifiziert, dass nicht nur die
tumorprotektive Rolle des Immunsystems beachted,v@ondern auch seine tumormaodifizierende,
seligierende Rolle bei der Entstehung neuer Tunm@mgen mit einbezogen wird. Dunn teilte den
Prozess der Entstehung von Tumoren in drei PhaseDe erste Phase, die Eliminationsphase,
entspricht der urspringlichen Immuniberwachungstingse, in der das Immunsystem die
immunogenen Bestandteile eines Tumors erkennt werd Tumor durch seine Effektorzellen
eliminiert. Die meisten der Tumoren kommen Ubesee Stadium nicht hinaus. Uberstehen sie
jedoch diese Phase, treten in der darauf folgermteziten Phase, der Aquilibriumsphase, der
Tumor und das Immunsystem in ein dynamisches Gieisitht. In dieser Phase bt das

Immunsystem einen grof3en Selektionsdruck auf demofuaus, der zwar ausreicht, den Tumor
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einzudadmmen, aber nicht genigt, ihn vollstandiglmminieren. Dadurch werden viele Evasions-
Varianten des Tumors zwar zerstort, genauso jeMMaranten selektioniert, die gegeniber den
Angriffen des Immunsystems immer resistenter werttedie dritte und letzte Phase, der Evasions-
Phase, treten diejenigen Tumorvarianten, die d8edbktion wenig oder Gberhaupt nicht mehr vom
Immunsystem erkannt werden und somit der Elimimatentgehen kénnen. Dies fuhrt zur

Tumorexpansion mit unkontrolliertem Wachstum urtdtendlich zum Tod des Wirtsorganismus.

2.3 Die Mechanismen der Tumor-lmmunevasion

Durch den starken Selektionsdruck und die hohe fitutsfrequenz der Tumoren dominieren nach
einer gewissen Zeit diejenigen Tumorvarianten,atiewenigsten vom Immunsystem erkannt und
eliminiert werden. So verfugen Tumoren Uber veedéne Madglichkeiten, der
Immuniberwachung zu entgehen (Ahneddal, 2004). Ein Weg ist die verdnderte Expression von
MHC-Klasse-I-Molekilen auf Tumorzellen (Algared al, 1997; Restifo, 1996). Durch Mutation
im B2-Mikroglobulin, eines integralen Bestandteils desl@®Klasse-I-Molekiils, Veranderungen in
der Antigenprozessierung oder Mutation der HLA-K$-Gene und ihrer Transkriptionsfaktoren,
werden MHC-Klasse-I-Molekille entweder in geringerahl oder in veranderter Form auf der
Zelloberflache prasentiert, wodurch eine Erkennuimg) Lyse durch CD8T-Zellen erschwert wird.
Obwohl gerade die verringerte Expression von MH@sKk-I-Molektlen diese Tumorzellen fur die
Lyse durch NK-Zellen empfanglich macht, bedeutetsdn der Regel einen Selektionsvorteil fir
den Tumor, da oftmals durch andere immuninhibiezeraktoren die NK-Zellen an der Tumorlyse
gehindert werden. Ein weiterer Mechanismus ist Higgabregulation, Mutation oder der Verlust
von tumorassoziierten Antigenen, was die Erkenmurgh das Immunsystem weiter erschwert (de
Vries et al, 1997; Hofbaueet al, 1998). Dies kann unabhangig von Veranderungenvt¢€-
Molekule der Klasse | auftreten. Ebenso konnen Tmueien Uber Verdnderungen an
Todesrezeptoren wie dem TNF-Rezeptor, dem ,TNReadlapoptosis-inducing ligand“-Rezeptor
(TRAIL-R) oder dem Fas-Rezeptor dem induziertenlt@el entgehen (Hersey & Zhang, 2001;
Davidsonet al, 1998). Fas wird als Todesrezeptor auf einer ¥dlzon Zellen exprimiert und ist
ein wichtiger Regulator bei gesunden, wie auchrbalignen Zellen, der tber Freisetzung von
Caspasen die Apoptose der Zelle induzieren kanme El6glichkeit, der tGber den Fas-Liganden
CD95 vermittelten Apoptose zu entgehen, ist dieabHergulation oder der Verlust von Fas auf der
Oberflache von Tumorzellen. Andererseits konnenleviéumoren durch zellulares FLICE-
Inhibitor-Protein (cFLIP) (Irmleret al, 1997), das die Caspasen hemmt, den Zelltod vdemei

Umgekehrt haben manche Tumoren die Fahigkeit ekélticdurch menbrangebundene oder
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|6sliche Fas-Liganden die Immunzellen selbst in digoptose zu treiben und dadurch der
Elimination zu entgehen (Soreg al, 2001). Auch durch Sekretion immuninhibierendetakine
wie IL-10, TGF$ und TNF koénnen Tumorzellen dem Immunsystem entkemr(Maeda &
Shiraishi, 1996). Durch derartige Zytokine wird diegekte Effektorfunktion der Immunzellen
inhibiert. Eine weiterer Grund fiir die verringettemunogenitat von Tumoren ist das Fehlen von
kostimulatorischen Molekilen (Schwartz, 1990), miidig sind als Signale fur T-Zellen, wie CD80
und CD86, oder zur Aktivierung von Antigen-prasergnden-Zellen wie etwa dem Liganden flr
CD40. Durch das Fehlen von derartigen stimulierantolekilen kénnen Tumorzellen durch
Prasentation von Antigenen auf MHC-Klasse-I MolekiiToleranz oder Anergie von Immunzellen

induzieren.

3. Das Immunsystem und der Tumor— Mdglichkeiten detmmuntherapie

Die Immuntherapie versucht, die effizienten undzefigehen Mdglichkeiten des Immunsystems als
Instrumentarium gegen maligne Erkrankungen zu mut£gbwohl Tumorzellen eine geringere

Immunogenitat besitzen als andere Pathogene, sstndijmunsystem dennoch im Stande, diese zu
erkennen und erfolgreich zu bekéampfen. Wie obeeitsebeschrieben, haben Tumoren oft selbst
die Fahigkeit, das Immunsystem derart zu beeirdlusslass eine effektive und zielgerichtete
Immunantwort verhindert wird. Die grol3e Herausfouthg der Immuntherapie ist es deshalb, sich
das Potenzial, welches das Immunsystem bietet,tzeiraw machen und Strategien und Methoden

zu entwickeln, die gegen Tumoren gerichtete Immtwart zu verstarken.

3.1 Die Manipulation immunologischer Kontrollpunkte

Ein Ansatzpunkt zur Verbesserung einer Anti-Tumaortwiort ist die therapeutische Beeinflussung
von Regulatoren an wichtigen immunologischen Kdigumkten, die die T-Zellantwort limitieren.
CTLA-4 ist ein derartiger Regulator, der eine wingsvolle T-Zell-Aktivierung abschwécht oder
ganz verhindert (Chambeet al, 2001). Naive T-Zellen exprimieren den kostimuteichen B7-
Rezeptor CD28, der die vom T-Zell-Rezeptor abh&midmmunantworten verstarkt. Nach
Aktivierung der T-Zelle wird ein zweiter B7-Rezeptexprimiert, der eine zehnfach hohere
Affinitat zu den Rezeptoren CD80 und CD86 hat a328. CTLA-4 bindet daran und inhibiert
dadurch die T-Zell-Aktivierung und die Sekretionnvhymphokinen. Durch Verabreichen von
CTLA-4-blockierenden Antikdrpern zeigten sich innkkchen Studien bereits erfolgversprechende

Ergebnisse: es kam zu einem Anstieg tumorinfikmeler Lymphozyten, verbunden mit einer
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verstarkten Antitumorantwort, die sogar bei einemil Tder Patienten die Regression bereits
fortgeschrittener Tumorerkrankungen hervorrief (#saset al, 2001; Phart al, 2003a; Hodet

al., 2003). Dennoch muss die Verabreichung von CTHAetkierenden Antikbrpern mit grol3er
Vorsicht erfolgen, da die Gefahr besteht, dassebem der erwinschten Anti-Tumor-Antwort zur
Induktion einer lebensbedrohlichen Autoimmunitég&t®n kommt. Ein anderer Mechanismus, der
Toleranz gegen Tumoren induzieren kann, wird vodGDind CD25-regulatorischen T-Zellen
vermittelt (Shimizuet al, 1999). Sie entstehen besonders in Gegenwart das Tumoren
produzierten TGH, in Folge kontinuierlicher Antigenstimulation in b#vesenheit von
proinflammatorischen Signalen. Durch Antikdrperradtelte selektive Depletion von,efrZellen
Uber spezifische Oberflachenmarker wie den Glukifad-induzierten-TNF-verwandten-
Rezeptor (GITR), kbnnen diese immuninhibitorisclailen eliminiert werden und dadurch die
gegen den Tumor gerichtete Immunantwort verstaekiden. Fir die praktische Umsetzung muss
allerdings noch die selektive Depletion vonegZellen weiter verfeinert werden, um nicht

ungewollt andere, fir die Immunantwort nutzlich&dllen, zu depletieren.

3.2 Die Rolle des angeborenen Immunsystems

Zellen des angeborenen Immunsystems, wie NK-Zeliberywachen nicht nur andere Zellen auf
pathologische Verdnderungen, sondern sie kdnnen Btfektorfunktionen tbernehmen, wie die
Lyse von Tumorzellen oder die Sekretion von Zytekindie das Tumorwachstum hemmen und die
Angiogenese bei Tumoren blockieren. Eine Madoglichkedieses Potenzial therapeutisch
auszunutzen, ist die Gewinnung von NK-Zellen, nmschlieender Kultivierungn vitro unter
Zugabe von IL-2, um sie zu expandieren und zu eewn. Durch Reinfusion von NK-Zellen
alleine oder zusammen mit hohen Dosen von IL-2 te@mine verstarkte Immunantwort gegen
Tumoren hervorgerufen werden, und es wurden sogarinem Teil der Patienten komplette
klinische Remissionen beobachtet (Rosenletrgl, 1993). Dieser Ansatz ist jedoch oft mit einer
lebensbedrohlichen Toxizitat, meist auf Grund eungphysiologischen Ausschittung von Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF) durch aktivierte NK-Zellenslvenden, was seine Anwendung auf Tumoren
wie das gut darauf ansprechende Nierenzellkarzineschrankt. Ein anderer Ansatz ist die direkte
Injektion von Adjuvantien wie Lipopolysaccharid (8P oder CpG-Motive enthaltende
Oligodesoxynukleotide, die von Toll-like-Rezeptorerkannt werden, in tumordses Gewebe, um
durch das Ausschuitten von proinflammatorischen ldgen die Interaktion zwischen angeborenem
und erworbenem Immunsystem zu fordern (Taketds, 2003). Ein Teil der Tumoren kann jedoch

durch Sekretion immuninhibierender Faktoren, wie FIg5 eine direkte Aktivierung der
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Immunantwort verhindern oder zumindest abschwa¢Benelik & Flavell, 2001).

3.3 Der Einsatz monoklonaler Antikbrper gegen Tumoen

Die von B-Zellen produzierten Antikdrper greifen amner Vielzahl von Stellen in das
Immunsystem ein. Durch Bindung an Proteine auf @berflache von Tumorzellen kénnen sie
durch Komplementaktivierung Zellen lysieren, UbeaKkvwphagen und NK-Zellen Antikorper-
vermittelte Zytotoxizitat verursachen, Tumorwachstulurch Induktion von Apoptosesignalen
beeinflussen sowie die Aufnahme von tumorassoenertAntigenen durch DZ fordern.
Therapeutisch lasst sich dieses Potenzial durch pdssive Ubertragen von Tumorantigen-
spezifischen Antikérpern ausnitzen. Klinisch wigtdits Rituximab, ein monoklonaler Antikérper
gegen den Oberflachenmarker CD20, bei der Behagdhon Non-Hodgkin-B-Zell-Lymphomen
eingesetzt (Clynest al, 2000). Rituximab wird alleine oder mit Chemothmeaverabreicht und
bewirkt bei vielen Patienten klinische Remission&gine Bindung bewirkt vor allem durch
Antikorper-vermittelte Zytotoxizitat ein Zugrunddgen der Tumorzelle. Die klinische Wirksamkeit
von tumorspezifischen Antikdrpern kann weiter gegste werden durch Kopplung mit Toxinen,
wie der Ricin-A-Kette und dem Pseudomonas-Toxinr @ilech Konjugation des Antikorpers mit
einem Radionuklid (Weiner, 1999). Eine weitere Omptist die Konjugation von Antikérpern mit
Chemotherapeutika wie Adriamycin, das spezifischdan Tumorzellen eine zytostatische oder
zytotoxische Wirkung hervorruft (Houghton & Scheantp, 2000). Es bleibt jedoch eine
Herausforderung, die Immuntherapie mit monoklonafetnikdrper so zu verbessern, dass eine
unerwinschte Zytotoxizitat Uber unspezifische Bigluder Antikdrper an normales Gewebe

vermieden wird.

3.4 Adoptiver Transfer tumorspezifischer T-Zellen

Bei vielen Tumoren entwickeln sich durch Prozessigr von Tumorantigenen bereits
tumorspezifische T-Lymphozyten ohne auf3ere Manifmradie verschiedene, auf den Tumoren
exprimierte Antigene erkennen. Dennoch kommt esRagelfall nicht zu einer ausgepréagten
Immunantwort gegen den Tumor, was verschiedenecblesa wie eine schwache Immunogenitat
der Antigene, eine durch den Tumor erzeugte Indakion Toleranz oder eine Dysfunktion der T-
Zellen als Ursache haben kann. Tumorspezifischgmghozyten kdnnen aus dem Blutkreislauf,
aus tumorinfiltrierenden Lymphozyten oder den Lykpdten von Patienten gewonnen werden
(Walter et al, 1995). Durch klonale Expansion und Kultivieruirg vitro sowie zusatzliche
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Stimulierung durch Zytokine wie IL-2, kdnnen didsgmphozyten immunkompetent gemacht und
dem Patienten reinfundiert werden (Yeet al, 2002). So werden gegen das bei
Melanomerkrankungen vorkommende Antigen Melan-AtMarspezifische T-Zellen in hoher
Frequenz bei unbehandelten Patienten gefunden, ghgcm das Vorkommen von derart
spezifischen T-Zellen in fortgeschrittenen Kranksstadien keine Auswirkung auf das Uberleben
hat (Boonet al, 2006). Dagegen konnten Rosenberg und KollegechdBeinfusion einer grof3en
Anzahl von tber 18 melanomspezifischen T-Zellen, nach deren klondtepansion und
Stimulationin vitro, bei Melanompatienten in Uber 50% der Falle ktihes Antworten beobachten,
wenn zuvor die immunmodulierenden regulatorischerZellen eliminiert worden waren
(Rosenberg & Dudley, 2004). Trotz einiger KlinischErfolge hat diese Strategie jedoch
verschiedene Nachteile (Michalekal, 2004). Das Erkennen von Tumorantigenen durch lleZe
kann durch Mutationen oder Deletionen bei Tumoresthevert sein. T-Zellen, die nur wenige
Antigene spezifisch erkennen, kbnnen das WachstamTwmormutanten beginstigen, die diese
Antigene verloren haben. Auch kénnen Tumoren digividtung der T-Zellen etwa durch
Sekretion immunsuppressiver Zytokine wie IL-10, FBBeeinflussen, so dass es zur Induktion

von Anergie, Apoptose und Elimination der infunteertumorreaktiven T-Zellen kommen kann.

3.5 Das therapeutische Potenzial der DZ

Durch die sehr gute Prasentation von AntigenenDaliund die Fahigkeit, sowohl naive, ruhende
T-Zellen zu stimulieren, wie auch andere Immunzelige B-Zellen, NK-Zellen oder NKT-Zellen
zu aktivieren, bieten DZ eine grol3es therapeuts&taenzial, um eine Antigen-spezifische aktive
Immuntherapie durchzufihren. Um das Potenzial v@nfld einen Einsatz in der Immuntherapie
gegen Tumoren optimal einzusetzen, bedurfen veedehie Variablen besonderer Beachtung.

3.5.1 Wichtige Eigenschaften Dendritischer Zellen

Bei der Verwendung von DZ als Vakzine gegen Tumastres wichtig, die unterschiedlichen
Stammreihen der DZ zu beachten, da die jeweiligetetarten die Art und Polarisierung der
Immunantwort unterschiedlich beeinflussen (Short®alau, 2002). Beim Menschen bewirkt die
Stimulierung von aus Monozyten stammenden DZ du@b40-Ligand Uber einen IL-12-
abhangigen Mechanismus die Entwicklung einer Thiaxmantwort, wahrend plasmozytoide DZ
unter IL-3 und Stimulation mit CD40-Ligand eine FABRtwort auslésen (Rissoast al, 1999).
Dies ist bei der Vakzinierung gegen Tumoren vonf3groWichtigkeit, da eine Thl-Antwort
wunschenswert ist, wahrend eine Th2-Antwort eherNachteil ist.
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Ein anderer wichtiger Aspekt ist der Reifungszudtder DZ bei der Vakzinierung. Unreife DZ
konnen leichter neue Antigene verarbeiten und ptésen, was bei der Beladung von DBZvitro

mit tumorassoziierten Antigenen von Vortell ist (Bhereau & Steinman, 1998). Es besteht jedoch
die Gefahr, dass durch Verabreichung von immat@2rdurch fehlende kostimulatorische Reize
nicht eine Anti-Tumor-Antwort erfolgt, sondern T@z induziert wird. Im Gegensatz dazu
besitzen mature DZ nicht mehr die Fahigkeit, nemtigkne im selben Umfang zu prozessieren,
exprimieren aber eine groRere Anzahl an Kkostimdktben Molekilen, wodurch

Toleranzinduktion weniger wahrscheinlich ist.

3.5.2 Die Prasentation von Tumorantigenen auf DZ

Ein weiterer wichtiger Parameter, der den Erfolg bhemunantwort beeinflusst, ist die Art der
Beladung der DZ mit Tumorantigenen. Damit DZ einegen einen Tumor gerichtete
Immunantwort initieren kénnen, mussen sie mit fighen Antigenen beladen werden, die im
Idealfall ein breites Spektrum an Antigen-speziiest T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen
aktivieren, die eine hohe Affinitat fir die vom Tanprasentierten Antigene aufweisen. Hierzu gibt
es verschiedene Ansétze.

- Eine Strategie ist, DZ mit synthetischen Peptiderbeladen (Nestlet al, 1998; Celluzzet al,
1996). Eine entscheidende Limitation der Beladuog ©Z mit Peptiden ist jedoch, dass durch
Beschrankung auf wenige MHC-Klasse-I oder MHC-Ké¢aHlsbindende Peptide nur ein relativ
kleines Spektrum an tumorspezifischen T-Zellen melt wird (Farriset al, 2000). Somit ist die
Wahrscheinlichkeit gegeben, dass der Tumor sicHrderunantwort entzieht, indem Tumorzellen

selektioniert werden, die diese Peptide nicht ewjatien.

- DZ kénnen auch mit ganzen Proteinen beladen we(Bagliaet al, 1996). Dadurch kann ein
groBeres Spektrum an Tumorantigenen von den DZptiast werden als durch einzelne Peptide,
was eine breitere T-Zell-Antwort hervorruft. Es w@dtet sich allerdings schwierig, alle
tumorassoziierten Antigenepitope auf MHC-Molekikenprasentieren, da nicht alle Proteine so zu
Peptiden prozessiert werden, dass sie auf MHC-Niddekbinden.

- Eine andere Methode ist die Beladung von DZ miNARdurch Transfektion oder durch
Elektroporation (Mulleret al, 2003; van Tendeloet al, 2001). Dafur kann entweder mRNA, die
fr ein einzelnes tumorassoziiertes Antigen kodmuter auch aus Tumorzellen extrahierte Gesamt-
RNA benitzt werden, wenn eine flr ein tumorassdee Antigen spezifische Sequenz nicht
bekannt ist. Technisch ist es leicht mdglich, died¢A durch Amplifikation in groRen Mengen
herzustellen, so dass selbst kleinste Mengen gesmamnRNA fir eine Immuntherapie mit DZ

ausreichen. Diese Methode bietet den Vorteil, dédbsr RNA ein grofes Spektrum an
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Tumorepitopen auf MHC-Klasse-I-Molekilen prasentweerden kann.

- Durch Kokultur mit Tumorzelllysaten, apoptotisoheder inaktivierten Tumorzellen kénnen DZ
Uber Mikropinozytose tumorassoziierte Antigene abfmen, prozessieren und diese auf MHC-
Klasse-1I-Molekilen sowie durch Kreuzprasentatioucra auf MHC-Klasse-I-Molekilen
prasentieren (Celluzzi & Falo, Jr., 1998). Hierkann jedoch die Wahl der prozessierten Antigene
nicht spezifisch beeinflusst werden, sondern esdererzufallig Antigene aufgenommen und
prozessiert.

- Ein anderer Ansatz zur Induktion einer primarentidymor-Immunitat ist die Fusion von
Tumorzellen mit DZ (Gonget al, 1997; Shu & Cohen, 2001; Lindner & Schirrmachzd02).
Diese durch Fusion erzeugten Heterokaryonten big¢enVorteil, dass die zur Immunstimulation
bendtigte Maschinerie der DZ mit der Prasentatiores groRen Antigenrepertoires kombiniert
wird. Peptide, Proteine und mRNA aus Tumorzellerrdee durch die Fusion direkt in das
Zytoplasma von DZ gebracht, welches das physiobbgi&orrekte Kompartiment ist, um
Antigenstrukturen zur Prozessierung weiterzuleit®abei werden nicht nur wenige, vorher
bekannte Antigene, sondern eine grof3e Anzahl umbpé&a Tumorantigene mit tbertragen. Durch
die Vielzahl an tumorassoziierten Antigenen, diehhinur auf MHC-Klasse-II-, sondern auch auf
MHC-Klasse-I-Molekilen im Kontext mit kostimulatsohen Molekilen dem Immunsystem
prasentiert werden, ist es mdglich, eine breitdgedée T-Zell-Antwort zu induzieren, die sowohl
Helferzellen als auch zytotoxische T-Zellen umfagshe Schwierigkeit besteht allerdings darin,

dass Fusionsprodukte nicht leicht zu standardisienal relativ kurzlebig sind.

3.5.3 Die Immuntherapie mit DZ bei der chronischen lymphdischen Leuké&mie (CLL)

Eine Krankheit, die Einsatzmdglichkeiten fir die nemtherapie bietet, ist die chronische
lymphatische Leukamie (CLL), eine typischerweiskenserzlose, monoklonale B-Zell-Erkrankung,
die vor allem &ltere Menschen beféllt. B-Zell-Em&angen bieten durch ihren hochst spezifischen
B-Zell-Rezeptor mit dem Tumoridiotyp, der von deypérvariablen Regionen der schweren und
leichten Ketten der Immunglobuline gebildet wirdwse weiteren tumorassoziierten Antigenen
verschiedene potenzielle Ansatzpunkte fur eine Imtinerapie. Wie oben beschrieben, ist eine
Moglichkeit, eine Antitumorantwort zu induzieren,asd passive Ubertragen monoklonaler
Antikdrper. So zeigte etwa Rituximab, ein gegen QGDgerichteter Antikorper, vor allem in
Kombination mit Chemotherpaie bei der BehandlungQld. gewisse klinische Erfolge (Chesen
al., 2006). Oftmals laf3t sich jedoch die Wirkung selciAntikorper, bedingt durch mogliche
unspezifische Bindungen, nur schwer steuern, se dasfig unerwinschte, mitunter gravierende

Nebenwirkungen auftreten konnen (Clymesl, 2000; Chesost al, 2006).
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Vakzine auf der Grundlage von DZ bieten den Vartsghr spezifisch immuntherapeutische
Potenzial auszuniitzen. Vuilliegt al. konnten durch Ubertragen von fiir den Tumoridiotyp
spezifischen Peptiden der CLL auf DZ eine Tumotypespezifsche T-Zell-Antwort generieren
(Vuillier et al, 2003). Bei diesem Ansatz wird jedoch nur gegenveiinigen Ubertragenen Peptide
eine Immunantwort hervorgerufen und andere fur t@muntherapie potenziell nitzliche
Tumorantigene bleiben unberiicksichtigt. Eine Mddta&it, diese Limitationen zu umgehen, ist die
Generierung von Hybridzellen aus DZ und Tumorzetlarch Zellfusion. Bei diesem Ansatz wird
eine Vielzahl nicht nur bekannter, sondern aucheldabnter tumorspezifischer Antigene der CLL
Ubertragen und zusammen mit dem nétigen Reperaémirkostimulatorischen Molekilen sowohl
durch MHCI- sowie durch MHCII-Molekilen auf DZ peigiert (Shu & Cohen, 2001). Anhand
verschiedener Tumormodelle, wie etwa des Ovarialkams, sowie auch bei Leukamien konnte
die Arbeitsgruppe um Gong zeigen, dass sich dutgioR von DZ mit Tumorzellen erfolgreich
eine gegen den Tumor gerichtete autologe T-Zellwdnt induzieren lie (Gongt al, 2000a;
Gonget al, 2004).

Basierend auf diesen positiven Ergebnissen sollle Rahmen dieser Arbeit das
immuntherapeutische Potenzial der Vakzinierung Hyibridzellen bei diesem malignem B-Zell-
Lymphom untersucht werden sowie die Rolle der anlmenunantwort beteiligten Zellen genauer

evaluiert werden.
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4. Fragestellungen

1. Die Generierung von Hybridzellen aus DZ und CLL

- Konnen durch die Fusion mittels Polyethylenglykdkgreich Hybridzellen aus DZ und
CLL-Zellen generiert werden? Wenn ja, wie hoctdest Anteil an fusionierten Zellen?

- Durch welche Farbemethode lassen sich Hybridzellenbesten detektieren? Ist es durch
Verwendung einer entsprechenden Farbung moglichbridizellen sowohl in der
Durchflusszytomtrie als auch auf Objekttragern dnofeszenzmikroskop nachzuweisen?

- Ist die Detektion von fusionierten Zellen in derrBhflusszytometrie verglichen mit dem
Nachweis am Objekttrager gleich verlasslich?

- Hat der Reifungszustand der DZ einen Einfluss aiHibhe der Fusionsrate?

- Wie wirkt sich eine Verdnderung des Verhdaltnisses Wumorzellen zu DZ bei der

Zellfusion aus?

2. Der Einsatz von Hybridzellen im Stimulationsgnsa

Nach Etablierung eines validen Nachweissystems Hubridzellen wurde deren Potenzial in
Stimulationsansatzen untersucht, eine tumorspelzgidmmunantwort zu induzieren. Es wurde
folgenden Fragen nachgegangen:

- Kann durch Hybridzellen aus allogenen DZ und CLL i&timulationsansatz eine
tumorspezifische IFN-Ausschittung induziert werden? Wenn ja, ist die8ker als die
durch eine Zellmixtur aus DZ und CLL hervorgeruféRB-y-Sekretion?

- Bewirkt eine Erh6hung der Zahl an Hybridzellen duiZellsortierung eine gesteigerte
Immunantwort?

- Welchen Einfluss hat der Reifungszustand der DZlbeiStimulation?

- Auf welchem Mechanismus beruht die durch eine Z&tmn ohne Fusion ausgelOste

Immunantwort? Besitzt diese neben der allogeneh aune tumorspezifische Komponente?

3. Die Rolle der NK-Zellen bei der Immunantwort

Fir eine effiziente Antitumorantwort bei der Vakeirung mit DZ ist, neben der Aktivierung von
CD4'- und CD8-T-Zellen, die Interaktion zwischen DZ und NK-Zell@on groRer Wichtigkeit
(Fernandezt al, 1999). Aus diesem Grund wurden zuerst im Humaasy&ntersuchungen tber
die Rolle der NK-Zellen durchgefuhrt. Fur weitergatle Aussagen uber die Interaktion zwischen
NK-Zellen und DZ wurde ein bereits etabliertes meas System aus unserer Arbeitsgruppe

gewahlt. In diesem wurde durch Vakzinierung mit Bide Immunantwort gegen das murine B-
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Zell-Lymphom A20 hervorgerufen (Adanet al., 2005). Folgende Fragestellungen wurden
untersucht:
- Gibt es eine Interaktion zwischen NK-Zellen und Dg&i der Stimulation im humanen
System?
- Sind NK-Zellen fir den Schutz vor dem A20-Lymphoach Vakzinierung mit allogenen
DZ essenziell?
- Worin liegt das unterschiedliche Absto3ungsverhalivischen dem A20-Lymphom
gegnuber dem MPC11-Lymphom sowie des CT26-Tumagrinedet?
- Wird durch Blockade des NKG2D-Rezeptors auf dem -Agphom die Effizienz der
Tumorprotektion nach Vakzinierung mit DZ beeinflitss
- Sind CD4-T-Zellen bei der Induktion der NK-Zell-vermitteftdrumorantwort entbehrlich?
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B Material und Methoden:
1. Generierung humaner DZ:
1.1 Allgemeine Methoden der Zellkultur

1.1.1 Zahlen der Zellen

Die Anzahl der lebenden Zellen wurde durch Anférioeih Trypanblau (Trypan Blue Solution
0,4 %, Sigma Chemicals, Deisenhofen) bestimmt. hdbeZellen nahmen dabei den Farbstoff
nicht auf, wahrend tote Zellen sich dunkelblau drtgn. Dazu wurden 10 ul der zu bestimmenden
Zellsuspension 1:10 mit Trypanblau verdinnt. Naohdke Suspension gut durchmischt worden
war, wurden 10 pl vorsichtig in eine Neubauer-Zahkner gefillt. Fir die Bestimmung der
Zellzahl pro Milliliter wurden 4 grof3e Quadrate gesahlt und der Mittelwert mit dem Faktor 1 x
10" und dem entsprechenden Verdiinnungsfaktor muipliz

1.1.2 Kryokonservierung von Zellen

Die Zellen wurden in einem Gesamtvolumen von 1 X2éllen / ml in 1 ml Einfriermedium pro
Kryordhrchen eingefroren. Das Einfriermedium bedtaus FKS (Fetales Kalberserum, Sigma,
Deisenhofen) mit 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid, Signi2eisenhofen), um die Ausbildung von
intrazellularen Eiskristallen zu vermeiden. Wichtigr wahrend des Arbeitens eine ausreichende
Kihlung der Zellen auf Eis, damit toxische Schadarch DMSO mdglichst gering blieben. Vor
dem Einfrieren wurden die Zellen gewaschen undlgez&dach erneuter Zentrifugation bei 400 g
fir 5 min wurde der Uberstand abgenommen und estbpnd der Zellzahl kaltes Einfriermedium
hinzugegeben. Die Zellsuspension wurde zlgig aaftilnfrierrohrchen verteilt und abschlieRend
bei -80°C im Gefrierschrank gelagert. Die Zellerrden am néchsten Tag in den Stickstoffbehalter
tberfuhrt.

1.1.3 Auftauen von Zellen

Zuerst wurden 10 ml warmes FKS in ein 50-ml-Rohncipgpettiert. Die eingefrorenen Zellen
wurden auf Eis ins Labor transportiert und in eindfasserbad bei 37°C zum Auftauen gebracht.
Wenn nur noch ein kleiner Eisklumpen im Einfriemginen sichtbar war, wurde vorsichtig warmes
FKS zugegeben und die Zellsuspension in das Rohrohe FKS lberfihrt. Nach Zentrifugation
bei 400 g fur 5 min, wurden nach Abnahme des Ubedss die Zellen in das gewiinschte

Kulturmedium gegeben und die Zellzahl bestimmt.
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1.2 Gewinnung verschiedener Zellarten

1.2.1 Isolierung peripherer Blutlymphozyten (PBL) ais Gesamtblut

PBL wurden aus dem heparinisierten Vollblut vonugelen Spendern durch Isolierung der PBL-
Fraktion mittels Ficoll-Hypaque-Dichtegradientepdz. Dichte = 1,078 g/ml, Biocoll, Biochrom,
Berlin) gewonnen. Das Vollblut wurde aus den Armesmergesunder, freiwilliger Spender mit
sterilen Einmalspritzen abgenommen und mit 0,1 50D(1U) Heparin Novo (Heparin 25000 IE,
Essex Pharma) pro 10 ml versetzt. Das heparirasiéstiblut wurde hierauf 1:1 mit PBS verdinnt
und in eine entsprechende Anzahl von 50-ml-Réhrohenteilt, in denen jeweils 20 ml Ficoll
vorgelegt wurde. Nach Zentrifugation bei 840 g fB6 min ohne Bremse wurden die
mononukledren Zellen mit Hilfe einer Pasteurpipettgenommen, wobei durch die Schicht des
Serums hindurchgestochen wurde und der Interphasshaorsichtig abgesaugt wurde. Nach
Uberfiihrung der Interphase in ein neues 50-ml-Ridwavurde mit PBS bei 260 g fir 20 min mit
Bremse gewaschen, der Uberstand jeweils verwodas, Sediment erneut in PBS resuspendiert
und bei 400 g fir 10 min zentrifugiert. Nach ansfhénder Bestimmung der Zellzahl konnten die

PBL sofort weiter verarbeitet oder eingefroren veerd

1.2.2 Anreicherung monozytarer Zellen durch magnetiche Zellseparation

Damit mit einer mdglichst reinen Population von moytaren Zellen gearbeitet werden konnte,
wurden CD14-Zellen aus den PBL durch magnetische Zellseparati Hilfe einer MACS-Sé&ule
(positive selection column type LSMACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) angetrert.
Durch die Aufreinigung mittels einer MACS-Saule ke eine homogene Zellpopulation mit Gber
95% Reinheit erzielt werden. Um die Zahl von Zediegationen zu reduzieren, wurden die PBL
zunachst tUber einen 40 pm-Membranporenfilter dittriund in PBS-Puffer mit 2 mM EDTA
(Sigma, Deisenhofen) und 2% HS (Humanserum (PANte®ys)) resuspendiert. Nach einem
Waschschritt mit PBS wurden pro “1@ellen 80 pl Puffer und 20 pl CDI4narkierter
Magnetkiigelchen (CDT4VlicroBeads, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,ubsehland) geman
dem Protokoll des Herstellers zugegeben. Die Intkkabaerfolgte bei 4°C fur 20 min. Nach
erneutem Waschen wurde der Uberstand verworfendasdZellsediment in einer Konzentration
von 500 pl Puffer pro fozellen resuspendiert. In der Zwischenzeit wurde MACS-Saule mit 6
ml Pufferldsung aquilibriert und, kurz bevor derffleu vollstandig durchgelaufen war, die
Zellsuspension im Magnetseparator aufgetragen. $2iele wurde dreimal mit je 3 ml Puffer
gewaschen, um Zelltruimmer und nicht markierte 2Zelte entfernen. Anschlieend wurde die
MACS-Saule aus dem Separator herausgenommen undirauf5-ml-R6éhrchen gegeben. Dann
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wurden zigig nach Auftragen von 5 ml X-Vivo Kultuedium (X-Vivo-15, Serumfreies Medium,
BioWhittaker, Maryland, USA) die in der Saule beflichen CD14-Zellen mit Hilfe eines Kolbens
herausgespiilt und das Eluat aufgefangen. Die &uni€@D14-Zellen wurden gezahlt und konnten

jetzt zur Generierung von DZ weiter verwendet warde

1.2.3 Negative Isolierung von NK-Zellen

Um NK-Zellen fur Versuche zu erhalten, wurden dideech negative Isolierung nach Zugabe von
Magnetkugelchen (NK Negative Isolation Kit, Dynaloich) aus PBL gewonnen. Bei dieser
Methode wurden alle anderen Zellarten auRer NKezethit magnetischen Partikeln markiert und
konnten dann mittels magnetischer Separation entfererden, so dass eine unmarkierte
aufgereinigte NK-Zell-Population Ubrig blieb. Deoieil dieser Vorgehensweise bestand darin,
dass NK-Zellen nicht direkt markiert wurden, wodur@ine unerwinschte unspezifische
Aktivierung der NK-Zellen vermieden wurde. Zunachsaturde die bendtigte Menge an
magnetischen Kuigelchen (Dynabeads) gewaschen, emviinschte Beimengungen zu entfernen.
Dies geschah mit PBS und 0,1% FKS. Das ROhrchendevuiir eine Minute in den
Magnetseparator gestellt und der Uberstand anSehikvorsichtig abgesaugt. Nach einem zweiten
Waschschritt mit PBS konnten die magnetischen Kingel fur die Zellseparation verwendet
werden. Die vorher, wie oben beschrieben, aus Ipergm Blut gewonnenen PBL wurden pro 1 x
10" Zellen in 200 pl PBS mit 0,1% FKS resuspendiedciNZugabe von 20 pl FKS und 20 pl einer
Antikérpermischung gegen CD3, CD14, CD36, CDw128AHClass Il DR/DP und Glycophorin
A, wurde die Zellsuspension unter standiger Rotatioc 10 min bei 4°C inkubiert. Es erfolgte ein
Waschschritt mit PBS in der Zentrifuge bei 500 g & Minuten. Der Uberstand wurde
abgenommen, die PBL in 0,95 ml PBS prd Z6llen resuspendiert und anschlieBend wurden je 50
pl der, in einem von Dynal vorgefertigten Puffesgendierten, magnetischen Depletionskiigelchen
zugegeben. Nach Inkubation unter standiger Rotdtiori0 min bei 4°C und Zugabe von 2 ml
PBS, wurde das Rohrchen in den MagnetseparatoeligeSobald die Flussigkeit klar geworden
war und alle magnetischen Kiigelchen als RosettedeanWWand hafteten, wurde der Uberstand
vorsichtig in ein neues Rohrchen Uberfiihrt, ohne Bsetten aufzuwirbeln. Dem Uberstand
wurden nun erneut 50 pl Depletionskiigelchen zugagelnd wie oben beschrieben fir 10 min
inkubiert, um abschliel3end ein zweites Mal im Mageparator vorsichtig die Zellsuspension
abzunehmen. Die derart gewonnene Zellsuspensidnetnhicht aktivierte NK-Zellen mit Gber

99% Reinheit und konnte fur weitere Versuche vede¢mverden.
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1.3 Kultivierung humaner DZ

1.3.1 Generierung von unreifen DZ aus PBL

Fur die Generierung humaner DZ wurden monozytaré4-iWorlauferzellen auf 6-Loch-Platten in
jeweils 2 ml Kulturmedium pro Loch tberfiihrt unddimer Konzentration von 1,5 x 4dellen pro
ml Medium eingestellt. Das Kulturmedium bestand dwéivo Medium, welches 2 mM Glutamin,
100 U/ml Penicillin, 200 U/ml Streptomycin, GM-C$E00 U/ml) sowie IL-4 (800 U/ml) enthielt.
Die Zellen wurden bei 37°C, einer G®onzentration von 5% und 95% Luftfeuchte im
Brutschrank fiir 8 Tage inkubiert. Am vierten Tagrden 1000 U/ml GM-CSF zur Restimulation

der Zellen zugegeben.

1.3.2 Erzeugen eines maturen Phanotyps bei DZ

Um bei DZ einen maturen Phanotyp zu erzielen, wurden 8. Tag GM-CSF (800 U/ml)
(Leukomax, Essex Pharma GmBH, Miunchen), IL-4 (50@WJ(Interleukin-4, Holzel Diagnostika,
Kdln), TNF-a (250 U/ml) (Tumor necrosis factor alpha, Holzelagmostika, Koln), PGE-2 (1
puM/ml) (Prostaglandin E-2, Holzel Diagnostika, KpliL-6 (5 pl/ml) (Interleukin-6, Holzel
Diagnostika, Koln) und IL-f (20 ng/ml) (PAN Systems) zugegeben und die Zdilgr36 h im

Brutschrank inkubiert. Danach konnten die matur@nniiter verwendet werden.

1.4 B-CLL-Zellen

Die in den Versuchen benitzten CLL-Zellen stamnviem Patienten der Ill. Medizinischen Klinik
des Klinikums GrofR3hadern und wurden mit Zustimmudeg verschiedenen Patienten verwendet.
Die Proben wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Nallek und PD Dr. M. Dreyling zur
Verfugung gestellt. Auf Grund des sehr hohen Astedn CLL-Tumorzellen im peripheren Blut
dieser Patienten wurde auf eine weitere Aufreinggder CLL verzichtet. Die CLL wurden nach
Erhalt gemal der oben beschriebenen Vorgehenseiaigefroren und bei Bedarf aufgetaut. Nach
dem Auftauen wurden sie Uber Nacht im BrutschrankRPMI 1640 (Gibco, Eggenstein,
Deutschland) mit 2% HS, 2 mM Glutamin, 100 U/ml iegin, 100 U/ml Streptomycin (alle

Gibco) inkubiert, um am darauffolgenden Tag mielekfahigen Zellen zu arbeiten.

1.5 Erzeugung von Fusionszellen mit Polyethylenglgt (PEG)

Die fur verschiedene Experimente benétigten Fugigliten aus DZ und CLL-Zellen wurden mittels
Zellfusion durch Polyethylenglycol generiert. Dazwirden die Tumorzellen, welche nach dem

Auftauen fir eine Nacht im Brutschrank inkubiertrden, und die DZ aus ihren Kulturplatten
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jeweils separat geerntet und gezahlt. Von beiderdevu Aliquots flr weitere Untersuchungen
abgenommen. Die jeweils gewiinschte Anzahl an DZ Tundorzellen wurde nun getrennt in 50-
ml-R6hrchen in PBS-Puffer mit 2 % HS, bei 200 g &imin mit Bremse, zentrifugiert. Nach

Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellsedimiengweils 10 ml warmen PBS resuspendiert
und in einem 50-ml-R6hrchen vereinigt. Von diesetldischung wurde ebenfalls ein Aliquot

genommen und daraufhin der Rest bei 450 g fur 7 mitrBremse erneut zentrifugiert. Wahrend
des folgenden Fusionsvorgangs war immer aus Griwn@enFusionseffizienz auf ausreichend
Warme zu achten. Der Uberstand wurde nun auRdrstigch abgenommen und vorsichtig 0,5 ml
warmes PEG (50% PEG w/v in 75 mM Hepes, Boehringerjugegeben, ohne das Zellsediment
aufzuwirbeln, wahrend das Rohrchen fir 1 min leighschwenkt wurde. Mit Hilfe einer 5-ml-

Multipipette erfolgte nun unter kontinuierlichemidetem Schwenken die Zugabe von je 100 ul
PBS alle 20, 15, 10 und 5 sec fiur jeweils eine MinZum Schluss wurden dann 2,5 ml PBS
zugegeben. Die Fusionszellen wurden sofort fur © b&i 90 g zentrifugiert und anschlieRend im
gewunschten Medium aufgenommen. Nach BestimmeZel&rahl konnten die Fusionszellen fur

weitere Untersuchungen eingesetzt werden.

1.6 Stimulationsansatz im humanen System

Die Stimulationsansatze wurden alle in 96-LochiBtatmit V-Form durchgefihrt, um bei einer
geringen Zellzahl einen maglichst optimalen Zellledt wéhrend der Stimulation zu gewahrleisten.
Als zu stimulierende Zellen wurden die im peripmei®lut von CLL-Patienten enthaltenen T-
Lymphozyten gewahlt. Im peripheren Blut von diegatienten waren trotz der CLL-Erkrankung
etwa 0,5-2% T-Lymphozyten enthalten (eigene Mespubgese T-Lymphozyten wurden ohne
weitere Anreicherung fir die Stimulationsansatzeveadet, wodurch mit sehr geringen Zellzahlen
gearbeitet wurde.

Die PBL von CLL-Patienten wurden einen Tag vorhefgataut und dann (ber Nacht in
Kulturmedium im Brutschrank inkubiert, um am néaemstTag mit vitalen Zellen arbeiten zu
konnen. Als Kulturmedium wurde RPMI 1640 mit 15%,k2SmM Glutamin, 100 U/ml Penicillin
und 100 U /ml Streptomycin verwendet. Fur die Stahan wurden diese zu stimulierenden PBL-
Zellen dann aus ihren Kulturplatten abgenommeninnpede Vertiefung der 96-Loch-Platte jeweils
1 x 10 Zellen in 100 pl Kulturmedium gegeben. An Fusi@lien wurden dann, je nach Ansatz 5 x
10%,1 x 1C oder 2 x 18in 100 pl Volumen zugegeben, nachdem sie mit 1p®&trahlt wurden.
Diese Zellzahlen beziehen sich auf alle im Fusinsatz enthaltene Zellen, also auch unfusionierte
DZ und CLL-Zellen. Als Kontrollen mit jeweils deldben Zellzahl wurden DZ, Tumor (PBL der
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Patienten), eine unfusionierte Mixtur aus beidewisoMedium verwendet. Abhangig von der
Fragestellung wurden diese Kontrollen verschieddviedifikationen unterzogen und vor Zugabe
zum Stimulationsansatz ebenfalls mit 100 Gy beltrBfas Endvolumen betrug pro Vertiefung der
96-Loch-Platte 200 pl Kulturmedium. Um den T-Lympiiten optimale Kulturbedingungen zu
bieten, wurden am ersten und vierten Tag IL-2 (3@IJund IL-4 (50 U/ml) ins Medium gegeben.
Nach acht Tagen erfolgte die Restimulation mit Turatben, die mit 100 Gy bestrahlt worden
waren. Hierbei handelte es sich ebenfalls um PBIn W@LL-Patienten, die am Tag der
Restimulation aufgetaut wurden und von denen naebtrBhlung ohne weitere Aufreinigung
jeweils pro Vertiefung 1 x 0 in den Stimulationsansatz gegeben wurden. Fir die
Zytokinbestimmung wurden nach 13 Tagen vorsichfig fil Uberstand ohne Zellen abgenommen
und in eine neue 96-Loch-Platte Gberfuhrt. Diesedeunit einem Parafilm versiegelt und konnte

bis zur Konzentrationsbestimmung der Zytokine BeFr€ gelagert werden.

1.7 Messung der Zytokinkonzentration

1.7.1 Bestimmung der TNFa-Konzentration mit WEHI-Zellen

Die TNF-u-Konzentration wurde bestimmt, indem die Zytotobérzides Uberstandes aus den
Stimulationsansatz gegen den Uberstand aus der-Mbawssarkom-Zelllinie WEHI 164-Klon 13
(Herkunft Klinikum der Johannes-Gutenberg-Univeéittsitiainz) gemessen wurde. WEHI Zellen
wurden hierzu in einer Konzentration von 2,4 X Z@llen pro Loch in 40 pl RPMI 1640 mit L-
Glutamin, 10% FKS sowie 2 pg/ml Actinomycin D imer 96-Loch-Platte mit flachem Boden
suspendiert. 40 ul des Stimulationsansatzes wuirdée eine Vertiefung der WEHI-Suspension
pipettiert. Zur Quantifizierung der Werte wurde esitandard-Titration von TNé&-auf der Platte
mit durchgefihrt. Nach 20 h Inkubation im Brutsetkdei 37°C (6,5% C& wurden 20 ul einer
MTS/PMS-LAsung ((4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-@axymethoxyphenyl)-2-(4-Sulfonyl)k2-
Tetrazolium/Phenacin Methosulfat) (Promega) in eikenzentration von 10 mg/ml in PBS pro
Loch zugegeben. Nach einer weiteren Inkubationdftirerfolgte die Zugabe von 10% wasseriger
SDS-L6sung (Sigma). Zur Bestimmung der ThHRonzentration wurde jetzt in einem Photometer
bei 492 nm die Farbkonzentration gemessen, die den durch TNFe beeinflussten
Lebensfahigkeit der WEHI-Zellen abhing.
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1.7.2 Bestimmung der IFNy-Konzentration mittels IFN-y-ELISA

Die IFN-y-Konzentration wurde mittels eines sehr sensitiachweissystems, einem ELISA
(Human-IFNy-Kit, Pharmingen) bestimmt. Wenn nichts anderesegaben ist, wurden die
Ansétze bei Raumtemperatur durchgefihrt. Ein uniedgs Fanger-Antikbrper wurde in einer
Konzentration von 5 pg/ml auf dem Boden einer ELSAtte in 50 pl Carbonat-Puff@pH=9,5)
pro Vertiefung fir 16 h bei 4°C im Kuhlschrank iminiicsiert. Danach wurde die Platte dreimal mit
einem Waschpuffer, bestehend aus PBS mit 1% TweéM&rck), gewaschen und alle Locher mit
jeweils 400 ul Puffer, bestehend aus PBS mit 10%5,FKnter standigem Schutteln far 2 h
abgedeckt. Nach weiterem dreimaligen Waschen wudikerzu untersuchenden Proben und eine
Standardtitration von IFN-in Konzentrationen von 1000, 333, 166, 83,2 un® 43 IFNy pro ml
aufgetragen und fur eine Stunde unter standigeniitt&th im Dunkeln inkubiert. Anschliel3end
wurden zur Detektion nach fiinfmaligem Waschen més@hpuffer 24 pl mit einem murinen anti-
humanen-IFNy-Antikérper (Pharmingen) fur 45 min inkubiert sowigach einem weiteren
Waschschritt 24 ul eines mit POX-markierten Detaldantikorpers (Pharmingeim)6 ml PBS mit
10% FKS vermischt und dann jeweils 50 pl pro Locis dieser Losung auf die ELISA-Platte
hinzugegeben. Unter standigem Schitteln wurdenPéigten dann fir 1 h im Dunkeln damit
inkubiert. Wahrenddessen wurde im Substratansag Eablette 1,2-Benzoldiamindihydrochlorid
(10 mg)in 15 ml Substratpuffer (Pharmingen) im Dunkelntgeél Kurz vor Zugabe zur ELISA-
Platte wurden 7 pl D, hinzugegeben. Nachdem die ELISA-Platte mindesteiebenmal
gewaschen und sorgfaltig trockengeklopft wurde,dearaus dem Substratansatz je 100 ul pro
Vertiefung in die Platte gegeben und fur 15 minDemkeln unter stdndigem Schiitteln inkubiert.
Zum Stoppen der Enzymreaktion wurde 50 pl 3M HClfd?uverwendet. Direkt im Anschluss
erfolgte die Bestimmung der FarbstoffkonzentrationELISA-Messgerat bei einer Wellenlange

von 405 nm.

1.8 Die Durchflusszytometrie

1.8.1 Generelle Prinzipien der Zellfarbung in der Mrchflusszytometrie

Die zu farbenden Zellen wurden aus ihrem jeweiligdedium abgenommen, mit einem PBS-
Waschpuffer gewaschen und anschlieRend in einenmSHA@fer, bestehend aus PBS mit 2% FKS
und 15 mM EDTA, resuspendiert. Diese EDTA-Konzamrawurde gewahlt, da sich hierdurch
unspezifische Farbungen und Zellaggregationen iauMendestmald reduzieren lie3en, ohne dass
die Zellen durch das zytotoxische EDTA Schaden mahrDie zu untersuchenden Zellen wurden
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dann in einer Zellzahl von 2 x 1t 100 ul FACS-Puffer pro FACS-R&hrchen verteitdwauf Eis
gelagert. Zu den Zellen wurden die Antikorper im dem Hersteller empfohlenen Konzentration
zugegeben und diese nach gutem Durchmischen fimi80m Dunkeln auf Eis inkubiert. Wurden
unmarkierte Antikorper verwendet oder weitere Fagan bendtigt, erfolgte nach einem
Waschschritt die Inkubation mit dem sekundéren Metsantikorper oder anderen monoklonalen,
direkt markierten Antikdrpern. Nach einem weitedfaschschritt mit einem PBS-Puffer erfolgte
die Resuspension in 200 ul FACS-Puffer. Die Zellemden auf Eis aufbewahrt und es wurde erst
unmittelbar vor der Messung am FACS-Geréat Propiddadid hinzugefugt, um wahrend der

Analyse tote Zellen auszugrenzen. Pro ml Zellsusiperwurde 1 pl Propidium-Jodid eingesetzt.

1.8.2 Phanotypische Analyse der DZ

Um Aussagen uber den Maturationstatus der DZ #tetrewurden bestimmte Oberflachenmarker
der Zellen in der Durchflusszytometrie untersu¢hit Charakterisierung der DZ wurden folgende

monoklonale Antikdrper verwendet:

Marker Farbung Firma Nummer
CDla PE Immunotech 1942
CD11lc PE Pharmingen 555392

CD11lc Biotin  Leinco Technology C146

CD14 PE Immunotech IM0650
CD40 PE Pharmingen 555589
CD54 PE Pharmingen 555511
CD80 PE Pharmingen 557227
CD83 PE Pharmingen 556855
CD86 PE Pharmingen 555658
HLA-DR PE Pharmingen 555812

MNR PE Pharmingen 555954
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1.8.3 Darstellung von Hybridzellen mit Hilfe der Duchflusszytometrie

Fur einen eindeutigen Nachweis von FusionszelletiemFACS-Analyse war es wichtig, dass die
einzelnen Komponenten einer Hybridzelle, bestehmml B-Lymphozyten-Anteilen und Anteilen
von DZ, jeweils mit spezifischen Antikérpern markiewurden. Hierzu wurden der B-
Lymphozyten-Anteil mit CD5 (Immunotech) und CD1h@&Pmingen), beide PE-markiert, und der
DZ-Anteil mit CD11c (Leinco Technology), FITC-komiert, detektiert. Somit entsprachen doppelt
markierte Zellen in der Durchflusszytometrie Fusizgllen, die Anteile beider Zellarten enthielten.
Zur Darstellung derartiger Zellen wurde im Koordarsystem das Vorwartsstreulicht gegen das
Seitwartsstreulicht aufgetragen, um die Zellpoparen auf Grund ihrer Gré3e und Granularitat zu
unterscheiden. Tote Zellen wurden in einem weité¢eardinatensystem anhand ihres Propidium-
Jodid-Signals gegen das Vorwartsstreulicht ideaift (Fluoreszenz 3), um sie bei der Analyse
ausschlielRen zu konnen. Fluoreszenz 1 (FITC) wgedgen Fluoreszenz 2 (PE) in einem dritten
Koordinatensystem aufgetragen. Das FACS-Gerat wswodeingestellt, dass unmarkierte Zellen in
diesem Koordinatensystem im linken unteren Quadrantagen. Die zur Zellmarkierung
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe FITC und PE &rgnh im Wellenlangenbereich von 504 nm
bis 541 nm (FITC), respektive 568 nm bis 590 nm) (B fand jedoch auf Grund physikalischer
Gegebenheiten eine Uberlappung im Bereich von 5%0statt, so dass auf eine sorgfaltige
Kompensation der Einstellungen beim Messen geachtetlen musste, damit keine falsch-
positiven Ereignisse das Ergebnis verfalschten. Uhes zu erreichen, wurden die
Kompensationsparameter so gewahlt, dass sich dieFiC-markierten DZ ausschlief3lich im
unteren rechten Quadranten und die PE-markierteb-Z&8llen sich ausschlie3lich im oberen
linken Quadranten befanden. Mit diesen Einstellangeurden schliel3lich die Fusionszellen
gemessen, wobei sich nur doppelt mit FITC und PEkiexde Hybridzellen als doppelt-positive

Ereignisse im oberen rechten Quadranten darstellten

1.9 Anfertigen von Objekttragern

1.9.1 Vorbereiten der Objekttrager

Wahrend des Arbeitens mit Objekttragern war darauéchten, die Inkubation der Zellen auf den
Objekttragern in einer feuchten Kammer bei Raumeatpir durchzufihren sowie madglichst im
Dunkeln zu arbeiten, damit die empfindlichen Flsaenzfarbstoffe nicht durch ein UbermaR an
Licht ausblichen. Um ein ungewolltes Abwaschen vdellen bei den diversen

Bearbeitungsschritten zu vermeiden, wurde der Qlogegder zuerst in einem mit einem Fettstift
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markierten Areal mit 20 ul Poly-L-Lysin beschichtatd fir 15 min in einer feuchten Kammer
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit Aqua destrde die Flissigkeit grindlich abgesaugt
und der Objekttrager fur 30 min luftgetrocknet. Kupevor die Zellen auf die Objekttrager
aufgetragen wurden, wurden fur 5 min 100 pl TBSHtuduf den Objekttrager gegeben, um die
Poly-L-Lysin-Schicht zum Quellen zu bringen. In Ahkiss daran wurden die vorbereiteten Zellen

aufgetragen.

1.9.2 Zellfarbung mit monoklonalen Antikérpern

Da bei der Analyse von Fusionszellen in der Durddkzytometrie nicht ausgeschlossen werden
konnte, dass ein Teil der sich als doppelt-positarstellenden Ereignisse bedingt war durch
unspezifische Zellaggregation von Tumorzellen mi, Dvurden zur genaueren Untersuchung
Hybridzellen auf Objekttragern aufgetragen und ilmoFeszenzmikroskop analysiert. Hierbei lag
besonderes Augenmerk darauf, eine Farbung von #ddlen mit jenen monoklonalen
Antikérpern zu etablieren, die ebenso in der FAG®ifse verwendet werden konnten, um beide
Messmethoden zu korrelieren und quantitative Aumsageffen zu kbnnen. Hierzu wurden nach
einem Waschschritt mit PBS die zu untersuchenddlerzen 100 pl eines FACS-Puffers mit 2%
FKS und 15 mM EDTA in einer Konzentration von 2,3& Zellen / ml resuspendiert. Um den
CLL-Anteil von Hybridzellen zu markieren, wurde asster Farbeschritt 2 pl eines murinen PE-
markierten anti-human-CD5-Antikérpers (CD5 PE, BacDickenson) hinzugegeben und auf Eis
fur 30 min im Dunkeln inkubiert. Nach einem Wasdirgt wurden die Zellen in 100 pl PBS auf
die Objekttrager aufgetragen, fur 30 min im Dunkiekubiert und nach einmaligem Waschen mit
einem TBS-Puffer in einer Aceton-Ldsung fur 10 rfikiert. Hierauf erfolgte nach dreimaligem
Waschen mit TBS ein weiterer Farbeschritt, um d&sFRioreszenzsignal des murinen anti-
humanen Antikorpers, der Licht bei 565 nm emitéemit einem Cy3-markierten anti-murinen
Antikorper (Cy 3, Ziege-anti-Maus, Jackson Immunesé&arch), dessen Emissionsmaximum bei
570 nm lag, zu verstarken. Damit konnte ein fir Aiesswertung ausreichend starkes Signal im
Mikroskop erhalten werden. Der Cy3-konjugierte Selarantikorper wurde in einer Verdiinnung
von 1/800 aufgetragen und fir 40 min im Dunkelnuisikert. Fir die Markierung der DZ-Anteile
von Hybridzellen wurde nach einmaligem WaschenTBi& ein monoklonaler, Biotin-konjugierter
anti-human-CD11c-Antikérper (CD11c Biotin, Leincedhnology), in einer Verdiinnung von 1/10
fur 40 min aufgetragen. Zur Detektion des CD11cH&irpers wurde nach erneutem Waschen
Streptavidin-FITC (Streptavidin-FITC, DAKO) in eine/erdinnung von 1/350 fir 40 min
zugegeben und anschlieend mit TBS-Puffer gewasdden das schwache, flr eine genaue

Untersuchung im Fluoreszenzmikroskop nicht ausezide FITC-Signal weiter zu verstarken,
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wurde mit einem biotinyliertem Anti-Avidin-Antikogr (Ziege, Anti-Avidin Biotin, Vector
Laboratories) in einer Verdinnung von 1/50 fir 40 nmkubiert. Dieses wurde im Anschluss
wiederum, wie oben beschrieben, mit StreptavidincFbetektiert. Die derart behandelten Zellen
wurden nun mittels einer 4% Paraformaldehyd-Lésemggut fir 10 min fixiert und abschlie3end
durch einen Tropfen Antibleichmittel (Vectashi&ld Mounting Medium, H-1000, Vectar
Laboratories) mit einem Deckglas versiegelt. DigeRitrager wurden bei 4°C im Kihlschrank bis

zu ihrer Auswertung aufbewabhrt.

1.9.3 Zellfarbung mittels Cell-Tracker

Neben der Farbung mit monoklonalen Antikdrpern wuadich eine Farbung der Zellen mit Cell-
Tracker etabliert, welche Zellen unspezifisch dvdéar und eine hohe Leuchtkraft besitzen. Cell-
Tracker-Reagenzien sind Farbstoffe, welche unsgehkitdie Zellmembran permeieren kénnen, um
Anschlul? daran im Zellinneren, durch eine UberGligathion-S-Transferase vermittelte Reaktion,
zu einem fur die Zellmembran impermeablen Farbstoffwerden. Dieser Farbstoff der Cell-
Tracker besitzt eine hohe Persistenz und Leuchitkraden Zellen, wodurch er sich besonders fir
das Anfarben von Zellen mit anschlieRender Fusimh Detektion von Fusionszellen eignet. Cell-
Tracker hatten bei der Detektion von Hybridzelleh den Objekttragern den Vorteil, dass sie im
Vergleich zur Antikdrperfarbung im Fluoreszenzma&op ein um ein Vielfaches starkeres Signal
aufwiesen, was die quantitative Auswertung von &hjggern hinsichtlich der Fusionsfrequenz
von Zellhybriden ermdglichte. Bei der Verwendungnv@ell-Tracker-Farbstoffen musste man
darauf achten, die zu untersuchenden Zellartenilggetrennt voneinander zu farben und sie erst
danach zu mischen, da Cell-Tracker unspezifisch @elle mit einem Signal versehen. Fur eine
Farbung mit Cell-Tracker wurde ein Aliquot von 46 der zu farbenden Zellen genommen und in
2 ml PBS resuspendiert. CLL-Zellen wurden mit einerangen Farbstoff (Cell-TracKeOrange
CMTMR, Molecular Probes) gefarbt, der ein intensi&gnal bei 566 nm emittierte, wahrend DZ
mit einem griinen Farbstoff (Cell-TracReGreen BODIFY, Molecular Probes) angefarbt wurden,
welcher bei 528 nm Licht emittierte. Vom Cell-Track Orange CMTMR wurden 1,5 pl zu den
Tumorzellen, vom Cell-TrackrGreen BODIFY 0,5 pl zu den DZ gegeben und fiir 40 im
Brutschrank jeweils separat in einem 50-ml-R6hrcimsubiert. Danach erfolgte ein zweimaliger
Waschschritt mit PBS, um Uberschissigen Farbstofrifernen. Nach erfolgter Markierung mit
Cell-Tracker konnten die Zellen weiter verarbeiiatl fusioniert werden, um sie dann auf einem
mit Poly-L-Lysin vorbereiteten Objekttrager zu gebeDie Zellen wurden mit einer 4%
Paraformaldehydlésung fiir 10 min fixiert und absfbénd mit einem Tropfen Vectashi®ldls

Schutz gegen unerwinschtes Ausbleichen und eineskdles versiegelt. Die Objekttrager wurden
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bei 4°C bis zu ihrer Auswertung am Mikroskop aufbéw.

1.10 Inaktivierung von DZ im Stimulationsansatz

Um die Antigenaufnahme zu verhindern, wurden DZ Ilegem Teil der Versuche mit

Paraformaldehyd inaktiviert. Dazu wurden DZ kurzs abrem Kulturmedium enthommen und
einmal mit PBS gewaschen. Nach der Zentrifugationden sie in PBS mit 1% Paraformaldehyd
resuspendiert und fur 10 min bei Raumtemperatiagget. Nach einem weiteren Waschschritt mit
PBS wurden die inaktivierten Zellen in der gewlunsotKonzentration in ihr Medium gegeben und

konnten flr weitere Stimulationsanséatze verwendazten.

1.11 Aufreinigung von Zellen mittels Zellsortierung

Um Hybridzellen anzureichern, wurden die Fusion&taes einer Zellsortierung unterzogen. Dies
wurde an der Zellsortierungsanlage am Institut Molekulare Immunologie bei Herrn Dr. J.
Ellwart durchgefiihctin einem Ansatz wurden die Zellen nur nach dergif3é sortiert, so dass die
erheblich grélReren DZ und Hybridzellen von denridei CLL-Zellen separiert wurden, was zu
einer hohen prozentualen Aufreinigung der DZ unditizellen fihrte. Die Zellen wurden ohne
weitere Zellmarkierung in ein fur die Messung imiZertierer geeignetes Gefald tberfihrt, und es
wurde mit der Sortierung begonnen. Die sich im stetierer darstellenden Zellpopulationen von
DZ und Hybridzellen grenzten sich deutlich durckeilGrof3e von den kleinen Tumorzellen ab.
Anhand dieser GroRenunterschiede wurde ein Fefistelie Sortierung festgelegt und es wurden
unter Bertcksichtigung der Zellgréf3e die Tumorze#etfernt.

Ein weiterer Ansatz war die Sortierung von Hybritlze nach Grol3e und Vorhandensein eines
positiven Signals fur einen mit Phycoerythrin kagpgrten CD5-Antikérper. Um die Zellen mit
dem Antikoérper zu farben, wurde nach Mischung déesion einmal mit PBS gewaschen und es
wurden die Zellen in einer Konzentration von 2 X Zellen pro ml in PBS gegeben. Unter sterilen
Bedingung wurden dann pro 2 x*1Zellen je 2 pl des Antikérpers hinzugefiigt und 40rmin auf
Eis inkubiert. Nach einem Waschschritt erfolgte Qigerfiihrung in ein fiir die Verwendung am
Zellsortierer geeignetes Gefal3. Bei der Zellsartigrwurde, wie im ersten Ansatz beschrieben,
vorgegangen, zusatzlich jedoch zur Grole das CDSiflal als weiteres Sortierkriterium
berticksichtigt. Nach Sortierung konnten die Zelléar weitere Untersuchungen oder

Stimulationsansatze verwendet werden.
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2. Material & Methoden muriner Teill

2.1 Kulturbedingungen der Tumorzelllinien

Als Tumormodelle fir das murine System wurde aukibe im Labor etablierte Tumorzelllinien
zurtckgegriffen. Es wurden die murinen B-Zell-Lynopie A20 (IgG2a, ATTC TIB-208) (Kinet
al., 1979) und MPC11 (IgG2b, ATTC CCL-167) (Lascov &adf, 1970) sowie CT26 (Brattast
al., 1980), dessen Ursprung ein murines Kolonkarziwean, verwendet. Die Zellen wurden bei
37°C, einer C@Konzentration von 5% und 95% Luftfeuchte im Briwsmk in RPMI 1640 mit
5% FKS, 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 U/rBtreptomycin und 50 pM3-MA
kultiviert. Um gleichbleibend gute Kulturbedingumgeu gewahrleisten, wurden die Zellen alle

zwei Tage geteilt und mit frischem Medium versorgt.

2.2 Gewinnung muriner DZ

Murine Vorlauferzellen wurden aus dem Knochenmaok BALB/c-, C57BL/6- oder CD4b-
Mausen gewonnen. Hierzu wurde unter sterilen Begiggn den Mausen der Femur und die Tibia
aus den Hinterlaufen entnommen, das Knochenmatklmgterilen MEM-Mediums herausgespult
und anschlieRend nach Uberfiihrung in ein sterilembRohrchen die Zellsuspension bei 400 g fir
5 min zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandesiey um unerwiinschte rote Blutkérperchen
zu entfernen, 2 ml Erythrozytenlysepuffer zugegebed die Zellsuspension fir 1 min auf Eis
inkubiert. Um ungewollte Zytotoxizitdt zu vermeidemurde zigig zweimal mit PBS gewaschen.
Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zeller6 iml Kulturmedium, bestehend aus RPMI
1640 mit 20% FKS, 100 U/ml Penicillin und 100 U/@&treptomycin, aufgenommen und die
Zellzahl bestimmt. Die Zellzahl wurde auf 5 x’Zellen pro ml eingestellt und es wurden jeweils 3
ml pro Loch in eine 6-Loch-Platte gegeben. Damat \dorlauferzellen aus dem Knochenmark sich
zu DZ entwickeln, wurden pro Loch 300 pl eines Whamds hinzugefiigt, der rekombinantes
murines GM-CSF enthielt, und die Zellen fir achg&am Brutschrank inkubiert. Jeden zweiten
Tag wurden die Zellen geflttert, es erfolgte eindMewechsel sowie eine erneute Zugabe von
300 ul GM-CSF pro Loch. Nach acht Tagen Zellkulagen unreife DZ vor, die flr Experimente
verwendet werden konnten. Wurden reife DZ benottigirde nach einem Mediumwechsel mit
gleichzeitiger GM-CSF-Gabe am achten Tag LPS iereKonzentration von 1 pg/ml zugegeben

und die Zellen fur 16 h im Brutschrank inkubiert.
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2.3 Separation von murinen NK-Zellen

Bei verschiedenen Untersuchungen waren aufgereifgpulationen von NK-Zellen nétig, welche
aus der Milz von unbehandelten oder behandeltens&filgewonnen wurden. Nach einem
ventralen Schnitt durch die Bauchdecke der Tiere Ewtraktion der Milz, wurde die Milz in
sterilem MEM-Medium (Gibco, Eggenstein) durch eimel gedriickt und die entstandene
Zellsuspension in ein 50-ml-Réhrchen Uberfihrt. &absich die grolReren Gewebeklumpen im
Rohrchen abgesetzt hatten, wurde der Uberstanih ineeies Réhrchen gegeben und fiir 5 min bei
400 g zentrifugiert, wahrend die sedimentiertenriden verworfen wurden. Der Uberstand wurde
nach dem Zentrifugieren abgesaugt, und es wurdmadimit PBS gewaschen. Zum Entfernen
unerwiinschter Erythrozyten wurde nach dem Wascltisder Uberstand sorgfaltig abgenommen
und das Zellsediment in 2 ml Erythrozytenlysepufterl min auf Eis inkubiert. Noch vorhandene
Verklumpungen wurden nach einem weiteren Waschschii PBS durch Filtration tUber ein 30-
pm-Nylonnetz entfernt. Die Zellen wurden gezahld um je 90 pl PBS mit 2% FKS und 2 mM
EDTA pro 10 Zellen aufgenommen. Es erfolgte die Zugabe vorNiirZellen spezifischen Anti-
DX5-Mikroktgelchen (DX5-MicroBeads, Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach) in einer
Konzentration von je 10 pl pro 1@ellen mit anschlieRender Inkubation fur 15 min 4% im
Kihlschrank. Nach Zugabe von PBS und Zentrifugidigrb min bei 400 g wurde der Uberstand
abgesaugt und es wurden prd Z@llen je 500 pl PBS mit 2% FKS und 2 mM EDTA zgegben.
Diese Zellsuspension wurde, nachdem das MACS-Gatd& ml PBS aquilibriert wurde, tber eine
Magnetsaule gegeben und dreimal mit 3 ml PBS nagtidie Nach Entnahme der MACS-Saule aus
dem Magneten wurden die NK-Zellen mit 6 ml des geseliten Mediums durch einen Kolben aus
der Séule herausgespult und die Zellzahl bestirduatchgefihrte FACS-Analysen zeigten einen
Reinheitsgrad von tiber 90% von CDX5"-Zellen.

2.4 Verwendung eines Tetramers fir NKG2D

Das Oberflachenmolekil NKG2D-Ligand ist auf verscl@nen Zelltypen exprimiert und hat eine
aktivierende Funktion auf NK-Zellen. Um genaueresgagen Uber seine Funktion und Expression
treffen zu konnen, wurde ein NKG2D Tetramer zur be@g und Blockade des
Oberflachenmolekiils benutzt (Busehal, 1998). Dieses Tetramer wurde freundlicherweise v
Prof. D. H. Busch, Institut fur Medizinische Mikrologie, Immunologie und Hygiene, Technische
Universitat Minchen, zur Verfigung gestellt. Tunedlen wurden mit einem mit PE konjugierten
Tetramer in einer 1/100-Verdinnung gefarbt und IACB-Gerat analysiert. Zur Blockade von

NKG2D auf Zellen beiln-vitro-Versuchen wurde ein unkonjugiertes Tetramer irereity100-
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Verdinnung fur Tumorzellen eingesetzt. Fur die NEK&ockade auf DZ wurde das Tetramer in

einer 1/20-Verdlinnung zugegeben.

2.5 Zytotoxizitatsversuche mit NK-Zellen

NK-Zellen wurden, wie oben beschrieben, aus Milzen unbehandelten oder behandelten Mausen
gewonnen und eine definierte Zellzahl davon alel&éfrzellen in RPMI 1640 mit 15% FKS als
Kulturmedium in 96-Loch-Platten (V-Form) vorgelegEs wurde eine Verdlinnungsreihe
durchgefithrt mit 2 x 19 1, 5 x 1d, 2,5 x 10, 1,25 x 16 und 6 x 16 NK-Zellen pro Loch in 50

pul Medium. Als Zielzellen wurden A20-, CT26-, MPG1dnd YAC-1-Zellen gewéhlt und nach
einem Waschschritt mit PBS in 100 pl FKS resuspahdim Isotopenlabor wurden die Zielzellen
mit radioaktivem®*Chrom (NaCr-51, 185 mBq, NEN Life Science, Nieded) fir 1 h bei 37°C
inkubiert. Nachdem durch zweimaliges Waschen miMRE640 (10% FKS) das Uberschissige,
von den Tumorzellen nicht aufgenommene Chrom erttfeurde, erfolgte die Bestimmung der
Zahl der Zielzellen. Von den radioaktiv markierfamorzellen wurden jeweils 2000 Zellen pro
Kavitdt in 50 pl Kulturmedium in die 96-Loch-Platteugegeben und mit den vorgelegten
Effektorzellen gemischt. Ziel- und Effektorzellerurden gemeinsam bei 37°C im Brutschrank fur
4 h inkubiert. Im Anschluss daran wurden aus dewitKtn vorsichtig 50 pl Uberstand ohne
Mitnahme von Zellen abgenommen und auf eine Lunttpléiberfihrt, um die spontane
Chromfreisetzung zu messen. Zur Bestimmung der mmzlein Radioaktivitat in den Zielzellen
wurden je 50 ul der markierten Tumorzellen direlit die Lumaplatte pipettiert. Die Lumaplatte
wurde Uber Nacht getrocknet und am nachsten Tagdevum Messgerat die enthaltene
Radioaktivitat ermittelt.

Die spezifische Zytotoxizitat wurde nach folgenBermel berechnet:

. GBRriment= CPMypont
% spezifische Lyse = e % 100

GRdmal - Cprrlzpontan

2.6 Tierexperimente

2.6.1 Allgemeine Versuchsbedingungen

Es wurden bei allen Versuchen weibliche Mause vedse Fur Versuche im autologen System
wurde der BALB/c-Mausestamm benitzt. Um Fragen igs@m System vor einem allogenen

Hintergrund zu untersuchen, wurde ein von BALB/asehiedener Mausestamm, C57BL/6
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gewahlt. Ein weiterer Ansatz war die Verwendung wnBALB/c syngenen CD4GMa&usen,
denen es durch den fehlenden CD40-Rezeptor unrhagticdirekt die tumorspezifischen T-Zellen
zu aktivieren. Damit durch eine gentigend grof3e Anaa Tieren pro Gruppe eindeutige Aussagen
mdoglich waren, wurden in den Versuchsgruppen je 6@udé verwendet. Fir die
Tumorkontrollgruppen waren fur eindeutige Ergebmigsweils 4 weibliche Mause pro Gruppe
ausreichend. Sobald sich bei den Tieren nach Tusberdnzeichen auf Tumorwachstum zeigten,
wurden sie, um den Tieren unndtiges Leid zu erspaha@rch Stickstoff euthanisiert.

2.6.2 Impfprotokoll zu Generierung von Immunitéat gegentiber A20

Da es sich zeigte, dass durch zweimaliges subksitbmpfen von Mausen mit murinen DZ eine
Immunitdt gegentuber dem B-Zell-Lymphom A20 erzieiterden konnte, wurde dieses
Impfprotokoll als Grundlage fur alle weitergehenderagestellungen genommen. Die fur die
Impfung der Mause nétigen murinen DZ wurden, wieerotbeschrieben, kultiviert und falls
gewilnscht, einem Reifungsschritt unterzogen. Naotmd@hme der DZ aus der Zellkultur und
zweimaligem Waschen mit PBS, wurden die Zellenimerereinen PBS-Losung aufgenommen und
auf eine Zellzahl von 1,66 x 1@ro ml eingestellt. Den Mausen wurde zuerst (Tl subkutan in
ihre Flanke eine Zellzahl von 5 x LOZ injiziert, nach 7 Tagen (Tag -7) erfolgte eimeute
subkutane Immunisierung mit derselben Anzahl vonimea DZ. Am Tag 0 wurden die Mause mit
Tumor inokuliert siehe Abb. 1 Abhangig vom Versuchsansatz wurden A20, MPCldr @il 26
als Tumorzellen gewdahlt. Die Tumorzellen wurden @uer Kultur abgenommen und nach
zweimaligem Waschen in einer Konzentration von X @6 pro ml in PBS resuspendiert und den
Mé&usen jeweils eine letale Dosis von 8 x° Zellen in die Schwanzvene gespritzt. Sollten
Aussagen Uber die Langzeitimmunitat gegentber A&x@offen werden, erhielten die Tiere nach
einem Intervall von 75 bis 150 Tagen eine erneuttaventse Tumorinokulation.

v

Tag -14 -7 0

f f f

1. Immunisierung 2. Immunisierung Tunadyg

Abb. 1 Applikationsschema

2.6.3 Depletion von T-Zellen und NK-Zellenn vivo

Um den Einfluss der verschiedenen Zellarten bei@emerierung der Immunantwort genauer zu

untersuchen, wurden bei den Mausenvivo jeweils bestimmte Zelltypen durch Gabe von
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monoklonalen Antikérpern eliminiert. Fur die Depbet von NK-Zellen wurde TNA-1 (Mocikatet

al., 2003) verabreicht, ein fur deKette des IL-2 Rezeptors spezifischer monoklonAlarkorper.
Hierzu wurden vier Tage vor Tumorgabe 1 mg [FM sowie zwei und zwolf Tage nach
Tumorinokulation je 0,1 mg TR+l intraperitoneal gespritzt. Zur Elimination derschiedenen T-
Zell-Arten wurde als monoklonaler Antikbrper MmTZXrwendet (Kremmeet al, 1993). Es
wurden vier Tage vor der Tumorgabe 0,5 mg MmT1erifag vorher 0,1 mg sowie sechs und
zwolf Tage nach der Inokulation des Tumors je OgLMmMT1 intraperitoneal verabreicht.



ERGEBNISSE SEITE40

C Ergebnisse

Ziel der hier durchgefiihrten Arbeit war es, DZ ¥bkzine gegen B-Zell-Lymphome zu benutzen,
um eine gegen einen Tumor gerichtete Immunantwerinduzieren. Im ersten Teil der Arbeit
wurden hierfir humane DZ von allogenen Spenderwerdet, die mit den B-Lymphozyten von an
chronischer lymphatischer Leukdmie erkrankten Rere fusioniert wurden. Untersucht wurden
die Effizienz, mit der solche Hybridzellen generieerden kdnnen, sowie deren Potenzialinin
vitro-Stimulationsversuchen eine Immunantwort zu inderie Um genauere Aussagen uber die
durch Vakzinierung mit DZ initilerte Immunantworbwsie Gber die daran beteiligten Immunzellen
treffen zu konnen, wurde auf das bereits im Lab@bleerte murine B-Zell-Lymphom A20
zurtickgegriffen. Dies eroffnete die Moglichkeitwszhl durchlin-vitro-, als auch durchn-vivo-

Untersuchungen die Rolle der bei der Immunantwetgibgten Zellen genauer zu analysieren.

1. Das therapeutische Potenzial von fusionierten Hyidzellen

1.1 Die Generierung von Hybridzellen

Fir die Generierung von Fusionszellen im humaneste®y wurden DZ aus monozytaren CD14
Vorlauferzellen verwendet. Da diese bei an chrdmsclymphatischer Leukdmie erkrankten
Patienten nur in geringer Zahl im peripheren Blukutieren, wurde, um genigend Zellen zu
erhalten, zur Gewinnung von DZ das Blut allogengesunder Spender verwendet. Trotz
unterschiedlicher MHC-Typen von allogenen DZ undmbuwzellen kénnen Hybridzellen
Tumorpeptide effizient den T-Zellen des Patientgisentieren, da Hybridzellen die MHC-Klasse-
I- und MHC-Klasse-1I-Molekile sowohl von Leukamidlea als auch von DZ auf ihrer Oberflache
exprimieren.  Die  monozytaren Vorlauferzellen der DZwurden durch eine
Dichtegradientenzentrifugation aus dem peripherkn Boliert und nach Markierung mit einem
gegen das Oberflaichenmolekil CD14 gerichteten Arpigr durch Magnetseparation weiter
angereichert. Im Laufe einer achttagigen Zellkuttut GM-CSF (800 U/ml) und IL-4 (500 U/ml)
differenzierten diese Vorlauferzellen zu DZ, die f@ach Fragestellung unreif oder nach
Durchfuhrung eines zusatzlichen Reifungsschritesrgndet wurden.

Als Tumorzellen wurden Blutlymphozyten aus dem meeren Blut von an chronischer
lymphatischer Leukamie erkrankten Patienten verwenaelche Uber die Medizinische Klinik Il
des Universitatsklinikkums Grol3hadern bezogen wurdEir die Zellfusion wurden die
Leukadmiezellen aus dem peripheren Blut nicht weitgigereinigt und in ihrer Gesamtheit fur die
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Fusion eingesetzt, da die Leuk&miezellen den gndf3teil der peripheren Blutzellen dieser

Patienten ausmachten.

Beide Fusionspartner wurden, wie im Methodenteilscheéeben, einer Fusion mittels

Polyethylenglycol unterzogen. Nach jeder FusiondegarAliquots entnommen, um weitergehende
Untersuchungen am FACS-Gerat oder auf Objekttragienchzufihren. Der grof3te Teil der

fusionierten Zellen wurde fur anschlieRende Stithatsexperimente verwendet.

1.2 Etablierung eines Nachweissystems fir HybridZein

Da der Erfolg der Zellfusion auf dem zufalligen Zosmentreffen der Fusionspartner zum
Fusionszeitpunkt beruht, kann das Ergebnis einsioRustark variieren. Deshalb ist es nétig, fir
die erfolgreiche Induktion einer Immunantwort, jedmzelne Zellfusion hinsichtlich wichtiger
Parameter, wie Fusionsfrequenz und Lebensfahigheit Hybridzellen, genau zu untersuchen.

Dafur stehen verschiedene Nachweis- und Untersgsmethoden zur Verfiigung.

1.2.1 Darstellung von Zellfusionen am FACS-Gerat

Eine Moglichkeit, Hybridzellen aus DZ und Tumoreellnachzuweisen, war die Darstellung von
Fusionsereignissen am FACS-Geréat. Gegenuber demneSszenzmikroskop bot diese Methode den
Vortelil, leicht und in kurzer Zeit quantitative Asegen uber die Anzahl an Fusionsereignissen,
bezogen auf die Gesamtzellzahl, zu erhalten. Ubsrkbnnte durch Ausschluss von toten Zellen
durch Propidium-Jodid der Anteil an lebensfahigeybiitizellen genau festgelegt werden. Die
Maoglichkeit, schnell eine Aussage Uber die Fusietgfenz und die Vitalitdt der Hybridzellen zu
treffen, sowie die leichte Handhabbarkeit der Magsam FACS-Gerat sind auch entscheidende
Vorteile fur einen eventuellen spateren klinisck@émsatz.

Damit fusionierte Zellen mit grof3er Genauigkeiteddiert werden konnten, war es notwendig, eine
Farbung zu etablieren, bei der die einzelnen Zelajeweils mit einem nur fir sie spezifischen
Antikorper detektiert wurden. Die verwendeten mdaonklen Antikérper sollten ein
unterschiedliches Emissionsspektrum aufweisen,saidsnur in einem moglichst kleinen Bereich
Uberschneidet, um fur die Unterscheidung der Zekémdeutig voneinander differenzierbare
Signale zu erhalten. Ziel dieser Nachweismethodeesaunfusionierte leukdmische Lymphozyten
und DZ als jeweils einfach gefarbte Zellen darZieste wahrend fusionierte Hybridzellen, die
Anteile beider Zellarten enthalten, als doppeltkigate Zellen gut abgrenzbar sein sollten. Wurden
derart markierte Zellen in einem PunktwolkendiagraniDot-Plot) dargestellt, konnten die

unterschiedlichen Fluoreszenzen in einem Koordingtgtem miteinander korreliert werden. In
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Abb. 2: Exemplarische Darstellung einer Zellmixturaus DZ und CLL (a) und einer
Zellfusion (b) mittels FACS-Analyse

Die B-Lymphozyten wurden mit CD5 und CD19 (jewPBi#skonjugiert) markiert, die DZ mit
CD11lc (FITC-konjugiert). Das Fadenkreuz des ,Doto®l wurde so eingestellt, dass
unmarkierte Zellen im linken unteren QuadrantenelagNur CD5- und CD19-markierte Zellen
kommen im oberen linken Quadranten zum Liegen,Gtlc markierte Zellen im unteren
rechten. Als Kontrolle wurde bei jeder Fusion jda/@uch eine Zellmixtur mitgefuhrt (a). Nach
Durchfihrung der Fusion stellten sich Hybridzeliem rechten oberen Quadranten als doppelt
markierte Zellen dar (b). Bei den Zellmixturen fagidh meist auch ein geringer Prozentsatz an
doppelt positiven Ereignissen, die auf unspeziéackelladhéasionen von DZ und CLL beruhten.
diesem Fall wurden, wie im Methodenteil beschriebélnoreszenz 1 (FITC) auf der x-Achse
gegen Fluoreszenz 2 (PE) auf der y-Achse aufgetr@ab. 2. Das Koordinatensystem wurde in
vier Quadranten eingeteilt. Die nicht gefarbten unéusionierten Zellen beider Zellarten mussten
hierbei im unteren linken Quadranten liegen, watiremt FITC gefarbte DZ im unteren rechten
und mit Phycoerythrin markierte CLL-Zellen im oberbnken Quadranten liegen sollten. Tote
Zellen wurden durch Zugabe von Propidium-Jodid aeseshlossen. Fusionierte Hybridzellen
wiesen ein FITC-Signal an ihrem Dendritischen Andeif, wahrend der aus den Leukamiezellen
stammende Anteil mit Phycoerythrin markiert war,dsss sich Hybridzellen als doppelt gefarbte
Zellen in den oberen rechten Quadranten projizierte
Damit die unterschiedlichen Zellarten und die Hgbellen exakt voneinander unterschieden
werden konnten, mussten fir die jeweiligen Zellgrez#ische Oberflachenmarker gefunden
werden, die mit Antikbrpern detektiert werden kamtHierzu konnte auf bereits durchgefuhrte
Untersuchungen aus der Arbeitsgruppe zurtickgegrifferden (Garhammer, 2001), in denen als
nur fur DZ spezifischer Marker CD11c, ein Stammnearkir Zellen der myeloischen Reihe,

bestimmt worden war. Als nur fir CLL-Zellen spezdine Oberflachenmolekule, die nicht auf DZ
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vorhanden waren, fanden sich CD5 und CD19. Auf Grdieser Daten etablierte Garhammer ein
Nachweissystem, bei dem DZ mit einem PE-konjugrerenti-CD11c-Antikérper und die
Leukadmiezellen mit FITC-konjugierten Antikérperngge CD5 und CD19 detektiert wurden. Ein
Nachteil dieses Nachweissystems bestand jedochn,ddass zwar beide Zellarten spezifisch
markiert werden konnten, aber die Signalintensités Tumoranteils von Hybridzellen nicht
ausreichend war, um die Fusionszellen eindeutig \der Dendritischen Zellpopulation
abzugrenzen. Dieses Problem konnte gelést werddam die Oberflachenmarker CD5 und CD19
der Leukadmiezellen, anstatt sie durch FITC zu dietedn, mit durch PE-konjugierte Antikorper
markiert wurden, welche eine grof3ere Signalintéhgitifwiesen. Die DZ wurden mit einem fur
CD11c spezifischen FITC-konjugierten AntikGrperedetert.

Diese Modifikation des Nachweissystems ermoglicdge die fusionierten Hybridzellen von den
unfusionierten Zellen eindeutig zu unterscheidem Nachteil dieser Nachweismethode war
jedoch, dass die Mdglichkeit nicht ausgeschlosserden konnte, dass DZ und CLL, die nicht
fusioniert waren, sondern nur adharent aneinandéteten, ebenso als ein einzelnes, doppelt
positives Ereignis im FACS-Geréat gezahlt werdennken. Um die Wahrscheinlichkeit fur das
Auftreten einer derartigen unerwiinschten Verfalaghdes Messergebnisses zu verringern, wurde
dem bei der Messung am FACS-Gerat verwendeten FA@Gfer eine hohe Konzentration des
Chelatbildners EDTA in H6he von 15 mMol zugegebddes reduzierte unerwinschte
Zellaggregationen auf ein Minimum, erforderte jed@n schnelles Verarbeiten der Proben, um

nicht gewollte Zytotoxizitat zu vermeiden.

1.2.2 Nachweis von Hybridzellen auf Objekttragern

Ein weitere Methode, Hybridzellen nachzuweisen, diar Farbung und Fixierung der Zellen auf
Objekttragern mit anschlieRender Auswertung im Fapenzmikroskop. Der Nachweis mittels
Fluoreszenzmikroskop bot den Vorteil, eine qualitatAussage Uber die fusionierten Zellen zu
treffen, da es hier moglich war, jede fusionierl€ einzeln im Mikroskop zu analysieren und
auszuwerten. Hierbei konnte jede einzelne ZelledasfGenaueste untersucht werden, um zwischen
einer unspezifisch erfolgten Zellaggregation undeeirealen Fusion zu unterscheiden. Ebenso
waren quantitative Aussagen tber die Anzahl arofusiten Hybridzellen, sowohl bezogen auf die
Zahl der DZ, wie auch bezogen auf die Gesamtzdlinéiglich. Jedoch erfordert dies einen grof3en
Zeit- und Arbeitsaufwand, so dass diese Methodegeeriiur einen eventuellen klinischen Einsatz

geeignet ist, sondern speziellen Fragestellungdmebalten bleiben sollte.
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1.2.2.1 Markierung der Zellen mit Cell-Tracker

Eine Mdglichkeit, Zellen am Fluoreszenzmikroskopchruweisen, war die Markierung mittels
Cell-Tracker. Cell-Tracker sind Farbstoffe, weld®dlen unspezifisch anfarben und mit einem sehr
leuchtintensiven Signal versehen. Wie im Methodemieschrieben, mussten die Zellen vor der
Fusion separat mit Cell-Tracker markiert werden.Mid#den hierzu mit einem Cell-Tracker Green
BODIFY angefarbt, der grines Licht bei 528 nm amnite, wahrend leukamische B-Lymphozyten
mit einem Cell-Tracker Orange CMTMR markiert wurdeier Licht bei 566 nm emittierté\bb.

3). Die gefarbten Zellen wurden einer Fusion mittetdyethylenglycol unterzogen und auf einem
Objekttrager aufgebracht. Die sehr leuchtstarkéuiéy der Zellen durch Cell-Tracker ermdglichte
es, gut zwischen intensiv grin leuchtenden DZ,nsite orange gefarbten Tumorzellen und
fusionierten Hybridzellen, die beide Signale auBeie, zu unterscheiden. Dadurch konnten grof3e
Zellzahlen auf Objekttragern ausgewertet und eslel® quantitative Aussage Uber die Hohe der
Fusionsfrequenz getroffen werden. Da allerdings wdievendeten Cell-Tracker nicht fur einen
Einsatz im FACS-Gerat geeignet waren, war es nmfglich, mit dieser Methode direkt die
Fusionsraten einer einzelnen Fusion gleichzeitigGmekttrager und durch Messung am FACS-

Gerat zu evaluieren.

Abb. 3: Darstellung einer Fusion nach Farbung der Hen mit Cell-Tracker

DZ wurden grin mit Cell-Tracker Green BODIFY angbta CLL-Zellen rot mit Cell-Tracker
Orange CMTMR. Mittig ist eine Zellfusion sichtb&f¢il)

1.2.2.2 Detektion der Hybridzellen mit spezifischedntikorpern

Beim Nachweis von Hybridzellen am FACS-Gerat konmie oben bereits ausgefuhrt, nicht mit
Sicherheit das Vorhandensein von unspezifischelag@gglegaten ausgeschlossen werden. Deshalb
war es nétig, einen Ansatz zu etablieren, bei demméglich war, die am FACS-Geréat erhaltenen

Werte mit der genaueren Messung am Fluoreszenzshiépozu korrelieren. Dadurch konnten die
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am FACS-Gerat erhaltenen Werte daraufhin tGberpréftlen, ob nicht doppelt-positive Ereignisse
falschlicherweise als fusionierte Hybridzellen geee wurden, welche aber in Wirklichkeit
unspezifische, nicht fusionierte Zellaggregate warBasierend auf den fir die Detektion am
FACS-Gerat verwendeten, monoklonalen Antikérpermdsuleswegen versucht, eine Farbung zu
etablieren, die einen Nachweis von Hybridzellen mérselben Antikbrperkombination auf
Objekttragern am Fluoreszenzmikroskop ermdglicAteb( 4. Zuerst wurde untersucht, ob die fur
die Detektion der Zellen am FACS-Gerat verwendetanonoklonalen Antikdrper alleine

ausreichten,

Abb. 4: Darstellung einer Zellfusion im Fluoreszenkroskop nach Farbung mit spezifischen
Antikorpern

Die Farbung der Zellen war analog der Farbung fuasd FACS-Gerat: DZ wurden mit
biotinylierten CD11c (detektiert mit Streptaviditife) primar markiert. In einem weiteren Schritt
wurde dieses Signal mit einem biotinylierten Antidfa-Antikorper, welcher wiederum mit
Streptavidin-FITC detektiert wurde, weiter verstarCLL-Zellen wurden mit CD5 und CD19
(jeweils PE-konjugiert) primar markiert und ans@fliend mit einem Cy3-konjugierten Antikorper,
der gegen den murinen Heil gerichtet war, verstarkt. Hier sichtbar, zwéusionierte
Hybridzellen, mit Pfeilen markiert.

um nach Fixierung am Objekttrager ein fur eine Aeidung am Fluoreszenzmikroskop ausreichend
starkes Signal zu liefern. Das von den mit FITC &itimarkierten Zellen ausgehende Signal war
jedoch alleine zu schwach fur eine Auswertung, asscine Moglichkeit gefunden werden musste,
dieses Signal weiter zu verstarken. Hierzu wurde Signal der mit Streptavidin-FITC markierten
DZ durch Bindung eines gegen den Avidin-Anteil geteten Antikdrpers weiter intensiviert. Diese
Methode hatte den Vorteil, dass Proben sowohl ar@$&erat gemessen werden konnten, als
auch Aliguots derselben Fusion zu einem spateré@pufet, nach Fixierung auf Objekttragern, am
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden konntemitDaar es mdglich, einerseits quantitative
Aussagen Uber grol3e Zellmengen durch Messung amSHa&at zu machen und andererseits
durch die Auswertung am Mikroskop quantitativ déale Fusionsfrequenz unter Ausschluss von

Zellaggregaten zu bestimmen. Des Weiteren war dutieh Etablierung dieser Farbung mit
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Antikorpern die Moglichkeit gegeben, die Zellmixar und Fusionen auch am konfokalen
Mikroskop zu untersuchen. Weitergehende Untersugdiam konfokalen Mikroskop belegten die

erfolgreiche Generierung von fusionierten Hybriteel

1.3 Der Einfluss verschiedener Variablen auf die Fsionsrate

Nachdem die oben beschriebenen Methoden zum NaslwriFusionszellen etabliert waren, war

es mdglich, die Effizienz von Fusionen genauer mensuchen. Die fur die Fusion eingesetzten DZ
und leukdmischen B-Lymphozyten wurden, wie im Metdeil beschrieben, einer Fusion mit

Hilfe von Polyethylenglycol unterzogen. Je nachgestellung wurden dafir immature DZ oder

mature DZ verwendet. Nach jeder Fusion wurden Aligufir weitergehende Untersuchungen
abgenommen.

Ziel der folgenden Versuche war es, die Fusionsiag von Fusionen zu bestimmen und weitere
Parameter zu identifizieren, die Einfluss auf diézienz von Fusionen haben. Diese Informationen

waren wichtig, um spéter erfolgreich Stimulatiorrsuehe durchzufihren.

1.3.1 Phanotypische Analyse der Reifungsmarker aldZ

Wie in verschiedenen Studien dargelegt, hat defuRgszustand von DZ grof3en Einfluss auf ihre
stimulatorische Kapazitat (Banchereau & Steinm&981 Steinman & Swanson, 1995). Deswegen
war es wichtig, den Maturationszustand der DZ gemaucharakterisieren. Wie bereits im
Methodenteil beschrieben, wurden immature DZ ausamgtaren Vorlauferzellen nach acht Tagen
Zellkultur in serumfreiem Medium mit GM-CSF und #Lgeneriert. Mature DZ wurden erzeugt,
indem unreife DZ mit einem Zytokincocktail, besteleaus GM-CSF, IL-4, TNk; PGE-2, IL-6
und IL-18 fur 36 h im Brutschrank inkubiert wurden. Zur Aysg des Reifungszustands wurden
bestimmte Oberflachenmarker mit monoklonalen Ampledn auf DZ detektiert und im FACS-
Gerat gemesse\bb. 5. Unreife und reife DZ exprimierten wenig CD1a,geringer bis mittlerer
Konzentration CD14 sowie in hoher Konzentration degreloischen Stammmarker CD11c. Mature
DZ wiesen, verglichen mit immaturen, eine starkexeression von kostimulatorischen Molektlen
wie CD80, CD83 und CD86 auf. Die fiur leukdmische LyBaphozyten typischen
Oberflachenmarker CD5 und CD19 wurden weder aufatanen noch auf maturen DZ exprimiert

(Daten hier nicht gezeiyt
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Abb. 5: Vergleich der Expression von Oberflachenrkarn bei immaturen und maturen DZ

Der weil3e Balken zeigt die Expression auf immati»&n(iDZ) nach 8 d Kultur im serumfreien
Medium. Die Expression der Oberflachenmolekiile rmaturen DZ (grauer Balken) wurde 36 h
nach Zugabe des Maturationscocktails am 10. Tagirbeg (mDZ). Die abgebildeten Daten sind
das Ergebnis mehrer unabhangiger Versuche.

1.3.2 Die Abhangigkeit der Fusionsrate vom Reifungsistand der DZ

Im Zuge der Reifung kommt es bei DZ zu einer Andgrwieler grundlegender Parameter: es
werden mehr MHC-Molekile auf der Oberflache expeiies kommt zur verstarkten Expression
kostimulatorischer Molektle sowie zu Erh6hung degrsttionskapazitat (Banchereau & Steinman,
1998). Durch diese tiefgreifenden VeranderungenZadistruktur beim Reifungsprozess erschien
es moglich, dass dies auch eine Auswirkung aufHiiee der Fusionsraten der Hybridzellen und
somit auf die Effizienz einer Fusion haben kéntde eine Aussage dariber zu treffen, wurden
mehrfach Fusionen bei einem festen Verhaltnis vare® Tumorzellen von 1:1 ausgefuhrt und die
Fusionsfrequenz bestimmt. Fur eine mdglichst exd#stimmung der Zahl von Hybridzellen

wurden fir diese Fragestellung die FusionsraterFlmreszenzmikroskop evaluiert. Dabei wurde
auf eine Farbung mit Cell-Tracker zuriickgegriffehe durch ihre hohe Leuchtintensitat das
Auswerten von grof3en Zellzahlen auf Objektragemdglichte. In einem ersten Schritt wurde

sichergestellt, dass die Fusion mit Polyethylengllgelbst keine Auswirkung auf den Phéanotyp der
DZ hatte. Bei der Uberprufung des Reifungszustanaes DZ am FACS-Geréat, vor und nach

Behandlung mit Polyethylenglycol, fand sich keinend&rung der Expression von

kostimulatorischen MolekilenDaten nicht gezeiyt Bei der Auswertung der Objekttrager am

Fluoreszenzmikroskop zeigte sich folgendes Ergelpdish. §: Wurden immature DZ fir die
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Fusion mit CLL-Zellen eingesetzt, so liel3 sich ephérchschnittliche Fusionsrate von 2,84%
erzielen, wurden dagegen mature DZ verwendet, esteigsich die Fusionsrate auf 3,95%. Beim
Auswerten der Fusionsfrequenzen am FACS-Geréat tigstédes sich wiederum, dass bei
Verwendung maturer DZ eine hohere Fusionsrate icbegt mit immaturen DZ erreicht wurde.
Dort zeigte sich eine Erh6hung der durchschnitdich-usionsrate von 4,6% bei Einsatz von
immaturen auf 5,95% bei Verwendung von maturen Bide Erklarungsmaoglichkeit fur die hdhere

gemessene Fusionsrate am FACS-Gerat ist das Vahseid unspezifischer Zellaggregate.
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Abb. 6: Auswertung der gemessenen Fusionsraten @ldjekttragern (a) und bei Messung am
FACS-Gerat (b)

(@) Nach der PEG-Fusion betrug bei der Auswertuog VZellfusionen auf Objekttragern am
Fluoreszenzmikroskop die durchschnittliche Rate fasionierten Hybridzellen 2,84% bei
Verwendung immaturer DZ und 3,95% bei maturen DZei Rler Auswertung am

Fluoreszenzmikroskop wurden in der Zellmixtur kefielen gefunden, die den Kriterien einer
fusionierten Hybridzelle entsprochen hatten. (b d& Bestimmung der fusionierten Hybridzellen
am FACS-Gerét ergab sich nach PEG-Fusion eine digichittliche Rate an doppelt-positiven
Fusionsereignissen von 4,61% bei immaturen DZ un@5% bei maturen DZ. In der

Kontrollgruppe mit den Zellmixturen wurden 2,06% ibematuren DZ und 1,73% bei maturen DZ

als doppelt-positive Ereignisse gemessen. Diesemwauf unspezifische Zellaggregationen aus DZ
und CLL zurtckzufihren.

1.3.3 Der Einfluss des Verhaltnisses von Tumorzetieu DZ

Eine weitere Frage war, welche Auswirkung eine Aandg des Verhaltnisses von DZ zu
leuk&dmischen B-Lymphozyten auf die Fusionsfrequeam Hybridzellen hatte. Wurden mehr
Tumorzellen im Verhdltnis zu den DZ zugegeben, dtiesdie Wahrscheinlichkeit steigen, dass
sich eine Tumorzelle zum Zeitpunkt der Fusion are &Z anlagerte, und damit auch die Zahl der
generierten Hybridzellen zunehmen. Um dies genamer untersuchen, wurden DZ mit

leukamischen B-Lymphozyten im Verhaltnis 1:1, 1t% und 1:10 zusammengegeben und einer
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Fusion mittels Polyethylenglycol unterzogen. Allersuche wurden sowohl mit immaturen als
auch maturen DZ durchgefihrt.

Zuvor wurden beide Fusionspartner gemafd dem Féatoiqodl fir Cell-Tracker markiert, die DZ
mit einem grinen Farbstoff, die Tumorzellen miteemroten. Nach Durchfiihrung der Fusion
wurden die Zellen auf Objekttrager aufgetragen €irekrt, um am Fluoreszenzmikroskop die
exakte Fusionsfrequenz zu bestimmen. Bei der Auswgrzeigte sich bei immaturen DZ, bezogen
auf die Anzahl DZ, eine Steigerung der Fusionsnaitezunehmenden Tumor/DZ-Verhaltniakp.

7). Durch Verwendung von maturen DZ konnte die Fusfieequenz noch einmal erhdht werden.
Dies liel3 den Schluss zu, dass es offenbar dueckrtiohung des Verhéltnisses von CLL zu DZ zu
besseren Kontaktméglichkeiten zwischen DZ und Twuelten bei der Fusion kam, was eine
gesteigerte Fusionsfrequenz bewirkte. Damit akeieéirgleichbarkeit der Ergebnisse der Versuche
untereinander gewahrleistet wurde, wurde bei alleiteren Untersuchungen dennoch weiterhin ein
Verhaltnis der DZ zu den Tumorzellen von 1:1 be#besm.
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Abb. 7: Gesteigerte Fusionsrate bei Erhhung degh#&tnisses CLL:DZ

Die Erhéhung des Verhaltnisses von CLL zu DZ fulmteeiner gesteigerten Frequenz von
Hybridzellen (auf Objekttragern am Fluoreszenznskap ausgewertet). Die Verwendung
immaturer DZ (iDZ) ergab eine Frequenz an Hybriteelvon 2% (1:1), 1,9% (1:3), 2,8% (1:5)
und 6% (1:10). Der Einsatz maturer DZ (mDZ), ber @&&G-Fusion, fuhrte verglichen mit dem
Einsatz von iDZ zu einer héheren Rate an Fusiolesze?, 5% (1:1), 2,8% (1:3), 4,1% (1:5) und
7,6% (1:10). Bei allen Anséatzen wurden CLL deschkem Patienten sowie DZ eines einzigen
Spenders eingesetzt.
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1.3.4 Evaluierung der Fusionsfrequenz

Wurden Fusionen am FACS-Gerat unter Verwendung reiR@bung mit monoklonalen
Antikdrpern detektiert, kamen als Kontrollen Zebktniren aus DZ und Tumorzellen zum Einsatz,
die keinem Fusionsschritt unterzogen worden sellteso Obwohl in dieser Kontrollgruppe keine
Hybridzellen vorhanden waren, fanden sich in deiCBAAnalyse dennoch durchschnittlich 3%
doppelt-positive Ereignisse. Deren Zustandekommmedeir unfusionierten Zellmischung erklarte
sich durch unspezifische Zellaggregationen von D#d uTumorzellen, die wahrend der
gemeinsamen Inkubation auftraten. Es war also amuen, dass derselbe Effekt auch bei
fusionierten Hybridzellen auftrat und somit die Beisionen am FACS-Gerat gemessenen Werte
falschlicherweise zu hoch waren. Deshalb war edigrBestimmung der Fusionsfrequenz ndtig,
dass die am FACS-Gerat gemessenen Werte mit dditativagenaueren Auswertung auf
Objekttragern verglichen wurden. Daflur wurden detleh, wie oben beschrieben, nach der Fusion
mit monoklonalen Antikorpern markiert. Ein Teil déellen wurde mit dieser Farbung am FACS-
Gerat analysiert, ein weiterer Teil wurde auf Objggern fixiert. Damit die Zellen auf den
Objekttragern ein fur die Auswertung am Fluoresmaikmskop geniigend starkes Signal hatten,
wurde dieses Signal, wie oben beschrieben, durgalz@ sekundarer Detektionsantikorper weiter

intensiviert. Die Untersuchung auf Objekttragerm@glichte es, zuverlassig Zellaggregationen zu
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Abb. 8: Vergleich der gemessenen Fusionsrate im FABzw. Fluoreszenzmikroskop

Bei der Untersuchung der Zellen am FACS-Gerat wungeben der Fusion auch doppelt-positive
Ereignisse in der Zellmixtur, sowohl bei immaturais auch bei maturen DZ, gemessen. Die
Uberprufung am Fluoreszenzmikroskop bewies, dass diirch unspezifische Zellaggregationen
verursacht wurde, die als doppelt-positive Ereigaisom FACS-Geréat gewertet wurden. Dieselben
unspezifischen Zellaggregationen waren die Ursafilredie Erhdhung bei der Messung der

Fusionsrate am FACS-Gerat verglichen mit dem Flapeazmikroskop. Am Mikroskop konnten in
der Mixtur keine Fusionsprodukte &hnliche Ereigaisachgewiesen werden.
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identifizieren und von fusionierten Hybridzellen zunterscheiden. Nach dem Auszahlen von
Hybridzellen am Fluoreszenzmikroskopbp. 3 und dem Vergleich mit den am FACS-Geréat
erhaltenen Daten, stellte sich heraus, dass diedéatatsachlichen Fusionsereignisse etwa um die

Halfte niedriger war als die am FACS-Gerat geme=séfierte Abb. §.

1.4. Der Einsatz von Hybridzellen in Stimulationsasatzen

Nach dem erfolgreichen Nachweis von fusioniertenbritizellen wurde untersucht, welches
Potenzial diese hatten, durch Stimulation von maifeLymphozyten eine gegen den Tumor
gerichtete Immunantwort zu induzieren. Fur diessgEstellung wurden T-Lymphozyten aus dem
peripheren Blut von an chronischer lymphatischenkiéenie erkrankten Patienten als Zielzellen
benutzt. Wie in Voruntersuchungen unserer Arbeisge durch intrazellulare FACS-Messungen
nachgewiesen werden konnte, wurde in diesen Stimookansatzen IFN-nur von T-Zellen und
nicht von Tumorzellen ausgeschiittet (Wahhl.,2003). Somit konnte tber die Messung der IFN-
y-Konzentration eine Aussage uber die Aktivierung JeZellen getroffen werden. Da sich jedoch
unter den Lymphozyten im peripheren Blut von an Girkrankten Patienten nur 0,5 — 2 % T-
Lymphozyten (eigene Messung) befanden, konnte nutr sehr geringen Zellzahlen bei
Stimulationsversuchen gearbeitet werden. Eine wefen Anzahl dieser Lymphozyten wurde im
Stimulationsansatz mit den nach der PEG-Methodergaten Hybridzellen stimuliert. Fur die hier
durchgefuhrten Stimulationsversuche wurden sowahl die Zellmischung als auch fir die
Zellfusion DZ und leukdmische B-Lymphozyten im Véithis 1:1 eingesetzt. Kontrollgruppen,
bestehend aus unfusionierten DZ, Tumorzellen undrezellmixtur aus beiden Zellarten sowie
reinem Medium, wurden ebenfalls angesetzt. Um uiiesehte unspezifische Stimulationsreize
durch Zellproliferation auszuschliel3en, wurden &temulatorzellen mit 100 Gy bestrahlt. Die
Durchfuhrung der Stimulationsansatze erfolgte \wmieMethodenteil beschrieben. Nach acht Tagen
wurden die Stimulationsansétze mit unbehandeltestrdddten Tumorzellen der jeweiligen
Patienten restimuliert und nach weiteren funf Tagéerstande aus den Stimulationsversuchen fir

weiterfihrende Messungen abgenommen.

1.4.1 Messung der IFN-y-Konzentration im Stimulationsansatz

Bei der erfolgreichen Induktion einer Immunantwasgrden T-Zellen dazu angeregt, bestimmte
Botenstoffe, wie etwa IFN; zu sezernieren, um weitere Immunzellen wie NKeteloder
Makrophagen zu aktivieren. Eine Mdglichkeit, ein@isBage Uber die durch die Stimulation

bewirkte Aktivierung von Immunzellen zu treffen, m@eshalb die Bestimmung der Sekretion von
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IFN-y im Stimulationsansatz.

Zur Bestimmung der durch die Stimulation bewirkt#fN-y-Ausschittung wurde ein sehr
sensitiver IFNy-ELISA verwendet. In den durchgefiihrten Stimulasiagrsuchen zeigte sich je
nach Ansatz eine signifikante IFNSekretion. Mit den gemessenen IFNVerten wurden die
Stimulationsindices ermittelt. Fir deren Berechnungde die gemessene Zytokinsekretion nach
Gabe der verschiedenen Gruppen von Stimulatorzetteh anschlieRender Restimulation durch
Tumorzellen, ins Verhaltnis gesetzt zu der gemessenytokinsekretion bei Stimulation und
Restimulation von autologen PBL mit autologen Tumetien. Der Stimulationsindex nach
Verabreichung von Tumorzellen und Restimulation @itL-Zellen wurde als 1 definiert. Bei
jedem durchgefuhrten Stimulationsansatz wurde jewauch die Hb6he der Fusionsfrequenz
bestimmt.

Da der Stimulationsansatz mit allogenen DZ durchigefwurde, war es wichtig zu wissen, wie
grol3 der allogene Anteil in der Immunantwort wardumwieweit eine tumorspezifische
Komponente der Immunantwort vorlag. Damit daribiee eAussage getroffen werden konnte,
wurde folgender Versuchsaufbau gewahlt: PeriphdudyBnphozyten eines Patienten wurden mit
einer definierten Anzahl von Stimulatorzellen, wieMethodenteil beschrieben, stimuliert. In einer
Versuchsgruppe wurden die PBL mit allogenen DZiradlestimuliert und erhielten nach einer
Woche statt einer Restimulation mit Tumor eine ZAegavon Medium, um die allogene
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Abb. 9: Stimulationsansatz unter Verwendung von (amaturen DZ und (b) maturen DZ

Die bei der PEG-Fusion aus Tumorzellen und DZ genien Hybride wurden auf ihre Fahigkeit

untersucht, autologe T-Zellen der CLL-Patienten stimulieren. Als weitere Kontrollgruppen

wurden allogene DZ alleine, CLL sowie Zellmixtuears DZ und CLL verwendet. Nach erstmaliger
Stimulation mit der entsprechenden Untersuchunggegguerhielten die PBL nach 8 Tagen eine
Restimulation mit CLL-Zellen. Die Stimulatorzellaurden jeweils mit 100 Gy bestrahlt. Die

Zytokinsekretion wurde mit einem IBAELISA bestimmt. Die IFN-Ausschittung von PBL, die

mit CLL stimuliert wurden, wurde als Stimulatiord#x berechnet und mit 1 definiert. Fur alle
oben gezeigten Stimulationsanséatze wurden bei daeferung von Hybridzellen die DZ in einem
Verhéltnis von 1:1 mit den Tumorzellen fusioniert.



ERGEBNISSE SEITES3

Komponente der Immunantwort zu messen. Bei einder@m Gruppe wurden die PBL auch mit
allogenen DZ stimuliert, aber nach einer Wochelgtéoeine Restimulation mit TumoAKb.9a,
dritte Saulg. Als Kontrolle wurden die PBL von CLL-Patiententmumor stimuliert und erhielten
ebenso nach einer Woche eine erneute Restimuladibmumor. Nach weiteren finf Tagen wurde
der Uberstand aus dem Stimulationsversuch in al@ruppen abgenommen und die
Zytokinkonzentration darin bestimmt. In der Grugjee PBL, welche nach Gabe der allogenen DZ
mit Medium statt Tumor restimuliert wurdeAk{b.9a, zweite Saylewurde eine signifikant héhere
IFN-y-Sekretion beobachtet, als in der Kontrollgruppe dé& Tumor stimulierten autologen PBL
(Abb.9a, erste Saule Diese im Vergleich hohere IFNSekretion entsprach der allogenen
Komponente in der Immunantwort.

In der Gruppe, in der nach Gabe der allogenen @5 einer Woche mit Tumor restimuliert wurde
(Abb.9a, dritte Sau)e konnte, verglichen mit der Gruppe, die nach Gadxeallogenen DZ bei der
Restimulation Medium erhielt, keine weitere Steiggy der Immunantwort erzielt werden. Dies
deutete darauf hin, dass auch in dieser Grupperdiergleich zu den autologen PBL gesteigerte
IFN-y-Sekretion nur durch allogene Effekte bedingt viza.hier die Restimulation mit dem Tumor
zu keiner Steigerung mehr fiihrte, konnte eine tgperifische Komponente bei der Gabe von
allogenen DZ alleine ausgeschlossen werden. Himgkgente bei Stimulation der PBL mit einer
Zellmixtur oder Fusion und anschlieRender Restitalamit dem Tumor eine Steigerung der
Immunantwort, verglichen mit der nicht restimulertKontrollgruppe, erzielt werder\lgb. 9a 4.
und 5. Saule Die durch Mixtur oder Fusion hervorgerufene IiH$ekretion ging Uber das durch
allogene Zellen erzielte Niveau hinaus und konnmield Restimulation mit Tumor weiter gesteigert
werden, so dass neben der allogenen Stimulatioh auee tumorspezifische Komponente der
Immunantwort vorliegen musste.

Nachdem die Rolle der allogenen Komponente beiGrerierung bestimmt worden war, wurde
die unterschiedliche Potenz von immaturen und reatXZ bei der Induktion einer Immunantwort
untersucht. Da mature DZ eine hohere Expressiokostimulatorischen Molekilen aufweisen
(Banchereau & Steinman, 1998), wurden in einerarert Untersuchungsreihe mature DZ fur alle
Untersuchungsgruppen verwendet, um deren stimidalms Potenzial zu untersuchen. Bei
Verwendung maturer DZ in den Versuchen wurde, v@rgh mit den immaturen DZ, ein analoges
Ergebnis erzielt: die héchste stimulatorische Kagahatten fusionierte Hybridzellen, gefolgt von
der Zellmischung. Die niedrigste stimulatorischeg#atat hatten mature DZ alleine. Jedoch lag bei
Verwendung von maturen DZ das Niveau der gemesdéiem-Werte zwei- bis dreifach Gber bei
den mit immaturen DZ erzielten Werten. Eine mogidkrklarung fur die erhdhte stimulatorische

Kapazitat von Hybridzellen aus maturen DZ war espd#s die erhodhte Fusionsfrequenz bei
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Verwendung von maturen DZ, andererseits die vektgtdxpression kostimulatorischer Molekile.
Da aber nicht nur bei fusionierten Hybridzellemdern auch in den anderen Kontrollgruppen eine
erhohte IFNy- Sekretion auftrat, konnte die erhdhte Fusionsfeeq von maturen DZ bei der
Zellfusion nicht der alleinige Grund sein. So ligBh dieses erhéhte stimulatorische Potenzial am
ehesten auf die verbesserte Expression von kostioridchen Molekilen bei maturen DZ

zuruckfuhren.

1.4.2 Die Beziehung zwischen stimulatorischem Potaal und der Fusionsrate

Eine weiterer wichtiger Aspekt war, inwieweit dieudtonsrate der Hybridzellen im
Stimulationsansatz die Ho6he der Ausschittung an -jiFMeeinflusste. Da bei jedem
Stimulationsversuch die Rate an fusionierten Hytslieén bestimmt worden war, konnte diese mit
dem im Stimulationsansatz gemessenen Stimulatidesinkorreliert werden. Entgegen den
Erwartungen zeigte sich jedoch, dass zwischen demegsenen Fusionsraten und dem
Stimulationsindex keine Korrelation bestand. Umsdge Ergebnis zu tberprufen, wurde versucht,
fusionierte Hybridzellen durch Zellsortierung weiggzureichern. Ziel war es zu untersuchen, ob in
einem Stimulationsansatz durch Zugabe von angemd@h Hybridzellen eine starkere

Immunantwort induziert wurde, als bei Zugabe varhtangereicherten Hybridzellen. Fur die
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Abb. 10: (a) Korrelation der Fusioneffizienz (%) mdem Stimulationsindex; (b) Anreicherung
von Hybridzellen mittels Zellsortierung.

(@) Beim Vergleich zwischen der Fusionseffiziend wem Stimulationsindex konnte keine
Korrelation etabliert werden. (b) Die fehlende Kelation bestétigte sich bei der Anreicherung von
Hybridzellen mittels Zellsortierung. Diese wurdemach Anreicherung, wie im Methodenteil
beschrieben, in einen Stimulationsansatz gegebenchDdie Anreicherung konnte keine weitere
Steigerung des Stimulationsindex erzielt werden.
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Anreicherung wurden, wie im Methodenteil beschrieldie viel gro3eren unfusionierten DZ und
fusionierten Hybridzellen von den kleineren leukéchien B-Lymphozyten im Zellsortierer
abgetrennt. Da ohne Sortieren nach einer Fusionolsoviusionierte Hybridzellen als auch
unfusionierte DZ und Tumorzellen gemeinsam im Skationsansatz enthalten waren, wurde durch
Aussortieren der Tumorzellen eine AnreicherungHiigsridzellen, bezogen auf die Gesamtzellzahl,
erreicht. Auch wenn nach Sortierung nicht mit eireenen Population aus Hybridzellen stimuliert
wurde und sich weiterhin unfusionierte DZ im Ansa&fanden, so wurde dadurch dennoch die
Rate an fusionierten Hybridzellen erhoht. Als Ergsbzeigte sich im Stimulationsansatz, dass
durch weiteres Anreichern der fusionierten Hybridze keine weitere Steigerung der
Immunantwort mehr moglich waAbb. 10. Eine mdogliche Erklarung hierfir war, dass die zu
stimulierenden Lymphozyten aus dem peripheren Blain in ihrer Immunkompetenz
eingeschréankten Patienten stammten und somit deuhmellen mit einer niedrigen Frequenz an
Hybridzellen bereits maximal stimuliert waren. Dags Zustand des Immunsystems die Hohe der
Immunantwort mit beeinflusste, zeigte sich, als vBewvendeten peripheren Blutlymphozyten mit
den klinischen Krankheitsstadien der Patientenelient wurden. So war bei Stimulation von
Immunzellen, die aus dem peripheren Blut von Ptdiemm Stadium Binet B oder C gewonnen
wurden, die ausgeschuttete IFNvenge niedriger als bei Immunzellen von PatienterStadium
Binet A.

1.4.3 Induktion einer tumorspezifischen Immunantwot bei der Zellmixtur

Bei Verwendung von Zellmixturen aus DZ und leukdahen B-Lymphozyten im

Stimulationsansatz zeigte sich durch die Starke ideuzierten Immunantwort, dass uber den
allogenen Effekt hinaus eine tumorspezifische Kongobe vorliegen musste. Da die Zellen keinem
Fusionsschritt unterworfen worden waren, musstenasif einem anderen Weg tumorassoziierte
Antigene erkannt haben. Eine Mdglichkeit war, ddasch die raumliche Nahe leukdmische B-
Lymphozyten tumorassoziierte Peptide den T-Zellgis@ntierten, wahrend die DZ gleichzeitig die
fur eine erfolgreiche Induktion einer Immunantwornétigen kostimulatorischen

Oberflachenmolekiile bereitstellten. Andererseits @gavorstellbar, dass DZ wahrend der Kokultur
mit den Tumorzellen tumorassoziierte Antigene alifmean und prozessierten. Diese wurden
anschlieBend T-Zellen im Stimulationsansatz présgntUm dies genauer zu untersuchen, wurden
DZ in Paraformaldehyd fixiert, bevor sie in einarston oder Mixtur verwendet wurden (Noessner

et al, 2002). Dadurch konnten DZ zwar weiterhin kostiatotische Molekile auf ihrer Oberflache
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Abb. 11: Fixierung von DZ mit Paraformaldehyd

Um die Ursache fiur die erhdhte stimulatorische Kafi der Zellmixtur zu untersuchen, wurden
DZ mit Paraformaldehyd (PFA) fixiert und anschliaBan die Zellmixtur gegeben oder fusioniert.
Durch die Fixierung konnten von den DZ keine nedietigene mehr aufgenommen und prozessiert
werden. Diese PFA-behandelten DZ wurden dann fig Zellmixtur und eine Zellfusion verwendet
und, wie im Methodenteil beschrieben, in einen @&tionsansatz gegeben. Die nach Fixierung
auf Hintergrundniveau reduzierte stimulatorische piaitat der Zellmixtur bewies die
Antigenaufnahme und -prozessierung durch DZ wahdemdokultur mit den CLL-Zellen

prasentieren, sie waren jedoch nicht in der LagagerPeptide und Proteine aus Zellfragmenten oder
toten Zellen aufzunehmen und diese an ihrer Olodr&u exprimieren. Hierbei zeigte sich, dass
bei Verwendung von mit Paraformaldehyd fixierten DZeiner Zellmixtur der Stimulationsindex
im Stimulationsansatz auf das Niveau der Tumorkdletreduziert wurdeAbb. 1). Das bedeutet,
dass Mixturen aus DZ und Tumorzellen dadurch eimeotspezifische Immunantwort induzieren
kénnen, indem die DZ wahrend der Kokultur Peptiael dProteine aufnehmen und diese nach
Prozessierung den T-Zellen prasentieren. WurderPi-fixierte DZ fur die Fusion verwendet,
kam es jedoch auch zu einer Reduktion der Immuraim Stimulationsansatz. Deren Niveau lag
aber immer noch tber der Immunantwort, die durcle @us PFA-DZ und CLL bestehende Mixtur
induziert wurde. Dies kdnnte damit erklart werdeéass Hybridzellen einen intakten Mechanismus
besitzen sollten, um die durch die Fusion UbertrageAntigene weiter zu verarbeiten, damit diese
zur Induktion einer optimalen Immunantwort adaqpafsentiert werden koénnen. Durch die
Fixierung mit Paraformaldehyd war dies nach derndfusicht mehr mdglich, wodurch es zu einer
Reduktion der ausgelosten Immunantwort kam. Egl@sinoch vorstellbar, dass durch die Fusion
MHC-Molekille von CLL-Zellen, die bereits mit tumgsnziierten Antigenen beladen waren, selbst
direkt in die Membran der DZ integriert wurden, wioch die Induktion einer gegen den Tumor
gerichteten Immunantwort moglich war. Dies wurd&lgen, warum die Immunantwort von
Hybriden, die mit PFA-fixierten DZ erzeugt wurdemcht auf das Niveau der Tumorkontrolle

reduziert wurde.
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2. Die Rolle der NK-Zellen bei der Antitumorantwort

Wie viele Untersuchungen Uber den Einsatz von Higetlen als Vakzine gegen Tumoren
bewiesen haben, beruht die Initierung einer ertatdnen Immunantwort vor allem auf der
Aktivierung von CD4- und CD8-T-Zellen. Mehrere Studien belegen jedoch auch,witdtig die
Interaktion von DZ und NK-Zellen ist, um die angsfite und adaptive Immunantwort fir eine
effiziente Immunantwort zu koordinieren. Fernandeiz al zeigten bereits 1999, dass die
wechselseitige Stimulierung von DZ und NK-Zellenesiwichtige Rolle bei der Generierung einer
Antitumorantwort spielt (Fernandest al, 1999). Durch direkten Zellkontakt konnen NK-Zalle
den Reifungszustand von DZ beeinflussen, wahren@eigeenzug NK-Zellen durch DZ zu lytischer
Aktivitat angeregt werden und IFNproduzieren (Gerosat al, 2002). Nach Stimulierung kénnen
NK-Zellen direkt Tumorzellen lysieren und weiteranhunzellen aktivieren, wahrend im Gegensatz
dazu T-Zellen nicht direkt den Tumor attackieremr@n. Fur eine effiziente Aktivierung von T-
Zellen missen diesen zuerst Antigene durch Antmg@sentierende Zellen (APC) préasentiert
werden, bevor sie eine spezifische Reaktivitat geggeen Tumor entwickeln kdnnen. Aus diesem
Grund stellte sich die Frage, wie grof3 in dem Vialkzungsansatz mit Hybridzellen der Beitrag der

NK-Zellen fir die Generierung einer gegen den Tug®ichteten Immunantwort ist.

2.1 Bedeutung der DZ-NK-Zell-Achse

Um Aussagen Uber das stimulatorische Potenzial ®D@ngegeniber NK-Zellen im humanen
System zu treffen, wurde versucht, die Interaktmwvischen den beiden Zellarten genauer zu
untersuchen. Dazu sollten DZ und NK-Zellen in difmkultur gegeben werden, in der ein direkter
Zellkontakt zwischen den einzelnen Zellarten mdyglar. Auf Grund der &ulerst geringen Zahl an
nicht-tumorosen Zellen im peripheren Blut von amodscher lymphatischer Leukéamie erkrankten
Patienten konnten jedoch nicht ausreichend NK-Aefjewonnen werden. Damit genligend grof3e
Zellzahlen in den Versuchen zur Verfigung standearden deswegen NK-Zellen aus dem
peripheren Blut von gesunden Spendern isoliertwkslen hierzu NK-Zellen und autologe DZ
eines HLA-A2-positiven Spenders sowie allogene NXleh eines HLA-A2- negativen Spenders
gewonnen. Die DZ wurden unter den im Methodenteddbriebenen Bedingungen kultiviert. Um
das stimulatorische Potenzial der DZ zu Uberprifemden nach Isolierung der NK-Zellen DZ mit
autologen oder allogenen NK-Zellen in Kokultur gege. Beide Zellarten wurden in einem
definierten Verhaltnis zueinander gemischt und 18 Kokultur gehalten. Anschlie3end wurde der

Uberstand abgenommen und auf IfFusschiittung untersucht. Bei der Auswertung der
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Abb. 12: Aktivierung von NK-Zellen nach Kokultur mDZ

Immature und mature DZ eines HLA-A2-positiven Seendvurden, wie im Methodenteil
beschrieben, kultiviert; NK-Zellen desselben Spendewie NK-Zellen eines HLA-A2-negativen
Spenders wurden durch Magnetseparation isoliertAH{2-positive und HLA-A2-negative NK-
Zellen wurden zu den DZ des HLA-A2-positiven SpendeKokultur gegeben. Nach 18 h wurde
der Uberstand abgenommen und auf If=Sekretion im ELISA untersucht.

Ergebnisse zeigte sich, dass DZ sowohl autologeaathr allogene NK-Zellen zu stimulieren
vermochten Abb. 13. Diese Stimulierung war am starksten im autologesatz ausgepragt. NK-
Zellen oder DZ alleine schutteten kein IFNaus. FACS Analysen bestatigten, dass {Ftlirch
NK-Zellen in der Kokultur sezerniert wurde und riislon DZ (Daten nicht gezeigt). Dies liel3 den
Schluss zu, dass im humanen System durch direkteZ&eInteraktion von DZ mit NK-Zellen
eine Aktivierung der NK-Zellen moéglich war. Auf Grd dieser Ergebnisse war es auch vorstellbar,
dass aus DZ generierte Hybridzellen im Stimulatmsstz die Fahigkeit besalRen, durch
Aktivierung der im peripheren Blut enthaltenen NKH&n die Antitumor-Antwort zu verstarken.
Die durch allogene wie autologe DZ in der Kokulb@wirkte Aktivierung von NK-Zellen liel3 den
Ruckschluss zu, dass die im Stimulationsansatz gggne Immunantwort nicht nur auf der
Aktivierung von CD4- und CDS8-T-Zellen beruhte, sondern auch die DZ-NK-Zell-Aghisn
humanen System einen Beitrag zur Induktion einiziefiten Immunantwort zu leisten im Stande
war.

Auf Grund der begrenzten Zellzahl waren jedoch evgehende Untersuchungen zur Interaktion
zwischen DZ und NK-Zellen im Humansystem nicht ddisbrbar. Um diese Restriktionen zu
umgehen, wurde fur weitergehende Untersuchungenvemgleichbares B-Zell-Lymphom im
murinen System gewdahlt, bei dem diese Limitationeicht bestanden. Da bereits ein
Vakzinierungsansatz mit DZ gegen das murine B-Egthphom A20 im Labor erfolgreich

etabliert worden war, wurde auf diesen zurickgéagrif In diesem Ansatz wurden aus dem
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Abb. 13: Immunisierung mit naiven DZ bewirkt Protékn gegen das A20-Lymphom, nicht
jedoch gegen MPC11 und CT26

Am Tag -14 und -7 wurden den Mausen jeweifsnEive DZ subkutan injiziert. Als Tumor wurden
8 x 10 A20- bzw. 1OMPC11- oder 10CT26-Zellen am Tag 0 intravends verabreicht.

Knochenmark von BALB/c-Mausen Vorlauferzellen voZ Qewonnen und diese damm vitro
unter Zugabe von GM-CSF zu DZ differenziert. Irgize man BALB/c-Mausen auf diese Weise
generierte autologe DZ in unbeladenem Zustand zalesubkutan, so waren diese vor einer
nachfolgenden Inokulation mit dem murinen B-Zellrijyghom A20 in einer normalerweise letalen
Dosis geschutztAbb. 13. Wurde jedoch den mit unbeladenen DZ geimpfteudda das syngene
murine B-Zell-Lymphom MPC11 injiziert, bestand Uhaupt kein Schutz. Wurde die
Kolonkarzinomlinie CT26 verabreicht, war nur eirrigger Anteil der Mause dagegen geschiitzt.
Frisch aus dem Knochenmark enthnommene Vorlauferzeler DZ bewirkten keinen Schutz bei
Tumorinokulation. Wie Versuche in unserer Arbeitggpe demonstrierten (Adaet al., 2005),
beruhte dieser Schutz auf gemeinsamen Antigenemyomnd dem A20-Lymphom, die jedoch nur
schwach immunogen waren. Bestand eine intakte DZZ&kAchse, bei der die einzelnen
Zellarten untereinander ungehindert interagierteonnte dadurch eine effiziente Antigen-
spezifische Immunantwort induziert werden, die meeAbstoRung des A20-Lymphoms fihrte.
Der Reifungszustand der DZ spielte fur den Schutzeine untergeordnete Rolle, sowohl nach
Vakzinierung mit autologen unreifen wie auch mittcdagen reifen DZ wurde der Tumor
abgestol3en. Wurden aber wahrend der Effektorphaslke Yerabreichung des Tumors die NK-
Zellen depletiert, bestand keinerlei Schutz mehgegedie Tumorinokulation, und die mit DZ

geimpften Tiere starben genauso schnell wie dieiomgfte Vergleichsgruppe.
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2.2 CD4-unabhangige Generierung zytotoxischer T-Zellen

Damit die Rolle der NK-Zellen bei der Generierungr dAntitumor-Antwort in diesem Ansatz
genauer analysiert werden konnte, wurden versche@epletionsversuche durchgefihrt. Um die
bei den Depletionsversuchen gefundenen Ergebnissseb auf den humanen Teil der Arbeit
Ubertragen zu konnen, wurden wie bei den humanebritaellen allogene DZ fir die
Vakzinierung der Mause verwendet. Die allogenen ®Zmmten aus Mausen des C57BL/6-
Stamms und wurden wie im Methodenteil beschriebemegert und BALB/c-Mausen subkutan
injiziert. Allogene DZ hatten, ebenso wie CD4DZ, den Vorteil, dass sie nicht direkt mit
autologen T-Zellen interagieren konnten und sorimie alirekte Aktivierung von CD4T-Zellen
durch allogene DZ bei der Initierung der Immunamtirnausgeschlossen werden konmbl. 14.

Bei Mausen, die mit immaturen allogenen DZ vakziniworden waren, wurde eine moderate
Verlangerung der Uberlebenszeit erzielt, die altatissisch signifikant war. Waren Mause mit
maturen DZ vakziniert worden, erwies sich ein Tl Mause als immun gegen die Tumorgabe,
wahrend im anderen Teil der Versuchsgruppe zumirelas Uberlebenszeitverlangerung bewirkt
wurde. Durch Depletion der NK-Zellen vor Tumorgaiarben fast alle Mause zeitgleich wie in der
Tumorkontrollgruppe. Dies deutete darauf hin, dassture allogene DZ genigend
kostimulatorisches Potenzial besitzen, um eine Trabsiof3ung zu initiieren. NK-Zellen waren,

wie die Depletionsversuche belegen, essenziedifign effektiven Schutz. Durch die allogenen DZ
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Abb. 14: Mature allogene DZ induzieren Schutz vo2@

BALB/c-Mause wurden am Tag -14 und -7 mit jeweils1® maturen oder immaturen allogenen
CBL-DZ subkutan vakziniert. In einer Gruppe wurdke NK-Zellen vor Gabe der DZ depletiert,
durch intraperitoneale Injektion eines BtrAntikdrpers am Tag -18 (1 mg), Tag -11 (0,1 mg) u
Tag -4 (0,1 mg); in einer anderen Gruppe wurden Nie-Zellen vor Verabreichung von A20
depletiert, durch intraperitoneale Injektion ein€sy1l-Antikorpers am Tag -4 (1 mg), Tag 2 (0,1
mg) und Tag 12 (0,1 mg). Das A20-Lymphom wurde agnOTdurch intravendse Injektion von 8 x
10° Zellen appliziert.
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war eine direkte Aktivierung von CD4r-Zellen ausgeschlossen, und NK-Zellen mussteektir
durch allogene DZ aktiviert worden sein. Dieseselbrgs stand im Einklang mit weiterfihrenden
Versuchen in unserer Arbeitsgruppe. (Adeinal.,2005), bei denen sich zeigte, dass durch Impfung
von Mausen mit maturen CD4EDZ erfolgreich ein Schutz gegen das A20-Lymphombkert
werden konnte. Wurden bei diesen Tieren GD4ellen in der Induktionsphase depletiert, hatte
dies keine Auswirkung auf die Tumorprotektion. Mepletion von CD8T-Zellen jedoch fiihrte

zu einer Reduktion des Schutzes, wahrend nach fmplder NK-Zellen die Mause wiederum
ahnlich schnell wie die Tumorkontrollgruppe starbBrese Ergebnisse lie3en den Schluss zu, dass
sowohl durch mature allogene DZ wie auch durch nea@D40™-DZ NK-Zellen geniigend stark
aktivierende Signale erhielten, um erfolgreich egfieziente Immunantwort zu initiieren, bei der
auch tumorspezifische zytotoxische T-Zellen aktiveurden, ohne dass hierflr die Hilfe von
CD4'-T-Zellen nétig gewesen ware. Fir einen optimalenu®& gegen das A20-Lymphom waren

jedoch neben den NK-Zellen auch bewaffnete zytstthe T-Zellen notwendig.

2.3 NKG2D - ein NK-Zell-aktivierender Rezeptor

Es stellte sich jedoch die Frage, auf welchem Meishaus der NK-Zell-abhangige Schutz vor dem
A20-Lymphom beruhte, wéhrend das syngene MPC11 6d@6 nicht abgestoRen wurden. Die
Aktivitat von NK-Zellen wird Uber eine Vielzahl voaktivierenden und inhibierenden Faktoren
reguliert, die letztendlich Uber Abstol3ung oder efahz eines Tumors durch NK-Zellen
entscheiden. Ein wichtiger aktivierender Rezeptoir IdK-Zellen, der zur Lyse von Zielzellen
fuhren kann, ist NKG2D, dessen Liganden vor allermtamords transformierten Zellen exprimiert
werden (Westwooet al, 2004). Um Uber die Rolle von NKG2D bei den versdinen Tumoren
eine Aussage zu treffen, wurden in unserer Arbeitgge Versuche angesetzt, in denen A20,
MPC11 und CT26 mit einem fir NKG2D-L-spezifischeetrBmer markiert wurden und die
Expression der Liganden von NKG2D anschlieRend A€ & analysiert wurden.

Dabei zeigte sich die hochste Intensitdt von Liganélir den NKG2D-Rezeptor auf dem A20-
Lymphom, wahrend diese um bis zu 18fach schwachieM&C11 und CT26 exprimiert wurden
(Adam et al, 2005). Um die funktionelle Bedeutung dieses Bnigses fir die Aktivierung von
NK-Zellen einzuordnen, wurden aus mit DZ immunisar Mausen die Milzen enthommen und
daraus die NK-Zellen mittels immunmagnetischer stetierung isoliert. In einenmn-vitro-Test
wurde nun die Zytotoxizitat dieser NK-Zellen gegkeiiA20-Zellen analysiert, deren aktivierende
Liganden fir NKG2D durch ein Tetramer blockiert den warenAbb. 15. In der FACS-Analyse
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zeigte sich, dass die Zugabe des Tetramers im Werhdl:100 ausreichte, um alle auf der
Oberflache von A20 exprimierten Liganden vollst@ndbzusattigen. Im Zytotoxizitatstest wiesen
NK-Zellen aus immunisierten Mausen gegen das naiedi blockierte A20-Lymphom eine starke
Zytotoxizitat auf, wahrend gegen MPC11 keinerleitafgxizitat festgestellt wurde. Wurden
dagegen die Liganden fur NKG2D auf A20 durch eintrrdraer blockiert, reduzierte sich die
Zytotoxizitdt nahezu auf Hintergrundniveau. Bei MKHen aus nicht geimpften Mausen bestand
keinerlei Reaktivitat gegen das A20-Lymphom. Dieddierung von Liganden fir NKG2D auf DZ
hatte keinen Einfluss auf die Generierung von Slgegen das A20-Lymphom. Somit konnte die
Mdglichkeit, dass NK-Zellen durch die verabreich®d tber Interaktion zwischen NKG2D und
seinen Liganden aktiviert wurden, ausgeschlosserdame (Daten hier nicht gezeigt). Diese
Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die HoHlexpeession von Liganden fir NKG2D auf
Tumorzellen entscheidend dafir ist, ob TumorzeNem aktivierten NK-Zellen erkannt und
abgestol3en werden oder nicht. Obwohl auf MPC11 @h#6 Liganden fur NKG2D vorhanden
sind, werden diese nicht gentigend stark exprimuent NK-Zellen zu einer effizienten Lyse dieser

Tumorzellen zu veranlassen.
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Abb. 15: NKG2D-Liganden auf A20 fir effektive Lyskirch NK-Zellen entscheidend

BALB/c-Mause wurden mit 5 x ZLBnmaturen DZ am Tag -14 und Tag -7 subkutan géjrapf
Tag O erfolgte die Milzentnahme. Die NK-Zellen agsimpften Mausen wurden durch
Magnetseparation isoliert und auf ihre zytolytisohktivitat gegen ein naives A20-Lymphom, ein
mit einem Tetramer NKG2D blockiertem A20-Lymphomiesagegen ein MPC11-Lymphom im
>ICr-Freisetzungsversuch getestet. Als Kontrolle wardNK-Zellen aus unbehandelten Mausen
isoliert und auf ihre zytolytische Aktivitat gegdes naive A20-Lymphom untersucht.
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D Diskussion

1. Die Rolle des Immunsystems in der Antitumor-Antwart

Das haufige Fehlen einer effektiven Immunantwogegeeinen Tumor beruht bei vielen Patienten
auf der ineffizienten Prozessierung und Prasemtatam Antigenen durch Tumorzellen. Oftmals
weisen neoplastische Zellen eine verminderte Exprsson MHC-Klasse-I-Molekilen, wie auch
eine gestorte Prozessierung von Antigenen auf (Mala et al, 1994; Restifoet al, 1996).
Zusatzlich fehlen oft kostimulatorische Molekulef &wmorzellen, die notwendig sind, um eine
primare Immunantwort zu induzieren (Townsend & gdl, 1993). Deshalb ist es eine der grof3en
Herausforderungen der Immuntherapie, Strategiegnawickeln, die diese Hemmnisse tberwinden
und eine effektive und zielgerichtete Antitumor-Aott ermdglichen. DZ eignen sich hierfur
besonders deswegen, weil sie die potentesten Anpgesentierenden Zellen sind, mit einer
einzigartigen Fahigkeit, Immunantworten zu ini@er Ein Weg zur Initiierung einer
Antitumorantwort ist die Fusion von DZ mit Tumoreel zu Hybridzellen durch Polyethylenglykol
(Hart & Colaco, 1997). Derartige Hybride sind vomriéil, da sie theoretisch eine polyklonale
Immunantwort von CD% und CDS8-T-Zellen induzieren, die gegen eine Vielzahl von
tumorassoziierten Antigenen gerichtet ist.

Wie neuere Studien bestatigen, ist fur eine wirlswoetje Immunantwort allerdings nicht nur die
Induktion spezifischer T-Zellen entscheidend, vielhmmuss fur eine optimale Immunstimulation
das koordinierte Zusammenspiel verschiedener Zetiarsowohl des adaptiven, wie auch des
angeborenen Immunsystems, bertcksichtigt werdete Eentrale Rolle nimmt hierbei der Dialog
zwischen DZ und NK-Zellen ein (Ferlazebal, 2002; Fuijiiet al, 2002). Dabei birgt vor allem der
erfolgreiche therapeutische Einsatz von NK-Zellender Tumortherapie ein grol3es Potenzial. So
konnte in mehreren Studien nach erfolgter NK-Zditiierung eine erfolgreiche Tumorabstof3ung
nachgewiesen werden (Cerwerdgtal, 2001; Hayakawat al, 2002).

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, Hybriderel aus DZ und Tumorzellen auf einen
maoglichen Einsatz als Vakzine gegen die chronisigihgphatische Leukamie zu untersuchen.
Untersucht wurde die Effizienz, mit der Hybridzellgeneriert werden konnten, sowie ihre
Fahigkeit, Effektorzellen des Immunsystems zu egegen den Tumor gerichteten Immunantwort
zu stimulieren. Daneben wurde die Rolle der anlaenunantwort beteiligten Zellen, sowohl des
adaptiven als auch des angeborenen Immunsystenaiarenntersucht. Um insbesondere die
Interaktion zwischen DZ und NK-Zellen bei der Geeemg einer Antitumor-Antwort zu

analysieren, wurde auf einen dem humanem Systenogama Ansatz im murinen System
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zuruckgegriffen, bei dem durch Vakzinierung mit D@&munitdt gegen ein murines B-Zell-

Lymphom induziert wurde.

1.1 Das Potenzial von Hybridzellen

Bereits 1997 bewiesen Goergal (Gonget al, 1997), dass sich durch fusionierte Hybridzelles a
DZ und Tumorzellen erfolgreich eine gegen einen dugerichtete Immunantwort induzieren lasst.
Der Vorteil dieses Ansatzes liegt darin, dass dutelifusion nicht nur bekannte Tumorantigene
Ubertragen werden, sondern auch bisher noch riehtifizierte Tumorantigene von DZ prozessiert
und prasentiert werden kénnen. Dadurch kann dieiscige Identifizierung und Klonierung von
geeigneten Tumorantigenen umgangen werden. Dui@seRtation der Antigene sowie durch die
Anwesenheit der notwendigen kostimulatorischen Mk auf MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-
lI-Molekilen auf DZ, kann eine polyklonale T-Zellrféwort induziert werden. Durch die
polyklonale Antwort wird verhindert, dass sich Tumellen durch die verringerte Expression
einzelner Antigene der Immunantwort entziehen. Dieduziert die Wahrscheinlichkeit einer
Tumor-Immunevasion, wie es bei der selektiven Ubgring nur einzelner tumorassoziierter
Peptide auf DZ der Fall sein kann. Die Effizienzes#tis Ansatzes wurde mehrfach bei
unterschiedlichen Tumoren, sowahl vitro als auchin vivo bei murinen Modellen (Celluzzi &
Falo, Jr., 1998; Gonet al, 1998; Lespagnaret al, 1998; Wanget al, 1998; Gonget al, 2002) als
auch im klinischen Einsatz bewiesen. So konntengGaral. die Wirksamkeit derartiger Hybride
gegen ein humanes Mamma- und Ovarialkarzimomnaitro belegen (Gongt al, 2000). Weitere
Studien bestatigten die Wirksamkeit gegen die akoyeloische Leukamie (Gonegt al, 2004)
sowie das maligne Melanom (Parkhwsal, 2003). Wie grol3 der Einfluss einzelner Parametér
den Erfolg einer Therapie mit Hybridzellen ist, derstrierten zwei klinische Studien von Kikuchi
et al. an Glioblastom-Patienten. In einer ersten Stu@@&l2avurde nach Vakzinierung mit Hybriden
aus DZ und Glioablastomzellen alleine kein stattstigesicherter Therapievorteil erreicht (Kikuchi
et al, 2001). In einer weiteren Studie 2004 wurde zlis&tzzu den Hybridzellen das
immunstimulatorische Zytokin IL-12 verabreicht, \wafhin vier von 15 Patienten eine Reduktion
von Uber 50% der Tumormasse zeigten (Kikuehal, 2004). Dies unterstrich, wie wichtig die
sorgfaltige Evaluierung einzelner Faktoren beim sBim von Hybridzellen ist, um die

Wahrscheinlichkeit eines Therapieerfolgs zu erhéhen
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1.2 Der Einsatz allogener DZ bei der Generierung voHybridzellen

Zur Erzeugung von Hybridzellen aus Tumorzellen id kdnnen sowohl autologe als auch
allogene DZ verwendet werden. Autologe DZ haben\derteil, dass sie einen identischen MHC-
Typ aufweisen und dadurch direkt mit den anderemumeellen interagieren kénnen, um eine
Immunantwort zu initiieren. Allerdings bereitet dolierung gentigender Mengen autologer DZ
aus meist ohnehin immunsupprimierten Patienten tnisherhebliche Schwierigkeiten. Des
Weiteren sind DZ von Tumorpatienten in ihrer Fakigkandere Immunzellen zu aktivieren,
oftmals eingeschrankt (Avigan, 2004; Scriveatarl, 2001; Satthaporaet al, 2004; Ferraret al,
2003). Durch Verwendung allogener DZ aus gesundpen&rn koénnen diese Limitationen
umgangen werden. Sie sind leicht zu isolieren uades in ausreichender Menge zur Verfugung.
Auch ist ihre immunstimulatorische Kapazitat vezgén mit autologen DZ aus Tumorpatienten
nicht vermindert. Die direkte Interaktion zwischelybridzellen und autologen Immunzellen ist
nicht eingeschréankt, da durch die Fusion auch Tanteile Ubertragen werden, die autologe MHC-
Klasse-I-Molekile sowie bei der B-CLL zusatzlichchuMHC-Klasse-1I-Molekiile exprimieren.
Aus diesen Grunden wurden fiur die Generierung vgloridzellen in dieser Arbeit allogene DZ mit
leukamischen Tumorzellen fusioniert. Ob die Verwergl autologer oder allogener DZ einen
gro3eren therapeutischen Vorteil bringt, wurde naatd@edlich beurteilt. Gongt al. fanden bei der
Fusion von allogenen DZ mit humanen Ovarialkarzinellen zwar eine erhdhte Proliferationsrate
von T-Zellen, die durch Hybridzellen bewirkte AkByung zytotoxischer T-Zellen war jedoch bei
autologen, wie auch allogenen DZ gleich (Gat@l, 2000b). Suzuket al wiesen nach, dass die
Verwendung allogener DZ das induzierte Zytokinmusterteilhaft beeinflusste (Suzuldt al,
2005). Wurden autologe DZ verwendet, fanden sichgleichen Teilen Thl-, wie auch Th2-
Zytokine. Allogene DZ bewirkten hingegen eine h@&roduktion von Thl-Zytokinen, wie IFN-
wéhrend die sich eher inhibierend auf die Immunantauswirkenden Th2-Zytokine, wie IL-4 und
IL-10, vermindert ausgeschuttet wurden. Dies flduteiner Verstarkung der gegen den Tumor
gerichteten Immunantwort. Sideet al. wiederum kamen zu dem Ergebnis, dass autologe und
allogene DZ bei weniger aggressiven Tumoren eimgciglvertige Immunantwort hervorriefen,
wahrend allogene DZ bei aggressiveren Tumoren, deim B16-Melanom bei Mausen, einen
therapeutischen Vorteil brachten (Sidetsl, 2003). Sie begrindeten dies damit, dass es diiech
alloreaktive Komponente zu einer verstarkten GD&ell-Aktivierung kam, die die Induktion
einer zytolytischen T-Zell-Antwort starker unterzté. Hier in dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass allogene DZ erfolgreich fur die Gemmeng von Hybridzellen verwendeten werden

kénnen, um eine gegen die chronische lymphatiscleekdmie gerichtete Immunantwort
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auszulosen. Die von ihnen im Stimulationsansatziziedte Immunantwort besald neben einem
alloreaktiven Anteil eine tumorspezifische Kompategrdie Uber die durch reine Alloreaktivitat
verursachte Stimulation hinausging. Auf Grund degrenzten Menge an Zellen von CLL-
Patienten gelang eine Isolierung autologer DZ ieséi Arbeit nicht. Auch wenn deshalb ein
direkter Vergleich zwischen autologen und alloge&h nicht moglich war, erwiesen sich in
Ubereinstimmung mit den Arbeiten von Sidetsal. und Suzuket al. allogene DZ als gut geeignet,
um eine gegen die CLL gerichtete Immunantwort ziuieren, bei der Th1l-Zytokine, wie IFN-
ausgeschuttet wurden. Dass allogene DZ auch eiBegraherapeutisches Potenzial flr einen
klinischen Einsatz aufweisen, wurde in mehreremistihen Studien durch die erfolgreiche
Vakzinierung mit Hybridzellen aus allogenen DZ besén. So wurde beispielsweise bei an
Melanom im Stadium Ill und IV erkrankten Patientdarch Vakzinierung mit Hybridzellen,
bestehend aus allogenen DZ und Melanomzellen,dieelebenszeitverlangerung erreicht (Trefzer
et al, 2004). Einer dieser Patienten wies sogar einepkette Remission auf, wahrend ein weiterer

eine partielle Remission erreichte.

1.3 Einfluss des Reifungszustands von DZ

Um eine wirkungsvolle Immunantwort zu erzeugentsatine aus DZ generierte Vakzine die
Moglichkeit haben, Tumorantigene zu prozessiereth zun prasentieren, einen stabilen Phénotyp
auch nachn-vivo-Verabreichung aufweisen sowie die Fahigkeit besitzu migrieren, um mit T-
Zellen in Kontakt treten zu kénnen. Diese Fahigkeihangen entscheidend vom Reifungszustand
der DZ ab. Immature DZ haben eine grol3e phagohgis€apazitat, die sie sehr gut zur
Antigenaufnahme befahigt. Da sie aber nur wenigkastimulatorischen Molekilen, wie CD80
oder CD86, exprimieren, kdnnen sie nur in begrenzidal3e T-Zellen stimulieren (Steinman &
Swanson, 1995). Sie sezernieren des Weiteren lleit0Zytokin, das Toleranz induzieren kann
und eine Th2-Polarisierung der Immunantwort fordéde Smedtet al, 1997). Nach
Antigenaufnahme kommt es zur Reifung der DZ, wolkurdolge einer verstarkten Expression
kostimulatorischer Molekile und Ausschuttung imntumslatorischer Zytokine sich ihre Fahigkeit
erhoht, T-Zellen zu stimulieren, wéhrend sie sdhec neue Antigene prozessieren und
prasentieren kénnen (Zhou & Tedder, 1995; Keletlal, 1996; Kochet al, 1996; Dieuet al,
1998; Brunneret al, 2000). Nach Maturation andert sich ebenfalls Mlaster der sezernierten
Zytokine. Es werden vermehrt Thl-Zytokine, wie IR;lausgeschuttet, wodurch die Entstehung
einer zytotoxischen T-Zell-Antwort unterstitzt wir(Macatonia et al, 1995). Mature DZ

exprimieren auch verstarkt den Chemokin-Rezepto(CTR7), der fir eine Migration in
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abfuhrenden Lymphwegen nétig ist, um zu Orten d@ell-Aktivierung zu gelangen (Scandeba

al., 2002). Vor diesem Hintergrund wurden in diesebbed sowohl immature als auch mature DZ
zur Generierung von Hybridzellen verwendet, um stieulatorischen Fahigkeiten zu untersuchen.
Zunachst wurde ausgeschlossen, dass die FusioRatyiethylenglykol den Reifungszustand der
DZ beeinflusste. Die nach Fusion durchgefuihrte FA®&lyse bestatigte, dass fusionierte Zellen
denselben Maturationsgrad aufwiesen wie unfusitmiZellen. Dies entsprach den Ergebnissen
von Vasir (Vasiret al, 2005).

Wurden T-Zellen mit den Hybriden stimuliert, soielten Hybridzellen aus maturen DZ eine zwei-
bis dreifach hohere IFN-Ausschittung als Hybridzellen mit immaturen DZ. Biah offenbar
durch die Maturation auch die physikalischen Eigbafien der Zellmembran der DZ &nderten,
ergab die Verwendung von maturen DZ, verglicheniminhaturen, bei der Zellfusion auch eine
hohere Fusionsfrequenz. Daher kénnte sowohl diéhéghFusionsrate als auch die verbesserte
Prasentation von tumorassoziierten Antigenen zusammit kostimulatorischen Molekilen die
Ursache fur die beobachteten htéheren Stimulatidices sein. Da aber die Anreicherung von
Fusionszellen durch Zellsortierung keine weitereidgérung des Stimulationsindex erbrachte, war
die erhohte stimulatorische Kapazitat von aus neatudZ generierten Hybridzellen eher in den
besseren kostimulatorischen Fahigkeiten begrinBet. Ergebnisse anderer Studien waren
diesbeziiglich heterogen. Liet al konnten in Ubereinstimmung mit den hier gefunaene
Resultaten in einem murinen Modell nachweisen, dassnaturen DZ generierte Hybridzellen eine
starkere Anti-Tumor-Antwort hervorriefen als Hyleicus immaturen DZ (Liet al, 2002). Fur
Hybridzellen aus immaturen DZ konnten sie in Zykitdatstest nur einen unzureichenden Schutz
demonstrieren. Eine Arbeitsgruppe um Dhodapkar wrexch, dass immature DZ, die
tumorassoziierte Antigene prasentieren, unter gmmisVoraussetzungen sogar Toleranz gegen
diese induzieren kdnnen, anstatt eine zytotoxigatavort zu bewirken (Dhodapkaat al, 2001).

Im Gegensatz dazu standen die Resultate von Bha, die darlegten, dass die Fusion mit
immaturen DZ zu einer besseren Prozessierung vaigexren fuhrte und dadurch Antigene
effektiver prasentiert werden konnten (Pledral, 2003b). Nach Fusion mit dem Tumor kam es zu
einer Reifung der DZ, was deren stimulatorische ag#it erhohte. Phart al. modifizierten
allerdings das Fusionsprotokoll und verwendeteraanteres Fusionsagens, was die Diskrepanz mit
den hier gefunden Ergebnissen erklaren konnte.eDiggerschiedlichen Resultate belegen, wie
grol3 die Auswirkung des Reifungszustandes von DiZdeuinduzierte Immunantwort sein kann.
Deswegen muss bei der Vakzinierung mit Hybridzeltlem Maturationsgrad sorgfaltig bedacht

werden. Hier in dieser Arbeit wurde nur die ausbétete Zytokinmenge als Anhaltspunkt fur die
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Aktivierung von Immunzellen gemessen, es wurdemekefytotoxizitatstests mit Hybridzellen
durchgefuhrt oder eine etwaige Toleranzinduktiorerghift. Auch wenn sich bei den hier
durchgefuhrten Versuchen mature DZ bei der Indukt@ner Immunantwort als effizienter
erwiesen, sind weitergehende Untersuchungen nédtigden optimalen Maturationsgrad von DZ

bei der Generierung von Hybridzellen zu bestimmen.

1.4. Die Wahl des richtigen Nachweissystems fur Hylolzellen

Wie viele Studien belegen, kann die Haufigkeit, ader Hybridzellen nach Zellfusion auftreten,
variieren. Deshalb ist es wichtig, nach Durchfilgryeder Fusion die Rate an Hybridzellen zu
bestimmen, um Aussagen uUber die durch sie indezlartmunantwort treffen zu kénnen. Hier in
dieser Arbeit wurde in einem ersten Schritt ein INesissystem am FACS-Geréat etabliert, das auf
der Farbung der Hybridzellen mit monoklonalen Adtpern beruhte. Der aus DZ stammende Teill
von Hybridzellen wurde separat markiert, ebenscadie den Tumorzellen kommenden Anteile, so
dass sich fusionierte Hybridzellen als doppelt ga& Zellen im FACS darstellten. Dabei zeigte
sich, dass bei Mixturen, die mit diesem Protokatfégbt wurden, ebenfalls doppelt positive
Ereignisse gefunden wurden. Offenbar aggregiertgmiil Tumorzellen in der Zeit, die zwischen
Mischung der beiden Zellarten und Messung am FA@S&G verstrich, wodurch diese
Zellaggregate nun als ein einzelnes doppelt-pestireignis am FACS-Gerat gemessen wurden.
Infolgedessen konnte nach PEG-Fusion genauso wammsgeschlossen werden, dass nicht ein
gewisser Prozentsatz der doppelt positiven Eresgnis gleicher Weise durch Zellaggregationen
verursacht wurde. Deswegen musste, um die tatslehliFusionsfrequenz zu verifizieren, ein
anderes Nachweissystem gewahlt werden, in dem Zelaggregationen und fusionierte
Zellhybride exakt voneinander unterscheiden lief#da.sehr gut daflr geeignet erwies sich der
Nachweis mittels Fluoreszenzmikroskop. Nach Etalnhg einer entsprechenden Farbung mit
monoklonalen Antikérpern konnten bei der Auswertang Mikroskop Hybridzellen eindeutig von
Zellaggregaten differenziert werden. Beim direkiéergleich der am FACS-Gerdt gemessenen
Werte mit der Auszéhlung am Mikroskop stellte delvaus, dass die Rate an Fusionsereignissen
am FACS-Gerat als zu hoch eingeschatzt wurde. Brd der tatsachlichen Fusionsereignisse war
etwa um die Halfte geringer als die am FACS erhalteWerte und lag bei durchschnittlich 2-3%
Fusionsfrequenz. Bei den Zellmixturen wurden imoFdszenzmikroskop keine doppelt positiven
Zellen festgestellt. Wurden die hier gefundenenebngsse mit anderen Studien verglichen, so
variierte die Zahl der gemessenen Fusionsfrequeimzstark. Gongt al stellten am FACS-Gerat

eine durchschnittliche Fusionsrate von 30% fespnvgie DZ und Zellen eines Ovarialkarzinoms
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mittels PEG fusionierten. Das Vorhandensein von ridigellen wurde zwar am Mikroskop
Uberpruft, allerdings ohne die Zahl von Fusionggnesen zu bestimmen (Goegal, 2000b). In
einer anderen Studie erbrachte die Fusion von Oi2aMalanomzellen durch PEG eine Fusionsrate
zwischen 0,5% und 4,5%, (Jantscheffal, 2002). Hier wurde die Zahl der Fusionsereignisse
sowohl am FACS-Gerét als auch durch Auszahlen aror&$zenzmikroskop bestimmt. Diese stark
variierenden Ergebnisse konnen theoretisch auf rectieeden in der Durchfihrung des
Fusionsprotokolls beruhen oder auch durch hetemgehysikalische Eigenschaften der
Zellmembran der einzelnen Tumorarten bedingt selie, die Fusionsfrequenz beeinflussen.
Dennoch lasst sich auch im Hinblick auf die in dreArbeit gefunden Ergebnisse sagen, dass flr
eine valide Aussage Uber die tatséchliche Rateydmidtzellen geeignete Nachweissysteme wie das
Fluoreszenzmikroskop verwendet werden muissen. BDid=ACS-Gerat gemessenen Werte sind
alleine nicht aussagekratftig, da Zellaggregate,doagigkeiten beim Anfarben der Zellen oder von
DZ durch Phagozytose aufgenommene Zellreste dasbhig verfalschen kénnen. Da aber der
Nachweis von Hybridzellen am Fluoreszenzmikroskelpr sarbeits- und zeitintensiv ist, muss bei
jeder Fragestellung genau abgewogen werden, wé&lelsbweismethode gewéhlt wird. So erwies
sich der Nachweis von Hybridzellen am FACS-Geréatvféle Untersuchungen in dieser Arbeit als
ausreichend gut geeignet, wenn nicht nach der emaRate an Hybridzellen gesucht wurde,

sondern nur der Nachweis der Existenz von Hybrideedeflhrt werden sollte.

1.5 Die Abhangigkeit des Stimulationserfolgs von dd-usionsrate

Nachdem eine Methode gefunden war, die eine zwsggé Aussage Uber die Anzahl an erzeugten
Hybridzellen ermdglichte, wurde untersucht, inwigwdie Fusionsfrequenz die Immunantwort
beeinflusste. Verglich man die bei jeder Fusiontibeate Rate an Hybridzellen mit dem im
Stimulationsansatz erzielten Stimulationsindexksonte keine direkte Korrelation zwischen der
Fusionsfrequenz und dem Erfolg der Immunantworbletd werden. Dieses anfangs unerwartete
Resultat Uberraschte weniger, wenn man es mitrderunsituation von Patienten verglich, die an
chronischer lymphatischer Leukdmie leiden. Das Imsygtem dieser Patienten ist aus mehreren
Grunden haufig immunkompromitiert. So ist durch H@he Zahl leukamischer Tumorzellen die
Zahl der immunkompetenten Abwehrzellen im peripheBiut, bezogen auf die Gesamtzahl,
gering. Des Weiteren werden von den leukamischedellzn immunsuppressive Faktoren
sezerniert, die auch die autologen DZ in ihrer imatimulatorischen Kapazitat einschrénken
(Goddardet al, 2003). Ebenso konnte nachgewiesen werden, dasseanser Dysregulation des T-

Zell-Repertoires kommt, die die Induktion effizienimmunantworten beeintrachtigt (Scrivemeer
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al.,, 2001). Dies liel3 es plausibel erscheinen, dass imieStimulationsansatz vorhandenen
Immunzellen bereits mit einer geringen Anzahl asidnierten Hybridzellen maximal stimuliert
wurden. Dieses Resultat bestatigte sich, als imisdilerer angereicherte Hybridzellen in den
Stimulationsansatz gegeben wurden und keine weBéeegerung des Stimulationsindex erzielt
werden konnte.

Diese Ergebnisse unterstreichen, dass es fur epd¢ers klinische Anwendung derartiger
Hybridzellen wichtig sein wird, nicht nur optimale-vitro-Bedingungen fir die Generierung von
Hybridzellen zu schaffen, sondern dariber hinaus kihmunsituation dieser Patienten zu
verbessern, damit die Hybridzellen therapeutisathalie Mdglichkeit haben, effizient wirken zu

kdnnen.

1.6 Induktion einer tumorspezifischen Immunantwortdurch die Zellmixtur

Wie in mehreren Studien nachgewiesen wurde (&ual, 1994; Gonget al, 1997; Celluzzi &
Falo, Jr., 1998), kann bereits durch Kokultur voZ Bnit Tumorzellen eine tumorspezifische
Immunantwort generiert werden, ohne dass die Zd@iear Fusion unterworfen werden. Dies liel3
sich auch in der hier durchgefuhrten Arbeit beleghfarden im Stimulationsansatz Mixturen aus
DZ und leukamischen B-Zellen eingesetzt, die keFggion unterzogen wurden, sondern nur eine
bestimmte Zeit in Kokultur gewesen waren, so betwidkes eine IFN-Ausschuttung, die tber der
Kontrolle mit allogenen DZ alleine lag. Das lie3nd8chluss zu, dass eine uber die allogene
Komponente hinausgehende, tumorspezifische Immwaantinduziert worden sein musste.
Theoretisch waren fir die Entstehung der tumoréigeben Immunantwort verschiedene
Mechanismen denkbar. In der Arbeit von Celluzizal, in der nachgewiesen werden konnte, dass
DZ und Tumorzellen, die voneinander durch eine pemneable Membran getrennt waren, nicht
dazu im Stande waren, eine tumorspezifische Imrauait generieren, konnte eine physikalische
Interaktion zwischen den DZ und Tumorzellen fir d&enerierung der Immunantwort
verantwortlich gemacht werden (Celluzzi & Falo, I998). Wie im Ergebnisteil dieser Arbeit
dargelegt, konnte durch Fixierung von DZ mittelsa®armaldehyd gezeigt werden, dass DZ aus
Tumorzellen stammende exogene Peptide aufnahmerprazéssierten. Diese Peptide enthielten
tumorassoziierte Antigene, die von den DZ nach &sierung gegenuber T-Zellen prasentiert
wurden und die tumorspezifische Immunantwort betgimk

Uber die stimulatorische Potenz einer auf diese s&/ejenerierten Immunantwort wird in
verschiedenen Studien kontrovers diskutiert. Geingl. verglichen Fusionen und Mixturen aus DZ

und Tumorzellen eines humanen Mammakarzinoms Hhtiisic ihrer Fahigkeiten, eine gegen den
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Tumor gerichtete Antwort zu initiieren (Gorg al, 2000a). Auch wenn DZ und Tumorzellen fur
eine bestimmte Zeit als Zellmischung in Kokulturrerg konnten im Stimulationsansatz dadurch
keine zytotoxischen T-Zellen gegen den Tumor genewerden, wahrend fusionierte Hybridzellen
dagegen zu einem hohen Prozentsatz zytotoxischell&@aZinduzierten. Diese von Gorgg al.
beschriebene Unfahigkeit von DZ-Tumor-Mixturen, esitumorspezifische Immunantwort zu
generieren, konnte in den verschiedenen Tumornerdéire Ursache haben und auf Unterschiede
zwischen soliden Tumoren wie dem Mammakarzinom ded B-CLL zurlckzufiuhren sein. Im
Gegensatz dazu standen die Ergebnisse von Kokftaai, der in Ubereinstimmung mit dieser
Arbeit fur die CLL zeigte, dass DZ, die zusammenhleukamischen B-Zellen in Kokultur gegeben
wurden, durch Phagozytose apoptotische Zellen ugitfragmente aufnahmen und diese nach
Prozessierung T-Zellen prasentierten, wodurch eytetoxische T-Zell-Antwort bewirkt wurde,
die teilweise sogar starker war als die von Hyleildn hervorgerufene Antwort (Kokhaet al,
2003). Im Unterschied zu den hier gefundenen Erngebn war jedoch die in einem ELISPOT
gemessene |IFN-Ausschittung uneinheitlich: sowohl fusionierte IHghkellen, wie auch
unfusionierte Mixturen induzierten eine hohe IfF¥roduktion, die aber teils bei Fusionen, teils
bei Zellmixturen héher war. Darlber hinausgehendderun einem T-Zell-Proliferationstest durch
DZ, die Tumorfragmente phagozytiert hatten, sogae Bohere Proliferationsrate bewirkt als durch
fusionierte Hybridzellen. Die von Kokhaet al. dargelegte hdhere stimulatorische Kapazitat von
Zellmixturen im Vergleich zu fusionierten Hybridlext konnte im unterschiedlichen
Versuchsaufbau begriindet sein. Kokheteal. setzten fur ihre Versuche autologe DZ ein, wahrend
hier allogene DZ fur Zellmixturen und Zellfusionrwendet wurden. Auch Uberpruften Kokhaei

al. die immunstimulatorische Potenz nur an autologefellen im ELISPOT, wéhrend hier das
ganze periphere Blut stimuliert wurde, das weitare Generierung einer Immunantwort wichtige
Zellarten wie NK-Zellen und autologe DZ enthielbsfjesamt gesehen, lasst sich aus den hier
gefundenen Ergebnissen der Schluss ziehen, dasdur@nKokultur von DZ und CLL-Zellen eine
tumorspezifische Antwort generieren kann. Bei Verdueng allogener DZ und Stimulation des
gesamten peripheren Blutes war jedoch die durdbriieste Hybridzellen erzeugte Immunantwort

der unfusionierten Zellmixtur Gberlegen.

1.7 Ausblick

Die Fusion von DZ mit Tumorzellen zu Hybridzellest eine vielversprechende neue Methode, die
auch fur einen therapeutischen Einsatz bei demitcben lymphatischen Leukamie geeignet ist. In

Tiermodellen fuhrte die Vakzinierung mit derartigdpbridzellen zur Regression bereits etablierter
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Tumoren und zur Induktion einer zytotoxischen TH2aitwort (Gonget al, 1997). Erste klinische
Studien zeigten die Wirksamkeit dieses Ansatzesabhderen Tumoren wie dem metastasierenden
Mamma- und Nierenkarzinom, bei denen eine immunstbhg Antwort und Tumorregession
erreicht werden konnte (Avigaet al, 2004). Eine optimale Methode, dieses therapehdisc
Potenzial auszunutzen, ist jedoch noch nicht gefnnB®ie hier gefundenen Daten geben Hinweise
darauf, dass allogene DZ in einem maturen Reifursiand dazu geeignet sind, nach Fusion zu
Hybridzellen eine gegen die chronische lymphatistleekdmie gerichtete Immunantwort zu
initieren. Um eine valide Einschéatzung fir einerfolgreichen therapeutischen Einsatz von
Hybridzellen zu erhalten, missen jedoch noch eieéhdR von Parametern genauer abgeklart
werden. Die Vorteile und Nachteile der Verwendungobger oder allogener DZ missen in
weiteren Untersuchungen genau gegeneinander abgewwgrden, der flr eine Vakzinierung
optimale Maturationsgrad DZ sollte weiter evaluieerden. Um effektive Therapieansatze zur
Behandlung der CLL zu entwickeln, sollten auch aedBehandlungsstrategien nicht aus den
Augen verloren werden. Der Ansatz von Kokhaei (Kalet al, 2003), der besagt, dass DZ nach
Phagozytose von Tumormaterial effektiv eine T-Zeltwort induzieren kodnnen, verdient

Beachtung und sollte auf sein Potenzial fur einemdchen Einsatz Gberprift werden.

2. Angeborenes und erworbenes Immunsystem sind figlie effiziente Immunantwort wichtig

Eine wichtige, noch nicht vollstadndig beantwortBtage ist, wie das Potenzial des Immunsystems
therapeutisch fur die Generierung einer gegen eih@mor gerichtete Immunantwort optimal
eingesetzt werden kann. Die meisten Strategiedi&ivakzinierung gegen Tumoren zielen auf die
Induktion einer tumorspezifischen CDB-Zell-Antwort ab. Durch die Prasentation von
tumorassoziierten Antigenen auf DZ, zusammen mit détigen Kostimulation, kdnnen
tumorspezifische zytotoxische T-Zellen aktiviertrden. Dennoch zeichnet sich immer starker ab,
dass fur eine effiziente Immunantwantvivo das Zusammenspiel der unterschiedlichen Zellarten,
sowohl des angeborenen als auch des adaptiven Isystems von entscheidender Wichtigkeit ist.
Auf der Seite des adaptiven Immunsystems spieleritinineben den CD8T-Zellen die CD2-T-
Zellen eine zentrale Rolle bei der Generierungredmgitumorantwort. CD4-Helfer-Zellen kénnen
Uber die Sekretion von Zytokinen wie IRNeine Thl-Polarisierung der Immunantwort bewirken
und dadurch sogar unabhiéngig von CD&ellen Schutz vor Tumoren induzieren (Egedeial,
2000). Sie fordern die Aktivierung von zytotoxisoh&-Zellen, kbnnen tber eine erhbhte MHC-
Klasse-I-Expression auf Tumorzellen bewirken, ddssse fir die Lyse durch Effektorzellen

empfindlicher werden (Mumberegt al, 1999; Kaplaret al, 1998), und sie leisten einen zentralen
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Beitrag fur die Persistenz einer induzierten Immmiwart (Shedlock & Shen, 2003; Kalams &
Walker, 1998; Janssat al, 2003).

Neuere Ergebnisse belegen daruber hinaus, wie igicter Beitrag des angeborenen
Immunsystems fur eine wirkungsvolle Antitumorantivst. Dabei spielt insbesondere der Dialog
zwischen NK-Zellen und DZ eine entscheidende Rdheeiner grundlegenden Arbeit konnten
Fernandezet al zeigen, dass DZ uber direkte Zell-Zell-Interaktiocuhende NK-Zellen gegen
MHC-Klasse-I-positive und -negative Tumorzelleniaktren und zur IFN-Produktion anregen
kénnen (Fernande al, 1999). Dies fuhrt zur Lyse von tumordsen Zelle zur Freisetzung von
Tumorfragmenten, welche anschlie3end von DZ aufgenen und T-Zellen prasentiert werden
konnen. Dartber hinaus kdnnen autologe NK-Zelleatchl ihre Fahigkeit, unreife DZ zu
eliminieren, regulierend in die Immunantwort einfge (Ferlazzoet al, 2002). Durch dies wird
wirkungsvoll die Homoostase der DZ beeinflusst, dleer Toleranz oder Abstof3ung von Zellen
entscheidet. Weitere Ergebnisse lassen den Schlystass fur eine optimale Aktivierung von DZ
NK-Zellen von essenzieller Bedeutung sind. So kden Dialog von NK-Zellen mit DZ die
Zytokinproduktion DZ erh6hen (Piccioét al, 2002; Spaggiaret al, 2001), und aktivierte NK-
Zellen kénnen direkt oder synergetisch mit mikrdbre Stimuli den Reifungsprozess von DZ
verstarken (Termet al, 2004).

Diese Ergebnisse flihren vor Augen, dass fir diekton einer effektiven, gegen einen Tumor
gerichteten Immunantwort nicht nur tumorspezifiszlimtoxische CD8T-Lymphozyten aktiviert
werden sollten, sondern auch die Moglichkeiten dasgeborenen Immunsystems bei
therapeutischen Strategien bertcksichtigt werdenssemi Deswegen wurde in der hier
durchgefuhrten Arbeit untersucht, inwieweit durcte &/akzinierung mit DZ das angeborene

Immunsystem aktiviert wird und wie grof3 sein Bajtlkeei der hervorgerufenen Immunantwort ist.

2.1 Die Bedeutung von NK-Zellen fur die Protektiorgegen das A20-Lymphom

Um Aussagen Uber die Beteiligung des angeborenenuhmystems an der Tumorantwort zu

treffen und den Einfluss der Interaktion zwische@ Dnd NK-Zellen zu untersuchen, wurde

versucht NK-Zellen aus dem peripheren Blut von (Radtienten zu isolieren. Da aber daraus nicht
genugend Zellen fur Untersuchungen gewonnen wekdenten, musste auf die NK-Zellen von

gesunden Spendern zurtckgegriffen werden. WurdesediNK-Zellen gesunder Spender in

Kokultur mit humanen DZ gegeben, so konnten NK-&telbktiviert und zur IFN-Produktion

angeregt werden. Weitergehende Aussagen Uber dalogDzwischen DZ und NK-Zellen im
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humanen System waren jedoch, auf Grund des nuebzegzu Verfligung stehenden Materials und
der Beschrankung atri-vitro-Versuche, schlecht zu treffen. Um diese Restrikiioumgehen und
um die Interaktion zwischen DZ und NK-Zellen gemaae einem Tumormodell untersuchen zu
kénnen, wurde auf das bereits im Labor etablierteime A20-Lymphom zuritickgegriffen. Dort
bewirkte die subkutane Vakzinierung mit syngenenti2Zz Mausen eine protektive Immunantwort
gegeniber dem A20-Lymphom. FUr die primare Abstgl3uaren, wie durch Depletionsversuche
nachgewiesen wurde, NK-Zellen unerlasslich. Jedeah fir eine umfassende Tumorprotektion
auch die Hilfe von zytotoxischen CD8-Zellen nétig. Wurden NK-Zellen wahrend der
Induktionsphase depletiert, so konnte keine primdésto3ung des Tumors erreicht werden und es
wurde kein immunologisches T-Zell-Gedachtnis induziDie CTL-Aktivierung wurde offenbar
durch eine Interaktion zwischen DZ und NK-Zellemegrht. Damit dieser wechselseitige Dialog
zwischen NK-Zellen und DZ zustande kommt, warere miehrere Studien belegen, die Zytokine
IFN-y, IL-12 sowie die Moglichkeit zum direkten Zellkakt unabdingbar (Fernandetal, 1999;
Cooperet al, 2001;Yuet al, 2001; Gerosat al, 2002). Die Bildung zytotoxischer T-Zellen
beruhte in der hier durchgefiihrten Arbeit auf deon Wocikat et al (2003) beschriebenen
Mechanismus, der eine Aktivierung von NK-Zellen #ssgangspunkt hatte. Dort wurde ein
Mechanismus beschrieben, durch den angeborenesadaptives Immunsystem miteinander
verbunden sind und der zur Induktion tumorspeziesc zytotoxischer T-Zellen fuhrt. Die
Verabreichung von MHC-Klasse-I-supprimierten Tunedlen initilerte eine Kaskade, bei der NK-
Zellen durch die Tumorzellen aktiviert wurden (Lemil998; Long, 1999; Ravetch & Lanier, 2000)
und daraufhin IFN¢ sezernierten. Infolgedessen wurden endogene Déhdiie aktivierten NK-
Zellen zur Synthese von IL-12 angeregt, wodurchotoyjische T-Zellen gebildet und ein
immunologisches Langzeitgedachtnis induziert wurde.Vergleich dazu wurde hier in dieser
Arbeit die NK-Zell-Aktivierung nicht durch MHC-Kla®-I-supprimierte Tumoren, sondern durch
die Vakzinierung mit exogenen DZ erreicht, wodudid oben beschriebene Kaskade zur Induktion
von zytotoxischen T-Zellen ausgel6st wurde.

Inwieweit die alleinige Interaktion zwischen DZ uhiK-Zellen fur die Bildung zytotoxischer T-
Zellen ausreichte oder ob dariuber hinaus auch reeit@munzellen, wie die T-Helferzellen,

beteiligt waren, war Gegenstand weitergehenderrsimtéungen.

2.2 Die Generierung zytotoxischer T-Zellen ohne CD4Hilfe

Welche Rolle CD4T-Zellen in der durch NK-Zellen vermittelten Indidn von CTL spielen, wird
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in verschiedenen Untersuchungen kontrovers diskutseldhofet al. zeigten, dass eine tber NK-
Zellen bewirkte und von CD8T-Zellen abhangige TumorabstoRung nach einer TharRierung
von APC erfolgte. Jedoch blieb in dieser Studie Barfluss von CD4T-Zellen im Unklaren
(Geldhof et al, 2002). Eine andere Studie kam zu dem Ergebniss dgpl-DZ alleine durch
Interaktion mit NK-Zellen zu einer Thl-Polarisiegunnd CTL-Induktion beitrugen (Mailliardt
al.,, 2003). Im Gegensatz dazu beschrieben Westweiodl, dass die NK-Zell-vermittelte
TumorabstofRung und die Induktion einer spezifisc@am.-Antwort, unabhéngig von einer Thl-
Polarisierung, auf die Hilfe von CD4-Zellen angewiesen war (Westwoetlal, 2004). Damit in
dieser Arbeit Giberpriift werden konnte, inwieweit £T-Zellen fiir die Generierung von CTL
Uber die DZ-NK-Zellachse nétig waren oder ob dekstie flr die Initiierung dieser Kaskade
entbehrlich war, waren weitere Versuche notwendigrzu wurden fir die Vakzinierung, anstelle
von autologen, allogene DZ verwendet, die auf Grunterschiedlicher MHC-Molektle nicht
direkt mit endogenen CD4T-Zellen interagieren konnten. Wurden allogenev@Avendet, konnte
ebenfalls ein Schutz vor dem A20-Lymphom bewirktrde®, ohne dass die Hilfe endogener T-
Helferzellen nétig gewesen ware. Voraussetzungfilriewar jedoch, dass die allogenen DZ in
einem maturen Reifungszustand vorlagen. Immatdogexie DZ waren dazu nicht im Stande.
Durch weiterfiihrende Experimente in der ArbeitsgeigAdamet al, 2005), bei denem vivo

bestimmte Zytokine blockiert wurden, konnte gezeigtden, dass neben dem klassischen Weg
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Abb. 16: Mechanismus der Aktivierung von CDg-Zellen ohne CD4-T-Zell-Hilfe

Uber die Prasentation von Peptidébly. 163 und unter Zuhilfenahme von CBZ-Zellen @Abb.
16b), ein weiterer Weg fur die Induktion von CTL exest (Adam et al, 2005): durch die
Vakzinierung mit exogenen DZ wurden direkt endogétie-Zellen aktiviert Abb. 16¢, die
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daraufhin IFNy sezerniertenAbb. 16d. Infolgedessen wurden endogene DZ zur IL-12-Sss¢h
(Abb. 16¢& stimuliert. Die Ausschittung von IL-12 wiederundrderte die Induktion
tumorspezifischer CD8T-Zellen (Abb. 16) Dies belegte, dass die CB#-Zell-Hilfe nicht notig

war und fur die Induktion einer effizienten AntitoraCTL-Antwort die alternative DZ-NK-Zell-

Achse ausreichte.

2.3 NKG2D - ein Schlussel zur NK-Zell-Aktivierung

Durch die Vakzinierung von Mausen mit syngenen Didlgte eine Aktivierung von NK-Zellen,
wodurch das A20-Lymphom abgestol3en werden konrggeiber dem B-Zell-Lymphom MPC11
und dem Kolonkarzinom CT26 bestand keine ImmuniNiK-Zellen sind Effektorzellen des
angeborenen Immunsystems, deren Aktivitdt Uber g@eau ausgewogene Balance zwischen
aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren regulied. Um die Grlinde fir das unterschiedliche
AbstoRungsverhalten zu finden, wurden die vers@med Tumoren auf die unterschiedliche
Expression derartiger Rezeptoren untersucht. MH&s$@-1-Molekile beeinflussen den
Aktivierungszustand von NK-Zellen: ihre Expressiwitkt inhibierend, sie verringert die lytische
Aktivitat und Zytokinproduktion (Biassoret al, 2001; Lanier, 2000), wahrend der Verlust von
MHC-Klasse-I-Molekllen eine Aktivierung der NK-Zeit bewirkt (Morettaet al, 1996; Mocikat

et al, 2003). Da aber auf allen Tumorarten MHC-Klas3delekiile gleichmaRig stark exprimiert
wurden, konnte dies nicht die unterschiedliche Tworaiektion erklaren. Zu den NK-Zell-
aktivierenden Rezeptoren gehort NKG2D, ein akteseler Rezeptor aus der Familie der Lectin-
ahnlichen Rezeptoren (Raulet, 2003). In der FACSwfartung zeigte sich, dass NKG2D-Liganden
auf A20 bis zu 18fach hdher exprimiert waren als MBC11 und CT26, wodurch offensichtlich
NK-Zellen aktiviert wurden und das A20- Lymphom w@féen konnten. Dies lasst den Schluss zu,
dass erst eine gewisse Schwelle bei der ExpressiolNKG2D-Liganden Uberschritten werden
muss, damit NK-Zellen in einem fiir die Protektiamsgeichenden Malie aktiviert werden. Diese
Schwelle wurde offenbar auf MPC11 und CT26 nicheieht, so dass kein effektiver Tumorschutz
induziert wurde. Um die Rolle von NKG2D genauer engriinden, wurden Zytotoxizitatstests
durchgefuhrt, in denen die Zytotoxizitdt von NK-éal gegeniiber einem unbehandelten A20-
Lymphom untersucht wurde. Als Vergleich dienten ARD-Lymphom, dessen NKG2D-Liganden
durch ein Tetramer blockiert worden waren, sowie enbehandeltes MPC11-Lymphom. NK-
Zellen erzielten eine hohe Zytotoxizitat gegenutéem unbehandelten A20-Lymphom, wahrend
NK-Zellen bei dem mit dem NKG2D-Tetramer blockiert&20-Lymphom eine dem MPC11

vergleichbare Zytotoxizitat aufwiesen, die dem drigtundniveau entsprach. Die Aktivierung von
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NK-Zellen nach der Vakzinierung durch eventuell && vorhandene NKG2D-Liganden konnte
ausgeschlossen werden, da die Blockade dieser degaauf den DZ mit dem Tetramer keine
Auswirkung auf die Zytotoxizitain vitro und in vivo hatte. Welcher der im murinen System
exprimierten Liganden H60, RAE1 und MULT1 fur NKGZDiefenbactet al, 2000; Cerwenkat

al., 2000; Carayannopoulas al, 2002) hier an der Aktivierung der NK-Zellen bétgiwar, ist
aktuell Gegenstand weiterer Untersuchungen in dieeifsgruppe von Prof. Mocikat.

Wie weitere Versuche in unserer Arbeitsgruppe eeigtvurde nach der primaren Abstof3ung des
A20-Tumors durch NK-Zellen auch ein spezifischeZell-Gedachtnis angelegt (Adaet al,
2005). Die Depletion von T-Zellen nach 150 Tagemtil zu einem Verlust des Schutzes, wahrend
die Depletion von NK-Zellen keine Auswirkung hatf@ies zeigte, dass NK-Zellen nur fir die
primare AbstoRung des Tumors essenziell warencledeine Funktion fur die Protektion nach
Induktion des Langzeitgedachtnisses hatten. Naebligtung eines T-Zell-Gedéachtnisses waren
spezifische zytotoxische T-Zellen, unabhéngig vd+2Z¢llen, fir die Immunitat gegentber dem
A20-Lymphom verantwortlich. Es war vorstellbar, slagdhrend der priméaren Abstol3ungsphase
infolge der Lyse von Tumorzellen durch NK-Zellemirassoziierte Antigene freigesetzt wurden
und dadurch zur Etablierung des T-Zell-Gedachtsigsstrugen. Jedoch wurde auch ein T-Zell-
Gedachtnis induziert, wenn Mause nur mit DZ valainiwurden, ohne eine darauffolgende
Tumorgabe zu erhalten. Um die Bedeutung der DZdférinduktion der Immunitdt genauer zu
evaluieren, wurden T-Zellen aus den Milzen von mitr DZ behandelten Tieren isoliert und auf
ihre Spezifitdt hin untersucht. Aus diesen T-Zellamnten spezifische T-Zell-Linien generiert
werden, die eine Zytotoxizitat, sowohl gegenibemdA&20-Lymphom, als auch gegen DZ
aufwiesen, nicht jedoch gegen MPC11 oder CT26 (Adial.,2005). Vergleichbare T-Zell-Linien
konnten aus den Milzen unbehandelter Mause niclwbgeen werden. Dies liel3 den Schluss zu,
dassin vitro mit GM-CSF generierte DZ gemeinsame Antigene raindA20-Lymphom besal3en,
welche zur Induktion spezifischer T-Zellen beitrng8ie waren jedoch nicht B-Zell-spezifisch, da
keine Immunitat gegentber dem B-Zell-Lymphom MPGQirvorgerufen wurde (Adaret al.,
2005). Theoretisch sollten derartige, auf den Drhandene, gemeinsame Antigene wahrend der
Induktionsphase (ber ihre Prasentation auf MHC-Millen ausreichend CD4 und CD8-T-
Zellen stimulieren, um eine Protektion gegen A20ezmielen. Dieser klassische Weg fur die
Induktion von T-Zellen war jedoch alleine nicht erishend, da, sobald NK-Zellen wahrend der
Induktionsphase depletiert wurden, auch kein sigeniés T-Zell-Gedéachtnis initiiert wurde. Dies
deutete darauf hin, dass diese gemeinsamen Antaféeresichtlich nur schwach immunogen waren
(Adam et al.,2005). Dennoch konnte eine potente CTL-Antwortielteund ein spezifisches T-

Zell-Gedachtnis etabliert werden, wenn NK-Zellesraichend durch den aktivierenden Rezeptor
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NKG2D stimuliert wurden und infolgedessen eine aretAktivierung von Immunzellen tber die
DZ-NK-Zell-Achse erfolgte.

2.4 Ausblick

Wie hier in dieser Arbeit am murinen B-Zell-Lympho®0 dargelegt, sind fir eine therapeutisch
wirksame Immunantwort, neben der Induktion einel.@htwort gegen einen Tumor, auch die
Effektorzellen des angeborenen Immunsystems, wieZHlken, von grof3ter Wichtigkeit. Dabei
spielt die wechselseitige Interaktion zwischen Did INK-Zellen, sowohl im murinen, wie auch im
humanen System, eine zentrale Rolle. Das Wissdibdgrwie daraus in therapeutischer Hinsicht
Nutzen gezogen werden kann, ist noch begrenzte Bystersuchungen hierzu weisen auf den
therapeutischen Nutzen bei verschiedenen TumoraiteiiKalinski et al, 2005; Ramnatlet al,
2006; Rodeet al, 2006). Die im humanen Teil dieser Arbeit nachigsene Interaktion zwischen
DZ und NK-Zellen, verbunden mit den Erkenntnisséeridie Aktivierung tumorspezifischer T-
Zellen Uber die DZ-NK-Zell-Achse aus dem murineril, Teeisen auf die Moéglichkeiten dieses
Ansatzes auch bei der Therapie der chronischenHgigzhen Leukamie hin. Damit allerdings
dieses Potenzial sinnvoll genutzt werden kann, simitere Untersuchungen notwendig. Ein
zentraler Punkt fur eine therapeutische Anwendusmgewes, die stimulatorische Kapazitat von
Hybridzellen bei der Aktivierung von NK-Zellein vitro zu untersuchen. Dies ware ein wichtiger
Schritt, um weitere Aussagen Uber die Moglichkeitess angeborenen Immunsystems bei der

Therapie mit Hybridzellen zu treffen.
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E Zusammenfassung

Trotz eines breiten Spektrums an konventionelleerdpieoptionen sto3t die Behandlung von
Krebserkrankungen in der modernen Medizin oftmalsiree Grenzen. Eine Mdglichkeit, diese
Limitationen zu Uberwinden, bietet der Einsatz watover therapeutischer Anséatze, wie etwa der
Immuntherapie. Vielversprechendes Potenzial awgetie Gebiet bieten Dendritische Zellen (DZ),
welche auf Grund ihrer zentralen Rolle als ,Wéachtes Immunsystems*” eine Schlisselstellung in

der Modulation der Immunantwort einnehmen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Beantwortungr drrage, ob durch Vakzinierung mit
dendritischen Zellen Immunantworten gegen Zellem deronischen lymphatischen B-Zell-
Leukamie (B-CLL) erzeugt werden konnen. Ein Teil debeit bestand darin, Tumorzellen mit
humanen DZ zu fusionieren und das immuntherapdagistotential dieser Strategie vitro zu
evaluieren. Daruber hinaus wurde anhand eines ewmZell-Lymphomsin vivo und in vitro
untersucht, welche weiteren Immunzellen durch da&2ihierung mit DZ aktiviert werden und wie

das Zusammenspiel dieser Zellen mit den DZ zu a@ffemienten Antitumorantwort beitragt.

In einem ersten Schritt wurden B-CLL-Zellen mitogiénen humanen DZ fusioniert. Um Aussagen
Uber die Effizienz der Fusion zu treffen, musste&ahst ein valides Nachweissystem etabliert
werden. Dazu wurden verschiedene Farbeprotokollalumrt. Eine Mdoglichkeit war die
Markierung von Zellen vor der Fusion mittels ,Cé&hHacker* und der Nachweis von
Fusionsereignissen im Fluoreszenzmikroskop. Alsagekraftiger erwies sich jedoch die Farbung
der leukdmischen Anteile der fusionierten Zellert Rit-konjugierten anti-CD5- und anti-CD19-
Antikorpern, wahrend die dendritischen Anteile ddybridzellen mittels einer fur CD11c
spezifischen FITC-Farbung detektiert wurden. Dieablierung eines Farbeprotokolls mit
spezifischen Antikérpern erméglichte sowohl die ékéibn von Hybridzellen am FACS-Gerat als
auch, nach Fixierung der Zellen auf Objekttragerdie Auswertung unter dem
Fluoreszenzmikroskop. Dabei erwies sich der Nachwevon Hybridzellen im
Fluoreszenzmikroskop als sehr gut geeignet, um chais unspezifischen Zellaggregaten und
realen Fusionsereignissen zu unterscheiden.

Nach Etablierung eines validen NachweissystemdHfgbridzellen war es moglich, den Einfluss
verschiedener Variablen auf die Effizienz eineriémniszu untersuchen. Als eine Einflussgrofie
erwies sich der Maturationsgrad der DZ zum Zeitpw®s Fusion. So konnten durch Verwendung

von maturen DZ, verglichen mit immaturen DZ, héhEusionsraten erzielt werden. Ebenso zeigte
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sich, dass eine Variation des Verhaltnisses dezidZumorzellen zugunsten der Tumorzellen eine
hohere Zahl an Hybridzellen hervorbrachte.

Um das immunstimulatorische Potenzial von Hybrigzelzu evaluieren, wurden diese nach
Bestrahlung in einenn-vitro-Stimulationsansatz mit autologen T-Lymphozyten veatienten
gegeben und auf die Sekretion von IfFNMn untersucht. Bei Hybridzellen konnte hierbee di
Induktion einer tumorspezifischen Komponente in diermunantwort nachgewiesen werden.
Infolge der Verwendung allogener DZ beinhalteteofd die durch Hybridzellen induzierte
Immunantwort daneben auch eine zusatzliche, aktix'aKomponente, welche auch bei anderen
Kontrollgruppen, wie DZ alleine oder einer Zellmikt auftrat. Wurden mature DZ fur die
Generierung von Hybridzellen verwendet, war dieiette IFN-y-Sekretion im Vergleich mit
immaturen DZ etwa doppelt so hoch.

Wie durch Anreicherungsversuche von Hybridzelleneiner Zellsortieranlage belegt werden
konnte, lie3 sich durch eine Erhdhung der Rate asioRszellen im Stimulationsansatz keine
weitere Steigerung der Immunantwort mehr induzierda offenbar die darin enthaltenen
Immunzellen bereits maximal stimuliert wurden.

Unerwarteterweise zeigte sich jedoch auch bei Zellren, die keinem Fusionsschritt unterzogen
worden waren, ebenfalls eine tumorspezifische Imantwort. Diese war jedoch schwacher
ausgepragt als die durch Hybridzellen erzielte thntorantwort und konnte auf die Prozessierung
tumorassoziierter Peptide durch DZ wahrend der Kokumit den Tumorzellen zurtickgefuhrt

werden.

Bei der genaueren Untersuchung der an der Immuwantieteiligten Zellen, die durch die
Vakzinierung mit DZ hervorgerufen wurde, zeigtehsidass die Interaktion zwischen DZ und NK-
Zellen eine wichtige Rolle spielte. Humane, HLA-@spive DZ konnten in Kokultur sowohl
autologe, HLA-2-positive, wie auch allogene, HLA2gative NK-Zellen zur Sekretion von IFN-

in In-vitro-Stimulationsansatzen anregen.

Auf Grund limitierter Zellzahlen im Humansystem warfir weitergehende Untersuchungen ein
analoges murines Modell verwendet. Dort konnte ldirekzinierung mit allogenen maturen DZ
aus Mausen des C57BL/6-Stamms eine protektive Inamwort gegen das murine B-Zell-
Lymphom A20 in vivo und in vitro induziert werden. Immature DZ bewirkten eine
Uberlebenszeitverlangerunio vivo. Wie Depletionsversuche zeigten, wurde der Tuntrsc
durch NK-Zellen vermittelt, welche durch die tragrsérten DZ aktiviert wurden. Nach

Vakzinierung bestand jedoch kein Schutz gegenubBCM und CT26. Das unterschiedliche
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AbstoRungsverhalten der verschiedenen Tumorartemt&omit der Expression von NKG2D-
Liganden erklart werden, welche mit dem NK-Zellialereden Rezeptor NKG2D interagieren.
NKG2D-Liganden waren am hdchsten auf A20 exprimigrt um ein Vielfaches schwacher auf
MPC11 und CT26. Wurde dieser Rezeptor auf dem Ag@yhom blockiert, konnte nach

Vakzinierung mit DZin vitro und auchin vivo auf Grund fehlender NK-Zell-Aktivierung kein

ausreichender Schutz mehr induziert werden. Irgargsrweise hatte die Depletion von CO4

Helferzellen keine Auswirkung auf den priméaren Szhu
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