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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Einfuhrung in das Thema und Ziele der Arbeit

Wahrend der letzten Dekade hat das schnell zunehmende Verstandnis Uber das
Immunsystem und die wachsende Kenntnis der Mechanismen, mit denen maligne
Tumoren der Immuniberwachung entgehen, zu vielversprechenden neuen Strategien
auf dem Gebiet der Immuntherapie von Tumoren gefuhrt (Armstrong/Eaton/Ewing
2001). Maligne Tumore leiten sich von kérpereigenen Zellen ab, die eine maligne
Transformation durchlaufen. Die entstandenen Tumorzellen exprimieren mutierte
Gene, die wiederum die Translation abnormer Proteine zur Folge haben. Diese
Proteine, als tumorassoziierte Antigene bezeichnet, kbnnen vom Immunsystem als
~fremd* erkannt werden (Boon et al. 1994). Antikdrper und T-Zellen, die Tumorantigene
erkennen, wurden von Tumorpatienten isoliert; eine Immunantwort gegen Tumore ftritt
somit spontan auf. Diese spontane Immunantwort ist jedoch nicht in der Lage den
Tumor zu eliminieren. Verschiedene Moglichkeiten diese Immunantwort zu stimulieren
und zu optimieren werden aktuell in der Immuntherapie eruiert. Die vorliegende Arbeit
beschaftigt sich mit der zellgestitzten Immuntherapie, bei der Patienten dendritische
Zellen (DC) verabreicht werden, die eine Antitumoraktivitat im Koérper hervorrufen
(DC-Vakzine; Armstrong 2001).

DC bilden eine heterogene Familie von Leukozyten. Als unreife DC agieren sie als
Phagozyten in einem dichten Netzwerk im peripheren Gewebe. DC verfiigen uber die
Fahigkeit, die phagozytierten Antigene in Peptide zu zerlegen, zu immunogenen
MHC-Peptid-Komplexen zu prozessieren und auf ihrer Zelloberflache zu prasentieren
(Sallusto et al. 1994). Um eine effektive Prasentation zu gewahrleisten, missen die DC
durch Entziindungsmediatoren (,danger signals*) zur Ausreifung angeregt werden. Das
Stadium der Ausreifung verwandelt die DC in effiziente antigenprasentierende Zellen
und T-Zell-Aktivatoren (Steinman 1991; Bell 1999). Dies erlaubt ihnen, naive
T-Lymphozyten zu aktivieren und eine adaptive Immunantwort zu initiieren
(Banchereau et al. 2000).

Nach heutigen Erkenntnissen spielen DC eine zentrale Rolle sowohl in der Initiation,
als auch in der Modulation von antigenspezifischen Immunantworten (Banchereau et
al. 1998). Sie sind zudem wichtig fur die Induktion einer Antitumorimmunantwort, da sie
neben B- und T-Zellen auch Zellen des angeborenen Immunsystems, wie z.B.
natirliche Killer-Zellen (NK) und naturliche Killer-T-Zellen (NKT) aktivieren (Nestle et
al. 2005).
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DC verfugen uber die Fahigkeit, exogene Antigene aufzunehmen, zu prozessieren und
auf MHC-I-Molekilen zu prasentieren. Durch diesen Prozess, der Kreuzprasentation
genannt wird (Heath et al. 2001; siehe Abschnitt 1.2.3), wird die Aktivierung
antigenspezifischer zytotoxischer T-Zellen (CTL) induziert (Young und Steinman 1990).
CTL spielen bei der Abwehr von Tumoren eine Rolle als Effektorzellen, da sie Uber
ihren T-Zell-Rezeptor die Zielzellen mit Expression eines spezifischen Antigens
erkennen und lysieren kénnen. Diese Fahigkeit zur CTL-Stimulation macht DC fir die
Entwicklung von Tumor-Vakzinen interessant (Fonteneau et al. 2003). Durch
DC-Vakzine werden dem Immunsystem Antigene von Tumorzellen in einem
immunogenen Kontext prasentiert, wodurch Tumor-spezifische CTL generiert werden

konnen (Timmerman und Levy 1999).

Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass mit DC effektive Immunantworten gegen
tumorassoziierte Antigene induziert werden konnen (Mayordomo et al. 1995). Daraus
erwuchs die Hoffnung, dass auch bei Patienten eine Immuntherapie mit DC erfolgreich
sein konnte. In kleinen DC-Vakzinierungsstudien konnten spezifische Antitumor-
Immunantworten und in Einzelfallen auch ein klinisches Ansprechen erreicht werden
(Timmerman und Levy 1999; Nestle et al. 1998; Thurner et al. 1999; Fong et al. 2000).
Mittlerweile sind Uber 100 klinische DC-Vakzinierungsstudien mit mehreren

verschiedenen Tumorentitdten durchgeflihrt worden (Ridgway 2003).

Obwohl es also prinzipiell méglich ist, mit einer DC-Vakzinierung Antitumor-
Immunantworten zu induzieren, ist das klinische Ansprechen bisher unbefriedigend. In
einer kirzlich publizierten Phase-IlI-Studie mit Peptid-beladenen DC bei Patienten mit
metastasiertem Melanom konnte gegenlber einer Standardchemotherapie kein
therapeutischer Nutzen nachgewiesen werden (Schadendorf et al. 2006). Fur die
Entwicklung von effektiveren Vakzinen gilt es noch einige Herausforderungen zu
Uberwinden: Die Identifikation geeigneter DC-Typen und deren ex vivo Manipulation;
die optimierte Antigenpraparation und -beladung und eine optimale Methode zur

Verabreichung der Vakzine (Figdor et al. 2004).

Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen (MoDC) sind die am haufigsten
verwendeten DC-Typen in praklinischen und klinischen Studien. Zur in vitro Ausreifung
der MoDC fiur Kklinische DC-basierte Vakzinierungsstudien wird Granulocyte
macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) und IL-4 in Kombination mit IL-1p3,
IL-6, TNF-a und PGE, verwendet. Dies wird von einigen Autoren als ,Goldstandard®
bezeichnet (Jonuleit et al. 1997).

PGE, wurde beim Vergleich verschiedener Prostanoide als potentestes Prostaglandin

fur eine vollstandige Ausreifung der MoDC identifiziert (Steinbrink et al. 2000). Nach
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Kontakt mit einem Gefahrensignal induziert PGE, migratorische Fahigkeiten der
MoDC, die es ihnen ermdglichen vom Infektionsort in Richtung der Lymphknoten zu
migrieren (Scandella et al. 2002; Luft et al. 2002). Auf der anderen Seite inhibiert PGE;
die Produktion von IL-12p70, das eine Th1-Antwort induziert (Kalinski et al. 2001).
Somit hat PGE, sowohl férdernde, als auch hemmende Wirkung auf die
T-Zell-Aktivierung. Die beschriebenen Effekte von PGE, auf MoDC in Bezug auf
Reifung, Migration und Zytokinproduktion sind gut untersucht, aber Uber die Effekte
von PGE, auf die Antigenprozessierung und Antigenprasentation ist bislang wenig
bekannt. Dies ist umso Uberraschender, da dies eine essentielle Funktion fir die

Induktion einer antigenspezifischen T-Zellantwort durch DC darstellt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die funktionellen Auswirkungen von PGE, auf
humane MoDC in Hinsicht auf ihre Fahigkeit exogenes Tumorantigen auf MHC-I- und
MHC-II-Molekillen zu prasentieren untersucht. Diese Untersuchungen sind von
zentraler Bedeutung, da PGE,, wie oben bereits erwdhnt, derzeit von vielen Gruppen

als ,Goldstandard” bei der Aktivierung von MoDC verwendet wird.
Hierzu wurden folgende Effekte von PGE; auf die Funktion von MoDC untersucht:
(1) Ausreifung: Die Expression bestimmter Oberflachenmolekile auf MoDC

(2) Antigenaufnahme: Die Fahigkeit, extrazellulare Substanzen durch

Phagozytose bzw. Makropinozytose zu internalisieren

(3) Antigenprasentation auf MHC-lI-Molekiilen: Fahigkeit der MoDC,
Tumorantigen auf MHC-II-Molekilen zu prasentieren und

Tumorantigen-spezifische CD4" T-Zellen zu aktivieren

(4) Kreuzprasentation auf MHC-I-Molekiilen: Fahigkeit der MoDC,
aufgenommenes Tumorantigen auf MHC-I-Molekilen zu prasentieren und

Tumorantigen-spezifische CTL zu aktivieren

Neben PGE, wurde die Wirkung von  synthetischen  spezifischen
EP-Rezeptoragonisten auf MoDC untersucht, um die Rezeptor-Subtypen zu

identifizieren, Uber die PGE, seine Effekte vermittelt.
1.2  Charakterisierung dendritischer Zellen

1.2.1 Differenzierung und Immunphanotypisierung dendritischer Zellen

Im Jahre 1868 wurde ein dendritischer Zelltyp zum ersten Mal von Langerhans in der
Epidermis der Haut beschrieben (Langerhans 1868). Spater wurde dieser Zelltyp als

Langerhanszelle bezeichnet. Die Zellen gerieten fir langere Zeit in Vergessenheit, bis
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1973 Steinman und Cohn einen neuen Zelltyp, den sie wahrend einer Observation von
adharenten Zellen aus der Mausemilz entdeckt hatten, beschrieben (Steinman und
Cohn 1973). Diese Zellen wurden aufgrund ihrer distinktiven Morphologie mit langen
Zytoplasmaauslaufern dendritische Zellen (dendros = griechisch: Der Baum) genannt
(Steinman et al. 1973). In der Folgezeit wurden DC in den peripheren lymphatischen
Organen bei Mausen nachgewiesen (Steinman et al. 1974). Spater wurden ahnliche
Zellen auch im nicht-lymphatischen Gewebe muriner und menschlicher Herkunft (Hart
und Fabre 1981; Daar et al. 1983) identifiziert.

Die gemeinsamen Eigenschaften der aus verschiedenen Geweben isolierten DC
waren die Expression von MHC-II-Molekilen und die Fahigkeit zur T-Zell-Aktivierung
(Steinman et al. 1978). Damals war bekannt, dass neben B-Zellen zusatzliche Zellen
notwendig waren, um eine primare Antikérperantwort in einer Kultur zu erhalten. Aber
erst als die DC identifiziert waren, wurde ihre Funktion als potente
antigenprasentierende Zelle ersichtlich (Banchereau et al. 1998). Diese These wurde
durch frihe Hinweise gefestigt, dass DC eine wichtige Rolle in der zelluldren
AbstoBungsreaktion gegen Herz- und Nierentransplantate spielen (Hart und Fabre
1981; McKenzie et al. 1984).

Inzwischen ist bekannt, dass DC heterogene Populationen bilden, die sich Uber
unterschiedliche Differenzierungswege aus verschiedenen Vorlauferzellen entwickeln
(Shortman et al. 2002). Obwohl alle DC in der Lage sind Antigene aufzunehmen, zu
prozessieren und T-Zellen zu prasentieren, unterscheiden sich die verschiedenen
DC-Subtypen in Bezug auf Lokalisation, Migrationsweg, immunologischer Funktion und
Abhangigkeit von inflammatorischen Stimuli fir ihre Generierung (Shortman und Naik
2007).

Der Forschungsweg der Ontogenie der DC befindet sich weiterhin im Fluss. Im
Maussystem wird momentan die folgende Einteilung favorisiert (siehe Tab. 1): Pre-DC
(direkte DC Vorlauferzellen), konventionelle DC (cDC), migratorische DC, im
lymphatischen Gewebe ansassige DC und inflammatorische DC. Die pre-DC besitzen
noch keine charakteristische DC-Form oder -Funktion, aber sie sind die letzte Vorstufe
in der Entwicklung zur DC. Zu dieser Gruppe gehdren Monozyten und plasmazytoide
DC (pDC). Die cDC sind DC mit vollstandiger Form und Funktion. Die migratorischen
DC stellen die klassischen DC dar, die im peripheren Gewebe Antigen aufnehmen
(siehe Abschnitt 1.2.2) und in lymphatisches Gewebe einwandern. Hierzu gehdren
auch die Langerhanszellen (Romani et al. 2003). Im Gegensatz zu migratorischen DC
ist der Aufenthalt und die Funktion der im lymphatischen Gewebe ansassigen DC auf
ein lymphatisches Organ beschrankt. Beispiele hierfir sind DC im Thymus (Ardavin et

al. 1997) und in der Milz (Vremec et al. 2000). Die inflammatorischen DC entstehen als
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Reaktion auf mikrobielle oder inflammatorische Stimuli und sind im entzindeten

Gewebe zu finden.

Pre-DC cDC
- Besitzen noch keine DC-Form und DC-Funktion | - Vollstdndige DC mit Form und Funktion
- Letzte Vorstufe vor DC - Beispiele: Im lymphatischen Gewebe ansassige
- Beispiele: pDC, Monozyten DC, Migratorische DC
Migratorische DC Im lymphatischen Gewebe ansdssige DC
- Nehmen Antigen im peripheren Gewebe auf - Funktion auf ein lymphatisches Organ
- Beispiel: Langerhans-Zellen, dermale DC beschrankt

- Beispiel: DC im Thymus und in der Milz

Inflammatorische DC

- Entstehen als Reaktion auf inflammatorische
Stimuli

- Nur im entziindeten Gewebe zu finden

Tab. 1: Unterteilung verschiedener dendritischer Zelltypen
Modifiziert nach Shortman und Naik 2007.

DC haben ihren Ursprung in hamatopoetischen Stammzellen. Aus diesen Zellen
entwickeln sich zunachst die myeloiden (Akashi et al. 2000) und lymphatischen (Kondo
et al. 1997) Vorlauferpopulationen (siehe Abb. 1). Nachdem man zunachst annahm,
dass sich die verschiedenen DC-Typen entweder aus den myeloiden (CMP) oder aus
den lymphatischen (CLP) Vorlauferpopulationen entwickeln, stellte sich heraus, dass
DC-Subtypen aus beiden Vorlduferpopulationen generiert werden kénnen (Manz
et al. 2001). In vivo sind die meisten DC im Knochenmark, Milz und Lymphknoten
wahrscheinlich myeloider und im Thymus lymphatischer Herkunft (Shortman und Naik
2007). Die CLP und CMP koénnen in FLT3" (FMS-like Tyrosin Kinase 3) und FLT3
Subgruppen unterteilt werden. DC entwickeln sich nahezu ausschlielich aus FLT3"
Zellen (Karsunky et al. 2003; D’Amico und Wu 2003). Aus der myeloiden
Vorlauferpopulation entwickeln sich Granulozyten/Makrophagen Vorlauferzellen, aus
denen sich wiederum Makrophagen/DC-Vorlauferzellen und  Granulozyten
differenzieren konnen (Fogg et al. 2006). Die Identifizierung der gemeinsamen
Makrophagen/DC Vorlauferzelle belegt die enge Entwicklungsbeziehung zwischen
Makrophagen und cDC. Die Makrophagen/DC Vorlauferzelle ist auf zwei Wegen in der
Lage DC zu bilden: durch die direkte Produktion von im lymphatischen Gewebe
ansassigen DC und durch die Generierung von inflammatorischen DC (ber einen

Monozyten-abhangigen Weg (siehe Abb. 1).

Die Ansicht, dass sich die Hamatopoese durch eine Sequenz von streng geordneten,

irreversiblen Schritten vollzieht, wurde durch das Konzept eines graduellen
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mehrstufigen Prozesses mit erst spat auftretenden irreversiblen Differenzierungs-
schritten ersetzt (Shortman und Naik 2007). Die DC weisen eine auf’ergewoéhnliche
Flexibilitat in ihrer Entwicklung auf. In Mausstudien konnte gezeigt werden, dass aus
Vorlauferzellen, aus denen normalerweise nur T- und B-Zellen entstehen, sich auch

DC differenzieren konnen (Kawamato et al. 2006; Katsura et al. 2002).

Multipotente hamatopoetische Stammzelle
FLT3+ / FLT3+
FLT3- O FLT3- O

%\

e @ @ @
(e fﬂ':lz‘r‘g;:]‘:g/e Tzelle  NKzZelle  BZelle
Erythrozyt- Vorlaufer
Vorlaufer pDC
Aktivierte

Makrophage/ @ CD8+ cDC CD8+ cDC
DCVorIaufer Granulozyt —> % E— %

Pre-DC ’ % %
CD8- cDC Aktivierte
CD8- cDC

Monozyt Inflammatorische
l—» % MoDC
cDC .
Milz
Makrophage

Abb. 1: Differenzierungswege dendritischer Zellen
CMP = gemeinsame myeloide Vorlauferpopulation, CLP = gemeinsame

lymphatische Vorlauferpopulation, cDC = konventionelle dendritische Zelle,

pre-DC = direkte DC Vorlauferzellen, pDC = plasmazytoide DC. Modifiziert

nach Shortman und Naik 2007.
Plasmazytoide Zellen (pDC) werden von denselben Vorlauferzellen gebildet aus denen
auch cDC entstehen (D’Amico und Wu 2003). Ihre Produktion ist ebenso abhangig von
FLT3L (Brawand et al. 2002) und ihre Entwicklung hangt von vielen &ahnlichen
Transkriptionsfaktoren wie die der cDC ab; dennoch zweigt der Entwicklungsweg der
pDC an einer Stelle, die noch nicht genau identifiziert wurde, von dem
Differenzierungsweg der cDC ab. pDC gehoéren zu den pre-DC, sie werden durch
inflammatorische Stimuli und IL-3 zu aktivierten DC umgewandelt. Sie sind in der Lage
grole Mengen Typ | Interferon (IFN) zu bilden (Liu 2005) und spielen eine wichtige

Rolle bei der Abwehr viraler Erkrankungen (Cella et al. 1999).
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Den Thymus-standigen DC werden tolerogene Eigenschaften zugeschrieben. Sie sind
in der Lage, autoreaktive T-Zellen zu deletieren und verhindern somit unkontrollierte

Immunreaktionen gegen gesundes Gewebe (Ardavin 1997).

Zwei funktionell verschiedene Typen von Monozyten kénnen durch Expression von
Chemokinrezeptoren und Oberflachenmolekiilen unterschieden werden: CD14"'CD16
Monozyten, die CCR2 exprimieren, und cDh14°"CcD16* Monozyten, die kein CCR2
aufweisen (Geissmann et al. 2003). Aus den CCR2" Monozyten koénnen unter
inflammatorischen Bedingungen DC entstehen (Gordon und Taylor 2005). Dies kann
in vitro nachempfunden werden, indem aus Monozyten durch Kultivierung mit GM-CSF
und IL-4 MoDC gewonnen werden (Sallusto et al. 1994). /n vivo werden diese MoDC
nur im entzindeten Lymphgewebe gefunden, sie stellen eher ein transientes Produkt
eines inflammatorischen Vorgangs, als einen Dauerzustand der DC, dar
(Granelli-Piperno et al. 2005). In einem in vitro Modell konnte gezeigt werden, dass
sich CD14°CD16" Monozyten nach transendothelialer Migration zu DC differenzieren
kénnen, wahrend sich Monozyten, die in die subendotheliale Matrix einwandern, zu
Makrophagen entwickeln (Randolph et al. 1998). Aus CD14'CD16" Monozyten kénnen
in vivo unter nicht-inflammatorischen Bedingungen interstitielle DC entstehen (Yrlid et
al. 2006).

Langerhanszellen (LC) kénnen in vivo aus Monozyten entstehen (Ginhoux et al. 2006).
In vitro kénnen LC aus CCR2" CD14" Monozyten gebildet werden (Schaerli et al.
2005), zudem kdénnen sie durch Zugabe von GM-CSF und Transforming growth factor

(TGF-B) aus myeloiden Vorlauferzellen generiert werden (Geissmann et al. 1998).

Es gibt verschiedene Moglichkeiten humane DC fir die klinische Anwendung zu
gewinnen. DC kdénnen Uber direkte Isolation von Vorlauferzellen aus dem peripheren
Blut gewonnen werden. Auf diesem Weg koénnen zwei Populationen isoliert werden:
CD1c¢" myeloide DC und IL-3R (CD123") pDC (Kohrgruber et al. 1999; Dzionek et al.
2000). Die Zellausbeute ist aufgrund der geringen Frequenz der dendritischen
Vorlauferzellen von 0,1-0,5 % aller mononukledren Zellen im peripheren Blut sehr
gering. Mit verschiedenen Zytokinen, wie z. B. granulocyte colony stimulating factor
(G-CSF) und FIt-3 Ligand (Marakovsky et al. 2000; Pulendran et al. 2000), ist es

maoglich, DC-Vorlauferzellen in vivo zu expandieren.

Wesentlich effizienter lassen sich DC durch die in vitro Kultur von CD34"
hamatopoetischen Stammzellen oder aus Monozyten generieren. Nach Mobilisierung
mit G-CSF kénnen die CD34" hamatopoetischen Stammzellen aus dem peripheren
Blut isoliert werden. In vitro kénnen sie durch Kultur in Gegenwart von GM-CSF und

TNF-a um den Faktor 10 bis 30 expandiert werden und zeigen nach zwdlftagiger Kultur
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typische Eigenschaften von myeloiden DC (Caux et al. 1996). Monozyten-abgeleitete
DC (MoDC) werden gewonnen, indem aus peripherem Blut isolierte Monozyten fiir funf
bis sieben Tage mit GM-CSF und IL-4 kultiviert werden (Sallusto et al. 1994). Das
meiste Wissen, das uber die Funktion humaner DC erlangt wurde, ist durch die Arbeit
mit MoDC entstanden, da schnell und einfach eine hohe Ausbeute von DC erreicht
werden kann. Da in klinischen Studien tGberwiegend MoDC eingesetzt werden, sind

diese Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

DC lassen sich von anderen Leukozytenpopulationen durch das Fehlen von
Lineage-spezifischen Oberflachenmarkern wie CD3 (T-Lymphozyten), CD14
(Monozyten/Makrophagen), CD16 (NK-Zellen) und CD19 (B-Lymphozyten) abgrenzen.
Die immunphanotypische Charakterisierung der DC erfolgt Uber ihre
Oberflachenexpression von Antigenaufnahme-Rezeptoren (MMR, DEC 205), antigen-
prasentierenden Molekilen (CD1a,b,c; MHC-I und MHC-II), Adhasionsmolekilen
(CD11b,c; CD54, CD58) und T-Zell-stimulierenden Molekilen (CD40, CD80, CD86).
Reife DC exprimieren eine hohe Dichte an MHC-I, MHC-II und kostimulatorischen
Molekulen. Weiterhin gelten CD83 und DC-LAMP als spezifische dendritische
Zellmarker, die nur bei aktivierten, reifen DC nachweisbar sind. Daher werden sie auch
Reifemarker genannt (De SaintVis et al. 1998; Zhou et al. 1996).

1.2.2 Physiologie dendritischer Zellen

DC bilden im lymphatischen und nicht-lymphatischen Gewebe ein dichtes Netzwerk.
Sie befinden sich in groRer Anzahl an potentiellen Eintrittspforten von Pathogenen, wie
z.B. an epithelialen Oberflachen. DC interagieren mit den Effektorzellen des
angeborenen (NK- und NKT-Zellen) und adaptiven (T- und B-Lymphozyten)
Immunsystems. Als hochspezialisierte antigenprasentierende Zellen spielen sie eine
zentrale Rolle bei der Regulation von spezifischen Immunantworten und der Induktion
eines immunologischen Gedachtnisses. DC sind einzigartig in ihrer Fahigkeit, naive

T-Zellen de novo zu antigenspezifischen Effektorzellen zu aktivieren.

Ausreifung

Der Kontakt mit sogenannten Gefahrensignalen veranlasst die unreife DC zu
phanotypischen und funktionellen Veradnderungen und zu einer Funktionsdnderung von
Antigenaufnahme zur Antigenprasentation. Diese Reifung der DC ist eng mit deren
Migration aus dem peripheren Gewebe zu den drainierenden Lymphknoten verknUpft
(Larsen et al. 1990). Die Reifung wird durch eine Reihe verschiedener Stimuli
ausgelost: (a) Pathogen-zugehdrige Molekile, wie bakterielles Lipopolysaccharid
(LPS; Rescigno et al. 1999), bakterielle DNA (Hartmann et al. 1999) und einzel- und
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doppelstrangige RNA (Cella et al. 1999); (b) proinflammatorische Mediatoren, wie
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), IL-1B, IL-6, IL-10, TGF-B und Prostaglandine und (c)
T-Zell vermittelte Signale. T-Lymphozyten tragen tGber membranstandige CD40 Ligand-
abhangige und -unabhangige Wege zu der endgiiltigen Ausreifung der DC in den
Lymphknoten bei (Caux et al. 1994; Bell et al. 1999).

TNF-a, PGE,, IL-18,

% IL-6, LPS, CD40L
-

Unreife Charakteristika Reife
dendritische Zelle dendritische Zelle
+++ Fahigkeit zur Antigenaufnahme +/-

(Phagozytose, Endozytose)
+++ Antigenaufnahme-Rezeptoren: DEC-205, MMR +
(+) Antigenprasentation +++
+ T-Zell-stimulatorische Kapazitat +++
- Zytokinproduktion: IL-12, IL-23, IL-27 +++
+ Oberflachenexpression von MHC-II-Molekilen +++
+ Kostimulatorische Molekiile: CD40, CD80 (B7.1), CD86 +++
(B7.2)
+ Adhéasionsmolekiile: CD11b/c, CD54, CD58 +++
- Reifemarker CD83 +
- Migration in Lymphknoten (CCR7) +

Abb. 2: Charakteristika unreifer und reifer dendritischer Zellen

Der Reifungsprozess ist mit einer Reihe von Veranderungen verbunden: (a) Verlust der
Antigenaufnahmefahigkeit; (b) Hochregulierung von kostimulatorischen Molekilen:
CD40, CD80, CD86; (c)Veranderung der Zellmorphologie mit Bildung von
Zellauslaufern, so dass das charakteristische Bild der dendritischen Zelle entsteht;
(d) Veranderung der lysosomalen Kompartimente: Geringere Expression von CD68
und Hochregulierung von DC-Lysosom-assoziierten Membranproteinen (DC-LAMP)
und (e) Expression von Chemorezeptoren, die eine Migration vom peripheren Gewebe
in die drainierenden Lymphknoten Uber das Lymphsystem ermdglichen.
Morphologische Veranderungen der DC-Reifung sind ein Verlust von adhasiven
Strukturen, eine Zytoskelettreorganisation und die Aneignung einer hohen Zellmotilitat
(Winzler et al. 1997).

Antigenaufnahme
Im peripheren Gewebe befinden sich DC in einem unreifen Funktionszustand, der sie

zu einer effizienten Antigenaufnahme befahigt. Sie kénnen Uber verschiedene Wege
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Antigen aufnehmen. Mit Hilfe von sogenannten ,scavenger Rezeptoren, wie CD36
und avp5 Integrinen, phagozytieren DC partikuldre Antigene wie apoptotische und
nekrotische Zell-Fragmente (Albert et al. 1998; Rubartelli et al. 1997). Auch Viren und
Bakterien in einer Grélke von 0,5um bis 6 ym kbénnen Uber Phagozytose
aufgenommen werden (Inaba et al. 1993). Phagozytose ist eine Form der Endozytose,
bei der extrazellulare feste Partikel durch Einstilpung und Abschniirung der
Zellmembran in die Zelle aufgenommen werden. Extrazellulare Flissigkeit und geldste
Stoffe werden von DC in gréReren Vesikeln (0,5-3 um) durch Makropinozytose
aufgenommen. Die Makropinozytose ist ein Zytoskelett-abhangiger Aufnahme-
mechanismus, der nur in einigen Zelltypen, wie Makrophagen, DC und stimulierten
epithelialen Zellen, vorkommt (Racoosin und Swanson 1992). Sie unterscheidet sich
von der Mikropinozytose, die in fast allen Zellen beobachtet wird. Bei der
Mikropinozytose wird extrazellulare Flissigkeit Uber clathrin coated pits in kleineren
Vesikeln mit einer GroRe von 0,1 um aufgenommen (Watts und Marsh 1992). Die
Makropinozytose ermdglicht den DC kontinuierlich sehr groRe Mengen an
extrazelluldrer Fliissigkeit, geschatzte 1500 um*/h (dies entspricht nahezu dem
kompletten Zellvolumen) aufzunehmen und in MHC-II-Kompartimente zu transportieren
(Sallusto et al. 1995). DC kdnnen Antigene auch Uber rezeptorvermittelte Endozytose
aufnehmen. Unreife DC exprimieren Fc-Rezeptoren (Fcy: CD32, CD64; Fce), an die
Immunkomplexe gebunden werden (Fanger et al. 1996), C-Typ Lectin-Rezeptoren, wie
z. B. DEC-205 (Jiang et al. 1995), und den Makrophagen Mannose Rezeptor (MMR,;
Sallusto et al. 1995). Der MMR vermittelt die Phagozytose von Mannosehaltigen
Partikeln und die Endozytose von mannosilierten Glykoproteinen (Ezekowitz et al.
1990). Fur eine effiziente Antigenprasentation reichen picomolare Konzentrationen von
Antigen, die durch Makropinozytose und Rezeptor-vermittelte Antigenaufnahme
aufgenommen werden, aus. Dies ist deutlich weniger als die micromolaren Mengen,
die von anderen antigenprasentierenden Zellen, wie z. B. Makrophagen, bendétigt
werden (Sallusto et al. 1995).

Zellmigration

Eine funktionelle Konsequenz der DC-Ausreifung ist die Hochregulierung des
Chemokinrezeptors CCR7 (Saeki et al. 1999), der die Migration der DC in Richtung der
Chemokine CCL21 (6Ckine) und CCL19 (MIP-3) ermdglicht (Kellermann et al. 1999;
Robbiani et al. 2000). Diese Chemokine bewirken eine Migration der DC uber das
afferente Lymphsystem in die T-Zell-reichen Zonen sekundarer lymphatischer Organe.
Wahrend der Migration reifen die DC zu professionellen antigenprasentierenden Zellen

heran. Sie sind nun in der Lage durch Antigenprasentation Gber MHC-Molekile,
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kostimulatorische Rezeptoren und Zytokine proliferative Antworten in ruhenden

T-Zellen zu induzieren (Young und Steinman 1990).

1.2.3 Antigenprozessierung und Antigenprasentation auf MHC-l und
MHC-II-Molekiilen

In den Lymphknoten interagieren die DC mit den Effektorzellen des Immunsystems.
Die reifen DC prasentieren CD8" und CD4" T-Zellen aufgenommene Antigene auf
MHC-I- bzw. auf MHC-II-Molekilen. Exogene Antigene werden von den unreifen DC
Uber Phagozytose oder Mikropinozytose aufgenommen und Uber den endozytotischen
Weg prozessiert (Watts 2001). In den Endosomen und Lysosomen wird das Antigen
von endozytotischen Proteasen durch das Aufbrechen von Disulfidbriicken entfaltet
und in Peptide zerlegt (Villadangos et al. 1999). Neu synthetisierte MHC-Il o3 Dimere
sammeln sich im Endoplasmatischen Retikulum mit dem Chaperon invariant chain (li),
das das MHC-ll-assoziierte li Peptid (CLIP) in die Peptidbindungsstelle des Dimers
inseriert, um es zu stabilisieren und um zu verhindern, dass ein anderes Polypeptid an
die Stelle anbindet. Der MHC-II afli Komplex wird zu dem Endosom und danach zu
den lysosomalen Kompartimenten transportiert. Auf dem Weg werden die
phagozytierten und in Peptide aufgebrochenen Proteine aufgenommen und daraufhin

an der Zelloberflache den CD4" T-Zellen prasentiert (Banchereau et al. 2000).

Endogene Antigene, wie intrazellulare Proteine, aber auch Bestandteile von Viren oder
Parasiten, werden in einem Phagosomen-Endoplasmatischen Retikulum Kompartiment
prozessiert. Im Zytosol werden sie durch das Proteasom in Peptide gespalten, die im
ER an MHC-I-Molekile gebunden werden und fiir die Prasentation an CD8" T-Zellen
an die Zelloberflache transportiert werden. CD8" und CD4" T-Zellen exprimieren
klonale Rezeptoren, die Peptidfragmente von Antigenen, assoziiert mit MHC-I- (CD8)
und MHC-II-Molekilen (CD4), erkennen. DC sind spezialisiert, naive T-Zellen zu

aktivieren und somit eine adaptive Immunantwort zu initiieren (Bell et al. 1999).

Kreuzprasentation

Wie bereits beschrieben, verfligen DC Uber die Fahigkeit, exogene Antigene auf
MHC-I-Molekiilen an CD8" T-Zellen zu prasentieren. Hierin unterscheiden sie sich von
allen anderen Zellen, die lediglich endogene Antigene auf MHC-I-Molekilen
prasentieren. Dieses Phanomen wurde als erstes in einem Mausmodell beschrieben
und wird Kreuzprasentation genannt (Bevan 1976). Die Kreuzprasentation hat
physiologische Bedeutung fiir die Initiierung der Immunantwort gegen Tumorantigene,

Viren und intrazellulare Proteine (Larsson et al. 2001).
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Uber die MHC-I-Prasentation von Antigenen bewirken DC eine Differenzierung der
CD8" T-Zellen zu antigenspezifischen CTL (Young und Steinmann 1990). Die CTL
spielen bei der zellularen Abwehr von Tumoren eine besondere Rolle, da sie Uber
ihren T-Zell-Rezeptor die Zielzellen mit Expression eines spezifischen Antigens
erkennen und lysieren konnen. Die Fahigkeit CD8" T-Zell-Antworten zu stimulieren, ist
ein wichtiger Faktor in der Strategie, DC fir eine Anti-Tumor-Vakzine bei
Tumorpatienten zu nutzen. Jedoch verfiigen nicht alle DC-Typen Uber die Fahigkeit zur
Kreuzprasentation von exogenem Antigen. Bislang ist dies nur flir humane MoDC und
CD1c¢* PBDC gesichert (Schnurr et al. 2005), wohingegen pDC (Schnurr et al. 2005;
Fonteneau et al. 2003), Langerhanszellen (Nagata et al. 2002), B-Zellen und
Monozyten unabhangig von ihrem Reifestadium wahrscheinlich nicht dazu in der Lage
sind. Daraus ergibt sich, dass DC-Typen nicht gleichermal3en zur Tumorvakzinierung

mit Protein als Antigen geeignet sind.

Die molekularen Mechanismen der Kreuzprasentation sind Gegenstand intensiver
Forschung. Folgende Modelle werden derzeit favorisiert: Nach der Phagozytose
gelangt das aufgenommene Antigen zunachst in das Phagosom. Dieses fusioniert mit
Teilen des Endoplasmatischen Retikulums und erlangt hierdurch wichtige funktionelle
Einheiten, wie TAP (transporter associated with antigen processing), Tapasin,
MHC-I-Molekiile und das Sec61 Translokon, flr die MHC-I-Peptid-Komplexbildung
(Guermonprez et al. 2003). Von diesem spezialisierten, unabhangigen
ER-Phagosomen-Kompartiment werden zwei verschiedene Wege, die zur
MHC-I-Prasentation fihren, diskutiert (Houde et al. 2003; Guermonprez et al. 2003;
Ackerman et al. 2003). Bei dem ersten Weg, dem Phagosom-Zytosol-Weg (Norbury et
al. 1997; Kovacsovics-Bankowski und Rock 1996; Rodriguez et al. 1999), wird das
Antigen Uber Retranslokation, mdglicherweise durch Sec61 (Ackerman et al. 2006;
Rock et al. 2003) von dem Phagosom ins Zytosol transportiert, wo es von dem
Proteasom in Peptidfragmente gespalten wird (Rock et al. 1996). Die so entstandenen
Peptide werden dann von dem Peptidtransporter TAP in das Lumen des ER, bzw.
Phagosomen-ER Kompartiment transportiert (Huang et al. 1996), durch den
komplexen Beladungsapparat, der Tapasin, Calreticulin und Erp57 beinhaltet, an
MHC-I-Molekiile gebunden und an die Zelloberflache transportiert (Cresswell et al.
1999). Bei dem zweiten, dem vakuolaren Weg, werden Peptide im Phagosom durch
Proteasen, hauptsachlich Cathepsin S, generiert, im Phagosom direkt an
MHC-I-Molekulle gebunden und daraufhin an die Zelloberflache transportiert (Shen et
al. 2004; siehe Abb. 3).
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Abb. 3: Zellulare Mechanismen der Kreuzprasentation
Die Abbildung stellt zwei aktuell diskutierte Wege der Kreuzprasentation

dar; den Vakuolaren Weg und den Phagosom-Zytosol-Weg. Modifiziert

nach Rock 2003 und Villadangos et al. 2007.
Der ER-basierte Retranslokationsmechanismus ist in vielen Zellen vorhanden, jedoch
besitzen nur DC die Fahigkeit zur Kreuzprasentation und sind in der Lage Peptide aus
exogenem Protein auf MHC-I-Molekullen zu prasentieren. Daher liegt die Vermutung
nahe, dass DC uber einen besonderen Mechanismus der Antigenverarbeitung
verflugen, der nicht in anderen Zellen gefunden wird (Villadangos et al. 2007). Savina
und Mitarbeiter haben einen solchen moglichen Mechanismus beschrieben (Savina et
al. 2006): Der Prozess der Degradierung von phagozytiertem Antigen wird in DC im
Vergleich zu anderen Zellen abgeschwacht (Delamarre et al. 2005). Dies geschieht
zum Teil durch eine Limitierung der Ansduerung im Phagosom, die durch die
NADPH-Oxidase NOX2 erreicht wird. NOX2 produziert ROS (reactive oxygen species),
das von der V-ATPase gebildete Protonen bindet und somit eine Alkalisierung der
Phagosomen erreicht (Trombetta et al. 2003). Diese Alkalisierung des Milieus reduziert
die Aktivitat lysosomaler Proteasen und mindert somit die Proteolyse (Delamarre et al.
2005). Die Alkalisierung des Phagosoms durch NOX2 scheint mit einer effektiven

Antigenprozessierung und Kreuzprasentation assoziiert zu sein (Savina et al. 2006).
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Th1- und Th2-Immunantwort

Bei der Induktion spezifischer T-Zell-Antworten ist die Unterscheidung in Th1- und
Th2-gerichtete Immunantworten von Bedeutung. IL-12p70 wird durch reife DC
produziert und bewirkt eine Differenzierung von T-Helfer-Zellen in IFN-y-produzierende
Th1-Zellen (Cella et al. 1996). Th1-gerichtete Immunantworten flihren zu einer
zellularen zytotoxischen Immunantwort und dienen der Elimination von Zellen, die
virale oder mutierte Peptidfragmente von Antigenen auf ihrer Zelloberflache
prasentieren (Macatonia et al. 1995). Bei einer Th2-gerichteten Immunantwort werden
IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 produziert. Hierbei kommt es primar zur Differenzierung von
B-Zellen in antikérperproduzierende Plasmazellen. Th2-Immunantworten schitzen vor
Infektionen mit Wirmern, Protozoen und bestimmten Bakterien und sind in atopische
und allergische Reaktionen involviert (Paul et al. 1994). Bei der Vakzinierung gegen
Tumore wird die Induktion einer Uberwiegend Th1-gerichteten Immunantwort mit der
Expansion Tumor-spezifischer CTL angestrebt (Timmerman und Levy 1999,
Schuler-Thurner et al. 2002).

1.3 Dendritische Zellen als Tumorvakzine

Die Inzidenz einiger Tumorarten beim Menschen ist bei immundefizienten Patienten,
z.B. nach Organtransplantation und Einnahme von Immunsuppressiva, erhoht
(Euvrard et al. 2003). Aber auch bei Patienten mit einem intakten Immunsystem
besteht das Problem, dass der Tumor keine starke Abwehrreaktion auslost (Davis et al.
2003). Dies kann durch die geringe Anzahl von Tumorantigenen oder HLA-Molekiilen,
schlechter Erreichbarkeit durch die Effektorzellen oder durch das sehr schnelle
Wachstum der Tumorzellen bedingt sein. Des Weiteren kann die Sekretion von
Zytokinen, reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffradikalen des Tumors fir die geringe
Abwehrreaktion verantwortlich sein, da sie die Funktion der Effektorzellen
beeintrachtigt (Hellstrand et al. 1994; Qin et al. 1997). Zudem exprimieren Tumorzellen
Oberflachenmoleklile wie den Fas-Liganden, der Apoptose bei T-Zellen induziert
(Hahne et al. 1996). Diese Fahigkeiten des Tumors werden unter dem Begriff

tumorinduzierte Immunevasion subsumiert.

Studien an Mausen haben gezeigt, dass es dem Immunsystem prinzipiell moglich ist
Tumore zu erkennen und abzuwehren (Foley 1953). Im Blut von Tumorpatienten
wurden Antikérper und T-Zellen, die Tumorantigene erkennen, isoliert. Diese
Beobachtungen unterstitzen die wissenschaftliche Begrindung fir eine

Immuntherapie von Malignomen.
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Vakzinierungsstrategien

Es gibt verschiedene Strategien das Immunsystem hinsichtlich der Abwehr von
Tumoren zu beeinflussen. Dazu zahlt die unspezifische Aktivierung des Immunsystems
mit mikrobiellen Komponenten oder Zytokinen. Ende des 19. Jahrhunderts begann
William Coley Patienten mit Osteosarkomen, Abdominaltumoren und verschiedenen
weiteren Tumoren mit einem bakteriellen Extrakt aus Streptokokken und Serratus
Spezies (Coley’s mixed toxins) zu behandeln (Coley 1893; Starnes 1992). Obwohl die
Behandlung unspezifisch war, zeigten einige Patienten eine Regression ihrer Tumoren,
teilweise hielt diese sogar mehrere Jahrzehnte lang an. Die Wirkungsweise des Toxins
bleibt ungeklart. Es gilt zu erwahnen, dass Nachahmungsversuche von verschiedenen

Gruppen erfolglos blieben, und diese Strategie letztlich wieder verlassen wurde.

Nachdem die zellularen Komponenten und Mediatoren der spezifischen Immunantwort
identifiziert wurden, konnten erstmals tumorspezifische Strategien, wie die Tumor-
vakzinierung gegen definierte Antigene von Tumoren, entwickelt werden. Eine
attraktive Strategie ist die Vakzinierung mit DC, von der man sich verspricht, dass sie
therapeutische T-Zell-Immunitat, in Form von tumorspezifischen T-Effektorzellen, und
protektive T-Zell-Immunitat, in Form von tumorspezifischen Gedachtnis T-Zellen,
induziert (Pardoll 1998; Gilboa 1999; Finn 2003).

In der letzten Dekade wurden in vitro generierte DC als zellulare Adjuvanzien in
verschiedenen Tumorvakzinierungsstudien verwendet (Antonia et al. 2004). Zur
Tumorvakzinierung werden autologe DC entweder aus CD34" Vorlauferzellen oder aus
Monozyten gewonnen. Die verwendeten Monozyten stammen aus dem peripheren Blut
und werden mit Hilfe von GM-CSF und IL-4 (Sallusto et al. 1994) oder IL-13 (Piemonti
et al. 1995; Alters et al. 1999) zur DC-Differenzierung angeregt. Die DC werden in vitro
mit Tumorantigenen beladen und dem Patienten zurlck injiziert. In vivo missen die DC
zu den Lymphknoten migrieren und naive T-Zellen in Richtung eines Th1-Phanotyp
aktivieren, um eine effiziente zytotoxische Antwort gegen den Tumor zu induzieren.
DC-Reifungssubstanzen, wie TNF-a, LPS und CD40L, wurden verwendet um den DC
diese funktionellen Attribute zu verleihen (Whiteside und Odoux 2004).

Verschiedene Varianten der Beladung von DC mit Tumorantigenen wurden getestet:
Praformierte Peptide, Proteine, Tumorzelllysate, Tumor-RNA und ganze apoptotische
bzw. nekrotische Tumorzellen (Schuler et al. 2003). Durch die Beladung mit
apoptotischen bzw. nekrotischen Tumorzellen und Lysaten verspricht man sich die
Prasentation multipler definierter und undefinierter Tumorantigene auf MHC-I- sowie
MHC-II-Molekulen (Fonteneau et al. 2003; Thumann et al. 2003; Albert et al. 1998).
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Dies hatte den Vorteil, dass ein breites Repertoire an tumorreaktiven CD4" und
CD8" T-Zellen rekrutiert werden kénnte (Wang 2001).

Tumorantigene

Als erstes humanes Tumorantigen wurde das Carcinoembryonische Antigen (CEA) im
kolorektalen Karzinom entdeckt (Gold et al. 1965), gefolgt von a-Fetoprotein im
hepatozellularen Karzinom (Abeley 1971). Es handelt sich hierbei um Differenzierungs-
antigene, die von Tumorzellen Uberexprimiert werden, aber auch im gesunden

Gewebe vorkommen konnen.

1989 wurde das erste MAGE-Gen beschrieben. Dies gehdrt zur Gruppe der cancer
testis antigene (CTA), die nach dem embryonalen Stadium nur noch in Tumorzellen
und Keimzellen exprimiert werden. Es konnte gezeigt werden, dass Patienten gegen
dieses humane Tumorantigen T-Zell-Antworten generieren kénnen (Knuth et al. 1989).
Die Entdeckung von CTA war ein besonderer Meilenstein in der Tumorimmunologie,
da dies der erste Schritt in Richtung einer gezielten antigenspezifischen Tumortherapie
war. Seit der Entdeckung dieser ersten Tumorantigene sind viele weitere
hinzugekommen. Mehrere Arbeiten bieten eine Ubersicht Uiber die bis heute bekannten

humanen Tumorantigene (Rosenberg 1999; Renkvist et al. 2001).

NY-ESO-1

NY-ESO-1, ein aus 180 Aminosauren bestehendes Protein, ist eines der am besten
charakterisierten CTA in Bezug auf seine Immunogenitat (Jager et al. 1998). Es wurde
das erste Mal durch SEREX-Technologie (Serological analysis of recombinant cDNA
expression), ein Verfahren bei dem das Serum von Tumorpatienten auf Antikérper
gescreent wird, bei einem Patienten mit Osophaguskarzinom entdeckt (Chen et al.
1997). Bei der SEREX-Technologie wird eine cDNA-library aus frischem Tumorgewebe
konstruiert, in A-Phagenvektoren verpackt und in Escherichia coli exprimiert.
Rekombinantes Protein wird daraufhin auf Nitrozellulosemembranen transferiert und
als Antigen durch seine Reaktivitait mit IgG-Antikdrpern, die im Patientenserum
vorhanden sind, identifiziert. Positive Kolonien werden kloniert und die
Nukleotidsequenz der eingefiigten cDNA bestimmt (Sahin et al. 1997). Uber 1500
weitere potenzielle Tumorantigene wurden bisher auf diesem Weg beschrieben (Davis
et al. 2003).

Seitdem konnte gezeigt werden, dass viele Tumore NY-ESO-1 exprimieren:
Melanome, Neuroblastome, Mammakarzinome, Blasenkarzinome, epitheliale Ovarial-
karzinome, Prostatakarzinome, Lungenkarzinome, multiple Myelome, Osophagus-
karzinome, Sarkome und hepatozellulare Karzinome. In anderen Geweben ist die

mRNA von NY-ESO-1 nur gering exprimiert, mit der héchsten mRNA-Expressionsrate
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in Keimzellen des Hodens und Ovars (Jungbluth et al. 2001). Uber die biologische

Funktion von NY-ESO-1 ist bislang wenig bekannt.

Das NY-ESO-1 Gen befindet sich auf dem Chromosom Xqg28 (Chen et al. 1997), auf
dem bisher mehrere CTA-Gene gefunden wurden (Ross et al. 2005). Verschiedene
NY-ESO-1 CD8" und CD4" T-Zell-Epitope wurden mittlerweile beschrieben

(zusammengefasst in Nicholaou et al. 2006).

Die Immunogenitat und die auf Tumorgewebe beschrankte Expression hat NY-ESO-1
zu einem wichtigen Kandidaten fiir die Entwicklung einer Tumorvakzine gemacht. Die
ersten klinischen Tumor-Vakzinierungsstudien mit NY-ESO-1 Epitopen wurden mit
HLA-A,-restringierten Peptiden durchgefiihrt, die spezifische CD8" T-Zell-Antworten in
einigen Patienten induzieren konnten (Jager et al. 2000). In mehreren weiteren
klinischen Vakzinierungsstudien mit NY-ESO-1 Peptid wurden spontane humorale und
zellulare Immunantworten gegenuber NY-ESO-1, sowie Metastasenregression und
Tumorstabilisierung in einem Teil der Patienten mit fortgeschrittenem NY-ESO-1
exprimierenden Tumoren nachgewiesen (Stockert et al. 1998; Valmori et al. 2000;
Gnjatic et al. 2003).

Fur eine DC-basierte Tumorvakzine kann, neben spezifischen NY-ESO-1 Peptiden,
rekombinantes NY-ESO-1 Protein fir die Beladung der DC verwendet werden.
Vollstandiges Protein hat den Vorteil, dass es uber alle bekannte und mdglicherweise
unbekannte Epitope verfligt. Somit kdnnen, im Gegensatz zur Vakzinierung mit Peptid,
CD4" und CD8"-T-Zell-Antworten gegen eine Vielzahl von Epitopen induziert werden
(Murphy et al. 2005). Um eine bessere immunstimulatorische Wirkung zu erzielen,
kann rekombinantes NY-ESO-1 Protein mit Antikorpern gegen NY-ESO-1 zu einem
Antigen-Antikérper Immunkomplex (NY-ESO-1/IC) kombiniert werden. Kilinische
Tumorvakzinierungsstudien mit dem Antigen NY-ESO-1, kombiniert mit verschiedenen
Adjuvanzien, werden momentan bei unterschiedlichen Tumorentitaten durchgefiihrt

(zusammengefasst in Nicholaou et al. 2006).

ISCOMATRIX® adjuvant

Adjuvanzien sind Substanzen mit immunstimulatorischer Wirkung, durch deren
gleichzeitige Gabe oder Koppelung mit dem relevanten Antigen, die Induktion einer
antigenspezifischen Immunantwort verstarkt werden soll. Es werden zum Beispiel
Vakzine erprobt, die mikrobielle Vektoren (Bakterien, Viren oder Hefe) oder
Nukleinsduresequenzen benutzen, um humanes Antigen zu transportieren. Die drei
Hauptkriterien, die ein Adjuvans fur humane Vakzine erfillen muss, sind Sicherheit,

Immunogenitat und klinische Wirksamkeit.
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Der immunstimulatorische Komplex (ISCOM) wurde erstmals 1984 von Morein und
Mitarbeitern als Antigen-Transport-System mit einer starken immunstimulatorischen
Aktivitdt beschrieben (Morein et al. 1984). ISCOM bildet kugelférmige, kafigahnliche
Strukturen, typischerweise 40 nm im Durchmesser, die aus Cholesterol, Phopholipid
und Saponin bestehen. Fiir die klinische Anwendung wurde ISCOMATRIX® adjuvant
(IMX; CSL Limited, Australien) entwickelt, um die Antigenbeladung reproduzierbar,
skalierbar und widerstandsfahiger zu machen (Sanders et al. 2005). IMX verflgt Uber
dieselbe kafigahnliche Struktur wie ISCOM, jedoch ohne das Antigen mit
einzuschlieRen. IMX-Vakzine kdénnen durch Zugabe des jeweiligen Antigens zum
praformierten IMX gebildet werden. Verschiedene IMX-basierte Vakzine wurden in

Tiermodellen und in klinischen Studien getestet (Kersten et al. 2003).

Eine klinische Placebo-kontrollierte Doppelblindstudie mit ISCOMATRIX® adjuvant
formuliertem NY-ESO-1 Protein zeigte, dass die Vakzine gut vertragen wurde und dass
sowohl eine Antikérperantwort, als auch eine fir eine Vielzahl von NY-ESO-1 Epitopen
spezifische CD4" und CD8" T-Zell-Antwort induziert werden konnte (Marakovsky et al.
2004).

14 Biologische Funktionen von Prostaglandinen

Prostaglandine werden aus Arachidonsaure gebildet und bestehen aus mehrfach
ungesattigten Fettsauren. Sie konnen von allen Zellen aufl’er von Erythrozyten
synthetisiert werden. Sie werden hauptsachlich bei Bedarf gebildet und nach der
Bildung sofort aus der Zelle freigesetzt. Da ihre Halbwertszeit nur wenige Minuten
betragt wird angenommen, dass die Prostanoide nur lokal, d. h. unmittelbar an ihrem

Produktionsort wirken (Narumiya et al. 2001).

COOH

3 7
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Abb. 4: Strukturformel von Prostaglandin E;

Wenn Gewebe diversen physiologischen oder pathologischen Stimuli physikalischen,
chemischen oder hormonellen Ursprungs ausgesetzt ist, wird Arachidonsaure durch
die Phospholipase A, (PLA;) aus Membranphospholipiden freigesetzt. Durch
Cyclooxygenase (COX) wird die Arachidonsaure zu Prostanoiden, Prostaglandinen

(PGs) und Thromboxanen (TXs), umgewandelt. Die COX-Reaktion resultiert in der
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Bildung eines instabilen Endoperoxid-Zwischenproduktes, dem Prostaglandin H,, das
wiederum durch zellspezifische Isomerasen und Synthasen zu PGE,, PGF,,, PGD,,
PGl, und Thromboxan (Tx) A, metabolisiert wird (siehe Abb. 5).

Membranphospholipide

“ Phospholipase A, ‘

Arachidonsaure

eowt] /. [eon]

Prostaglandin H,

‘ Prostaglandinsynthase ‘

/ \
PGI, / \ PGF,
PGD,
/ PGE,
15-d-PGJ,

Abb. 5: Synthese von Prostaglandin E;
Modifiziert nach Harris et al. 2002.

Es existieren zwei COX-Isoformen, COX-1 und COX-2. Die COX-1-abhangige
Produktion von Prostaglandin E, (PGE;) dient physiologischen Haushaltsfunktionen,
wie z. B. der Generierung von proaggregatorischem TxA, durch Thrombozyten und
zytoprotektiven Funktionen in der gastrischen Mukosa. Die Konzentration der COX-1
Isoform bleibt relativ stabil. Im Gegensatz dazu ist COX-2 in Ruhebedingungen so gut
wie nicht nachweisbar. In Makrophagen, Fibroblasten und vaskularen Endothelzellen
wird es bei Entzindungen durch verschiedene Zytokine, Endotoxine und
Wachstumsfaktoren induziert. Daher wird angenommen, dass die COX-2-abhangige
Prostaglandin-Produktion eine Rolle bei Entziindungen und der Zellproliferation spielt
(Smith et al. 2001).

Prostanoide vermitteln eine Vielzahl von unterschiedlichen Aktionen in verschiedenen
Geweben und Zellen. Sie wirken bei der Relaxation und Kontraktion von
verschiedenen Typen der glatten Muskulatur mit. Sie modulieren neuronale Aktivitaten
durch Inhibierung oder Stimulation der Neurotransmitterfreisetzung, sensibilisieren
sensorische Schmerzfasern gegenuber toxischen Reizen (Zurier und Quagliatta 1971)
oder induzieren zentrale Aktionen wie z.B. Schlaf. Prostaglandine regulieren die
Sekretion und Motilitdt im Gastrointestinaltrakt (Ramwell 1968), die glomerulare
Filtration (Kokko 1981), die Ovulation, Uteruskontraktion (Challis und Gibb 1996) und

Embryoimplantation und -entwicklung. Sie wirken bei der Apoptose, Zelldifferenzierung
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und Onkogenese mit. Prostaglandine regulieren die Aktivitdt von Thrombozyten und
sind in die vaskulare Homoostase und Hamostase involviert (Narumiya et al. 1999).
Zudem spielen sie eine Rolle in der Inflammation und der Modulation von
immunologischen Prozessen, wie bei der rheumatoiden Arthritis (Zurier und Quagliatta
1971) und der Induktion von Fieber (Miller 2006).

Effekte von Prostaglandin E; auf dendritische Zellen

Prostaglandin E, (PGE;) hat verschiedene Effekte auf DC in Bezug auf Reifung,
Zytokinproduktion und Migration. PGE, induziert die Expression von CD83, eine
Hochregulierung von CD40 und CD44, von MHC-I- und MHC-II-Molekiilen, von
Adhasions- (CD54, CD58) und von kostimulatorischen Molekiilen (CD80, CD86) bei
DC. Nach Inkubation mit PGE, zeigen DC einen reifen Phanotyp mit multiplen
Zytoplasmaauslaufern (Rieser et al. 1997). Beim Vergleich verschiedener
Prostaglandine wurde PGE:; als potentestes Prostaglandin fiir eine Ausreifung von DC
identifiziert (Steinbrink et al. 2000). PGE, wird in Kombination mit TNF-a, IL-13 und
IL-6 als Reifestimulus fir DC in Tumorvakzinstudien verwendet (Thurner et al. 1999),
diese Kombination wird von einigen Autoren auch als ,Goldstandard“ zur Ausreifung
von DC bezeichnet (Jonuleit et al. 1997; siehe auch Abschnitt 1.1).

Die Fahigkeit der DC von dem Ort der Antigenaufnahme im peripheren Gewebe zu den
T-Zell-Regionen der abfihrenden Lymphwege zu migrieren, ist entscheidend fir die
Interaktion mit den T-Lymphozyten. Durch die Stimulation mit PGE, wird die
Expression des CCL19/CCL21 Chemokinrezeptors CCR7 auf der Zelloberflache von
reifen MoDC erhdht. Die Zellen erlangen die Fahigkeit, in Richtung des
proinflammatorischen Chemokins CXCL12 und der vom lymphatischem Endothel
produzierten Chemokine CCL19 und CCL21, und somit in die Lymphknoten zu
migrieren. PGE; induziert diese Migrationsfahigkeit der DC Uber EP2/EP4-Rezeptoren,
die einen cAMP-Anstieg im Zytosol vermitteln (Luft et al. 2002; Scandella et al. 2002).

Neben der Reifung und Migration beeinflusst PGE, auch das Zytokinprofil aktivierter
DC. DC, die in Gegenwart von PGE, ausreifen, sind in ihrer Fahigkeit bioreaktives
IL-12p70 zu produzieren eingeschrankt (Kalinski et al. 1998; Van der Pouw Kraan et al.
1995). Da IL-12p70 die IFN-y-Produktion der NK-Zellen, NKT-Zellen und T-Zellen
induziert und entscheidend flir die Differenzierung von naiven T-Zellen in Th1-Zellen
ist, werden moglicherweise Tumorimmunantworten abgeschwéacht (Brombacher et al.
2003; Trinchieri et al. 2003). Des Weiteren hemmt PGE, die IL-27-Produktion der DC
(Schnurr et al. 2005). IL-27, das zur IL-12 Familie gehdrt, induziert die Proliferation und
IFN-y-Produktion von naiven CD4" T-Zellen (Pflanz et al. 2002). Fordernd wirkt PGE,
auf die IL-10- (Stolina et al. 2000) und IL-23-Produktion (Schnurr et al. 2005). IL-10
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inhibiert die Zytokinproduktion von Th1-Zellen (Luscher et al. 1994) und verfiigt Gber
immunoregulatorische und immunostimulatorische Aktivitdten (Howard et al. 1992).
IL-23 aktiviert selektiv Gedachtnis T-Zellen zur IFN-y- und IL-17-Produktion (Oppmann
et al. 2000; Aggarwal et al. 2003) und ist in der Lage tumorspezifische CTL zu
induzieren (Lo et al. 2003; Wang et al. 2003).

Reifun CD801, CD831, CD401, CD44 1%, MHC-I{*, MHC-II 1,
9 CD541, CD581, CD801, CD861

Migration CCR71{, CXCR41

Zytokinproduktion IL-12p7098, IL-27 8, IL-231, IL-10©

Tab. 2: Effekte von Prostaglandin E; auf dendritische Zellen

1.5 EP-Rezeptoren

Prostanoide wirken tUber Membranrezeptoren auf der Oberflache von ihren Zielzellen.
Prostaglandin E, wirkt Uber die EP-Rezeptoren E; (Funk et al. 1993), E, (Regan et al.
1994), E; (Adam et al. 1994) und E,4 (Coleman et al. 1994). Daneben existieren vier
weitere Typen und Subtypen von Membran Prostanoid-Rezeptoren: Zwei Subtypen der
PGD Rezeptoren: DP1 und DP2 (Boie et al. 1994); der PGF Rezeptor FP (Abramovitz
et al. 1994) und der PG| Rezeptor IP (Boie et al. 1994).

PKC @ Cane ATP —— —> cAMP |

-l

— > Genregulation

Abb. 6: Signaltransduktionswege der EP-Rezeptoren

Abklrzungen: AC (Adenylatzyklase), DAG (Diacylglycerol), IP3 (Inositol-

triphosphat), PIP2 (Phosphatidylinositoldiphosphat), PKA (Proteinkinase A),

PKC (Proteinkinase C), PLC (Phospholipase C). Modifiziert nach Harris et

al. 2002.
Alle Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rhodopsin-Typ Rezeptoren mit sieben
Transmembrandomanen. Jeder Rezeptor wird durch ein unterschiedliches Gen kodiert
(Narumiya et al. 1999). EP1 ist an Gg, gekoppelt und das Binden des Liganden

resultiert in einem Anstieg des intrazelluldren Kalziums. EP2 und EP4 sind an das G;
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Protein gekoppelt und induzieren einen Anstieg von cAMP (Regan et al. 1994). Die
drei Isoformen des EP3-Rezeptors sind Uberwiegend an G; gebunden und ihre
Aktivierung fihrt zu einer Verminderung des cAMP-Spiegels (Narumiya et al. 1999;
siehe Abb. 6).

EP3- und EP4-Rezeptoren befinden sich in fast allen Geweben des Korpers. Im
Gegensatz dazu wird der EP1-Rezeptor nur in wenigen Organen, wie in der Niere,

Lunge und Magen gefunden, der EP2-Rezeptor ist am wenigsten verbreitet.

Gen Phanotyp Referenz(en)

EP1 Verminderung von Karzinogen induzierten kolorektalen Watanabe et al. 1999
Neoplasien

EP2 Beeintrachtigte Ovulation und Fertilisation Kennedy et al. 1999
Salzsensitive Hypertension Tilley et al. 1999
Beeintrachtigte Vasopressorische Antwort Audoly et al. 1999

Zhang et al. 2000

Verlust der Bronchodilatation nach PGE; i.v. Sheller et al. 2000

EP3 Verminderte febrile Antwort nach Pyrogenen Ushikubo et al. 1998
Verminderte dudodenale Bikarbonatsekretion und mukése Takeuchi et al. 1999
Integritat
Verstarkte Vasodepressorische Antwort nach i.v. Infusion Audoly et al. 1999
von PGE;

EP4 Offener Ductus arteriosus Nguyen et al. 1997
Verminderte vasodepressorische Antwort nach i.v. Infusion Audoly et al. 1999
von PGE;

Tab. 3: Phanotypen von Mausen mit fehlenden Prostanoidrezeptoren
Modifiziert nach Narumiya et al. 2001.

Um die biologische Funktion der EP-Rezeptoren zu analysieren, wurden Knock-out
Mause mit fehlenden EP-Rezeptoren generiert (siehe Tab. 3). Die cDNA des klonierten
EP1-Rezeptors codiert ein 402-Aminosauren Polypeptid (Funk et al. 1993). Der
EP1-Rezeptor, ein 42 kDa Protein, wurde zunachst als Konstriktor von glatten
Muskelzellen beschrieben, zudem wird eine Involvierung des EP1-Rezeptors in die
Kolonkarzinogenese diskutiert. Die humane EP2-Rezeptor cDNA codiert ein
358-Aminosauren Polypeptid. Funktionelle Studien weisen darauf hin, dass der
EP2-Rezeptor, ein 53 kDa Protein, eine wichtige Rolle bei der Implantation des
Embryos im Uterus spielt (Hizaki et al. 1999; Kennedy et al. 1999) und relaxierend auf
die Bronchiolen wirkt (Pavord et al. 1991). Der EP3-Rezeptor, der einzige
EP-Rezeptor, der die Adenylatzyklase inhibiert, ist einzigartig in der Familie der
Prostanoidrezeptoren, da durch verschiedene SpleiRvarianten unterschiedliche
zytosolische C-Termini entstehen (Breyer et al. 1994). Die verschiedenen Isoformen
konnen Uber Gi-Proteine zu einer Reduktion von cAMP oder Gber Gs-Proteine zu einer
Erhdhung von cAMP fihren. Der EP3-Rezeptor ist in die Pyrogen-induzierte
Fieberantwort und in die Immunabwehr der Schleimhaut des Gastrointestinaltraktes
involviert (Ushikubi et al. 1998). Die humane EP4-Rezeptor cDNA kodiert ein
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488-Aminosauren Polypeptid. Der EP4-Rezeptor vermittelt wichtige vasodilatatorische
Effekte im vendsen und arteriellen Gefallbett (Coleman et al. 1994), ist in die
Inhibierung von Immunantworten und in die Regulation der Mukussekretion im

Gastrointestinaltrakt involviert (Coleman et al. 1990).

Rolle der EP-Rezeptoren in der Immunmodulation und in der Funktion von DC
EP2- und EP4-Rezeptoren sind in die Immunmodulation durch PGE; involviert,
wohingegen die EP1- und EP3-Rezeptoren hierfiir keine wesentliche Rolle zu spielen
scheinen (Gualde und Harizi 2004). Der EP2-Rezeptor vermittelt die Inhibition der
Differenzierung und Funktion von DC sowie die Tumor-assoziierte Immunsuppression
(Yang et al. 2003). Zudem reguliert der EP2-Rezeptor die Aktivierung und
Differenzierung von B-Zellen zu IgE-sezernierenden Plasmazellen (Fedyk und Phipps
1996), moduliert die T-Zell-Entwicklung (Rocca et al. 1999), die Zytokinfreisetzung von
Makrophagen (Nataraj et al. 2001) und die postoperative Immunantwort (Strong et al.
2001). Der EP4-Rezeptor fordert die Migration und Reifung von Langerhanszellen
(Narumiya 2003).

Des Weiteren vermitteln EP2- und EP4-Rezeptoren die IL-10-Produktion (Harizi et al.
2003), die Migration von MoDC (Luft et al. 2002; Scandella et al. 2002) und spielen
eine zentrale Rolle bei der Inhibierung der TNF-a-Produktion in humanen Monozyten
(Meja et al. 1997) und DC (Vassiliou et al. 2003). Sie vermitteln die IL-8-Produktion von
humanen epithelialen Zellen (Yu und Chadee 1998). Im Mausmodell spielen sie eine
wichtige Rolle bei der Vermittlung inhibitorischer Effekte von PGE, auf die

Zellproliferation und Zytokinfreisetzung im Immunsystem (Nataraj et al. 2001).

EP-Rezeptoragonisten

Klonierte Prostanoidrezeptoren ermoglichen eine homogene Expression in
Reporterzellen, wodurch die systematische Analyse der Liganden-bindenden
Charakteristika der einzelnen Prostanoidrezeptoren moglich wurde. Es wurden
spezifische Liganden identifiziert, die als Agonisten an die verschiedenen
EP-Rezeptoren binden und die Wirkung von PGE, selektiv an den Rezeptoren
imitieren (Breyer et al. 1994). Der Agonist mit der hdchsten Affinitat zum EP1-Rezeptor
ist 17-phenyl-PGE, (Lawrence et al. 1992), gefolgt von Sulprostone. Sulprostone ist
auch der Agonist mit der hochsten Affinitat am EP3-Rezeptor (Kiriyama et al. 1997).
Am EP2-Rezeptor wirken 11-deoxy-Prostaglandin E; und 6,16-dimethyl-PGE,
(Coleman et al. 1994). 11-deoxy-Prostaglandin E ist zudem der EP-Rezeptoragonist
mit der hdchsten Affinitdt zum EP4-Rezeptor (Kiriyama et al. 1997). In der vorliegenden
Arbeit verwendeten wir  Sulprostone als EP1/EP3-Rezeptoagonist und

11-deoxy-Prostaglandin E, als EP2/EP4-Rezeptoragonist.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Reagenzien

2.1.1 Gerate und Software

FACS Calibur

FlowJo Software, Version 4.4
Kubota 8800 Zentrifuge
Mikroskop (Axiovert 25)
MiniMacs

Vortex VF2

Magnetic Particle Concentrator
AID EliSpot Reader

SPSS fur MAC OS X, Version 11.0.4

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Zellkulturschalen (8-, 24-, 48-, 96-Loch)
50 ml Réhrchen

Gefrierréhrchen

25 cm? und 75 cm? Zellkulturflaschen
FACS Roéhrchen

2.1.3 Chemikalien

Annexin V
Brefeldin A

Carboxyfluoreszein Diacetat Succinimidyl
Ester (CFSE)

DMSO

Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure (EDTA)
FACSFlow

FACSSafe

Fluoreszein-lsothiozyanat Dextran Partikel
10 % Normal Human Serum/PBS

Tris (2-carboxyethyl1)-Phosphine
Hydrochlorid (TCEP)

Trypan-Blau
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Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
Tree star, San Carlos, CA, USA

Kubota Corporation, Tokio, Japan
Zeiss, Jena

Miltenyi Biotech, Sunnyvale, CA, USA
Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz
Invitrogen, Mt Waverley, VIC, Australien

Autoimmun Diagnostika GmbH,
Strallberg

SPSS Inc. Chicago, IL, USA

BD Falcon™, Franklin Lakes, NJ, USA
BD Falcon™, Franklin Lakes, NJ, USA
Costar, Corning, NY, USA

BD Falcon™, Franklin Lakes, NJ, USA

Costar, Vitaris AG, Baar, Schweiz

Pharmingen, San Diego, CA, USA
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
Molecular Probes, Eugene, OR, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA

BD Falcon™, Franklin Lakes, NJ, USA
BD Falcon™, Franklin Lakes, NJ, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA

MP Biomedicals, Irvine, CA, USA
Pierce Endogen, IL, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Trypsin Gibco, Carlsbad, CA, USA
Propidium lodid Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Saponin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

21.4 Zellkulturmedien, Puffer und Losungen

DC-Kulturmedium Erythrozyten Lyse Puffer
10 % Hitze-inaktiviertes FCS 4,14 g NH,CI

RPMI 1640 0,5 g KHCO;

60 mg/L Penicillin G 0,018 g EDTA

12,6 mg/L Streptomycin pH 7,35

2 mM L-Glutamin

1 % nicht-essentielle Aminosduren Minimacs Puffer

20 ng/ml GM-CSF 90 % PBS

10 ng/ml IL-4 5ml 0,5M EDTA

20 mM HEPES 10 % BSA

PBS Kryomedium

24 g Na;HPO, RPMI-1640

160 g NaCl 10 % DMSO

4 g KH,PO4 20 % FCS

4 g KClI 1 % Glutamin

pH: 7,4 1 % Penicillin/Streptomycin
Kulturmedium Buffy diluent

RPMI-1640 10 % PBS

10 % Hitze-inaktiviertes FCS 1% 0,5M EDTA

1 % Glutamin
1 % Penicillin/Streptomycin

2.1.5 Reagenziensatze

ELISA Kit Mouse IFN-y BD Biosciences, San Jose, CA, USA
Zellisolation mittels der MACS-Methode

MACS CD14" Isolation Kit Miltenyi Biotech, Sunnyvale, CA, USA
MACS Cell Separation Colums Miltenyi Biotech, Sunnyvale, CA, USA
CD14 MicroBeads Miltenyi Biotec, Sunnyvale, CA, USA

2.1.6 Material fiir die Zellisolation und -kultur

Ficoll-Paque™-Lésung Amersham Bioscience, Schweden

Fotales Kalberserum (FCS) Thermo Trace, Noble Park, VIC,
Australien



Material und Methoden

RPMI 1640-Medium

Streptomycin

Humanes Serum

L-Glutamin

1 % Penicillin
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LICR Parkville, Melbourne, VIC,
Australien

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
MP Biomedicals, Irvine, CA, USA
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
CSL, Parkville, VIC, Australien

21.7 Zytokine, Wachstumsstimulatoren und Stimulanzien

PGE;
IL-2
GM-CSF

IL-4

Sulprostone

11-deoxy-Prostaglandin E4

CDA40L Trimer
LPS

21.8 Antikorper

Anti-IFN-y monoklonaler Antikérper
HLA-A; (Klon BB7.2)

Die folgenden fluorochrom-konjugierten monoklonalen Antikorper

Pharmingen, San Diego, CA, USA erworben:

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Cetus Co. Emeryville, CA, USA

Schering-Plough, Sydney, NSW,
Australien

Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA
Immunex, Seattle, WA, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

CSL Limited, Parkville, VIC, Australien

American Type Culture
Manassas, VA, USA

Collection,

wurden von

Negativ-
kontrollen
(Isotypen)

Fluoresceinisothio-
cyanat-konjugierter
monoklonaler Anti-
korper: Anti-human

Phycoerythrin-
konjugierter
monoklonaler
Antikoérper: Anti-

Cy-Cychrom: Anti-
mouse IgG1-CyCh

Allophycocyanin-
konjugierter
monoklonaler
Antikorper: Anti-

IgG-FITC human IgG-PE mouse IgG1-APC
Dendritische | FITC-AK: HLA- PE-AK: CD83 Cy-Cychrom-AK: APC-AK: HLA-DR
Zellmarker A,B,C (MHC I) CD86 (MHC II), CD45
Lineage- FITC-AK: CD56 PE-AK: CD20 Cy-Cychrom-AK: APC-AK: CD14
marker (NK-Zellen) (B-Zellen) CD3 (T-Zellen) (Monozyten)
T-Zell- FITC-AK: IFN-y PE-AK: CD4 Cy-Cychrom-AK:
Aktivierungs- CD8
marker

Tab. 4: Antikorper fiir die Durchflusszytometrie
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21.9 Peptide und Proteine

NY-ESO-1457.165 Peptid (SLLMWITQC) Auspep, Parkvillle, VIC, Australien
NY-ESO-1457.170 Peptid (SLLMWITQCFLPVF) Mimotopes, Clayton, VIC, Australien
NY-ESO-1 Protein Ludwig Institute for Cancer Research,

Melbourne, Australien, siehe 2.6.3.

2.1.10 Zelllinien

NY-ESO-1-spezifische CD4" T-Zell-Linie

Eine CD4" T-Zelllinie spezifisch fur das NY-ESO-1 Epitop NY-ESO-1457.170
(HLA-DR4-Restriktion) wurde aus dem peripheren Blut eines mit dem NY-ESO-1457.17¢
Peptid vakzinierten Melanompatienten durch wiederholte in vitro Peptidrestimulation
gewonnen und von Dr. Qiyuan Chen (LICR) zur Verfligung gestellt. Die CD4" T-Zellen
wurden in Medium mit 10 IU/ml IL-2 (Cetus Co. Emeryville, CA) kultiviert und
wochentlich mit Peptid restimuliert. Der Anteil an NY-ESO-1457.4170-spezifischen T-Zellen
lag bei 290 %.

NY-ESO-1-spezifische CD8" T-Zell-Linie

Eine CD8" T-Zelllinie spezifisch fur das NY-ESO-1 Epitop NY-ESO-1157.165
(HLA-A2-Restriktion) wurde aus dem peripheren Blut eines mit NY-ESO-1457.1¢5 Peptid
vakzinierten Melanompatienten durch wiederholte Peptidstimulation gewonnen und
von Dr. Qiyuan Chen (LICR) =zur Verfigung gestellt. Der Anteil an
NY-ESO-14s57.1¢5-spezifischen CD8" T-Zellen betrug zwischen 10 % und 60 %.

NY-ESO-1-transfizierte CHO-Zellen

Chinese hamster ovary (CHO)-Zellen wurden am LICR in Melbourne, Australien von
Dr. Tsin Yee Tai mit NY-ESO-1 transfiziert. Das NY-ESO-1-Konstrukt wurde mit der
Flhrungssequenz His-tag versehen, als Minigen hergestellt und in einen pcDNA 3.1(-)
Vektor eingesetzt. Dieser wurde durch Elektroporation in die CHO-Zellen transfiziert.
Stabile Klone wurden durch limitierte Verdinnung und Selektion mit dem Antibiotikum
G418 generiert.

SK-Mel 37 Melanomzellen
Die HLA-A2-exprimierende humane Melanomzelllinie SK-Mel 37 wurde am

Sloan-Kettering Institut in New York, USA, generiert.
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2.2 Isolierung und Kultur Monozyten-abgeleiteter

dendritischer Zellen

2.21 Isolierung von Monozyten

Mononukleare Zellen wurden aus buffy coats von gesunden Spendern (Red Cross
Blood Bank, Melbourne, VIC, Australien) isoliert. Unter sterilen Bedingungen wurde
das Blut aus den buffy coats entnommen und in 50 ml Réhrchen mit jeweils 25 ml buffy

diluent versetzt.

Die mononukledre Zellfraktion wurde durch Dichtezentrifugation (2300 rpm, 18°C,
25 min) (iber Ficoll-Paque™-Lésung (spezifische Dichte 1,077 g/ml) gewonnen. In drei
Waschschritten (1800 rpm, 4°C, 5 min) mit buffy diluent wurden die Zellen von
Thrombozyten und Plasma gereinigt und durch darauf folgende flnfminUtige
Inkubation mit 10 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer von Erythrozyten befreit. Nach einem
weiteren Waschschritt wurde die Zellviabilitdt und Zellzahl mithilfe der Trypanblau-
Farbung in einer Neubauer-Zahlkammer lichtmikroskopisch bestimmt und die Zellen in

buffy diluent resuspendiert.

Isolierung von Monozyten mit CD14" MicroBeads (MACS)

Fir den gesamten Prozess der Monozyten-Isolierung wurde die Temperatur der
Zellsuspension und Ldsungen bei 4°C gehalten um den Anteil der vitalen Zellen zu
maximieren. Die mononuklearen Zellen wurden in frischem entgasten Minimacs Puffer
mit anti-CD14 Microbeads (Miltenyi Biotec, Sunnyvale, CA, USA) entsprechend den
Angaben des Herstellers resuspendiert und fir 20 min bei 4°C inkubiert. Anschlielend
wurden die Zellen mit Minimacs Puffer gewaschen und in einer Dichte von

10® Zellen/500 pl in Minimacs Puffer resuspendiert.

Die magnetische MACS-Saule wurde zunachst unter sterilen Bedingungen mit Puffer
gespllt. Die Zellsuspension wurde durch ein Nylonnetz mit einer Porengrofe von
180 um gefiltert und auf die MACS-Saule gegeben. Nach dreimaliger Spulung der
MACS-Saule mit Minimacs-Puffer wurden die CD14" Zellen, die aus der magnetischen
Saule heraus gespiilt wurden, verworfen. Die CD14" Zellen, die in der MACS-Saule
retiniert wurden, wurden nach Entfernung aus dem Magneten mit Minimacs-Puffer aus
der Saule heraus gespult, gewaschen und in Kulturmedium resuspendiert. Ein Aliquot

der selektionierten CD14" Zellen wurde fir die Qualitatskontrolle aufbewahrt.

Qualitatskontrolle der isolierten Zellen
Jeweils 2x10*-5x10* der gewonnenen CD14" Zellen wurden in 50 pl
10 % NHS/PBS in FACS-Roéhrchen Gberflhrt und far funf min bei 21°C mit jeweils 2 pl
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der nachfolgenden Fluorochrom-konjugierten Antikdrper bzw. den entsprechenden
Isotypen (siehe Abschnitt 2.1.8), inkubiert: CD56-FITC (fur NK-Zellen), CD20-PE (fur
B-Zellen), CD3-CyChr (fur T-Zellen) und CD14-APC (fir Monozyten). Anschliel3end
wurden die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen, zentrifugiert und in 50 ul PBS

resuspendiert, bevor sie der FACS-Analyse zugefihrt wurden.

2.2.2 Kultur dendritischer Zellen

MoDC wurden generiert, indem CD14" Zellen in einer Zelldichte von 1x10%/ml in RPMI
1640 mit 10 % FCS, 20 mM HEPES, 60 mg/L Penicillin G, 12,6 mg/L Streptomycin,
2mM L-Glutamin, 1 % nicht-essentieller Aminosauren, 20 ng/ml rekombinantem
humanem GM-CSF und 10 ng/ml rekombinantem humanem IL-4 in 24-Loch
Zellkulturschalen in je 1 ml Kulturmedium ausgetragen und fir sechs Tage bei 37°C

inkubiert wurden.

2.2.3 Kryopraservierung der Monozyten-abgeleiteten dendritischen

Zellen

MoDC wurden nach fiunftagiger Kultur mit GM-CSF und IL-4 in einer Dichte von
1x10’ Zellen/ml eingefroren. Das Einfriermedium und die Gefrierrdhrchen wurden auf
Eis vorgekuhlt. Die Zellen wurden in Kulturmedium mit 10 % DMSO und 10 % FCS
resuspendiert und fir 12 h bei -80°C eingefroren. Danach wurden sie bei -196°C in

flissigem Stickstoff gelagert.

2.3 Reifungseffekte von Prostaglandin E; und

EP-Rezeptoragonisten auf dendritische Zellen

2.3.1 Inkubation mit Prostaglandin E; und EP-Rezeptoragonisten

MoDC wurden nach sechstagiger Kultur geerntet und gezahlt. In einer Zelldichte von
5x10° Zellen/ml wurden sie in 24-Loch Zellkulturschalen in je 1 ml Kulturmedium
ausgesat. Zu den Zellen wurde PGE; in Konzentrationen von 10 uM, 3 uM, 1 uM,
0.3 uM und 0.1 uM; Sulprostone oder 11-deoxy-Prostaglandin E; in Konzentrationen
von je 2 yM und 1 uM hinzugeflgt. Als positive Ausreifungskontrolle wurde zu einigen
Zellen 1 pg/ml CD40L Trimer hinzugefligt. Nach 24 bzw. 48 h wurden die stimulierten

Zellen der durchflusszytometrischen Analyse zugefihrt.
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2.3.2 Analyse der Zell-Reifung durch Oberflachenmarkerexpression

In der Durchflusszytometrie wurde die Expression von MHC-I (HLA-ABC), MHC-II
(HLA-DR), CD83 und CD86 auf MoDC anhand der Fluoreszenzintensitat quantitativ

gemessen (siehe 2.7.2) und mit Hilfe der Software FlowJo ausgewertet.
24  Studien zur Antigenaufnahme von dendritischen Zellen

241 Aufnahme von apoptotischen Tumorzellen und Zelllysat

2.4.1.1 Kultur der SK-Mel 37 Tumorzellen und CHOyy.eso-1-Zelllinie

Die Zellen der SK-Mel 37- und CHO-Zelllinien wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen in
RPMI 1640-Medium unter Zusatz von 10 % fetalem Kalber-Serum, sowie
1 % L-Glutamin, 1% Penicillin und Streptomycin kultiviert. Alle 48 h erfolgte eine
komplette Erneuerung des Kulturmediums. Bei lichtmikroskopischer Konfluenz wurden
die adharenten Zellkulturen mit 0,5% Trypsin und 0,02 % EDTA von dem
Kulturflaschenboden abgeldst, in einem Waschschritt von der Enzymlésung befreit und
im Verhaltnis 1:4 (SK-Mel 37 Tumorzellen) bzw. 1:10 (CHOwy.eso-1-Zellen) im

Kulturmedium neu ausgetragen.

2.4.1.2 Zellmarkierung mit CFSE

Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester (CFSE) ist ein Fluorchrom, das
intrazelluldar an Protein bindet. Konfluente SK-Mel 37 Tumorzellen bzw.
CHOwy.eso.1-Zellen wurden zur Entfernung von Zelldebris mit PBS gespdult und flr
5 min mit Trypsinlésung bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen durch
vorsichtiges Pipettieren vom Boden der Zellkulturflaschen geldst. Durch Zugabe von
Kulturmedium und mehrfacher Zentrifugation (1800 rpm, 4°C, 5 min) wurden die Zellen
von der Trypsinldsung gereinigt, in einer Zahlkammer gezahlt und in einer Zelldichte
von 5 x 10° Zellen/ml in 2 ml RPMI 1640 resuspendiert. Die zehnminiitige Inkubation
der Zellen mit 1 yM CFSE bei 37°C wurde durch 2 ml FCS gestoppt. Die Zellen wurden

dreimal mit kaltem RPMI 1640 gewaschen und in Kulturmedium resuspendiert.

2.4.1.3 Induktion von Apoptose bei SK-Mel 37 Tumorzellen und

Annexin-Pl-Farbung

Die mit CFSE markierten SK-Mel 37 Tumorzellen wurden in 15 ml Roéhrchen in einer
Zelldichte von 1x10° Zellen/ml Kulturmedium in ein Wasserbad uberfihrt. Zur

Apoptoseinduktion durch Hyperthermie wurden die Zellen fiir 60 min bzw. 120 min bei
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43°C bzw. 45°C im Wasserbad belassen, bevor sie fir weitere 24 h auf einem Rdttler
bei 37°C kultiviert wurden.

Die Analyse der Tumorzellapoptose erfolgte durchflusszytometrisch mit der
Annexin-PI-Farbung. Annexin V ist ein Ca?**-abhiangiges Phospholipid-bindendes
Protein, das eine hohe Affinitdt zu dem Phospholipid Phosphatidylserin aufweist. In
apoptotischen Zellen wird Phosphatidylserin von der inneren Plasmamembran auf die
auldere transloziert (,Flip-Flop-Modell*). Annexin V kann somit an Phosphatidylserin auf
der Zelloberflache apoptotischer Tumorzellen binden. Da Phosphatidylserin sich auch
auf der Zellmembran von nekrotischen Zellen findet, wurden die Tumorzellen
zusatzlich mit Propidium lodid (PI1) gefarbt, welches sich an Zellkerne von nekrotischen

bzw. spatapoptotischen Zellen anlagert.

Nach 24-stiindiger Inkubation auf dem Ruttler wurden die Tumorzellen mehrfach mit
kaltem PBS gewaschen, in 30 yl Annexin-Bindungspuffer (Hepes/NaOH, Nacl, CaCl.)
resuspendiert und fur 15 min mit 1,5 pl Annexinldsung inkubiert. Mit weiteren
70 pl Annexin-Bindungspuffer wurden die Tumorzellen in kleine FACS-Réhrchen
transferiert. Unmittelbar vor der durchflusszytometrischen Analyse wurde 1,5 pl Pl

hinzugegeben. Die Auswertung der FACS-Daten erfolgte mit der FlowJo Software.

2.4.1.4 Generierung eines Zelllysats aus CHOpy.gso-1-Zellen

Nach Markierung der CHOy.eso.1-Zellen mit CFSE wurden diese in einer Zelldichte
von 8x 10° Zellen/ml in Kulturmedium resuspendiert. AnschlieRend wurden die
CHOwy.eso.1-Zellen durch drei Gefrier-Tau-Zyklen lysiert. Die Zellen wurden hierfir bei
-80°C fur einige Stunden eingefroren und bei Raumtemperatur aufgetaut. Durch
Trypanblaufarbung konnte die Zelllyse lichtmikrokopisch bestatigt werden. Das

Zelllysat wurde fir die spatere Antigenbeladung von MoDC bei -20°C aufbewahrt.

2.4.1.5 Antigenbeladung dendritischer Zellen mit apoptotischen Zellen
oder Zelllysat

Unreife MoDC wurden nach sechs Tagen geerntet, gezahlt und in einer Dichte von
5x 10° Zellen/ml in 96-Loch Zellkulturschalen in je 200 pl Kulturmedium ausgetragen.
Zu den Zellen wurde PGE; (3 uM bzw. 1 uM) oder die EP-Rezeptoragonisten
11-deoxy-Prostaglandin E4 (1 pM) bzw. Sulprostone (1 pyM) hinzugeflgt und fur 24 h
inkubiert. Danach wurden die mit CFSE markierten SK-Mel 37-Zellen bzw. das
CHOwy.eso.1-Lysat zu den MoDC in einem Verhaltnis von 1:1 (DC : SK-Mel 37-Zellen)
und 1:2 (DC : CHOpy.Eso.1-Lysat) hinzugefligt und fir 4 h bei 37°C kultiviert. Um eine
unspezifische Bindung an der Zelloberflache von DC zu bestimmen, wurde fir jede

Versuchsbedingung eine Kontrolle bei 0°C durchgeflihrt. Der Anteil der unspezifischen
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Bindungen bei 0°C wurde von der mittleren Fluoreszenz-Intensitat (MFI) bei 37°C

subtrahiert.

Nach der Antigenbeladung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit
anti-CD45 Ak, einem Oberflachenmarker fir Monozyten, fir 20 min bei 4°C inkubiert.
Nach dieser Markierung wurden die Zellfraktionen dreimal mit PBS gewaschen und der

Analyse im Durchflusszytometer zugefihrt.

24.2 Antigenaufnahme von FITC-Dextran Partikeln

Verwendet wurden mit dem Fluorchrom FITC beladene Dextranmoleklile, die Uber ein
durchschnittliches Molekulargewicht von 40 kDa verfiigen. Diese werden aufgrund ihrer
Groflle durch Makropinozytose von MoDC aufgenommen. Die Aufnahme kann im
Durchflusszytometer quantifiziert werden. Zuerst wurde die Konzentration der
FITC-Dextran Partikel und die Zeitdauer der Antigenaufnahme optimiert. FITC-Dextran
Partikel in einer Endkonzentration von 50 pg/ml erwiesen sich als am besten geeignet
fur die Antigenaufnahme durch MoDC und wurden fur die nachfolgenden Versuche

verwendet.

Die unreifen MoDC wurden nach sechs Tagen geerntet, gezahlt und in einer Dichte
von 5x10° Zellen/ml in 96-Loch Zellkulturschalen in je 200 ul Kulturmedium
ausgetragen. Zu den Zellen wurde PGE, (3uM bzw. 1 uM) oder die
EP-Rezeptoragonisten 11-deoxy-Prostaglandin E; (1 yM) bzw. Sulprostone (1 pM)
hinzugefiigt und fur 24 h inkubiert. Danach wurden die Zellen bei 37°C flr 30 min mit
50 pg/ml FITC-Dextran Partikeln inkubiert. Nach 30 min wurden die Zellen dreimal mit
PBS gewaschen und der Analyse im Durchflusszytometer zugeflihrt. Um unspezifische
Bindungen auszuschlielen, wurde analog zu den Versuchen zur Aufnahme
apoptotischer Zellen (siehe 2.4.1.5) der MFI bei 0°C von dem MFI bei 37°C subtrahiert.

2.5 Antigenprasentation auf MHC-I-Molekilen

251 HLA-A,-Typisierung der Blutspender

Leukozyten aus buffy coats wurden hinsichtlich ihres HLA-A, Haplotyps fiir die
Kreuzprasentationsversuche  durchflusszytometrisch  charakterisiert. Aus den
unfraktionierten Leukozyten wurden unter sterilen Bedingungen 100 ul enthommen und
in ein 50 ml Réhrchen mit 10 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer transferiert. Nach
funfmindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Ldsung mit buffy diluent
gewaschen und zentrifugiert. Die Zellfraktion wurde daraufhin in 100 pl 10 % NHS/PBS
resuspendiert. 10 pl der Zellldsung wurden jeweils zu 50 yl des Uberstandes von

Hybridomzellen des Klons BB7.2 (American Type Culture Collection) bzw. zu
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50 ul 10%NHS/PBS  (Negativkontrolle) hinzugefigt und flar fiunf min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen in
einer 1:50 Lésung aus Anti-humanem IgG-FITC und 10 % NHS/PBS fur funf min bei
Raumtemperatur inkubiert und erneut mit PBS gewaschen. Zur Analyse mittels

Durchflusszytometrie wurden die Zellen in 100 ul PBS resuspendiert.

2.5.2 Vorbereitung der dendritischen Zellen

Fur Versuche zur Kreuzprasentation wurden nur frisch generierte MoDC verwendet, da
aus Vorversuchen ersichtlich wurde, dass kryokonservierte MoDC in ihrer Fahigkeit zur
Kreuzprasentation stark beeintrachtigt waren. Die Vorbereitung der DC und Inkubation

mit PGE, wurde analog zu den Versuchen in Abschnitt 2.6.2 durchgeflihrt.

2.5.3 Antigenbeladung der dendritischen Zellen mit NY-ESO-1 Peptid,
NY-ESO-1/Immunkomplex und NY-ESO-1/ISCOMATRIX®

Formulierungen

Peptidbeladung der DC

Das NY-ESO-1457.165 Peptid (SLLMWITQC) wurde, bevor es fiir die Versuche ein-
gesetzt wurde, flir 60 min mit 500 yM Tris (2-carboxyethyl1)-Phosphine Hydrochlorid
(TCEP) behandelt, um eine Dimerisation des terminalen Cysteins zu verhindern. Die

weitere Peptidbeladung der DC erfolgte wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben.

Antigenbeladung der DC mit NY-ESO-1/Immunkomplex

Der Immunkomplex (NY-ESO-1/IC) wurde gebildet, indem rekombinantes NY-ESO-1
Protein mit dem Antikorper anti-NY-ESO-1 mAk (Klon ES121) in einem Verhaltnis von
1:1 in Serum-freien RPMI 1640 bei 37°C fur 30 min inkubiert wurde.

Antigenbeladung der DC mit NY-ESO-1/ISCOMATRIX®

ISCOMATRIX® adjuvant (IMX) wurde freundlicherweise von CSL Limited, Melbourne,
VIC, Australien bereitgestellt (Herstellung siehe Marakovsky et al. 2004). Die
Formulierung aus NY-ESO-1 Protein und IMX wurde gebildet, indem rekombinantes
NY-ESO-1 Protein (0,4 mg/ml) mit IMX (0,4 mg/ml ISCOPREP) in einem Verhaltnis von
1:1 in 0,5 M Phosphat-Puffer, der 0,75 M NaCl, 0,25 M Glycin und 0,2 M Harnstoff

(pH 6,5) enthielt, zusammen gegeben wurde.

NY-ESO-1/IC wurde in einer Konzentration von 10 pg/ml und
NY-ESO-1/ISCOMATRIX® (NY-ESO-1/IMX) in einer Konzentration von 1 ug/ml zu den
MoDC hinzugefiigt. Die Beladung der MoDC mit NY-ESO-1/IMX erfolgte nach der
Inkubation mit PGE, und den EP-Rezeptoragonisten fiir 4 h bei 37°C.
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2.5.4 Interferon-y Elispot-Assay

Die Elispot-Platten wurden mit 5 yl/ml anti-IFN-y monoklonalen Antikérpern (mAKk) fir
12 h bei 4°C beschichtet. Am nachsten Tag wurden sie mehrfach gewaschen und fir
2 h mit PBS/10 % FCS geblockt. Die antigenbeladenen MoDC wurden mit den CD8"
T-Zellen flr 16 bis 18 h in den Elispot-Platten kokultiviert. Anschlieend wurden die
Zellen entfernt, die Platten mit Wasser gewaschen und mit anti-IFN-y mAKk fir 2 h bei
37°C inkubiert. Daraufhin wurden die Platten mit PBS/0,05 % Tween 20 gewaschen
und 1 ug/ml Streptavidin-Alkalin Phosphat wurde hinzugefligt. Die Farbentwicklung
wurde durch Waschen mit Wasser nach 6 bis 8 min gestoppt. Die IFN-y-Produktion der

CD8" T-Zellen wurde mit dem AID EliSpot Reader System ausgewertet.

2.5.5 Interferon-y Nachweis mittels ELISA

Die antigenbeladenen MoDC wurden nach 2 h mit CD40L aktiviert und nach weiteren
12h mit den HLA-A,-restringierten NY-ESO-1-spezifiscnen CD8" T-Zellen fir 16 bis
18 h kokultiviert. Die IFN-y-Produktion der CD8" T-Zellen wurde im zellfreien
Uberstand der Zellkulturen mit einem kommerziellen IFN-y ELISA-Kit (BD Biosciences)
gemal der Anleitung des Herstellers quantifiziert und die absolute Zytokinmenge tber

Eichkurven (Zytokinstandards des Herstellers) ermittelt.
2.6 Antigenprasentation auf MHC-lI-Molekulen

2.6.1 HLA-DP4-Typisierung der Blutspender

Aufgrund Mangels eines spezifischen Antikérpers gegen HLA-DP, erfolgte die
Phanotypisierung der Spender indirekt Uber die Fahigkeit von DC
HLA-DP,-restringiertes NY-ESO-1 Peptid an CD4" T-Zellen zu prasentieren. Nach
funftagiger Kultur wurden MoDC unbekannten HLA-Haplotyps geerntet. Je 5 x 10° DC
wurden in zwei Réhrchen transferiert und mit 5 ml PBS gewaschen. Die erste Probe
wurde in 200 ul Kulturmedium resuspendiert und die zweite Probe wurde flir 45 min mit
Serum-freiem RPMI 1640 und 20 ug/ml NY-ESO-1457.470 Peptid (SLLMWITQCFLPVF)
bei Raumtemperatur inkubiert. Dieses Peptid bindet spezifisch an HLA-DP4-Molekiile.
Nach der Inkubation wurden die Zellen mit 5 ml Serum-freiem RPMI 1640 gewaschen
und danach in Kulturmedium resuspendiert. DC von Spendern, die in der Lage waren,
die NY-ESO-1-spezifischne CD4" T-Zell-Linie zu aktivieren, wurden fir die Antigen-

prasentationsversuche verwendet.
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2.6.2 Vorbereitung der dendritischen Zellen

MoDC von HLA-DP," Spendern wurden nach sechstagiger Kultur in GM-CSF und IL-4
geerntet und gezahlt. In einer Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml wurden sie in 96-Loch
Zellkulturschalen in je 200 yl Kulturmedium ausgesat. Ein Teil der DC wurde fir
spatere Versuche in flissigem Stickstoff eingefroren. Diese kryopraservierten MoDC
wurden fir die Versuche durch Resuspendierung in 10 ml Kulturmedium, das auf 37°C
vorgewarmt war, aufgetaut. Die Zellen wurden mehrfach mit Kulturmedium gewaschen
und in einer Dichte von 5 x 10° Zellen/ml in 96-Loch Zellkulturschalen in Medium, in
dem sie zuvor sechs Tage mit GM-CSF und IL-4 kultiviert wurden, ausgesat. Vor der
Inkubation mit PGE, und den EP-Rezeptoragonisten wurden die MoDC fiir einige
Stunden bei 37°C kultiviert.

Inkubation der MoDC mit Prostaglandin E,; und EP-Rezeptoragonisten

PGE, wurde in Konzentrationen von 10 pM, 3 uM, 1puM, 0,3 uyM und 0,1 uM,
Sulprostone und 11-deoxy-Prostaglandin E; in Konzentrationen von jeweils 2 uM und
1 UM zu den DC-Kulturen hinzugefugt. Bei einigen Versuchen wurden PGE; und die
EP-Rezeptoragonisten 24 h vor der Inkubation mit NY-ESO-1 Protein (1 pg/ml), bei der
simultanen Inkubation gleichzeitig mit dem NY-ESO-1 Protein zu den DC hinzugefugt.

Zur Ausreifung der DC wurde CD40L Trimer (1 ug/ml) 60 min spater hinzu pipettiert.
2.6.3 Antigenbeladung der DC mit NY-ESO-1 Formulierungen

Peptidbeladung der DC

Je 5 x 10° DC wurden in zwei Réhrchen transferiert und mit 5 ml PBS gewaschen. Die
erste Probe wurde in 200 pyl Kulturmedium resuspendiert (Negativkontrolle) und die
zweite wurde mit Serum-freiem RPMI 1640 und 20 pg/ml NY-ESO-1457.170 Peptid
(SLLMWITQCFLPVF) fur 45 min bei Raumtemperatur inkubiert (Positivkontrolle). Nach
der Inkubationszeit wurden die Zellen mit 5 ml Serum-freiem RPMI 1640 gewaschen

und in Kulturmedium resuspendiert.

Proteinbeladung der DC

Rekombinantes NY-ESO-1 Protein wurde am Ludwig Institute for Cancer Research in
E.coli Bakterium hergestellt und unter current good manufacturing practice (cGMP)
Bedingungen (Murphy et al. 2005) aufgereinigt. Die Endotoxinlevel des NY-ESO-1
Proteins betrugen zwischen 3 und 31 EU/0.1 mg Protein. Es wurden verschiedene
Konzentrationen von NY-ESO-1 Protein, die ausgehend von 10 ug/ml titriert wurden,

fur die Antigenbeladung von DC verwendet.
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2.6.4 Kokultur der antigenbeladenen dendritischen Zellen mit
NY-ESO-1-spezifischen CD4" T-Zellen

Die NY-ESO-14s7.170-spezifischen CD4" T-Zellen (siehe 2.1.10) wurden mit
Kulturmedium gewaschen und in einer Dichte von 1 x 10° Zellen/ml in Kulturmedium
resuspendiert. Brefeldin A wurde zu den T-Zellen hinzugefligt, so dass die
Endkonzentration in der DC/T-Zell-Kokultur 10 pg/ml betrug. Jeweils 1 x 10* T-Zellen
wurden pro Versuchsbedingung mit 5 x 10* antigenbeladenen MoDC fiir 4 h bei 37°C
kokultiviert. Brefeldin A hemmt die Freisetzung von IFN-y aus dem Endoplasmatischen
Retikulum der aktivierten Zellen und macht es somit einer durchflusszytometrischen

Analyse nach dem intrazellularen Farbeprotokoll von Zytokinen zuganglich.

2.6.5 Intrazellulare Zytokinfarbung

Die Kokultur aus DC und CD4" T-Zellen wurde nach vierstiindiger Inkubation bei 37°C
durch mehrfaches Waschen beendet. Die Zellen wurden fir 20 min bei 4°C mit
Antikérpern gegen CD4 in einer 1:50 Verdlinnung in PBS markiert. Nach einem
weiteren Waschschritt mit PBS wurden die Zellen fiir 20 min bei Raumtemperatur mit
100 pl 1 % Paraformaldehyd in PBS fixiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und mit 50 ul IFN-y-Ak (anti-IFN-y-FITC) in einer 1:50 Verdiinnung in PBS,
in Anwesenheit von 0,25 % Saponin, einem milden Detergens, dass die Zellmembran
permeabilisiert, flir weitere 20 min bei 4°C inkubiert. Nach einem letzten Waschschritt
mit PBS und einer Resuspendierung in 50 pl PBS in einem FACS-Rohrchen wurde die
IFN-y-Produktion in den CD4" T-Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

2.7 Durchflusszytometrie

2.71 Technische Beschreibung

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die Differenzierung von suspendierten
Einzelzellen nach morphologischen Eigenschaften in Hinblick auf ZellgroRe und
Granularitat sowie nach der spezifischen Bindung von Fluorochrom-markierten
Antikorpern (Ak) gegen definierte Oberflachenantigene. Die durchflusszytometrische
Analyse der Zellen wurde mit dem Durchflusszytometer FACSCalibur™ (Becton
Dickinson) durchgefuhrt. Folgendes Prinzip findet Anwendung: Die Zellsuspension wird
angesaugt und die Zellen durchlaufen einzeln einen Messpunkt, an dem sie von einem
fokussierten Argon-lonen-Laser (488 nm) im 90° Winkel bestrahlt werden. In
Abhangigkeit von ZellgroRe (Vorwartsstreulicht) und Granularitat (Seitwartsstreulicht)
streuen die Zellen den Laserstrahl. Zusatzlich werden von dem Laserstrahl die

Fluorochrome der zellgebundenen  Antikdrper zur  Emission  definierter



Material und Methoden 37

Fluoreszenzstrahlung angeregt, die Uber einen Bandpassfilter in drei Farben
aufgetrennt wird. Fluoresceinisothiocyanat (FITC) emittiert Licht im grinen
(Bandpassfilter 530 nm), R-Phycoerythrin (PE) im gelben (Bandpassfilter 585 nm) und
PE-Cychrom im orangen Wellenlangenbereich (Bandpassfilter 650 nm). Fir APC im
roten Wellenlangenbereich (Bandpassfilter 670 nm) findet ein zweiter Laser (633 nm)
Anwendung. Somit kann unter Verwendung von Antikérperkombinationen, an die
unterschiedliche Fluorochrome gekoppelt sind, die Koexpression mehrerer Antigene

auf den zu untersuchenden Zellen bestimmt werden.

Die untersuchten Zellen wurden anhand ihrer Vorwarts- und Seitwartsstreulicht-
Eigenschaften in einem Punkthistogramm zur Darstellung gebracht. Aufgrund der
charakteristischen morphologischen Auftrennung der Zellen konnte die zu
analysierende Zielpopulation durch die Festlegung eines Zielbereiches eingegrenzt
und nicht vitale Zellen ausgeschlossen werden (,life gate®). Fir jede Messung wurden
mindestens 5.000 Ereignisse in dem entsprechenden Zielbereich aufgezeichnet und

anschlieflend mit der FlowJo Software quantitativ ausgewertet.

2.7.2 Immunphanotypisierung dendritischer Zellen

DC wurden nach sechstagiger Kultur in Gegenwart von GM-CSF und IL-4 in An- bzw.
Abwesenheit einer 24- oder 48-stiindigen Inkubation mit PGE, bzw. spezifischen
EP-Rezeptoragonisten auf die Expression charakteristischer Oberflachenmarker
untersucht. Fiir jede Farbung wurden 10° Zellen in 60 pl PBS suspendiert und fiir
20 min bei 4°C mit 2 yl Fluorochrom-konjugierten spezifischen Antikorpern bzw. den
entsprechenden Isotypen inkubiert (siehe Abschnitt 2.1.8). Anschliefiend wurden die
Zellen mehrere Male mit 1 ml PBS gewaschen, zentrifugiert und in 50 pl PBS

resuspendiert, bevor sie der Analyse zugeflihrt wurden.

2.8 Statistik

Die Ergebnisse werden als arithmetische Mittelwerte angegeben, wobei die Streuung
der Werte jeweils als Standardfehler der Mittelwerte (standard error of mean, SEM)
dargestellt wird. Die statistische Auswertung wurde mit SPSS (Version 11.0.4)
durchgefiihrt. Die Voraussetzungen flir die Durchfiihrung eines Student t-Test flr
Gruppenvergleiche sind erfiillt, da die Daten intervallskaliert sind und es sich um
unabhangige Stichproben handelt. Die dritte Voraussetzung, die Normalverteilung der
Daten, wurde jeweils mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov Tests Uberprift, die

Voraussetzung wurde als erflllt angesehen, wenn p > 0,05.

Statistische Signifikanz beim zweiseitigen Student t-Test wurde fir p <0,05

angenommen. Zunachst wurden fiir alle t-Tests die Stichproben mit Hilfe des Levene’s
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Test auf die Voraussetzung der Varianzgleichheit Gberprift. Wenn der hiermit ermittelte
F-Wert ein Signifikanzniveau von p < 0,1 aufwies, wurden die Varianzen als ungleich
angenommen. In Folge dessen wurden die Ergebnisse des t-Tests mit Hilfe einer

Korrektur flr ungleiche Varianzen berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1  Monozyten-Isolierung und Kultur der

Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen

Voraussetzung der Versuche war es, die Isolierung von Monozyten aus dem
peripheren Blut in ausreichender Zahl und Reinheit flr die DC-Kultur zu gewahrleisten.
Uber eine Ficoll-Dichte-Zentrifugation lieRen sich mononukledre Zellen in
reproduzierbarer Zahl von 8 - 12 x 108 Zellen pro buffy coat, gewonnen aus 500 ml Blut
von gesunden Spendern generieren. Nach der Isolierung der Monozyten mithilfe des
MACS lIsolation Kits ergab die durchflusszytometrische Qualitatskontrolle eine Reinheit
der CD14"-Zellen von durchschnittlich tiber 96 %.

Die isolierten Zellen wurden in einer Dichte von 1x10° Zellen/ml in 1 ml Kulturmedium
in 24-Loch Kulturschalen Uberfuhrt und fiir 5-6 Tage unter Zugabe von GM-CSF und
IL-4 bei 37°C inkubiert. Die Ausbeute an DC, mit dem Phanotyp CD14", HLA-DR" und
CD11c", nach sechstagiger Kultur betrug 15-50 % der urspriinglich eingesetzten
CD14" Monozyten.

3.2 Einfluss von Prostaglandin E; und EP-Rezeptoragonisten

auf die Ausreifung der dendritischen Zellen

Mehrere Autoren haben beschrieben, dass PGE, in Kombination mit
proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF-a, IL-13 und IL-6, aktivierende Effekte auf
MoDC u. a. in Bezug auf ihre Ausreifung hat (Jonuleit et al. 1997; siehe Abschnitt 1.4).
Ziel der Untersuchungen war es, die Aktivierungseffekte von PGE, auf MoDC ohne die
Zugabe weiterer Stimuli zu untersuchen. Hierzu wurden DC nach funftagiger Kultur mit
GM-CSF und IL-4 fur weitere 24 bzw. 48 h mit PGE, inkubiert. Der Reife- bzw.
Aktivierungsstatus wurde anhand der Oberflachenmarkerexpression von MHC-I
(HLA-ABC), MHC-II (HLA-DR), CD86 und CD83 analysiert. Zunachst wurden DC mit
PGE, fur 48 h in verschiedenen Konzentrationen inkubiert, um festzustellen, ob der
Reifungsseffekt dosisabhangig ist. CD40L Trimer wurde als Positivkontrolle gewahilt,

da es eine vollstandige Ausreifung der MoDC induziert (siehe Abb. 7).

Die unstimulierten MoDC wiesen in geringem Ausmal} eine Expression von HLA-ABC,
HLA-DR und CD86 auf und zeigten keine CD83-Expression. Die Expressionsstarke der
untersuchten Oberflachenmarker stieg dosisabhangig mit der Konzentration von PGE;
(siehe Abb. 7). Ab einer PGE,-Konzentration von 0,3 pM erwies sich die
Hochregulierung von CD86 als signifikant (p=0,012) und ab einer PGE,-Konzentration
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von 1 uM wurden alle Oberflachenmarker signifikant hochreguliert (HLA-ABC: p=0,017,
HLA-DR: p=0,02, CD83: p=0,004 und CD86: p=0,035). Die PGE, Konzentration von
10 UM erwies sich als toxisch (Daten nicht gezeigt). Fir die weiteren Versuche wurde

eine PGE, Konzentration von 1 yM verwendet.
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Abb. 7: Effekte von Prostaglandin E; auf die Ausreifung der DC
Der Effekt verschiedener PGE,-Konzentrationen nach 48-stiindiger
Inkubation auf die Expression von Reifemarkern auf DC wurde
durchflusszytometrisch bestimmt und als n-fache Expressionszunahme im
Vergleich zu unstimulierten DC dargestellt. Die Abbildung zeigt die
Mittelwerte (+SEM) von drei unabhangigen Experimenten (* p < 0,05).

Als nachster Schritt wurde die Inkubationsdauer der MoDC mit PGE, 1 uM untersucht

und eine 24-stiindige mit einer 48-stlindigen Inkubation verglichen (siehe Abb. 8).

Im Vergleich der Inkubationszeiten von 24 und 48 h zeigte sich, dass die MoDC schon
nach 24-stiindiger Inkubation mit PGE; eine signifikante Hochregulierung von HLA-DR,
CD83 und CD86 (p=0,014, p=0,005 und p=0,036) aufwiesen (siehe Abb. 8). Nach
48-stundiger Inkubation mit PGE, waren alle gemessenen Oberflachenmarker
signifikant hochreguliert (HLA-ABC: p=0,01, HLA-DR: p=0,034, CD83 p=0,002 und
CD86: p=0,004). Die Ausreifung mit CD40L Trimer wurde als Positivkontrolle
verwendet. Fur die weiteren Versuche wurden die DC fur 48 h mit dem jeweiligen

Stimulus inkubiert um eine vollstandige Ausreifung der DC zu erzielen.
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Abb. 8: Einfluss einer 24- bzw. 48-stiindigen Inkubation von MoDC mit
PGE; bzw. CD40L Trimer auf die Expression von Reifemarkern

Der Effekt verschiedener PGE,-Konzentrationen nach 24- bzw.
48-stiindiger Inkubation auf die Expression von Reifemarkern auf der
Zelloberflache von DC wurde durchflusszytometrisch bestimmt und als
n-fache Expressionszunahme im Vergleich zu unstimulierten DC
dargestellt. Gezeigt sind die Mittelwerte mit dem korrespondierenden SEM
aus drei unabhangigen Experimenten (* p < 0,05).
Um zu untersuchen Uber welche EP-Rezeptoren PGE, MoDC aktiviert, wurden MoDC
mit zwei spezifischen EP-Rezeptoragonisten, 11-deoxy-Prostaglandin E,, das EP2-
und EP4-Rezeptoren aktiviert bzw. Sulprostone, das EP1- und EP3-Rezeptoren

aktiviert, fur 48 h inkubiert (siehe Abb. 9).

Nach 48-stindiger Inkubation mit PGE; ist, wie in den vorangegangenen Versuchen,
eine signifikante Hochregulierung der untersuchten Oberflachenmarker auf den DC
erkennbar. Der EP2/EP4-Rezeptoragonist 11-deoxy-Prostaglandin E; bewirkte
ebenfalls eine signifikante Ausreifung der DC (HLA-ABC: p=0,027, HLA-DR: p=0,029,
CD83 p=0,05, CD86 p=0,01). Der EP1/EP3-Rezeptoragonist Sulprostone induzierte
hingegen keine signifikante Hochregulierung der Oberflachenmarker. Zwischen der
Ausreifung durch PGE; und 11-deoxy-Prostaglandin E; zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede.
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Abb. 9: Vergleich der Effekte von Prostaglandin E, und spezifischer
EP-Rezeptoragonisten auf die Ausreifung von MoDC

MoDC wurden fur 48 h mit PGE; (1 uM), 11-deoxy-Prostaglandin E (1 yM)
oder Sulprostone (1 yM) inkubiert und die Expression der
Oberflachenmarker HLA-ABC (MHC-I), HLA-DR (MHC-II), CD83 und CD86
durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt ist die relative Expressions-
zunahme im Vergleich zu unreifen MoDC (n-fache Expression). Die
Mittelwerte mit den korrespondierenden SEM aus vier unabhangigen
Experimenten sind dargestellt (*p < 0,05).

3.3 Einfluss von Prostaglandin E; und EP-Rezeptoragonisten

auf die Antigenaufnahme von dendritischen Zellen.

3.3.1  Aufnahme von apoptotischen Tumorzellen und CHOyy.gso.1-Lysat

Apoptoseinduktion bei SK-Mel 37-Melanomzellen

Die Hyperthermiebehandlung erwies sich im Vergleich zur y-Bestrahlung und
Serumdeprivation als effektivste Methode zur Apoptoseinduktion bei SK-Mel 37-Zellen
(Daten nicht gezeigt). AnschlieRend wurde die optimale Temperatur und Dauer der
Hyperthermiebehandlung ermittelt. Die SK-Mel 37-Zellen wurden nach der
Hyperthermiebehandlung mit AnnexinV und Pl gefarbt um apoptotische bzw.
nekrotische Zellen abgrenzen zu kénnen. Bei der Kontrollbedingung bei 37°C waren
etwa 80 % der Zellen vital. Nach Hyperthermiebehandlung bei 43°C fur eine bzw. fir
zwei Stunden wurden ca. 40 % bzw. 50 % der SK-Mel 37-Zellen apoptotisch (siehe
Abb. 10). Bei einer Hyperthermiebehandlung von 45°C flir eine bzw. fir zwei Stunden
stieg der Anteil nekrotischer Zellen auf ca. 55 % bzw. 70 % und die Rate an
apototischen Zellen ging auf etwa 30 % bzw. 15 % zurlck. Die hochste Apoptoserate
der SK-Mel 37-Zellen konnte nach zweistlindiger Hyperthermiebehandlung bei 43°C

erzielt werden, so dass diese Methode fur die weiteren Versuche verwendet wurde.
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Abb. 10: Einfluss von Temperatur und Dauer der
Hyperthermiebehandlung zur Apoptoseinduktion von SK-Mel 37-
Melanomzellen

SK-Mel 37-Zellen wurden fur 1 h bzw. 2 h bei 43°C bzw. 45°C inkubiert und
durchflusszytometrisch mittels Annexin V / PI-Farbung analysiert. Gezeigt
ist der prozentuale Anteil an vitalen (Annexin V - / Pl -), apoptotischen
(Annexin V + / Pl -) und nekrotischen (Annexin V + / Pl +) Zellen nach
Hyperthermiebehandlung. Die Daten entsprechen Mittelwerten +SEM von
vier unabhangigen Experimenten.
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Abb. 11: Durchflusszytometrische Analyse der Apoptoseinduktion
mittels Annexin V / PI-Farbung

In den linken unteren Quadranten befinden sich Annexin V und Pl negative
Zellen, die vitalen Tumorzellen entsprechen. In dem rechten oberen
Quadranten befinden sich Annexin V und PI positive Zellen, dies sind die
nekrotischen Zellen. Die apoptotischen, Pl negativen und Annexin V
positiven, Zellen befinden sich in den rechten unteren Quadranten. Die
Angaben in den Quadranten entsprechen dem prozentualen Anteil aller
SK-Mel 37-Zellen. a. Kontrolle: Inkubation von SK-Mel 37-Zellen bei 37°C.
b. SK-Mel 37-Zellen nach 2 h Hyperthermiebehandlung bei 43°C und
weiterer vierstindiger Inkubation auf dem Rittler. ¢. SK-Mel 37-Zellen nach
2 h Hyperthermiebehandlung bei 43°C und weiteren 24 h auf dem Rauttler.
Gezeigt ist eine reprasentative Grafikk von drei unabhangigen
Experimenten.
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Nach der zweistindigen Hyperthermiebehandlung bei 43°C bendtigen die
SK-Mel 37-Zellen Zeit um den Vorgang der Apoptose zu durchlaufen. In den

beschriebenen Versuchen erwiesen sich 24 h als optimal (siehe Abb. 11).

Phagozytose

Apoptotische und nekrotische Zellfragmente in einer GréRe von 0,5 uM bis 6 uM
werden von DC durch Phagozytose aufgenommen. Im Folgenden wurde der Einfluss
von PGE,; und den spezifischen EP-Rezeptoragonisten auf die Aufnahme von
apototischen SK-Mel 37-Tumorzellen und CHO-Lysat untersucht (siehe Abb. 12).

@

2.6

CFSE

0.8

28.7 1.03 ol Rk 2341 L4? ‘i ,JE 7.7

(d) 11-deoxy PG 1 pM 37 C (e) Sulprostone 1 pM 37 C  (f) CD40L 1 pg/ml 37 C

CD45

Abb. 12: Durchflusszytometrische Analyse der Phagozytose von
apoptotischen SK-Mel 37-Tumorzellen durch DC

MoDC wurden mit dem Fluorochrom-markierten anti-CD45 Ak und
SK-Mel 37-Zellen mit CFSE markiert und im Verhaltnis 1:1 kokultiviert. Als
Negativkontrolle dienten Zellen, die bei 0°C koinkubiert wurden (a), als
Positivkontrolle Zellen die bei 37°C inkubiert wurden (b). Gezeigt ist der
Einfluss von PGE; (c), 11-deoxy-Prostaglandin E, (d), Sulprostone (e) und
CD40L Trimer (f) auf die Phagozytosefahigkeit der DC. In dem rechten
unteren Quadranten befinden sich CD45 (+) und CFSE (-) Zellen, die
MoDC, die keine SK-Mel 37-Zellen phagozytiert haben. In dem linken
oberen Quadranten befinden sich CD45 (-) und CFSE (+) Zellen, die den
SK-Mel 37-Tumorzellen entsprechen. In dem rechten oberen Quadranten
befinden sich CD45 (+) und CFSE (+) Zellen, welche MoDC, die
SK-Mel 37-Zellen phagozytiert haben, entsprechen. Ein reprasentativer
Versuch von drei unabhangigen Experimenten ist gezeigt.

Die ,Kontrolle 0°C* zeigt die Inkubation von MoDC und SK-Mel 37-Zellen bei 0°C fir
die gleiche Zeitdauer, wie die Kokultur beider Zelltypen bei 37°C (siehe Abb. 12a).




Ergebnisse 45

Diese Negativkontrolle wurde flr alle Versuchsbedingungen durchgefiihrt. Da bei 0°C
keine Phagozytose mehr moglich ist, wurden auf diese Weise mdgliche unspezifische
Bindungen ausgeschlossen. In der Kokultur bei 37°C im Kulturmedium ohne Zugabe
von PGE, bzw. EP-Rezeptoragonisten nahmen 41,5 % aller MoDC Tumorzellen auf
(siehe Abb. 12 b). Die Inkubation von DC mit CD40L Trimer, welches eine vollstandige
Ausreifung der MoDC bewirkt und die Phagozytosefahigkeit der MoDC effektiv hemmt,
reduziert die Phagozytose auf 13,2 % (siehe Abb. 12 f). Weder durch die Inkubation
mit PGE,, noch mit den EP-Rezeptoragonisten 11-deoxy-Prostaglandin E; bzw.
Sulprostone wird die Aufnahme von apoptotischen SK-Mel 37-Tumorzellen inhibiert
(siehe: Abb. 12c: 48,2 %; 12d: 46,8 %; 12e: 42,7 %).

Analog zu den Versuchen mit apoptotischen SK-Mel 37-Tumorzellen wurde der
Einfluss von PGE, und den spezifischen EP-Rezeptoragonisten auf die Aufnahme von
CHOwy.eso-1-Zelllysat durch die MoDC untersucht (siehe Abb. 13).
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Abb. 13: Einfluss von PGE; und EP-Rezeptoragonisten auf die
Phagozytose von CHOyy.gso.1-Zelllysat durch MoDC

MoDC wurden mit dem Fluorochrom-markiertem anti-CD45 Ak und
CHOny.eso.1-Zelllysat mit CFSE markiert und im Verhaltnis 1:2 kokultiviert.
Als Negativkontrolle dienten Zellen, die bei 0°C koinkubiert wurden, als
Positivkontrolle Zellen die bei 37°C inkubiert wurden. Gezeigt ist der
Einfluss von PGE, in Konzentrationen von 0,3 pM, 1 uyM und 3 upM,
11-deoxy-Prostaglandin E4, Sulprostone und CD40L Trimer auf die
Phagozytosefahigkeit der DC. Die Darstellung in den Quadranten ist analog
zu Abb. 12. Gezeigt ist eine reprasentative Grafik von drei Experimenten.
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Die unstimulierten MoDC nahmen 77,8% des CHOpyeso.i-Lysats auf. Die
Phagozytose von CHOy.eso.1-Lysat durch MoDC wurde durch die Inkubation mit PGE;
und den spezifischen EP-Rezeptoragonisten nicht beeinflusst. Entsprechend den
vorangegangenen Versuchen wurde CD40L als potenter Reifestimulus verwendet.
CD40L inhibierte die Aufnahme von CHOpy.eso.1-Lysat durch MoDC signifikant (siehe
Abb. 13).

3.3.2 Aufnahme von FITC-Dextran-Partikeln

FITC-Dextran-Partikel mit einer durchschnittlichen GréRe von 40 kDa werden von
MoDC durch Makropinozytose, einem Zytoskelett-abhangigen Mechanismus,
aufgenommen. Fir eine optimale Antigenaufnahme durch MoDC wurde zunachst die
Dauer der Inkubation und die Konzentration der FITC-Dextran-Partikel ermittelt. Als
optimal erwiesen sich eine Endkonzentration von 50 pg/ml und eine Inkubationsdauer
von 30 min (Daten nicht gezeigt). Analog zu den vorangegangenen Experimenten zur
Antigenaufnahme wurde der MFI zur Messung der Makropinozytose bestimmt (siehe
Abschnitt 3.3.1).
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Abb. 14: Einfluss von PGE; und EP-Rezeptoragonisten auf die
Makropinozytose von FITC-Dextran-Partikeln (40 kDa) durch MoDC
MoDC wurden mit den angegebenen Stimuli aktiviert, mit
FITC-Dextran-Partikeln  fir 30 min inkubiert und anschlieRend
durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt ist die relative Veranderung der
Aufnahme der FITC-Dextran-Partikel im Vergleich zu nicht stimulierten
MoDC. Die Daten entsprechen den Mittelwerten +SEM aus drei
unabhangigen Experimenten.

Die Aufnahme von FITC-Dextran-Partikeln 40 kDa durch die MoDC wurde durch die
Inkubation mit PGE, und den spezifischen EP-Rezeptoragonisten nicht signifikant
beeinflusst (siehe Abb. 14).
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3.4 Antigenprasentation auf MHC-I-Molekulen

(Kreuzprasentation)

3.41 Prasentation von MHC-I-restringiertem Peptid

Zunachst wurde die Antigenprasentationsfahigkeit der MoDC auf MHC-I-Molekilen mit
NY-ESO-1457.165 Peptid, das HLA-A,-restringiert ist, untersucht. Als nachster Schritt
wurde geprift, ob die Inkubation mit PGE, bzw. mit den spezifischen
EP-Rezeptoragonisten 11-deoxy-Prostaglandin E; und Sulprostone einen Einfluss auf
die MHC-I-restringierte Peptidprasentation hat. MoDC wurden nach Pra- oder
simultaner Inkubation mit PGE, bzw. mit den EP-Rezeptoragonisten mit 10 pg/ml
NY-ESO-1457.165s Peptid beladen. AnschlieRend wurden die MoDC mit den
CD8" T-Zellen kokultiviert und es wurde der Anteil der IFN-y* CD8" T-Zellen gemessen
(siehe Abb. 15).

Die Peptidprasentationsfahigkeit der MoDC wurde weder durch Pra- noch durch

Simultaninkubation mit PGE, bzw. mit den EP-Rezeptoragonisten negativ beeinflusst.
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Abb. 15: Einfluss von Prostaglandin E; und EP-Rezeptoragonisten auf
die MHC-I Prasentation von NY-ESO-1,57.4¢5-Peptid durch MoDC

MoDC wurden entweder 24 h vor (Prainkubation) oder gleichzeitig
(Simultane Inkubation) zu der Beladung mit NY-ESO-1 Peptid mit PGE,
bzw. EP-Rezeptoragonisten inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Kokultur
mit NY-ESO-14s7.1¢5-spezifischen CD8" T-Zellen. Die Quantifizierung der
T-Zellaktivierung erfolgte durchflusszytometrisch durch Analyse der
intrazellularen IFN-y-Expression. Gezeigt sind relative Veranderungen der
T-Zellaktivierung bezogen auf nichtaktivierte MoDC (normiert auf 1,0). Die
Daten entsprechen Mittelwerten (+SEM) aus finf unabhangigen
Experimenten.
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3.4.2 MHC-I-Prasentation von NY-ESO-1 Protein,
NY-ESO-1/Immunkomplex und NY-ESO-1/ISCOMATRIX®

Zunachst wurden verschiedene NY-ESO-1 Antigenformulierungen in unterschiedlichen
Konzentrationen untersucht, um eine modglichst effektive Kreuzprasentation zu
gewabhrleisten. Die Kreuzprasentation von MoDC mit Protein alleine ist ineffizient. Es
gibt verschiedene Maoglichkeiten die Effizienz der Kreuzprasentation zu steigern, z. B.
indem NY-ESO-1 mit Hilfe von Antigen-Antikérper Immunkomplexen (IC) auf die
Fcy-Rezeptoren gerichtet wird. Eine Alternative ist die Formulierung mit ISCOMATRIX®
Adjuvant (IMX). Die optimale Inkubationsdauer der DC mit NY-ESO-1 Protein,
NY-ESO-1/IC und NY-ESO-1/IMX wurde in Vorversuchen ermittelt und betrug jeweils

vier Stunden.
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Abb. 16: MHC-I Prasentation von NY-ESO-1 Protein, NY-ESO-1/IC und
NY-ESO-1/IMX durch MoDC

MoDC wurden mit NY-ESO-1457.1¢5 Peptid, rekombinantem NY-ESO-1
Protein, NY-ESO-1/IC (mAk ES121) oder NY-ESO/IMX inkubiert und mit
NY-ESO-1457.165-spezifischen CcD8" T-Zellen kokultiviert. Die
T-Zellaktivierung wurde durch die intrazellulare IFN-y-Expression
durchflusszytometrisch quantifiziert. Gezeigt ist ein reprasentatives
Ergebnis von drei unabhangigen Experimenten.
Die Beladung mit rekombinantem NY-ESO-1 Protein induzierte keine
zufriedenstellende MHC-I-Prasentation durch die MoDC. Die Effizienz der
Kreuzprasentation konnte durch Formulierung des NY-ESO-1 Proteins als
NY-ESO-1/IC und NY-ESO-1/IMX deutlich gesteigert werden (siehe Abb. 16). Bei allen
verwendeten Antigenformulierungen zeigte sich eine Dosisabhangigkeit der
IFN-y*-Antwort. 10 pg/ml von NY-ESO-1/IC und 1 pg/ml von NY-ESO-1/IMX zeigten
eine ausreichende Aktivierung der CD8" T-Zellen. Diese Konzentrationen wurden fiir

die nachfolgenden Versuche verwendet.
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Einfluss von PGE; und EP-Rezeptoragonisten auf die Kreuzprasentation von
NY-ESO-1/IC und NY-ESO-1/IMX

Um den Einfluss von PGE; und den EP-Rezeptoragonisten auf die Kreuzprasentation
von NY-ESO-1 Proteinfomulierungen zu untersuchen, wurden MoDC mit
verschiedenen Konzentrationen von PGE, bzw. spezifischen EP-Rezeptoragonisten
inkubiert und mit NY-ESO-1/IC bzw. NY-ESO-1/IMX beladen (siehe Abb. 17).
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Abb. 17: Einfluss von Prostaglandin E; und EP-Rezeptoragonisten auf
die Kreuzprasentation von NY-ESO-1/IC und NY-ESO-1/IMX durch
MoDC

MoDC wurden mit verschiedenen Konzentrationen von PGE, bzw.
spezifischen EP-Rezeptoragonisten inkubiert, mit 10 uyg/ml NY-ESO-1/IC
bzw. 1 ug/ml NY-ESO-1/IMX beladen und 2 h spater mit CD40L aktiviert.
Nach weiteren 12h erfolgte eine Kokultur der MoDC mit
HLA-A,-restringierten NY-ESO-14s57.1¢5-spezifischen CD8" T-Zellen. Die
Quantifizierung der T-Zellaktivierung erfolgte durch das im KulturGberstand
gemessene IFN-y mittels ELISA.
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Die Kreuzprasentation sowohl von NY-ESO-1/IC, als auch von NY-ESO-1/IMX durch
MoDC wird signifikant durch die Inkubation mit PGE, gehemmt. Die Hemmung der
Kreuzprasentationsfahigkeit  erfolgt  dosisabhangig. Auch der spezifische
EP2/EP4-Rezeptoragonist 11-deoxy-Prostaglandin E; hemmt die Prasentation von
NY-ESO-1/IC und NY-ESO-1/IMX durch die MoDC signifikant, wenn auch in einem
etwas geringerem Ausmal. Durch den spezifischen EP1/EP3-Rezeptoragonist
Sulprostone hingegen wurde die Kreuzprasentation von NY-ESO-1/IMX durch MoDC
nicht signifikant beeinflusst. Bei der Kreuzprasentation von NY-ESO-1/IC kann eine

Hemmung durch Sulprostone beobachtet werden, die jedoch nicht dosisabhangig ist.

Einfluss einer PGE;-haltigen Zytokinkombination auf die Kreuzprasentation von
NY-ESO-1/Immunkomplex und NY-ESO-1/ISCOMATRIX

Wie bereits in Abschnitt 1.1 beschrieben, verwenden viele Arbeitsgruppen PGE; in
Kombination mit TNF-a, IL-1B und IL-6 als Reifestimulus flir DC in klinischen
DC-basierten Tumorvakzinierungsstudien. Daher untersuchten wir als nachstes den
Einfluss von der Kombination aus PGE;, TNF-a, IL-1B und IL-6 auf die
Kreuzprasentationsfahigkeit von MoDC (siehe Abb. 18).
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Abb. 18: Einfluss einer PGE,-haltigen Zytokinkombination auf die
Kreuzprasentation von NY-ESO-1/IC und NY-ESO-1/IMX durch MoDC

MoDC wurden mit NY-ESO-1/IC (10 pg/ml) bzw. NY-ESO-1/IMX (1 pg/ml)
beladen und 2 h spater ohne Zusatz von Reifungsstimuli (GM-CSF + IL-4)
bzw. mit einer Kombination aus TNF-a, IL-1B, IL-6 und PGE; kultiviert.
Nach weiteren 12h erfolgte eine Kokultur der MoDC mit
HLA-A,-restringierten  NY-ESO-1-spezifischen CD8" T-Zellen. Die
Aktivierung der CD8" T-Zellen wurde mittels Intrazellularfarbung (ICS) fur
IFN-y durchflusszytometrisch analysiert. Aufgrund der Abweichungen
zwischen verschiedenen Spendern wurde die T-Zellaktivierung in
Abwesenheit des Zytokincocktails auf 100 % normiert. Gezeigt sind
Mittelwerte (+SEM) aus drei Versuchen.

Auch die Inkubation mit einer PGE,-haltigen Zytokinkombination, die neben PGE, auch
TNF-a, IL-18 und IL-6 enthalt, hemmt sowohl die Kreuzprasentation von NY-ESO-1/IC
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(10 pg/ml und 1 pg/ml), als auch die Kreuzprasentation von NY-ESO-1/IMX (1 ug/ml)
durch MoDC signifikant.

Wurden MoDC mit CHOwv.eso.1-Zelllysat bzw. apoptotischen Zellen inkubiert, konnte
keine signifikante Kreuzprasentation nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Der
Einfluss von PGE, auf die Kreuzprasentation von Zelllysat bzw. apoptotischen

Tumorzellen durch MoDC konnte daher nicht analysiert werden.
3.5 Antigenprasentation auf MHC-II-Molekiilen

3.5.1 Titration der Anzahl dendritischer Zellen zur Antigenprasentation

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Kreuzprasentation von MoDC durch PGE,
gehemmt wird, wurde die Auswirkung von PGE, auf die MHC-II-Prasentation
untersucht. Zunachst wurde das optimale Verhaltnis zwischen DC und NY-ESO-1-
spezifischen CD4" T-Zellen fiir die Versuche zur MHC-II-Prasentation ermittelt. Ziel war
es, die Zellzahl mdglichst niedrig zu wahlen, um eine mdgliche Inhibition der
Antigenprésentation durch PGE, detektieren zu kénnen. Pro Versuch wurden 1 x 10*
T-Zellen eingesetzt. Als Antigen wurde CHO\y.eso.1-Lysat verwendet. Die Menge des
verwendeten Zelllysats entsprach einer Anzahl von 4 x 10® CHO-Zellen pro

Versuchsansatz.
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Abb. 19: Antigenprasentation von CHOyy.gso.1-Lysat auf
MHC-lI-Molekiilen: Optimierung des DC : T-Zell-Verhiltnis

MoDC von HLA-DP4* Spendern wurden mit CHOyy.eso.1-Zelllysat inkubiert
und mit einer HLA-DP4-restringierten, NY-ESO-1-spezifischen CD4"
T-Zellinie kokultiviert. Die Aktivierung der CD4" T-Zellen wurde
durchflusszytometrisch durch den intrazellularen Nachweis von IFN-y
quantifiziert. Gezeigt ist ein reprasentatives von drei unabhangigen
Experimenten.
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Eine Anzahl von 5 x 10* DC, dies entsprach einem Verhaltnis von 5:1 DC zu
CD4" T-Zellen, erwies sich als optimal um bei den Versuchen zur Antigenprasentation
auf MHC-II-Molekilen eine nahezu maximale IFN-y-Antwort der CD4" T-Zellen zu
induzieren (siehe Abb. 19).

3.5.2 Prasentation von MHC-ll-restringiertem Peptid

Parallel zu den Experimenten der MHC-II-Prasentation von NY-ESO-1 Protein wurden
MoDC mit allen verwendeten Konzentrationen von PGE,, 11-deoxy-Prostaglandin E;
und Sulprostone inkubiert und mit NY-ESO-1457.179 Peptid beladen, um zu prifen, ob
die Prasentation von exogenem Peptid erhalten bleibt. Zunachst wurde die optimale

Peptidkonzentration fir die weiteren Versuche ermittelt.
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Abb. 20: Titration von NY-ESO-1,57.470 Peptid
MoDC wurden mit NY-ESO-1457.470 Peptid beladen und mit NY-ESO-1-
spezifischen CD4" T-Zellen kokultiviert. Die Aktivierung der CD4" T-Zellen
wurde durchflusszytometrisch durch den intrazellularen Nachweis von
IFN-y bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte (+SEM) von drei
unabhangigen Experimenten.
Bei einer Beladung mit 0,4 pg/ml Peptid waren die MoDC in der Lage eine
IFN-y-Antwort der CD4" T-Zellen von 33,5 % zu induzieren (siehe Abb. 20). Schon bei
einer Peptidkonzentration von 0,04 ug fiel die IFN-y-Antwort der CD4" T-Zellen auf
einen Mittelwert von 13,3% ab. Fir die weiteren Versuche wurde eine
Peptidkonzentration von 0.4 uyg/ml verwendet, um eine optimale IFN-y-Antwort der

CD4" T-Zellen zu gewahrleisten.

Als nachster Schritt wurde untersucht, ob die Peptidprasentationsfahigkeit bei
kryopraservierten und frisch generierten MoDC nach Inkubation mit PGE, bzw. den
EP-Rezeptoragonisten  beeinflusst wurde. PGE, und die spezifischen
EP-Rezeptoragonisten wurden entweder 24 h vor der Peptidinkubation (Prainkubation)

oder zur selben Zeit (simultane Inkubation) zu den MoDC hinzugefugt (siehe Abb. 21).
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Weder durch die Pra-, noch durch die Simultaninkubation mit PGE, bzw. mit den
EP-Rezeptoragonisten wurde die Peptidprasentationsfahigkeit der frisch generierten
oder der kryopraservierten MoDC signifikant gehemmt. Es zeigte sich, dass die frisch
generierten MoDC Uber eine bessere Peptidprasentationsfahigkeit verfigen als die

kryopraservierten MoDC.

Frisch generierte MoDC
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Abb. 21: MHC-lI-restringierte Peptidprasentation nach Inkubation mit
Prostaglandin E; bzw. mit spezifischen EP-Rezeptoragonisten

MoDC von HLA-DP," Spendern wurden mit den angegebenen Stimuli
aktiviert, mit NY-ESO-1457.170 Peptid beladen und mit
NY-ESO-1-spezifischen CD4" T-Zellen kokultiviert. Die Aktivierung der
CD4" T-Zellen wurde durchflusszytometrisch durch den intrazellularen
Nachweis von IFN-y bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte (+SEM) von
jeweils drei unabhangigen Experimenten.



Ergebnisse 54

3.5.3 MHC-lI-Prasentation von NY-ESO-1 Protein und CHOyy.eso-1-

Zelllysat durch frisch generierte dendritische Zellen

Prasentation von NY-ESO-1 Protein

Zunachst wurde durch Titration die optimale NY-ESO-1 Proteinkonzentration fir die
weiteren Experimente ermittelt. Diese Konzentration sollte hoch genug sein, um eine
ausreichende MHC-II-Prasentation der MoDC zu induzieren, aber gleichzeitig niedrig
genug, um eine eventuelle Inhibition durch PGE, bzw. durch die EP-Rezeptoragonisten

erkennen zu kdnnen.

MoDC wurden in Kulturmedium (GM-CSF + IL-4) oder nach Prainkubation mit 1 yM
PGE, mit NY-ESO-1 Protein beladen. Danach wurden die MoDC mit
antigenspezifischen CD4" T-Zellen kokultiviert und der Anteil der IFN-y-produzierenden

CD4" T-Zellen wurde durchflusszytometrisch gemessen (siehe Abb. 22).
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Abb. 22: MHC-lI-Prasentation von rekombinantem NY-ESO-1 Protein
durch MoDC

Gezeigt sind die Mittelwerte (+SEM) von vier unabhangigen Versuchen.

Fur die weiteren Experimente wurde eine Proteinkonzentration von 0,1 pg/ml gewahilt,
da bei dieser Konzentration, ahnlich wie bei 1 ug/ml, eine gute IFN-y-Antwort der
CD4" T-Zellen induziert werden konnte (siehe Abb. 22).

Analog zu den vorangegangenen Versuchen wurden die MoDC mit NY-ESO-1 Protein
beladen. Sie wurden entweder 24 h vor (Prainkubation) oder gleichzeitig (Simultan-
inkubation) zur Proteinbeladung mit PGE, oder mit den EP-Rezeptoragonisten

11-deoxy-Prostaglandin E; bzw. Sulprostone inkubiert. Nach der Kokultur mit
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spezifischen CD4" T-Zellen wurde der Anteil der IFN-y-produzierenden CD4" T-Zellen
gemessen (siehe Abb. 23).

Es zeigt sich, dass PGE, und die spezifischen EP-Rezeptoren keinen signifikanten
Einfluss auf die Fahigkeit der frisch generierten MoDC zur MHC-II-Prasentation von
NY-ESO-1 Protein haben (siehe Abb. 23).
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Abb. 23: MHC-lI-Prasentation von rekombinantem NY-ESO-1 Protein
durch frisch generierte DC nach Inkubation mit Prostaglandin E, bzw.
spezifischen EP-Rezeptoragonisten

Gezeigt sind die Mittelwerte (+SEM) aus vier unabhangigen Experimenten.

Prasentation von CHOyygso.1-Lysat

Zunachst wurde durch Titration die optimale Konzentration von CHOyy.gso-1-Lysat fur
die weiteren Versuche zur MHC-II-Prasentation ermittelt. Als Kontrolle diente
CHO-Lysat von Zellen, die nicht mit NY-ESO-1 Protein transfiziert wurden. Des
Weiteren wurde untersucht, ob CHOny.eso.i-Lysat, als Immunkomplex mit einem
Antikorper gegen NY-ESO-1 (ES 121AB) gebunden, zu einer optimierten
IFN-y-Antwort flhren wirde (siehe Abb. 24). MoDC wurden mit CHOpy.gso.1-Lysat
beladen. Nach der Kokultur mit spezifischen CD4" T-Zellen wurde der Anteil der

IFN-y* CD4" T-Zellen durchflusszytometrisch gemessen.
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Abb. 24: MHC-Il Prasentation von CHOyy.eso.1-Lysat
MoDC wurden mit Zelllysat der CHOpnyegsos-Zelllinie in An-  bzw.
Abwesenheit des mAk ES121 inkubiert und mit NY-ESO-1-spezifischen
CD4" T-Zellen kokultiviert. Die Quantifizerung der CD4" T-Zellaktivierung
erfolgte durch den intrazellularen Nachweis von [IFN-y mittels
Durchflusszytometrie. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis von drei
unabhangigen Experimenten.
Fur die weiteren Versuche zur MHC-II-Prasentation entschieden wir uns flr ein
Verhaltnis von DC zu CHO-Zelllysat von 1:2, dies entsprach 4 x 10® CHO-Zellen im
CHOny-eso-1-Lysat pro Versuchsbedingung. Diese Konzentration war die niedrigste, die
noch eine nahezu maximale IFN-y-Antwort der CD4" T-Zellen induzierte. Die
Kombination des CHOwy.eso.i-Lysates mit dem Antikérper ES 121AB als

Immunkomplex ergab keine verstarkte IFN-y-Antwort der CD4" T-Zellen.

Frisch generierte MoDC wurden fir 24 h mit verschiedenen Konzentrationen PGE,
bzw. mit den EP-Rezeptoragonisten inkubiert, danach wurden sie mit
4x10° CHO-Zellen im CHOny.eso.1-Lysat beladen. Nach der Kokultur mit den
antigenspezifischen CD4" T-Zellen wurde der Anteil IFN-y*-produzierender
CD4" T-Zellen gemessen. CHO-Lysat ohne Transfizierung mit NY-ESO-1 stellte die

Negativkontrolle dar.

PGE, bzw. die spezifischen EP-Rezeptoragonisten 11-deoxy-Prostaglandin E; und
Sulprostone hemmen nicht die Fahigkeit frischer MoDC zur MHC-II-Prasentation von
CHONy.ESO_rLySGt (Siehe Abb. 25)
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Abb. 25: Einfluss von Prostaglandin E; und EP-Rezeptoragonisten auf
die MHC-lI-Prasentation von CHOpy.eso.1-Lysat

MoDC wurden mit den angegebenen Stimuli aktiviert, mit CHO-Lysat bzw.
CHOpy.eso.1-Lysat inkubiert und mit NY-ESO-1-spezifischen CD4" T-Zellen
kokultiviert. Die Quantifizierung der CD4" T-Zellaktivierung erfolgte durch
den intrazelluldaren Nachweis von IFN-y mittels Durchflusszytometrie.
Gezeigt sind die Mittelwerte mit den korrespondierenden SEM von flnf
unabhangigen Experimenten.

3.5.4 MHC-II-Prasentation von NY-ESO-1 Protein durch kryopraservierte

dendritische Zellen

Die kryopraservierten DC wurden zigig in frischem Medium aufgetaut und vor
Versuchsbeginn einige Stunden im Kulturmedium inkubiert, um eine mdglichst hohe
Vitalitat der Zellen zu erhalten und die Mdglichkeit zur Regeneration zu gewahren. Die
kryopraservierten MoDC wurden analog zu den Versuchsbedingungen beschrieben in
Abschnitt 3.5.3 entweder 24 h vor (Prainkubation) oder parallel (Simultaninkubation)
zur Beladung mit 0,1 ug/ml NY-ESO-1 Protein mit verschiedenen Konzentrationen an

PGE, oder EP-Rezeptoragonisten inkubiert.
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Abb. 26: MHC-II-Prasentation von NY-ESO-1 Protein durch
kryopraservierte DC nach Inkubation mit Prostaglandin E; und
EP-Rezeptoragonisten

MoDC wurden mit den angegebenen Stimuli aktiviert, mit 0,1 pg/ml
NY-ESO-1 Protein inkubiert und mit einer NY-ESO-1-spezifischen CD4
T-Zelllinie kokultiviert. Die Aktivierung der CD4" T-Zellen wurde
durchflusszytometrisch durch den intrazellularen Nachweis von IFN-y
quantifiziert. Gezeigt sind die Mittelwerte (+SEM) von drei unabhangigen
Experimenten.

Bei den kryopraservierten MoDC zeigte sich ein Trend zur Hemmung der
MHC-II-Prasentationsfahigkeit durch PGE, (siehe Abb. 26). Diese Inhibierung stellte
sich jedoch weder fir die Pra- noch fir die simultane Inkubation mit den verschiedenen

PGE,-Konzentrationen als statistisch signifikant heraus.
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4 Diskussion

41 Zusammenfassung der Ergebnisse

Prostaglandin E, wird zur Aktivierung von MoDC in Kombination mit Zytokinen als
Reifestimulus in klinischen DC-basierten Tumorvakzinierungsstudien verwendet. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen von PGE, und spezifischen
EP-Rezeptoragonisten auf die Antigenprasentationsfahigkeit von MoDC untersucht.
Hierzu wurde der Einfluss von PGE, auf die einzelnen funktionellen Aspekte, wie
Zell-Reifung, Antigenaufnahme, MHC-I- und MHC-II-Antigenprasentationsfahigkeit
analysiert. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass PGE;
einen inhibierenden Einfluss auf die Kreuzprasentationsfahigkeit der MoDC hat, der
Uber EP2-/EP4-Rezeptoren vermittelt wird. Die Fahigkeit zur Prasentation auf

MHC-II-Molekulen wird hingegen nicht beeinflusst.

Zuerst wurde die Wirkung von PGE,, dem EP1/EP3-Rezeptoragonist Sulprostone und
dem EP2/4-Rezeptoragonist 11-deoxy-Prostaglandin E; auf die Ausreifung von MoDC
untersucht. Die MoDC regulierten nach 24-stindiger bzw. 48-stiindiger Inkubation
sowohl mit PGE,, als auch mit dem EP2/4-Rezeptoragonisten
11-deoxy-Prostaglandin E; die Oberflachen- und Aktivierungsmarker HLA-ABC,
HLA-DR, CD83 und CD86 signifikant hoch. Der EP1/3-Rezeptoragonist Sulprostone

war diesbezlglich wirkungslos.

Als nachstes wurde der Einfluss von PGE, auf die Antigenaufnahmefahigkeit der
MoDC untersucht. Es wurde die Phagozytosefahigkeit anhand von Zelllysat bzw.
apoptotischen Tumorzellen sowie die Makropinozytosefahigkeit anhand von Dextran
Partikeln analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass weder PGE, noch die
spezifischen EP-Rezeptoragonisten einen signifikanten Einfluss auf die verschiedenen

Formen der Antigenaufnahme haben.

Die Auswirkung von PGE, auf die Peptid- bzw. Kreuzprasentationsfahigkeit auf
MHC-I-Molekilen der MoDC wurde mit dem HLA-A,-restringierten NY-ESO-1457.165
Peptid, einer Formulierung aus NY-ESO-1 Protein mit ISCOMATRIX® adjuvant
(NY-ESO-1/IMX) und einem Immunkomplex, bestehend aus NY-ESO-1 Protein und
dem Antikdrper anti-NY-ESO-1 mAk (Klon ES 121AB; NY-ESO-1/IC) anhand der
Aktivierung von CTL untersucht. Die Peptidprasentation blieb durch PGE;
unbeeinflusst. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Inkubation mit PGE,
dosisabhangig die Kreuzprasentationsfahigkeit von NY-ESO-1/IC und NY-ESO-1/IMX
durch die MoDC signifikant inhibiert. Ahnlich wie bei der MoDC-Ausreifung ist dieser

Effekt, zumindest partiell, Uber EP2/4-Rezeptoren vermittelt. Des Weiteren konnte
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gezeigt werden, dass die Inkubation mit einer von vielen Arbeitsgruppen verwendeten
Zytokinkombination, bestehend aus PGE,, TNF-a, IL-18 und IL-6 ebenfalls die
Kreuzprasentation von NY-ESO-1/IC und NY-ESO-1/IMX hemmt.

Die MHC-II-Prasentationsfahigkeit der MoDC wurde fir NY-ESO-1457.470 Peptid,
rekombinantes NY-ESO-1 Protein, sowie Zelllysat als Antigenquellen untersucht. PGE,
bzw. EP-Rezeptoragonisten wurden zu den MoDC entweder 24 h vor (Prainkubation)
oder zur gleichen Zeit (Simultaninkubation) wie das Antigen hinzugefligt. Es konnte
keine Inhibition der Aktivierung von tumorantigenspezifischen CD4" T-Zellen
festgestellt werden. PGE, hat keinen Einfluss auf die Antigenprasentation auf
MHC-II-Molekulen durch MoDC.

4.2 Methodendiskussion

4.2.1 Isolierung und Kultur Monozyten-abgeleiteter dendritischer Zellen

DC konnen direkt aus Blut und Geweben isoliert oder aus einer Vielzahl von
verschiedenen Vorlauferzellen und Subtypen generiert werden (siehe Abschnitt 1.2.1).
Aus mehreren Griinden wurde flir die vorliegende Arbeit die Gewinnung von DC aus
einer Kultur von Monozyten gewahlt. Zum einen kénnen MoDC relativ einfach aus
mononuklearen Zellen des peripheren Blutes innerhalb von 5-7 Tagen in groRer Zahl
generiert werden. Zum anderen sind sie eine sehr gut charakterisierte Population von
DC. Ein weiteres Argument fur die Verwendung von MoDC ist ihr haufiger Einsatz in
klinischen DC-Studien. Die ersten dieser Studien (Nestle et al. 1998; Thurner et al.
1999; Murphy et al. 1999) zeigten bei Patienten mit Malignomen ein immunologisches
und teilweise auch klinisches Ansprechen auf eine Vakzinierung mit MoDC

(zusammengefasst in Steinman und Dhodapkar 2001).

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Verfahren zur Generierung und Kultur von
MoDC ist gut etabliert und entspricht im Wesentlichen den bereits von anderen
Arbeitsgruppen beschriebenen Kulturprotokollen (Romani et al. 1994; Bender et al.
1996; Thurner et al. 1999). Fir die Isolation der CD14" Zellen wurde das magnetische
Verfahren mit dem MACS CD14 Isolation Kit benutzt, da hierdurch eine Reinheit der
CD14" Zellen von (ber 96 %, im Gegensatz zu ca. 60-80 % beim Adharenzverfahren,

erzielt werden kann (Miltenyi et al. 1990).

Ein Kritikpunkt im Zusammenhang mit der Auswahl von MoDC ist, dass nicht
abschlieliend geklart ist, ob die in vitro durch GM-CSF und IL-4 aus Monozyten
generierten MoDC funktionell DC in vivo entsprechen. In vivo wurde die
Differenzierung von DC unter inflammatorischen Bedingungen aus CD14"CD16'CCR2"

Monozyten beschrieben (Shortman und Naik 2007). MoDC-Aquivalente werden nicht in
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nicht-entziindeten humanen Lymphknoten gefunden (Granelli-Piperno et al. 2005).
Dies unterstitzt die Aussage, dass sie eher ein transientes Produkt eines
inflammatorischen Vorgangs darstellen. Ein anderes Modell postuliert, dass sich
Monozyten in vivo nach transendothelialer Migration zu DC differenzieren, wahrend
sich Monozyten, die in die subendotheliale Matrix einwandern, zu Makrophagen
entwickeln (Randolph et al. 1998).

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten MoDC zeigten die von anderen Autoren
beschriebenen charakteristischen phanotypischen und funktionellen Eigenschaften.
Die MoDC wiesen die typische sternformige Zellmorphologie mit multiplen
Zytoplasmaauslaufern auf, exprimierten Adhasionsmolekile (CD11c, CD54, CD58),
kostimulatorische Molekile (CD80, CD86) und antigenprasentierende Molekile (MHC-I
und MHC-II). Sie zeigten eine hohe endozytotische Aktivitat und die Kapazitat allogene
T-Zellen zur Proliferation anzuregen (Daten nicht gezeigt). Somit sind die Daten auf

MoDC anderer Arbeitsgruppen ubertragbar.

4.2.2 Aktivierung dendritischer Zellen mit Prostaglandin E;

In dieser Arbeit wurden die MoDC mit PGE, oder alternativ mit den spezifischen
EP-Rezeptoragonisten 11-deoxy-Prostaglandin E1 (EP2/EP4) bzw. Sulprostone
(EP1/EP3) aktiviert. Die jeweiligen Konzentrationen entsprachen denen aus der
Fachliteratur (Scandella et al. 2002; Luft et al. 2002). Die Ausreifung der MoDC wurde
anhand der Expression von charakteristischen Oberflachenmarkern
durchflusszytometrisch bestimmt. Hierfiir wurde die quantitative Expression der MHC-I-
und MHC-II-Moleklle, des kostimulatorischen Molekiills CD86 und des Reifemarkers
CD83 analysiert. Als positive Kontrolle der vollstandigen Aktivierung wurde als
Stimulus CD40L verwendet, welches eine potente Ausreifung der DC induziert
(Brossart et al. 1998).

4.2.3 Antigenaufnahme dendritischer Zellen

Da apoptotische Tumorzellen mit vielen bekannten und unbekannten Tumorantigenen
eine interessante Antigenquelle fir Tumorvakzinierungen darstellen und DC
apoptotische Zellen bzw. deren Bestandteile phagozytieren, wurden unter anderem
apoptotische SK-Mel 37-Melanomzellen fir die Versuche zur Antigenaufnahme
verwendet. Verschiedene Madaglichkeiten der Apoptoseinduktion von Tumorzellen
wurden in  vitro beschrieben: Virusinfektion (Influenza, EBV, HIV-1),
Roéntgenbestrahlung (Russo et al. 1999), y-Bestrahlung (Shaif-Muthana et al. 2000),
UV-Bestrahlung (Albert et al. 1998), Serum-Deprivation (Berard et al. 2000) und

Hyperthermie (Guermonprez et al. 2002). In Vorversuchen wurden die Wirkungen von



Diskussion 62

verschiedenen Dosierungen einer y-Bestrahlung und Hyperthermiebehandlung auf die
Apoptoseinduktion ermittelt. Die Hyperthermiebehandlung bei 43°C fir zwei Stunden
erwies sich dabei als die effektivste Methode zur Apoptoseinduktion bei den

verwendeten SK-Mel 37-Zellen.

Die Phagozytose apoptotischer SK-Mel 37-Zellen und von CHOpy.gso.1-Zelllysat durch
MoDC wurde mithilfe der Durchflusszytometrie bestimmt. Hierzu wurden die
SK-Mel 37-Zellen mit CFSE markiert (Lyons und Parish 1994). Die MoDC wurden mit
Antikérpern gegen den Panleukozytenmarker CD45 gefarbt, der nicht von den
Tumorzellen exprimiert wird. Die Zellen, die positiv fir CFSE und CD45 waren,
entsprachen somit den DC, die Tumorzellen phagozytiert hatten. Die Bestimmung
doppelt positiver Zellen ist eine etablierte Methode, um die Phagozytosefahigkeit von
DC zu ermitteln (Shaif-Muthana et al. 2000; Russo et al. 1999; Albert et al. 1998).

Zur  Untersuchung der Makropinozytosefahigkeit ~der MoDC  wurden
FITC-Dextran-Partikel verwendet (Sallusto et al. 1995). Die Makropinozytoserate der

DC wurde ebenfalls durchflusszytometrisch bestimmt.

4.2.4 Antigenprasentation auf MHC-I- und MHC-II-Molekiilen

Chow und Mitarbeiter haben mit real time microscopy gezeigt, dass MoDC bereits nach
30 Minuten in der Lage sind, Antigen aufzunehmen und an MHC-II-Molekile gebunden
an der Zelloberflache zu prasentieren (Chow et al. 2002). In der vorliegenden Arbeit
wurden die MoDC fir 4h mit NY-ESO-1 Protein, CHOpnveso.1i-Lysat bzw.
NY-ESO-1/IMX inkubiert. Dieser Zeitraum stellte sich als optimal dar, in dem MoDC
Antigene vollstandig aufnehmen, prozessieren, an MHC-II-Molekile binden und sie
daraufhin an der Zelloberfliche den spezifischen CD4" bzw. CD8" T-Zellen

prasentieren.

Nach Antigenerkennung vermittelt durch Interaktion des MHC-II/Peptid-Komplexes mit
den spezifischen T-Zellrezeptoren werden spezifische CD4" und CD8' T-Zellen
aktiviert und produzieren IFN-y. Der Anteil der IFN-y-produzierenden CD4" T-Zellen
nach MHC-II-Prasentation wurde in der vorliegenden Arbeit mithilfe der intrazellularen
Zytokinfarbung (ICS) gemessen. Mithilfe der Durchflusszytometrie koénnen
IFN-y-produzierende T-Zellen quantitativ bestimmt werden und durch Verwendung von
Antikdperkombinationen den CD4" bzw. CD8" T-Zellen direkt zugeordnet werden
(Welsh 2001). Die intrazelluldre Zytokinmessung ist eine etablierte Methode (Romero
et al. 2004).

Die IFN-y-Produktion der aktivierten CD8" T-Zellen wurde bei den Versuchen zur

Kreuzprasentation zudem mit der ELISPOT-Farbetechnik und ELISA quantitativ
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ausgewertet (Larsson et al. 1999). Bei der Zytokinmessung mittels ELISA wird die
Zytokinproduktion quantitativ im zellfreien Uberstand gemessen. ELISPOT und
intrazellulare Zytokin Farbung (ICS) folgen einem ahnlichen Prinzip, beide Methoden
messen die Aktivierung von antigenspezifischen T-Zellen nach Antigenprasentation
anhand der Zytokinproduktion von einzelnen Zellen. Jedoch bestehen einige
entscheidende Unterschiede zwischen diesen beiden Methoden. Durch die ICS wird
intrazellulares Zytokin gemessen, wohingegen bei der ELISPOT-Farbetechnik Zytokin
gemessen wird, das von der Zelle freigesetzt wurde. Beim ICS werden die T-Zellen zu
einem bestimmten Zeitpunkt fixiert und das intrazellulare Zytokin gemessen. Beim
ELISPOT wird das Zytokin wahrend der gesamten Inkubationszeit kontinuierlich am
Kulturschalenboden gebunden und am Ende der Inkubation anhand der
charakteristischen spots gemessen. Im Gegensatz zum ICS kénnen die Zellen nach
Auswertung durch einen ELISPOT fir weitere Versuche verwendet werden. ELIPSOT
ist aufgrund der hoheren Sensibilitdt besser geeignet, wenn antigenspezifische

T-Zellen in einer geringen Frequenz vorkommen.
4.3 Ergebnisinterpretation im Abgleich mit der Literatur

4.3.1 Aktivierung dendritischer Zellen

Die Aktivierung der antigenprasentierenden DC ist flir die Induktion einer produktiven
Immunantwort erforderlich (Banchereau et al. 2000). Eine Vielzahl von Stimuli, wie der
TLR4-Ligand LPS, das Zytokin TNF-a, das Oberflachenmolekil CD40L und weitere
sind fir die Ausreifung von DC bekannt. Mehrere Arbeitsgruppen haben beschrieben,
dass PGE, die Reifung von MoDC synergistisch mit den proinflammatorischen
Zytokinen TNF-q, IL-1B und IL-6 unterstitzt (Kalinkski et al. 1998; Rieser et al. 1997).
Fur klinische Studien wurden bisher TNF-a (Kugler et al. 2000), die Kombination aus
TNF-a und PGE; (Holtl et al. 1999) und die Kombination aus TNF-a, IL-1(3, IL-6 und

PGE; (Jonuleit et al. 1997) verwendet, um eine Reifung der MoDC zu induzieren.

Es konnte gezeigt werden, dass PGE; auch ohne weitere proinflammatorische
Zytokine Uber eine Aktivierungspotenz verflugt, so dass nach 48-stiindiger Inkubation
die untersuchten Aktivierungsmarker signifikant hochreguliert wurden. Im Vergleich zu
CD40L, war der Effekt jedoch nur maRig stark ausgepragt. Durch den
EP2/4-Rezeptoragonisten 11-deoxy-Prostaglandin E; zeigte sich eine qualitativ und
quantitativ ahnliche Reifung der MoDC wie flir PGE,. Da PGE, seine Wirkungen auf
zellularer Ebene Uber spezifische EP1-4 Rezeptoren vermittelt (Coleman et al. 1990),
kann daraus geschlossen werden, dass PGE; seine stimulatorische Reifungswirkung

Uber EP2/EP4-Rezeptoren vermittelt. Diese Resultate stimmen mit Ergebnissen
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anderer Gruppen Uberein, die gezeigt haben, dass PGE, die von ihnen untersuchten
Funktionen, wie IL-12- und IL-10-Produktion und Migration der DC Uber einen
EP2/EP4-abhangigen Mechanismus beeinflusst (Harizi et al. 2003; Legler et al. 2006;
Luft et al. 2002; Scandella et al. 2002).

4.3.2 Antigenaufnahme dendritischer Zellen

DC nehmen Uber verschiedene Mechanismen, wie Phagozytose, Rezeptor-vermittelte
Endozytose, Makro- und Mikropinozytose Antigen in endosomale Kompartimente auf.
Die Fahigkeit der DC Antigen effizient aufzunehmen ist entscheidend flr die
Aktivierung spezifischer CD4" T-Zellen und CTL (Lanzavecchia 1990). Die
Antigenaufnahmefahigkeit von DC kann durch verschiedene Faktoren gehemmt
werden. Es ist bekannt, dass Stimuli, wie TNF-a, LPS, IL-1B, CD40L sowie EDTA, die
Uber den Mannose Rezeptor vermittelte Endozytose der DC hemmen (Sallusto et al.
1995). Die Makropinozyose der DC wird unter anderem durch Cytochalasin D
(Racoosin und Swanson 1989) und Amilorid (Hewlett et al. 1994) gehemmt. Rieser und
Mitarbeiter zeigten, dass PGE, in Kombination mit TNF-a die Mannose-Rezeptor

vermittelte Endozytose von DC hemmt (Rieser et al. 1997).

In unseren Untersuchungen zeigte sich, dass durch Inkubation der MoDC mit PGE,
alleine bzw. mit den spezifischen EP-Rezeptoragonisten weder die Phagozytose von
apoptotischen Tumorzellen bzw. Zelllysat noch die Makropinozytose von FITC-Dextran
40 kDa Partikeln beeinflusst wurde.

4.3.3 Auswahl der Antigene und der Antigenformulierungen

Ein wichtiger Punkt bei der Entwicklung einer DC-basierten Tumorvakzine ist die Wahl
des Antigens. DC konnen mit unterschiedlichen undefinierten oder definierten
Tumorantigenen durch verschiedene Methoden beladen werden. Das ideale
Tumorantigen sollte ein groRes Repertoire an antigenspezifischen CD4" und
CD8" T-Zellen mit einer hohen Affinitat zum jeweiligen Tumorantigen, das von den
Tumor- oder umliegenden Stromazellen prasentiert wird, induzieren. Die am haufigsten
verwendeten Antigenpraparationen sind Peptide, Tumorzelllysate, apoptotische Zellen,
Proteine und transfizierte RNA bzw. DNA (Figdor et al. 2004).

Peptid-basierte Vakzine arbeiten mit Antigensequenzen, die vorher als die minimalen
CD8" oder CD4" T-Zell-Epitope identifiziert wurden. T-Zell-Antworten auf solche
Peptid-basierten Vakzine sind auf die ausgewahlten Peptide beschrankt und auf die

Patienten limitiert, die den jeweils zum Patienten passenden HLA-Genotyp besitzen.
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In den beschriebenen Versuchen zur Antigenprasentation wurde das NY-ESO-1
Protein als Antigen verwendet. Dieses cancer-testis antigen wurde von einer Gruppe
am LICR entdeckt und ist ein vielversprechendes Antigen (Chen et al. 1997), das auf
vielen verschiedenen Tumoren nachgewiesen werden konnte (siehe Abschnitt 1.3).
Die Immunogenitat und die auf Tumorgewebe beschrankte Expression hat NY-ESO-1
zu einem wichtigen Kandidaten fir die Entwicklung einer Tumorvakzine gemacht.
NY-ESO-1 wurde als rekombinantes Protein in mehreren, auch klinischen, Studien
verwendet (Nagata et al. 2002; Davis et al. 2004). Der groRe Vorteil bei der Nutzung
von Protein-Antigen fir eine Vakzine ist die Mdglichkeit multiple MHC-I- und

MHC-Il-restringierte T-Zell-Antworten zu generieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde in den Versuchen zur MHC-II-Prasentation neben
rekombinantem NY-ESO-1 Protein auch Zelllysat von NY-ESO-1-transfizierten
CHO-Zellen als Antigenquelle verwendet. Die Verwendung von Tumorzelllysat ist im
Hinblick auf die Induktion einer Antitumor-Immunitat attraktiv, weil im Lysat das
gesamte antigene Spektrum der Tumorzellen enthalten ist (Fiels et al. 1998;
Nestle et al. 1998). Die Tumorzelllysate haben allerdings sowohl in vivo als auch in
vitro den Nachteil, dass durch den Mangel an definierten Antigen-Epitopen eine exakte
quantitative Bestimmung der antigenspezifischen T-Zellen erschwert ist (Timmermann
und Levy 1999). Damit die Induktion antigenspezifischer T-Zellen durch Tumorzelllysat-
beladene DC trotzdem beurteilt werden kann, konnen Indikatoren fir die T-Zell-
Aktivierung, wie die Induktion einer Tumorzelllysat-induzierten T-Zell-Proliferation, die
Expression von T-Zell-Aktivierungsmarkern und das Zytokin-Profil in den Kokulturen
mit Tumorzellen oder DC, untersucht werden. Im Vergleich zur Beladung von DC mit
einem einzelnen Peptidantigen fihrt die Lysatbeladung zu einer deutlich niedrigeren
T-Zell-Proliferationsrate (Peiper et al. 1997). Dieser Unterschied beruht wahrscheinlich
auf der Tatsache, dass es, aufgrund der grof3en Zahl von antigenen Epitopen im
Tumorzelllysat und der dadurch bedingten geringeren Prasentationsdichte der
einzelnen Epitope auf den DC, zu einem geringerem Proliferationsstimulus fir die
jeweiligen T-Zell-Klone kommt (Constant et al. 1997). Andererseits kdnnen
Tumorzelllysate immunsuppressive Molekile, wie z.B. TGF-f oder Galectin-1

enthalten, was sich auf die Antigenprasentation negativ auswirken kann.

Wie bereits beschrieben, bietet eine Protein-basierte Vakzine die Mdglichkeit eine
Immunantwort gegen ein weitaus grofieres Spektrum an MHC-I-Epitopen zu induzieren
als eine Peptid-basierte Vakzine, jedoch ist die Kreuzprasentation von I&slichem
Protein im Gegensatz zu praformiertem Peptid sehr ineffizient. Die Effizienz der
Kreuzprasentation kann gesteigert werden, indem das Antigen in einem

Antigen-Antikérper Immunkomplex gebunden auf die Fc-y Rezeptoren gerichtet wird
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(Rodriguez et al. 1999; Regnault et al. 1999; Dhodapkar et al. 2002; Nagata et al.
2002). Eine alternative Mdglichkeit besteht in der Formulierung des Antigens mit
Adjuvanzien, wie dem ISCOMATRIX® adjuvant.

Fir die Untersuchungen zur Kreuzprasentation in der vorliegenden Arbeit wurde zum
einen NY-ESO-1/IC, ein Immunkomplex bestehend aus rekombinantem NY-ESO-1
Protein und dem Antikérper anti-NY-ESO-1 mAk (Klon ES121), und zum anderen
NY-ESO-1/ISCOMATRIX®, die Formulierung aus dem rekombinanten NY-ESO-1
Protein und ISCOMATRIX® adjuvant, verwendet. 1984 beschrieben Morein und
Mitarbeiter erstmals den immunstimulatorischen Komplex (ISCOM) als Methode der
Antigenformulierung. Durch eine Vielzahl an Tier- und Humanstudien konnte die
Sicherheit, Immunogenitat und Wirksamkeit von ISCOM-basierten Vakzinen
nachgewiesen werden (Sjolander et al. 2001; Frazer et al. 2004; Davis et al. 2004). Die
Schlisselqualifikation der ISCOM-basierten Vakzine ist die Induktion einer potenten
humoralen (Polakos et al. 2001), sowie zellularen Immunantwort mit Aktivierung von
Tumor- und Virus-spezifischen CTL (Rimmelzwaan et al. 2000; Ennis et al. 1999;
Sjolander et al. 2001).

Der exakte Mechanismus, mit dem ISCOM-basierte Vakzine CTL induzieren, ist noch
nicht abschlieBend geklart. Die Fahigkeit CTL zu induzieren impliziert jedoch bereits,
dass Antigene, die in der ISCOM-basierten Vakzine formuliert sind, Zugang zu
intrazelluldren Prozessierungswegen erhalten, die flir die Generierung von
Peptidfragmenten und deren anschlieRende Beladung auf die MHC-I-Molekule
verantwortlich sind (Guan et al. 2002; Le et al. 2001). Schnurr und Mitarbeiter konnten
zeigen, dass NY-ESO-1/IMX im Zytosol unabhangig vom Proteasom uber die

zytosolische Protease Tripeptidyl Peptidase Il prozessiert wird (Schnurr et al. 2009).

ISCOMATRIX® adjuvant-basierte Vakzine haben eine Reihe von giinstigen
Eigenschaften fir die Verwendung in der Tumorimmuntherapie. Dazu gehoéren (a) die
Abwesenheit von potentiellen Sicherheitsrisiken, die mit lebenden viralen oder
bakteriellen Vektorsystemen und DNA assoziiert sind; (b) die Maoglichkeit zur
wiederholten Nutzung aufgrund fehlender Induktion von neutralisierenden
Antikérperantworten; (c) die Induktion von effektiven CD8" T-Zell-Antworten und
Antikdrpern (Lenarczyk etal. 2004) und (d) die Ausnutzung des vollstandigen
Repertoires an MHC-I- und MHC-II-Epitopen, durch die Verwendung von Protein als
Antigen (Marakovsky et al. 2004).

Schnurr und Mitarbeiter haben Uberdies gezeigt, dass die Formulierung eines Antigens
mit IMX die Kreuzprasentation erheblich verbessert und im Gegensatz zu

Immunkomplexen, einen alternativen Prozessierungsweg in DC ansteuert (Schnurr et
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al. 2005). Weiterhin bietet die Formulierung mit IMX den erheblichen Vorteil, dass die
Antigenprasentationszeit der MoDC verlangert wird. Dies ist bei der Vakzinierung von
Tumorpatienten relevant, da die injizierten MoDC ein bis zwei Tage bendtigen, um zu
den Lymphknoten zu migrieren, wo sie T-Zellen die aufgenommenen Antigene

prasentieren (De Vries et al. 2003; Morse et al. 1999).

Rekombinantes NY-ESO-1 Protein mit IMX formuliert ergibt eine potente Antitumor-
Vakzine, die von DC in vitro gut aufgenommen wird und sowohl eine effektive
humorale, als auch CD8" CTL-Antwort in Tumormodellen bei Mausen induziert
(Marakovsky et al. 2004). Eine klinische Phase | Studie, die eine Vakzine mit
NY-ESO-1 Protein formuliert mit IMX verwendete, zeigte bei Patienten mit
NY-ESO-1-exprimierenden Tumoren eine gute Vertraglichkeit der Vakzine. Die
Vakzine war in der Lage, in der Mehrzahl der Tumorpatienten humorale und zellulare
Immunantworten gegen multiple NY-ESO-1-Epitope hervorzurufen (Davis et al. 2004).
Bei 100 % der Vakzine-Empfanger wurden Antikdrper-Antworten registriert und in 69 %
bzw. 38 % der Falle CD4" und CD8" T-Zell-Antworten.

4.3.4 Antigenprasentation auf MHC-lI-Molekiilen durch dendritische
Zellen

DC sind in der Lage eine Vielzahl endozytierte Antigene auf MHC-II-Molekllen zu
prasentieren (Uberblick in Villadangos 2001; Wilson und Villadangos 2005). Der Ablauf
und die Mechanismen der MHC-lI-Prasentation von DC wurden in den letzten Dekaden

intensiv untersucht (siehe Abschnitt 1.2.3).

Es wurden verschiedene Faktoren identifiziert, die die MHC-II-Prasentation regulieren.
In dem MHC-II-Prasentationsweg kontrollieren lysosomale Proteasen der Kathepsin
(Cat) Familie die Prozessierung von Antigen (Villadangos et al. 2000). Um prozessierte
Peptide an die MHC-II-Moleklile =zu binden, muss die Bindungsstelle des
MHC-Il o8 Dimers von MHC-lI-assoziiertem li Peptid (CLIP) durch die Proteasen
befreit werden (Wolf und Ploegh 1995; Lotteau et al. 1990). Die Konversion von lip10
zu CLIP wird durch Cathepsin (Cat) S vermittelt (Shi et al. 1999; Nagawa et al. 1999).
Dieser Schritt ist besonders entscheidend, da hierdurch die MHC-II-Molekile von
einem Retentionssignal, dass von li kodiert ist, befreit werden. Dieses Retentionssignal
verhindert, dass die MHC-II-lip10 Komplexe vom Endosom zur Zelloberflache
migrieren (Driessen et al. 1999). Die Protease Cat S kann durch Cystatin C inhibiert
werden (Pierre und Mellman 1998). Cat B ist flir den Abbau und die Degradation von
Peptiden, Proteinen und Toxinen, die Uber Endo- oder Phagozytose in die Zelle
eindringen, verantwortlich (Authier et al. 1996). IL-10 inhibiert die MHC-II-Prasentation
der DC, indem es die Degradation der Antigene durch Cat B mindert und die Aktivitat
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von Cat S hemmt (Fiebiger et al. 2001). Des Weiteren ist bekannt, dass die
MHC-II-Prasentationsfahigkeit der DC durch Anhebung des lysosomalen pH inhibiert

werden kann (Trombetta et al. 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurden fir die Untersuchungen zur MHC-II-Prasentation
frisch isolierte und kryopraservierte MoDC verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass
die MHC-II-Prasentationsfahigkeit der MoDC weder durch die Inkubation mit PGE;
noch mit den spezifischen EP-Rezeptoragonisten 11-deoxy-Prostaglandin E; und
Sulprostone signifikant gehemmt wurde. Dies traf sowohl fiir die Prainkubation als auch
fir die Simultaninkubation der MoDC mit PGE; zu.

Diese Ergebnisse sind konform mit der bisherigen Literatur. Eine Studie von Braun und
Mitarbeitern stellte den Gebrauch von PGE, fir die Ausreifung von DC in
Vakzinierungsversuchen in Frage. Sie zeigten in ihrer Arbeit, dass durch die
Ausreifung der DC mit PGE, in Kombination mit anderen Reifungsstimuli Indoleamin
2,3-Dioxygenase (IDO) stark hochreguliert wird (Braun et al. 2005). IDO ist ein
intrazelluldres Enzym, das in DC und Makrophagen nachweisbar ist und Tryptophan
abbaut. Wenn es von DC exprimiert wird, unterdrickt es die T-Zell-Proliferation,
verkiirzt das Uberleben der T-Zellen und kann eine Toleranzentwicklung férdern
(Mellor et al. 2004; Grohmann et al. 2003). Krause und Mitarbeiter konnten hingegen
zeigen, dass unter klinisch relevanten Bedingungen die Verwendung von PGE, zur
Ausreifung der DC zwar aktiv die Expression von IDO induziert, PGE;, jedoch nicht
elementar fur die Induktion von IDO ist und dass durch IDO nicht die Fahigkeit der DC
zur Stimulation der CD4" T-Zellen beeintréachtigt wird (Krause et al. 2007). Auch Rubio
und Mitarbeiter zeigten, dass nach Ausreifung der DC mit PGE, die
MHC-II-Prasentation von exogenem Protein durch die MoDC nicht gehemmt, sondern

sogar eher verbessert wird (Rubio et al. 2005).

4.3.5 Kreuzprasentation auf MHC-I-Molekiilen durch dendritische Zellen

Die Kreuzprasentation ermdglicht den DC exogenes Antigen auf MHC-I-Molekilen zu
prasentieren. Hierdurch stimulieren sie eine CD8" T-Zell-Antwort und bewirken eine
Differenzierung der CD8" T-Zellen zu antigenspezifischen CTL (Young und Steinman
1990), die in der Lage sind Tumorzellen zu eliminieren. Diese Fahigkeit ist ein wichtiger
Faktor in der Strategie DC fur eine Anti-Tumor-Vakzine bei Patienten zu benutzen. Es
hat sich gezeigt, dass MoDC neben CD1c* PBDC am besten in der Lage sind,

formuliertes Protein auf MHC-I-Molektlen zu prasentieren (Schnurr et al. 2005).

Antigene, die auf MHC | Molekulen prasentiert werden, werden Uber Endozytose

aufgenommen. Es konnte gezeigt werden, dass NY-ESO-1 formuliert als



Diskussion 69

Immunkomplex oder mit ISCOMATRIX effizient von MoDC aufgenommen wird
(Schnurr et al. 2005; Nagata et al. 2002). Da die meisten CD8" T Zell-Epitope im
Zytosol generiert werden, wo die Degradierung der Antigene durch das Proteasom und
weitere Proteasen stattfindet (Shastri et al. 2002), ist die Translokation der Antigene
vom Endozytotischen Kompartiment ins Zytosol essentiell. Die Peptide, die durch die
zytosolischen Proteasen generiert werden, werden dann Uber TAP in das
Endoplasmatische Retikulum transportiert, wo sie an MHC-I-Molekiile gebunden an die
Zelloberflache transportiert werden. Schnurr und Mitarbeiter konnten zeigen, dass
NY-ESO-1 formuliert als Immunkomplex Uber einen Proteasomen-abhangigen Weg
prozessiert wird. NY-ESO-1/IMX hingegen, wird Uber einen Proteasomen
unabhangigen Weg prozessiert und bendtigt die zytosolische Protease Tripeptidyl

Peptidase Il (TPPII) zur Antigendegradierung (Schnurr et al. 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Prasentation von MHC-I-restringiertem Peptid
durch die MoDC zur Kontrolle der Versuchsbedingungen durchgefuhrt. Es konnte
gezeigt werden, dass PGE, die MHC-I Prasentationsfahigkeit von NY-ESO-1 Peptid
durch die MoDC nicht beeinflusst. Die MHC-I-Prasentation sowohl von NY-ESO-1/IC,
als auch von NY-ESO-1/IMX hingegen wurde durch Inkubation mit PGE, signifikant
inhibiert. Hierbei konnte eine dosisabhangige Wirkung gezeigt werden. Auch der EP2/4
Rezeptoragonist 11-deoxy Prostaglandin E1 bewirkte eine Inhibierung der
Kreuzprasentationsfahigkeit der MoDC, wohingegen der EP1/3-Rezeptoragonist
Sulprostone keine signifikante Wirkung diesbeziglich auf die MoDC aufwies. Wie
schon in den Versuchen zur Ausreifung der MoDC ersichtlich, kann daraus
geschlossen werden, dass PGE, auch die inhibierenden Effekte auf die
Kreuzprasentationsfahigkeit der MoDC zumindest teilweise durch den EP2/4 Rezeptor

ausubt.

In den Experimenten zur Antigenaufnahme wurde gezeigt, dass PGE, den Schritt der
Antigenaufnahme Uber Endozytose nicht negativ beeinflusst. Im Gegensatz zur
Kreuzprasentation wurde die MHC-II Prasentation von Protein und von Zelllysat durch
PGE; nicht gehemmt. Da die Antigenaufnahme, die MHC-II-Prasentation von Protein
und Lysat und die MHC | Prasentation von Peptid nicht durch PGE, beeinflusst
wurden, beruht die Hemmung der Kreuzprasentationsfahigkeit der MoDC auf
inhibitorischen Effekten von PGE,, die direkt auf die spezifischen Mechanismen der
Kreuzprasentationswege der MoDC wirken. Da PGE; gleichermal’en sowohl die
Kreuzprasentation von NY-ESO-1/IC, als auch die Kreuzprasentation von
NY-ESO-1/IMX hemmt, ist eine selektive Hemmung der spezifischen Mechanismen,
wie die Inhibierung des Proteasoms, der Retranslokation vom Phagosomen-ER

Kompartiment ins Zytosol, der Spaltung durch zytosolische Peptidasen und von TPPII,



Diskussion 70

eher unwahrscheinlich. In der Literatur finden sich keine Untersuchungen zum Einfluss
von PGE; auf die genannten Schritte. Kovacsovics-Bankowski und Rock zeigten, dass
die Kreuzprasentation durch Proteasom-Inhibitoren gehemmt werden kann
(Kovacsovics-Bankowski und Rock 1995). Lactacystin, ein Proteasom Inhibitor hemmt
die Kreuzprasentation von NY ESO-1/IC, wohingegen die Kreuzprasentation von
NY-ESO-1/IC unbeeinflusst bleibt. Umgekehrt inhibiert AAF CMK, ein Inhibitor von
TPPI und TPPII, die Kreuzprasentation von NY-ESO-1/IMX ohne die Prasentation von
NY-ESO-1/IC zu hemmen (Schnurr et al. 2005; Schnurr et al. 2009).

Somit bleiben mehrere mdgliche Angriffspunkte von PGE, auf die verschiedenen
Schritte der Kreuzprasentation. Nach der Aufnahme des Antigens in das Phagosom
Uber Phagozytose fusioniert das Phagosom mit dem ER. Dieser Schritt wird unter
anderem durch das Rab5 Protein reguliert (Duclos et al. 2000). Es findet sich in der
Literatur keine Untersuchungen im Bezug auf den Einfluss von PGE, auf diesen
Schritt. Ein weiterer moglicher Mechanismus ist die spezifische Hemmung von TAP,
der die Peptide vom Zytosol ins ER transportiert (York und Rock 1996). Schnurr und
Mitarbeiter konnten zeigen, dass ICP-47, ein virales Protein, das mit TAP interferiert,
die Kreuzprasentation sowohl von NY-ESO-1/IC, als auch von NY-ESO-1/IMX hemmt
(Schnurr et al. 2009). Zu dem spezifischen Einfluss von PGE, auf TAP gibt es noch
keine Untersuchungen in der Literatur. Das Beladen der MHC-I-Molekile und die
abschliellende Prasentation auf der Zelloberflache mit einem vermehrten turn over der
MHC-I/Peptidkomplexe sind weitere, noch nicht untersuchte, mdgliche Angriffspunkte

fur die Hemmung der Kreuzprasentation durch PGE.

Fir nachfolgende Studien bleiben die genauen Mechanismen der Inhibition der

Kreuzprasentation durch PGE; zu klaren.

4.3.6 Verwendung von Prostaglandin E; in DC-basierten

Tumorvakzinierungsstudien

PGE, wird von vielen Gruppen in Kombination mit TNF-a, IL-1 und IL-6 als
Reifestimulus fir DC in klinischen DC-basierten Tumorvakzinierungsstudien verwendet
(Thurner et al. 1999; Jonuleit et al. 1997). Dieser Zytokin-Cocktail wurde auch als
»Goldstandard” der DC-Reifung bezeichnet. Von Steinbrink und Mitarbeiter haben beim
Vergleich verschiedener Prostaglandine PGE; als potentestes Prostaglandin fiir eine
vollstandige Ausreifung der DC identifiziert (Steinbrink et al. 2000).

Die Polarisierung von T-Zellen in Richtung einer Th1- oder Th2-Antwort ist
entscheidend fir den Verlauf der Immunantwort (Mosmann und Sad 1996). Die DC

erflllen eine wichtige Funktion bei der Regulierung der Th1- und Th2-Antworten (Liu et
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al. 2001; siehe Abschnitt 1.2.2), die durch die verschiedenen Kulturbedingungen und
Aktivierungssignale bestimmt zu werden scheinen (Tanaka et al. 2000). Die
Auswirkungen von PGE, auf die Polarisierung der T-Zell-Antwort durch die DC wird
kontrovers diskutiert. Kalinski und Mitarbeiter sowie Luft und Mitarbeiter zeigten, dass
PGE; zu einer Verlagerung der CD4" T-Zell-Antwort in Richtung einer Th2-gerichteten
Immunantwort fihrt (Kalinski et al. 2001; Luft et al. 2002) und die Produktion von IL-10
induziert. IL-10 Ubt suppressive Effekte auf die zellvermittelte Immunantwort und auf
die Th1-Antwort aus (Kalinski et al. 1997). Die Aktivierung von DC mit PGE, férdert nur
die Freisetzung der IL-12p40 Untereinheit, wahrend das fir eine Th1-Polarisation
bendtigte bioaktive IL-12p70 nicht nachweisbar ist (Kalinski et al. 2001). PGE; inhibiert
die Produktion von IFN-yund IL-2 durch die Th1-Zellen (Hilkens et al. 1996). Im
Gegensatz hierzu beschreiben Rubio und Mitarbeiter, dass mithilfe von PGE, gereifte
MoDC eine Differenzierung von naiven T-Zellen zu Th1-Zellen induzieren, die
IFN-y produzieren (Rubio et al. 2005).

Uber die Effekte von PGE, auf die CD8" T-Zellen ist weniger bekannt. Es wurde
gezeigt, dass PGE, die CD8" T-Zell-Proliferation hemmen kann und die
IFN-y-Produktion der CD8" Zellen verringert (Hendricks et al. 2000; Ganapathy et al.
2000).

Luft und Scandella haben sich mit den Effekten von PGE, auf die Migration der DC
beschaftigt. PGE, verfiigt (iber die Fahigkeit, die migratorischen Eigenschaften der DC
nach Kontakt mit einem Gefahrensignal zu steigern, so dass die Migration zu den
Lymphknoten fiir die Antigenprasentation an die T-Zellen initiiert wird (Scandella et al.
2002). Luft und Mitarbeiter haben gezeigt, dass MoDC, die in der Gegenwart von
PGE,, TNF-a und IL-1B gereift sind, den Rezeptor CCR7 hochregulieren und effizient
in Richtung der Lymphknoten-weisenden Chemokine CCL19 oder CCL21 wandern
(Luft et al. 2002). PGE; stellte sich hier als entscheidender migrationsfordernder Faktor

heraus.

Harizi und Mitarbeiter konnten demonstrieren, dass PGE, die MHC-II-Expression von
DC inhibiert und ihre Fahigkeit zur T-Zell-Proliferation mindert (Harizi et al. 2001).
Dieser inhibitorische Effekt von PGE; wird Gber eine Erhéhung von IL-10 vermittelt, die
wiederum in einer niedrigen Konzentration von IL-12p70 und einer geminderten

stimulatorischen Funktion der DC resultiert (Harizi et al. 2002).

PGE, verfugt, insbesondere in Kombination mit anderen Reifungsstimuli, Uber die
winschenswerten ausreifenden Effekte auf die MoDC und induziert ihre
migratorischen Fahigkeiten, die es ihnen ermdglichen in die Lymphknoten zu

gelangen, um dort auf die T-Zellen zu treffen. Des Weiteren inhibiert PGE, nicht die
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Antigenaufnahme, wie in den Versuchen gezeigt wurde. Jedoch sind die
inhibitorischen Effekte auf die Kreuzprasentation limitierend fir die Benutzung von
PGE, zur Ausreifung von MoDC fir eine Protein-basierte DC-Vakzinierung, da eine
reduzierte Kreuzprasentation einer Induktion der gewinschten CTL-Antwort entgegen
steht. Zur Ausreifung von MoDC stehen viele andere Faktoren und Zytokine, wie
TNF-a, CD40L und IL-6, zur Verfiigung. Eine potentielle Alternative fir die Induktion
der Migrationsfahigkeit der DC ist das Adeninnukleotid ATP (Schnurr et al. 2003). Ein
hemmender Einfluss von ATP auf die Kreuzprasentation wurde nicht beobachtet

(Schnurr, personliche Mitteilung).

4.3.7 Mogliche Rolle von Prostaglandin E; auf die Tumorimmunantwort

Viele Tumore sind in der Lage eine Immuntoleranz zu férdern und eine effektive
antitumorale Immunantwort zu verhindern (Ruiz et al. 1992). Hierflr sind verschiedene
Mechanismen verantwortlich: Eine natirliche Selektion von Tumorzellvarianten, die
Runterregulierung von HLA Klasse | Antigen, der Verlust von Oberflachenantigenen,
das Fehlen von kostimulatorischen Molekilen und die Produktion von
immunsuppressiven Zytokinen und Chemokinen. Tumorzellen produzieren eine Vielfalt
von Zytokinen und Chemokinen, die einen negativen Effekt auf die Reifung und
Funktion von Immunzellen haben. Neben PGE, handelt es sich hierbei hauptsachlich
um IL-10, TGF-B und VEGF. Die mangelnde Aktivierung des Immunsystems bei
Tumorpatienten wird der Sekretion dieser immunsuppressiven Zytokine zugeschrieben.
Mehrere Gruppen haben gezeigt, dass die Expression von COX-2 und die Produktion
von PGE; in diversen Tumoren erhoht sind (Kargman et al. 1995; Hwang et al. 1998;
Ristimaki et al. 1997; Tucker et al. 1999; Shiota et al. 1999). PGE, foérdert das
Tumorzelliberleben indem es die Tumorzellapoptose durch Bcl-2-Expression inhibiert
und eine Tumorzellprogression, durch Veranderung der Zellmorphologie und erhohte
Zellmotilitat, fordert (Sheng et al. 1998). PGE,; inhibiert die Produktion von IL-12p70
und erhoht die IL-10 Produktion der Makrophagen (Harizi et al. 2002). IL-10 besitzt die
Fahigkeit die Aktivierung von Immunzellen auf verschiedenen Wegen zu hemmen, wie
z. B. durch die Inhibierung der Differenzierung, Ausreifung und Funktion von DC und
die Steigerung der Apoptose (Corinti et al. 2001; Ludewig et al. 1995). IL-10 hemmt die
Antigenprasentation, die IL-12p70 Produktion und die Induktion von Th1-Antworten in
vivo (De Smedt et al. 1997). Des Weiteren schutzt IL-10 die Tumorzellen vor CTL
durch die Runterregulierung von HLA Klasse | und Il und ICAM-1 (Yue et al. 1997).
Zudem inhibiert PGE; die Funktion und Proliferation von CD4" T-Zellen (He und Stuart
1999).
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4.4 Klinische Relevanz und Ausblick

In klinischen Phase | und Phase Il Studien wurde die generelle Sicherheit und
Durchfuhrbarkeit einer Vakzinierung mit DC fir die Immuntherapie von Malignomen
nachgewiesen. Einige klinische Studien mit Tumorvakzinen auf der Basis von MoDC
zeigten ermutigende, wenn auch bei weitem noch nicht zufriedenstellende Ergebnisse
(Nestle et al. 1998; Thurner et al. 1999; Pecher et al. 2002; Slingluff et al. 2003;
Yamanaka et al. 2003).

Fir eine effektive Tumorvakzine mit einer erfolgreichen Anti-Tumor-Antwort sind
folgende Faktoren zu optimieren: DC-Typ, ex vivo Stimulierung und Manipulation der
DC, Wahl des Antigens und Adjuvans, Injektionsort und Zeit und Dosierung der
Vakzine. Die Wahl des Antigens beeinflusst die Spezifitdt der Immunantwort,
wohingegen die Wahl des Adjuvans die Qualitdt und Starke der Anti-Tumor-Antwort
bestimmt (Nestle etal. 2005). Das cancer-testis antigen NY-ESO-1, das in der
vorliegenden Arbeit verwendet wurde, ist ein vielversprechendes Tumorantigen fir

eine Vakzin-basierte Immuntherapie von Malignomen (Marakovsky et al. 2004).

MoDC sind die am haufigsten verwendeten DC fir klinische Vakzinierungsstudien. Sie
werden durch die, auch haufig als ,Goldstandard“ bezeichnete, Kombination aus
TNF-a, IL-1B, IL-6 und PGE; aktiviert (Figdor et al. 2004). Es ist bekannt, dass PGE;
einen negativen Einfluss auf Th1-gerichtete Immunantworten hat. Der geringe Anteil an
klinischen Antworten in momentanen Studien unterstitzt die Bedenken (Nestle
et al. 2005), dass neben weiteren Faktoren die Stimulierung der DC noch nicht optimal
ist. In der vorliegenden Arbeit konnte nun eine mogliche Ursache fur die geringe Anti-
Tumor Antwort gezeigt werden. PGE, besitzt eine inhibierende Wirkung auf die
Kreuzprasentation von Protein-Antigen und hemmt somit die Induktion einer
tumorspezifischen CTL-Antwort, die fur eine effektive Tumorbekampfung notwendig ist.
Ferner hemmt PGE, die Synthese von bioaktivem IL-12p70, das fur eine
Th1-gerichtete Immunantwort erforderlich ist. Die Benutzung von PGE, als
Reifestimulus fur MoDC in klinischen Studien muss somit nochmals kritisch Uberdacht
werden. Insbesondere sollten alternative Wege der Aktivierung und der
Migrationsinduktion untersucht werden. Eine Alternative fir PGE, ware z. B. das
Adeninnukleotid ATP, das ebenfalls eine CCR7-gerichtete Migration der DC fordert,

aber nach unseren Erkenntnissen nicht negativ die Kreuzprasentation beeinflusst.
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5 Zusammenfassung

Im Mittelpunkt der Arbeit stehen die Auswirkungen des Prostanoids Prostaglandin E;
(PGE,) auf die Fahigkeit von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen (MoDC) zur
Antigenprasentation auf MHC-I- und MHC-II-Molekulen. Die Kreuzprasentation von
exogenem Antigen auf MHC-I-Molekilen ist eine entscheidende Fahigkeit der
dendritischen Zellen (DC), die es ihnen ermdglicht zytotoxische T-Zellen zu aktivieren.
PGE; wird in Aktivierungsprotokollen als ,Goldstandard“ in Kombination mit Zytokinen,
wie TNF-a, IL-1B und IL-6, als Reifestimulus fir DC in klinischen DC-basierten
Tumorvakzinierungsstudien verwendet. Bisher wurde Uber den Effekt von PGE, auf die

Antigenprasentation von Tumorantigen in Proteinform nicht berichtet.

In dieser Arbeit wurde die Auswirkung von PGE, und spezifischen
EP-Rezeptoragonisten auf verschiedene Funktionen von MoDC, die fir die
Antigenprasentation auf MHC-I- und MHC-II-Molekilen relevant sind, untersucht.
Zuerst wurde die Auswirkung von PGE, und den EP-Rezeptoragonisten auf die
Ausreifung der MoDC untersucht. Hierbei wurde ersichtlich, dass MoDC nach
Inkubation mit PGE,, vermittelt Uber EP2/4-Rezeptoren, die Aktivierungsmarker HLA-A,
HLA-B und HLA-C3, HLA-DR, CD83 und CD86 hochregulieren.

Als nachstes wurde der Einfluss von PGE, auf die Antigenaufnahmefahigkeit der
MoDC untersucht. Hierbei wurde die Phagozytosefahigkeit anhand von Zelllysat und
apoptotischen Tumorzellen und die Makropinozytosefahigkeit anhand von
Dextran-Partikeln analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass weder PGE, noch

spezifische EP-Rezeptoragonisten die Antigenaufnahme signifikant beeinflussten.

Durch Prasentation von Antigen auf MHC-II-Molekulen sind DC in der Lage,
tumorspezifische CD4" T-Zellen zu aktivieren. Die MHC-II-Prasentationsfahigkeit der
MoDC unter dem Einfluss von PGE, wurde mit NY-ESO-1457.170 Peptid, NY-ESO-1
Protein sowie mit NY-ESO-1-transfiziertem CHO-Zelllysat als Antigenquellen
untersucht. PGE, wurde zu den MoDC entweder 24 h vor (Prainkubation) oder zur
gleichen Zeit wie das Antigen (Simultaninkubation) hinzugefigt. Die Versuche
ergaben, dass die MHC-II-Antigenprasentation der MoDC durch PGE; nicht signifikant

beeinflusst wird.

Die Auswirkung von PGE, auf die Kreuzprasentationsfahigkeit der MoDC wurde mit
einer Formulierung aus NY-ESO-1 Protein und dem ISCOMATRIX® adjuvant
(NY-ESO-1/IMX) und einem Immunkomplex bestehend aus NY-ESO-1 Protein und
dem Antikorper anti-NY-ESO-1 mAk (Klon ES121; NY-ESO-1/IC) untersucht. Hierbei

konnte gezeigt werden, dass sowohl die Kreuzprasentation von NY-ESO-1/IMX als
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auch von NY-ESO-1/IC durch PGE; dosisabhangig signifikant gehemmt wurde. Dieser
Effekt wird, ahnlich wie die Zell-Reifung, Uber die EP2/4-Rezeptoren vermittelt.

Zusammenfassend erlauben die Ergebnisse den Schluss, dass PGE, Uber einen
EP2/4-Rezeptor-vermittelten Mechanismus die Kreuzprasentationsfahigkeit der MoDC
inhibiert, ohne jedoch die Antigenaufnahme oder die MHC-II-Prasentation signifikant zu
beeinflussen. Eine klinische Relevanz der Ergebnisse besteht bei der Verwendung von
DC fiur therapeutische Tumorvakzinierungen zur Induktion einer gegen Malignome
gerichteten Immunantwort. Die Benutzung von PGE; als Reifestimulus fir MoDC, die
mit Protein-Antigenen gepulst werden, birgt das Risiko, die Induktion von

tumorantigenspezifischen CD8" T-Zellen negativ zu beeinflussen.
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