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1. EINLEITUNG

1.1 Ziele der Arbeit

Die Prognose bei der Diagnose ,Pankreaskarzinom® ist quo ad vitam als
ungunstig zu beurteilen. Die Mehrheit der Patienten stirbt 6-12 Monate nach
Diagnosestellung an den Folgen der Tumorerkrankung. Die etablierten
Strategien zur Therapie bestehen in der chirurgischen Exzision des
Primartumors oder in einer Chemotherapie. Aufgrund der haufig schon
vorhandenen Metastasierung ist der Nutzen dieser MaRnahmen oftmals rein
palliativer Natur. Folglich ware die Etablierung alternativer Therapiekonzepte
wunschenswert. Einen Ansatz bietet hier die Vakzinierung mit dendritischen
Zellen, die in der Lage sind, zytotoxische T-Zell-Antworten gegen
Tumorantigene in vitro und in vivo zu induzieren. Eine Kklinisch relevante
Tumorregression nach Applikation einer dendritischen Zell-basierten
Immuntherapie wurde bisher jedoch bei Patienten mit soliden Tumoren nur
selten beobachtet. Eine Kombination der Vakzinetherapie mit anderen
Behandlungsmodalitaten, wie beispielsweise Bestrahlung oder
pharmakologisch wirksamen antitumoralen Wirkstoffen, kdnnte die Fahigkeit
der Tumorzellen, sich einer Immunantwort zu entziehen, reduzieren und
dadurch die Effektivitdat der dendritischen Zell-basierten Immuntherapie

erhohen.

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem in vitro-Modell die Kombination aus
dendritischer Zell-basierter Immuntherapie mit dem bei der Chemotherapie des
Pankreaskarzinoms am haufigsten verwendeten Zytostatikum Gemcitabin
sowie der Stoffgruppe der Cyclooxygenase (COX)-Inhibitoren, fur die in ersten
Studien eine antitumorale Wirkung gezeigt wurde, evaluiert. Bei den
untersuchten Effekten der pharmakologisch wirksamen Substanzen auf
Tumorzellen interessierte neben moglicher proliferationshemmender und
apoptoseinduzierender  Eigenschaften  besonders, ob infolge der
Pharmakaeinwirkung die Expression des auf den Tumorzellen befindlichen, fur

eine Apotoseinduktion bedeutsamen CD95-Rezeptors aufreguliert wirde.



Aber nicht nur die tumorspezifischen Effekte von nichsteroidalen Antirheumatika
(NSAR) und Chemotherapeutika muissen bei der Kombination mit der
Immuntherapie bedacht werden, vielmehr muss eine negative Wirkung auf die
bei der Vakzinetherapie beteiligten Komponenten des Immunsystems
ausgeschlossen werden. Bei einer durch dendritische Zellen induzierten
Immunreaktion werden Antigen-spezifische T-Lymphozyten aktiviert. Somit
haben die Pharmaka neben den dendritischen Zellen einen weiteren
Angriffspunkt, an dem sie unerwunschte immuninhibitorische Wirkungen
entfalten konnten. Aus diesem Grunde befasst sich der zweite Teil der
vorliegenden Arbeit intensiv mit der Reifung und Viabilitdt dendritischer Zellen
und der dendritischen Zell-induzierten T-Zellproliferation in Gegenwart des
Zytostatikums beziehungsweise der NSAR. Zuletzt wurde der Einfluss einer
Pharmakabehandlung von Tumorzellen auf die Effektivitat einer dendritischen

Zell-induzierten zytotoxischen T-Zell-Antwort untersucht.

Um die Kombination Immuntherapie und Pharmakagabe zu optimieren und ein
Maximum der synergistischen Effekte dieser zwei Komponenten zu erzielen,
stand neben den bereits erlauterten Zielen speziell die erforderliche
Konzentration der pharmakologisch aktiven Substanzen im Vordergrund. Alle in
dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen, die die bereits angesprochene
Charakterisierung der Effekte von Gemcitabin und der COX-Inhibitoren auf die
dendritischen Zellen, die T-Zellaktivierung und die Tumorzellen sowie die
Uberprifung von synergistischen Effekten der Pharmakatherapie mit der auf
dendritischen Zellen basierenden Immuntherapie zum Inhalt hatten, dienten
dem Ziel, ein in vitro wirksames kombiniertes Therapieverfahren zu entwickeln,

das auf ein Tiermodell Ubertragen werden kann.



1.2 Das Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom ist in der westlichen Welt die  funfthaufigste
Todesursache infolge einer Krebserkrankung (Jemal et al., 2003). Nach
Diagnosestellung uberleben nur 15 bis 20 % der Patienten das erste Jahr, die

5-Jahres Uberlebensrate liegt unter einem Prozent (Brand und Tempero, 1998).

Operative Therapie

Die einzig kurative Therapie besteht in der vollstandigen Resektion, die in Form
einer partiellen Duodenopankreatektomie (Whipple® sche Operation)
durchgefuhrt wird. Die kurative Resektion ist nur bei 10 bis 15 % der duktalen
Karzinome moglich (Rosewicz und Wiedenmann, 1997). Auch nach primar
kurativer Resektion treten haufig Metastasen oder Lokalrezidive auf (mediane
Uberlebenszeit nach RO-Resektion zwischen 12 und 18 Monaten
(Heidemann und Bokemeyer, 1998). Daher werden adjuvante
Therapiekonzepte im Rahmen von Studien untersucht. Bisher liegen keine
Daten vor, die den Nutzen einer adjuvanten Therapie belegen. So gibt es fur die
intraoperative adjuvante Strahlentherapie und die postoperative adjuvante

Chemo- oder Radiochemotherapie bisher keine gesicherte Indikation.

Chemotherapie

Palliative Operationen werden zur Herstellung der Magen-Darm-Passage oder
des Gallenabflusses vorgenommen. Fir eine palliative Chemotherapie stellt
Gemcitabin (Remissionsrate 5-14 %) das Zytostatikum der Wahl dar.
(Tumorzentrum-Mdnchen, 2001). Es existieren zurzeit keine einheitlichen
Empfehlungen zur Indikation fur eine systemische Chemotherapie fur das lokal
fortgeschrittene, metastasierte Karzinom des exokrinen Pankreas. Die bisher
angewandten therapeutischen Strategien sind unzureichend. Die Etablierung
einer alternativen, auf immunologischen Ansatzen basierenden Therapieform

konnte die dritte Saule neben der Operation und der Chemotherapie darstellen.



Immuntherapie

Da die im Vorfeld bereits angefuhrten etablierten Therapieformen zur
Behandlung des Pankreaskarzinoms zu eher unbefriedigenden Ergebnissen
fuhren, werden zunehmend Hoffnungen in die dendritische Zell-basierte
Immuntherapie  gesetzt. Dendritische Zellen sind hochspezialisierte
antigenprasentierende Zellen, welche in der Lage sind, antigenspezifische
Immunantworten zu initieren und zu regulieren. Diese Fahigkeit kann genutzt
werden, um Immunantworten gegen bestimmte Proteine von Tumorzellen zu
generieren und somit das Malignom mit Hilfe des kdrpereigenen Immunsystems
spezifisch anzugreifen. In klinischen Studien wurde die prinzipielle Wirksamkeit
einer Vakzinierung mit dendritischen Zellen bezuglich immunologischer und in
Einzelfallen klinischer Endpunkte belegt. Bis sich diese Form der
Krebsbehandlung als dritte Saule neben Operation und Chemotherapie
etablieren kann, ist jedoch weiterhin eine intensive Grundlagenforschung von

Noten.



1.3 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen zeichnen sich durch einzigartige Eigenschaften aus, die es
ihnen ermoglichen, eine effektive und spezifische Immunantwort gegen
eindringende Pathogene zu induzieren. Vereinfacht lasst sich die haufig
propagierte  ,Wachterfunktion® der dendritischen Zellen wie folgt
zusammenfassen: Dendritische Zellen liegen in nahezu allen peripheren
Geweben des Korpers in einem dichten Netzwerk vor und analysieren ihre
Umgebung, indem sie extrazellulare Bestandteile durch Phagozytose und
Endozytose aufnehmen, diese prozessieren und als Peptide durch Major
Histocompatibility Complex- (MHC)-Oberflachenmoleklle zu prasentieren.
Potenzielle antigene Bestandteile der Umgebung werden somit ,sichtbar® fur
T-Zellen gemacht, die erst durch Prasentation prozessierter Peptide im
MHC-Kontext in der Lage sind, Antigene zu erkennen. Kontakt mit einem
Gefahrensignal veranlasst die dendritischen Zellen, das Gewebe zu verlassen
und in den drainierenden Lymphknoten auszuwandern. Dort interagieren sie in
sogenannten T-Zell-Arealen mit T-Zellen. In Abhangigkeit von ihrem
Aktivierungsgrad sind sie in der Lage, entweder Toleranz gegenuber dem
prasentierten Antigen zu induzieren oder eine spezifische T-Zell-lmmunantwort
zu initiieren. Neben der Fahigkeit eine adaptive Immunantwort zu induzieren
sind dendritische Zellen ferner in der Lage, unmittelbar auf einen pathogenen
Stimulus durch Ausschuttung von Zytokinen und Chemokinen zu reagieren. So
tragen sie auch dazu bei, dass weitere Immunzellen zum Fokus der Infektion
rekrutiert und Effektorzellen der angeborenen Immunitat aktiviert werden
(Mellman et al., 2001).

1.3.1 Subtypen dendritischer Zellen

Seit ihrer Erstbeschreibung durch Steinman et al. hat sich gezeigt, dass
dendritische Zellen keine homogene Population von Zellen darstellen, da sie
sich in Ursprung und Stadien der Differenzierung unterscheiden und weiterhin
durch unterschiedliche spezifische Funktionen und migratorische Profile
charakterisiert sind. Im humanen System geht man zurzeit von drei

verschiedenen Typen dendritischer Zellen aus, die jedoch alle der pluripotenten



CD34(+) Knochenmarkszelle entstammen (Shortman und Liu, 2002).
Unterschieden wird zwischen einem myeloiden Differenzierungsweg zu
entweder CD14(+), CD11(+) Monozyten oder zu CD14(-), CD11(+) Zellen und
einem lymphoiden Differenzierungsweg zu CD14(-), CD11(-) Vorlauferzellen
(Hart, 1997).

Dendritische Zellen myeloiden Ursprungs finden sich im humanen System,
neben den CD11c(+) Vorlauferzellen des peripheren Blutes, als
gewebsstandige Zellen in praktisch allen menschlichen Organen. Es lassen
sich aus CD34(+) Stammzellen (Cella et al.,, 1997), CD14(+) Monozyten
(Romani et al., 1994) oder aus CD11c¢(+) Vorlauferzellen des peripheren Blutes
(Bernardi et al., 1999) durch Kultur mit verschiedenen Zytokinzusatzen
myeloide dendritische Zellen differenzieren und generieren. Wahrend ihres
unreifen Stadiums sind diese dendritischen Zellen aullerst effizient in der
Aufnahme und Prozessierung von Antigen. Durch Zugabe eines geeigneten
Ausreifestimulus sind diese dendritischen Zellen ferner in der Lage, grolde
Mengen an Interleukin-12 (IL-12) zu produzieren, welches schliel3lich naive
CD4(+) T-Zellen in Interferon-y (IFN-y)-produzierende TH1-Zellen polarisiert
(Guermonprez et al., 2002). Die Moglichkeit, diese dendritischen Zellen in
grollen Mengen und in relativ kurzer Zeit in vitro zu generieren und ihre grosse
immunstimulatorische  Fahigkeit, machen sie zu einer interessanten
therapeutischen Option als ,naturliches Adjuvans®. Myeloide dendritische Zellen
werden daher zurzeit in zahlreichen klinischen Studien als zellulares
Impfadjuvans in verschiedenen Strategien der therapeutischen Vakzinierung

gegen Tumore eingesetzt (Fong et al., 2000).

Im Jahre 1994 gelang es Steinman, zwei unterschiedliche Subpopulationen
CD11c(+) und CD11c(-) von CD4(+) primaren dendritischen Zellen
im peripheren Blut zu identifizieren (Steinman und Cohn, 1973;
O’ Doherty et al., 1994). Liu und Mitarbeiter konnten schlielBlich 1997 zeigen,
dass der plasmazytoide Monozyt identisch ist mit dem schon 1994
beschriebenen lineage-negativen, CD4(+) und CD11c(-) dendritischen Zell-

Vorlaufer des peripheren Blutes (Liu et al., 1997; Grouard et al., 1997).
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Es stellte sich heraus, dass IL-3 den entscheidenden Uberlebens- und
Differenzierungsfaktor flr diese Zellpopulation darstellt. Im Einklang mit diesen
Ergebnissen wurde schliellich von Olweus gezeigt, dass plasmazytoide Zellen
durch die Expression der IL-3-Rezeptorkette a identifiziert werden koénnen
(Olweus et al., 1997). Die plasmazytoiden dendritischen Zellen, auch
.lymphoide“ dendritische Zellen genannt, nehmen keine antigenprasentierende
Funktion wahr, sondern produzieren nach Stimulation und Ausreifung IFN-a
(Cella et al., 1999).

Epidermale dendritische Zellen oder Langerhans-Zellen (LC) entstehen aus den
CD14(+) lymphoiden Vorlauferzellen (Ito et al., 1999). Sie bilden im
Zusammenspiel mit den dermalen dendritischen Zellen ein Immun-
Uberwachungsnetzwerk fir die Haut. Langerhans-Zellen besitzen eine
einzigartige trilaminare Zytoplasmastruktur, die als Birbeck-Granula bezeichnet
wird und exprimieren Langerin, ein Typ ll-Lektin, das an Mannose binden kann.
Desweiteren ist die Langerhans-Zelle durch die Expression von CD1a, MHC I,
CD32, CD11b gekennzeichnet. Die Funktion sowohl der Langerhans-Zelle als
auch der dermalen dendritischen Zelle kann indirekt durch eine ganze Reihe
von Zytokinen moduliert werden, die von Keratinozyten produziert werden

(Luger et al., 1996) oder direkt durch Pathogene.

1.3.2 Migration, Reifung und T-Zellaktivierung

Eine wichtige Eigenschaft dendritischer Zellen ist ihre Mobilitat
(Austyn et al., 1988). Neu gebildete dendritische Zellen migrieren vermutlich
durch das Blut vom Knochenmark zu nicht-lymphatischem Gewebe, wo sie
unter Umstanden sesshaft werden. Erreichen sie Signale von Chemokinen, so
koénnen sie aufgrund bestimmter Chemokinrezeptoren (CCR) reagieren und an
der Lokalisation der Antigenerkennung sehr rasch akkumulieren (innerhalb
einer Stunde), wie z.B. am Bronchenepithel nach Antigen-Inhalation
demonstriert wurde (McWilliam et al., 1994; McWilliam et al., 1996). Die
Migration dendritischer Zellen erfolgt stufenweise, wobei jede Stufe durch ein

spezifisches Chemokin-Chemokinrezeptor-Paar reguliert wird. So gilt RANTES



(regulated on activation, normal T-expressed and secreted) als Ligand fur die
auf unreifen dendritischen Zellen exprimierten Chemokinrezeptoren 1 und 5
(CCR 1, CCR 5) und das MIP-1a (macrophage inflammatory protein-1a) als
Ligand fur den Chemokinrezeptor CCR1 sowie das monocyte chemoattractant
protein als Ligand fur CCR 2. Unreife dendritische Zellen sind im Bezug auf die
Antigen-Aufnahme sehr effizient und bedienen sich dazu verschiedener
Maoglichkeiten: der Macropinozytose, der Rezeptor-mediierten Endozytose und
der Phagozytose von Partikeln apoptotischer und nekrotischer Zellfragmente,
Viren und Bakterien, aber auch intrazellularer Parasiten, wie Leishmania major
(Moll, 1993).

Kontakt mit einem Antigen bzw. Pathogen veranlasst die unreife dendritische
Zelle, sich phanotypischer und funktioneller Veranderungen zu unterziehen, die
in einem kompletten Wandel von der Antigen-aufnehmenden Zelle zur Antigen-
prasentierenden Zelle (APC) gipfelt. Die Reifung dendritischer Zellen ist eng
verbunden mit ihrer Migration vom peripheren Gewebe zu ihren drainierenden
lymphatischen Organen. Es handelt sich dabei um einen kontinuierlichen
Prozess, der in der Peripherie durch Kontakt mit Antigen und/oder Zytokinen,
wie sie typischerweise bei Entziindungen freigesetzt werden, ausgeldst wird
und erst wahrend der dendritische Zell -T-Zell-Interaktion vervollstandigt wird.
Verschiedene Faktoren induzieren die Reifung dendritischer Zellen. Hierzu
gehoren pathogen-verwandte Molekule, wie z. B. Lipopolysaccharide
(Rescigno et al, 1999), bakteriele DNA (Hacker et al., 1998;
Hartmann et al.,, 1999), doppelstrangige RNA (Cella et al., 1999) sowie
proinflammatorische Signale wie der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), IL-1, IL-6,
Prostaglandine und zuletzt T-Zell-abgeleitete Signale. Der Reifungsprozess
geht mit dem Verlust der Endozytose- bzw. Phagozytose-Rezeptoren, der
Hochregulierung kostimulatorischer Molekule (CD40, CD58, CD80 und CD86),
dem Wandel der Morphologie, dem Herunterregulieren von CD68 und dem
Hochregulieren von dendritische Zell-Lysosom-assoziierten Membranproteinen

sowie dem Wandel der MHC-II-Kompartimente einher.



Nach Aktivierung und der sich anschliessenden Reifung verandern die
dendritischen Zellen ihre Chemokinrezeptorenexpression (Dieu et al., 1998)
und wandern daraufhin Uber das Lymphsystem zu den drainierenden
Lymphknoten (Sozzani et al., 2000). Eine bedeutende Rolle nimmt hierbei der
CCR 7 ein, der auf die Chemokine MIP-33 und das secondary lymphoid-tissue
chemokine reagiert, die unter anderem in lymphatischen GefalRen (Saeki
et al., 1999) und den parakortikalen Arealen der Lymphknoten nachgewiesen
werden konnen (Sallusto et al.,1998; Dieu et al., 1998). Hier angelangt
prasentieren die dendritischen Zellen die prozessierten Antigene den dort
befindlichen T-Zellen.

Die Interaktion zwischen dendritischen Zellen und T-Zellen beinhaltet das
Binden der Rezeptoren auf der Zelloberflache an ihre Liganden welche fur die
Spezifitdt, Adhasion und die Regulation der T-Zellproliferation durch
kostimulatorische und inhibierende Molekile verantwortlich sind. Geldste
Mediatoren stimulieren die Proliferation der T-Zellen. Das Antigen, das als
MHC-Peptid-Komplex prasentiert wird, bestimmt die Spezifitat der T-Zell-
Antwort. Der Kontakt zwischen dendritischer- und T-Zelle wird durch
Adhasionsmolekule erleichtert, wie zum Beispiel den Integrinen und Teilen der
Immunglobulin-Superfamilie (CD54 und CD58). DC-SIGN (DC-specific ICAM-
grabbing non-integrin) ist ein Typ-C-Lektin, das reichlich auf dendritischen
Zellen exprimiert wird und die Adhasion an T-Zellen férdert und den
dendritischen Zell-T-Zell-Kontakt stabilisiert (Geijtenbeek et al., 2000a und
2000b). Kostimulatorische Molekule wie das CD86 verstarken die T-Zell-
Antwort (Caux et al., 1994; Inaba et al., 1994), welche aber im Gegenzug durch
regulatorische Inhibitoren wie das Cytotoxic T-lymphocyte-associated Antigen 4
abreguliert werden kdnnen (Egen et al., 2002; Greenwald et al., 2002). Neben
den spezifischen Signalen, die durch MHC-Peptid-Komplexe und regulatorische
Signale via kostimulatorische Komplexe zustande kommen, haben dendritische
Zellen ferner die Moglichkeit ein drittes Signal auszusenden, das eine
Information Uber die unmittelbare Umgebung enthalt. Dieses Signal polarisiert
die T-Helferzellen in Richtung Th1- oder Th2- Antwort (Liu et al., 2001). Die
Th1-Zellproliferation wird durch Prasenz zahlreicher Zytokine begunstigt, wie
zum Beispiel IL-12, IFN-a, IL-18, IL-23 und IL-27 (Brombacher et al., 2003).



10

Zusatzlich kann das Ansprechen der T-Zellen auf Zytokine noch durch den
Aktivierungsgrad der dendritischen Zellen, der Menge des Antigens, der Starke
der dendritischen Zell-T-Zell-Interaktion, dem Verhaltnis von dendritischen
Zellen und T-Zellen sowie dem Typ der dendritischen Zelle beeinflusst werden
(Pulendran et al., 2001).

1.3.3 Antigen-Prasentation

1.3.3.1 Der Haupthistokompatibilitatskomplex I /
Major Histocompatibility Complex |

Um CDB8(+)-zytotoxische T-Killerzellen zu aktivieren, kdnnen sich dendritische
Zellen zur Antigen-Prasentation auf Haupthistokompabilitatskomplex |
(Major Histocompatibility Complex | (MHC-I))-Molekulen sowohl des endogenen
als auch des exogenen Signalweges bedienen (Pamer und Cresswell, 1998;
Rock und Goldberg, 1999). Der endogene MHC-I-Signalweg funktioniert Uber
den Abbau zytosolischen Proteins und die Beladung von Peptiden auf
neusynthetisierte ~ MHC-I-Molekule innerhalb des endoplasmatischen
Reticulums. Antigen-Prozessierung findet das erste Mal in Zytosol statt,
vermittelt durch ein ATP-abhangiges proteolytisches System, das mit der
Ubiquitin-Konjugation beginnt. Die unbiquitinilyrten Proteine werden zum
Proteosom dirigiert, welches die Proteine in Peptide aufspaltet. AnschlieRend
werden die Peptide ATP-abhangig in das endoplasmatische Reticulum
transloziert und in Oktamere bzw. Dimere zerkleinert, welche sich der

Bindungsstelle der MHC-I-Molekile anpassen.

1.3.3.2 Der Haupthistokompatibilitatskomplex Il /

Major Histocompatibility Complex I

Ldsliche und partikulare Antigene werden auf sehr effiziente Art und Weise von
unreifen dendritischen Zellen aufgenommen und zu den
Haupthistokompabilitatskomplex 1l (Major Histocompatibility Complex |l
(MHC-II))-Kompartimenten dirigiert (Sallusto und Lanzavecchia, 1994;
Engering et al., 1997; Inaba et al., 1997 und 1998; Tan et al.,, 1997).



11

Unreife dendritische Zellen haufen konstant MHC-II-Moleklle in Lysosom-
verwandten intrazellularen Kompartimenten an, die als MHC-Il-reiche
Kompartimente bezeichnet werden. Der proteolytische Abbau des Antigens
wird durch das Verhaltnis zwischen Cathepsin-S und seinem Endogen-Inhibitor
Cystatin-C reguliert (Pierre und Mellmann, 1998). Wahrend der Reifung wird
Cystatin-C herunterreguliert und die Aktivitat von Cathepsin-S nimmt zu, was zu
einem verstarkten Antigen-Abbau und der Ausschleusung Peptid-beladener
Klasse-lI-Molekule an die Zelloberflache fuhrt, wo diese Uber Tage hinweg
stabil und fur die Erkennung durch CD4(+)-T-Zellen verfugbar bleiben
(Cella et al., 1997; Inaba et al., 1997; Pierre und Mellmann, 1997;
Winzler et al., 1997).

1.3.3.3 Kreuz-Prasentation und Klasse-I-Prasentation exogener Antigene

Antigen-Prasentierende Zellen (APC) prasentieren gewdhnlich exogenes
antigenes Peptid auf MHC-II-Molekillen, wohingegen endogenes Antigen
(Eigenkomponenten oder Virusmaterial) auf MHC-I-Molekulen prasentiert wird.
Uber einen bisher nur teilweise bekannten Mechanismus kénnen dendritische
Zellen diese Eigenschaften umgehen. Durch Kreuz-Prasentation kann somit
exogenes Antigen auf MHC-I-Molekilen prasentiert werden
(Kurts et al., 2001; Belz, 2002). Damit kann beispielsweise eine antivirale,
zytotoxische T-Zell-Antwort induziert werden, ohne dass die APC selbst vom

Virus infiziert ist.

1.3.4 Aktivierung antigenspezifischer T-Zellen

Im Lymphknoten interagieren dendritische Zellen mit verschiedenen
Lymphozytenpopulationen, die Uber high endothelial venules in die
Lymphbahnen gelangen. Vor allem naive T-Lymphozyten (CD45RA*), die also
bisher keinen Antigenkontakt hatten, tasten die Oberflache des MHC-I-Peptid-
Komplexen der dendritischen Zellen ab und werden aktiviert, falls es zu einer
Erkennung des prasentierten Antigens durch den T-Zell-Rezeptor kommt und

zusatzlich eine ausreichende Kostimulation erfolgt. Dieser flir die erworbene
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(antigenspezifische) Immunantwort zentrale Vorgang Dbetrifft sowohl
CDA4(+)-T-Zellen (der Vorstufe von Helferzellen) als auch CD8(+)-T-Zellen und
wird als Priming bezeichnet. Die Fahigkeit, naive CD4(+)-T-Zellen zu primen, ist
einzigartig, sowohl in vitro als auch in vivo. Im Mausmodell induzierten
dendritische Zellen, die mit geléstem Antigen gepulst wurden eine wirksame
Antigen-spezifische T-Helfer-Antwort (Inaba et al.,, 1990). Die Demonstration
der dendritische Zell-T-Helferzell-Interaktion in  den periarteriolaren
lymphatischen Scheiden durch die Immunhistologie legt eine direkte Antigen-
Prasentation durch gepulste dendritische Zellen nahe (Ingulli et al., 1997). In
Anwesenheit freien Antigens sind durch dendritische Zellen  geprimte
T-Helferzellen in der Lage, mit B-Zellen zu interagieren und eine Antigen-
spezifische Antikorperproduktion zu stimulieren (Somasse et al.,, 1992). Das
Ausmaly der CDA4(+)-T-Helferzellproliferation und Antikdrperantwort konnte
in vivo durch Zugabe einer grofleren Anzahl dendritischer Zellen dramatisch
gesteigert werden (Pulendran et al.,, 1998). Die starke Immunogenitat der
dendritischen Zellen kann in einer Aufhebung peripherer T-Zell-Toleranz gegen
I6sliche  Antigene  (Pulendran et al, 1998), virale  Antigene
(Shimizu et al., 1998), Tumoren (Gong et al., 1998) und Transplantations-
Antigene (Steptoe et al.,, 1997) resultieren. Neben dem Priming von
CDA4(+)-Zellen sind dendritische Zellen ebenso wichtig beim Primen naiver
CD8(+)-T-Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass dendritische Zellen in vitro
die Proliferation allogener CD8(+)-T-Zellen (Inaba et al., 1987) stimulieren
konnten, auch in der Abwesenheit von T-Helferzellen (Young und Steinman,
1990; McCoy et al., 1999). Obwohl dendritische Zellen in der Lage sind,
CD8(+)-T-Zellen direkt zu aktivieren (Young et al., 1990; Bhardwaj et al., 1994;
Bohm et al., 1995), bendtigen sie haufig die Hilfe von CD4(+)-T-Helferzellen.
Laut momentan gangiger Modelle (Bennett et al., 1998; Ridge et al., 1998;
Schoenberger et al., 1998) sind APCs in der Lage, T-Killerzellen durch
T-Helferzellen via Hochregulierung des CD40-Liganden auf dendritischen
Zellen zu aktivieren. Folglich werden sie zu einer temporaren Bricke zwischen
CDA4(+)-T-Helferzelle und T-Killerzelle. Desweiteren scheinen die dendritischen
Zellen essentiell fur das Uberleben von CD4(+)-T-Helferzellen (Brocker, 1997)
und die Aufrechterhaltung eines immunologischen T-Zell-Gedachtnisses

(Ludewig et al., 1999) zu sein.
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1.3.5 Dendritische Zellen und Toleranz

Dendritische Zellen sind auch befahigt, Immuntoleranz zu induzieren. Hierbei
muss die zentrale von der peripheren Toleranz unterschieden werden.
Dendritische Zellen im Thymus Uberprifen dort gebildete T-Zellen auf ihre
Spezifitat zur Antigen-Erkennung und leiten bei T-Zellen, die potentiell
korpereigenes Antigen erkennen, die Apoptose ein. Dendritische Zellen des
Thymus unterscheiden sich von denen der Peripherie. Sie werden aus
Vorlauferzellen des Thymus gebildet und reifen und sterben im Thymus.
AuBerdem ist ihre Fahigkeit zur Migration eingeschrankt, da ihre Aufgabe
weniger die Suche und Aufnahme von Fremd-Antigen ist, sondern die
Prasentation von Eigen-Antigen. Doch auch dendritischen Zellen der Peripherie
mussen befahigt sein, Toleranz zu induzieren, da jede Aufnahme von Fremd-
Antigen gleichzeitig mit einer Aufnahme von Eigen-Antigen einhergeht. Ob
dendritische Zellen Toleranz oder Immunitat induzieren, hangt von ihrem
Aktivierungsgrad ab (Steinman et al., 2003). Vollstandig aktivierte dendritische
Zellen beenden die Antigen-Aufnahme und spezialisieren sich auf die
Prasentation des Antigens. Deshalb exprimieren sie hohe Mengen an MHC-II-
und kostimulatorischen Molekilen, auf denen die Peptide gebunden sind.
Toleranz-induzierende dendritische Zellen sind ebenfalls reif, aber inaktiv
(quiescent DCs). Sie sind in der Lage, Antigen aufzunehmen und exprimieren
nur geringe Mengen an MHC-II. Die Induktion einer adaptiven Immunantwort
wird erst dadurch erreicht, dass T-Zellen, die ihr spezifisches Antigen auf
den dendritischen Zellen im MHC-Kontext erkennen (Signal 1), durch
kostimulatorische Molekule der dendritischen Zellen aktiviert werden (Signal II).
Die Forschung der letzten Jahre hat gezeigt, dass die Induktion einer effektiven
T-Zell-vermittelten Immunantwort entscheidend durch das kostimulatorische
Potential dendritischer Zellen bestimmt wird. Unreife dendritische Zellen liefern
den T-Zellen lediglich das spezifische Antigen (Signal |) ohne adaquate
Kostimulation (Signal IlI), sodass Toleranz bzw. Anergie gegenuber diesem
Antigen induziert wird (Dhodapkar et al., 2001). Erst durch voll ausgereifte
dendritische Zellen, die zusatzlich ein adaquates zweites Signal bieten, kommt
es zu einer effektiven T-Zell-vermittelten Immunantwort (Shortman und
Heath, 2001).
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1.3.6 Dendritische Zellen in der Tumortherapie

Versuche der unspezifischen Stimulation des Immunsystems mit Bacille
Calmette-Guerin, einem schwach virulenten Stamm von Mycobacterium bovis),
Mistelextrakten, Interferonen oder IL-2, blieben allesamt ohne bzw. ohne
durschlagenden Erfolg (Brocker et al., 1999). Bei den Strategien, die auf eine
spezifische Stimulation des Immunsystems abzielen, setzen einige
Arbeitsgruppen auf die “adoptive T-Zell-Therapie“. Dabei findet eine ex vivo-
Selektion und Expansion von Antigen-spezifischen T-Zell-Klonen mit
anschliessender bis zu viermaliger Applikation statt. Neben der begrenzten
therapeutischen Effizienz besteht die Schwierigkeit eine ausreichende Menge

spezifischer zytotoxischer T-Zellen (CTL) in vitro herzustellen.

Die einzigartige Fahigkeit der dendritischen Zellen, eine primare Immunantwort
zu induzieren und aufrecht zu erhalten, machen sie zu potentiellen Kandidaten
fur Tumor-Vakzine Protokolle (Steinman et al., 1997; Nair et al.,, 1999;
Timmermann et al., 1999). Hierbei existiert zum einen die Mdglichkeit durch
in vivo-targeting von dendritischen Zellen das Antigen durch Inkorporation in
einen monoklonalen Antikorper fur einen auf dendritischen Zellen reichlich
vorkommenden Endozytose-Rezeptor ,passend” zu machen und dadurch eine
Steigerung der Effizienz bei der Prasentation des Antigens durch die
dendritischen Zellen zu bewirken. Zum anderen besteht die Moglichkeit der
Applikation von in vitro-gezuchteten und mit Antigen beladenen dendritischen
Zellen. In vitro aus Monozyten generierte dendritische Zellen sind in der Lage,
Antigen aufzunehmen, zu prozessieren und nach ihrer Ausreifung durch
mikrobielle ~ Stimulation oder nach Aktivierung mit  kdrpereigenen,
entzindungsférdernden Mediatoren (z.B. TNF-a, IFN-y) das Antigen zu
prasentieren. Durch Prasentation antigener Peptide Uber MHC-I-Molekile
konnen sie eine spezifische zytotoxische T-Zell-Antwort und uber MHC-II-
gebundene Peptide eine T-Helferzell-Antwort induzieren. Die Fahigkeit in vitro-
generierter dendritischer Zellen, eine spezifische, antitumorale Immunantwort
zu induzieren, ist im Tiermodell und in klinischen Studien nachgewiesen

worden, ohne dass uber schwere Nebenwirkungen berichtet wurde



15

(Fong et al., 2000; Nestle et al., 1998; Schuler-Thurner et al., 2000;
Fong et al., 2001; Banchereau et al., 2001).

Tumor-assoziierte Antigene (TAA) koénnen dendritischen Zellen als Peptide
bekannter Sequenz, autologe und allogene Tumorzellpaperationen,
Fusionszellen aus allogenen dendritischen Zellen und autologen
Tumorzellpraperationen, Tumorzell-RNA, fir spezifische Antigene codierende
RNA und virale Vektoren dargeboten werden. Nestle berichtete erstmals uber
die erfolgreiche Tumortherapie von einzelnen Patienten mit metastasiertem
Melanom, denen autologe dendritische Zellen, die mit Tumorzelllysat inkubiert
worden waren, appliziert wurden (Nestle et al., 1998). Im Gegensatz zu
anderen Malignomen stellt das Pankreaskarzinom keinen hoch immunogenen
Tumor dar. Allerdings sind zahlreiche TAAs bekannt (CA19-9, Span-1,
Dupan-2, CA50 und andere), ein haufig nachweisbares Onkoprotein
(K-ras Mutationen) und onkofetale Antigene (CEA, pankreatisches onkofetales
Antigen), die theoretisch alle Angriffspunkte fur CTL bieten konnten
(Brossart et al., 1999; Gjertsen et al., 1997).

Die Hauptziele von Krebs-Immuntherapien sind die Tumorzellimmunogenitat zu
erhdhen und das Immunsystem zu stimulieren. Wie bereits Studien am
Tiermodell zeigten (Flamand et al., 1994; Specht et al., 1997; Toes et al., 1998),
waren mit geeigneten TAA beladene dendritische Zellen in der Lage, eine
protektive bzw. Abstoflungsimmunreaktion zu induzieren. Vielversprechende
Ansatze liefern auch Studien, die am Menschen durchgefuhrt wurden
(Hsu et al., 1996; Nestle et al., 1998; Dhodapkar et al., 1999; Murphy, 1999).
Zunachst erscheint die Frage berechtigt, warum derzeit so grosse Hoffnungen
in die Immuntherapie durch in vitro-gezichtete dendritische Zellen gesetzt
werden, wenn ein Tumor doch in vivo durch die Gewebsschadigung die
ortsstandigen dendritischen Zellen aktiviert haben sollte. Eben dies scheint
jedoch bei vielen Tumoren nicht stattzufinden, da sie in der Lage sind durch
verschiedene ,Escape-Mechanismen“ das System zu unterlaufen (s. 1.4.).
Unter anderem unterbinden verschiedene von den Tumorzellen produzierte

Zytokine die Reifung und Differenzierung  dendritischer  Zellen.
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Einmal ausgereifte dendritische Zellen sind allerdings gegenuber Wirkungen
bislang bekannter hemmender Zytokine resistent (Steinbrink et al., 1997). Die
Hoffnung ist also berechtigt, dass in vitro-ausgereifte und mit Tumorantigen
beladene dendritische Zellen nach Applikation spezifische Immunantworten
induzieren, wozu das dendritische Zell-System des Patienten-Organismus

selber nicht oder nicht mehr fahig ist.

In den bisherigen Studien wurden zwischen 100 000 und 100 Mio. dendritische
Zellen pro Vakzinierung eingesetzt. Es wurden auch unterschiedliche
Applikationsarten gewahlt: Subkutan oder intrakutan gespritzte dendritische
Zellen mussen fir eine Interaktion mit T-Zellen in der Lage sein, einen
drainierenden Lymphknoten aufzusuchen; durch die direkte intranodale
Injektion, zum Beispiel in einen Leistenlymphknoten, soll die Notwendigkeit der
Migration umgangen werden. Intravends verabreichte dendritische Zellen
reichern sich zunachst im Kapillargebiet der Lunge und der Leber an, bevor sie

die Gelegenheit haben, lymphatisches Gewebe zu erreichen.
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1.4 Tumorgenese- und progredienz beglunstigende Faktoren

1.4.1 Apoptoseresistenz

Die Apoptose stellt einen aktiven und wohldefinierten Prozess dar, der an der
Regulation und Aufrechterhaltung der Zellpopulationen in Geweben, sowohl bei
physiologischen, als auch bei pathologischen Prozessen massgeblich involviert
ist und zur Differenzierung und Formung von Geweben und Organen beitragt.
Der entscheidende Unterschied zur Nekrose besteht im Ausbleiben einer
Entzindungsreaktion. Insgesamt besitzen apoptotische Prozesse eine weite
biologische Signifikanz, die eine wichtige Rolle unter anderem bei Eliminierung
mutierter Zellen aufweist. Stérungen werden als Ursache vieler pathologischer
Zustande diskutiert, u.a. sind Zellakkumulation und Therapieresistenz

bei malignen Tumoren durch eine erniedrigte Apoptosetendenz bedingt.

1.4.1.1 Regulation und Induktion der Apoptose

Auslésung der Apoptose kann durch verschiedene Stimuli, die sowohl aus dem
extrazellularen, z.B. durch Ligation eines des CD95-Rezeptors auf der
Zelloberflache (Ashkenazi, 2002) aber auch aus dem Zytosol, z.B. durch DNA-
Schaden infolge des Einwirkens von Zytostatika oder Bestrahlung, durch
Apoptosesignale oder das Fehlen von Signalen zur Aufrechterhaltung des
Zellstoffwechsels stammen konnen, erfolgen. Ein Grofteil der Apoptose-
induzierenden Faktoren |0st einen Zusammenbruch des Membranpotentials
und einen Anstieg der Permeabilitat der inneren Mitochondrienmembran aus,
was zu einer osmotisch bedingten GréRenzunahme des Mitochondriums und
letztendlich zur Ruptur der AuRenmembran fuhrt. Die nachfolgende Freisetzung
von proapoptotischen Proteinen (Bernardi et al., 1999; Loeffler und
Kroemer, 2000) fuhrt zur Bildung des Apoptosoms, einem Komplex mit
zahnradahnlicher Struktur (Acehan et al., 2002), das die Caspasekaskade
aktiviert (Slee et al., 1999). Parallel kommt es zu einem Abfall der
biochemischen Homeostase der Zelle. Die ATP-Synthese sinkt, Redox-
Systeme werden oxidiert, reaktiver Sauerstoff wird frei (Kroemer et al., 1997
und 2000). Die Oxidation von Lipiden, Proteinen und Fettsduren stellt die letzte

Stufe auf dem Weg zur Apoptose dar.
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Eine sehr wichtige Funktion bei der Elimination maligner transformierter Zellen
besitzt das p53-Tumorsuppressor-Protein. Ihm wird bei der Tumorgenese
(und dem Ansprechen auf Chemotherapie eine Schllsselrolle zugeschrieben.
So liegt in 50% aller Krebsfalle ein inaktiviertes Supressor-Gen vor
(Hainaut und Hollstein, 2000). p53, das in gesunden Zellen strikter Kontrolle
unterliegt wird durch Onkogen-Aktivierung, Hypoxie, DNA-Schaden und
Zytostatika, was zu Zellzyklusarrest und/oder Apoptose durch Stimulation der
Expression verschiedener p53 Zielgene wie CD95 (Vousden und Lu, 2002)
oder zur Unterdrickung der Expression antiapoptotischer Proteine
(Wu et al., 2001), (Hoffman et al., 2002) fuhrt, aktiviert.

Daneben sind die Bcl-2-Proteine von zentraler Bedeutung fir die Apoptose.
Ihrer Funktion entsprechend lassen sich proapoptotische BH1-BH3, z.B. Bax
und Bak, sowie in BH3-only und antiapoptotische BH1-BH4 klassifizieren
(Borner, 2003; Cory und Adams, 2002; Mund et al., 2003). Proapoptotische Bax
und Bak sind nur in Kombination erfolgreich. Zellen ohne Bax u. Bak zeigen
keine Sensitivitdt gegen Zytostatika und Bestrahlung (Lindsten et al., 2000;
Wei et al., 2001).

Der Transkriptionsfaktor NF-kB induziert sowohl antiapoptotische, aber u.U.
auch proapoptotische Proteine und Faktoren (CD95L, CD95). Bei Inhibition von
NF-kB parallel zur Chemotherapie konnte ein gesteigerter zytotoxischer Effekt
nachgewiesen werden, d.h. NF-kB muss ebenfalls als wichtiger Faktor bei der
induzierbaren Chemoresistenz angesehen werden. Abschliessend sei noch die
Inhibition der Caspasen-Aktivierung als wichtiger Grund fur defiziente Chemo-

Sensitivitat genannt.
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1.4.2 Tumor-Escape Mechanismen

Das Immunsystem hat grundsatzlich die Mdglichkeit, neoplastische Zellen zu
eliminieren, wie durch spontane Remissionen bei Nierenzellkarzinomen und
Melanomen bestatigt wird (Bell et al, 1999; Palucka et al, 1999;
Timmermann und Levy, 1999). Die Induktion der Tumorimmunitat kann durch
die Effektoren des angeborenen Immunsystems eingeleitet und durch Zellen
des adaptiven Immunsystems weiterentwickelt werden, wobei dendritischen
Zellen eine zentrale Rolle zugeschrieben wird. Verschiedene Mechanismen
sind dabei involviert: Die Aufnahme und Kreuz-Prasentation von freigesetzten
TAAs durch unreife dendritische Zellen, das direkte und IFN-y-mediierte
Abtoten transformierter Zellen durch dendritische Zell-aktivierte NK und
NK-T-Zellen, die Selektion und Aktivierung von TAA-spezifischen T-Zellen und
zuletzt die zielsuchenden TAA-spezifischen T-Zellen, die sich im Tumor
befinden und nach Erkennen der Restriktionselemente die Lyse der

Tumorzellen einleiten.

Tumore kdonnen auf allen genannten Ebenen dem Immunsystem entkommen
(Bell et al., 1999; Palucka et al., 1999). Malignomzellen sind durch das
Freisetzen von Zytokinen, wie z. B. IL-6, IL-10, MCSF, VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor), PGE2 (Prostaglandin E2) sowie TGF-B (Tumor
Growth Factor B) (Torre-Amione et al., 1990; Tada et al., 1991) in der Lage, die
Reifung und Differenzierung dendritischer Zellen und die APC-Funktion zu
behindern bzw. ganzlich zu unterbinden (Gabrilovich et al., 1996). Desweiteren
ist IL-10 befahigt, die APC-Funktion zu verandern und eine Antigen-spezifische
Anergie zu induzieren, die zu einem Toleranzzustand gegen Tumorgewebe
fuhrt (Enk et al., 1994 und 1997; Steinbrink et al., 1999). Einige Tumoren
konnen durch Blockierung der IL-2 Produktion T-Zellen an ihrer Proliferation
hindern (Rayman et al., 2000).

Eine verminderte MHC-Expression auf Tumorzellen verschlechtert die
Eliminierung durch CTL (Alexandroff et al.,, 2000; Gilboa, 2001).
Ein Restbestand an MHC-Molekulen bleibt jedoch meist bestehen, da die



20

Tumorzellen sonst dem Angriff von NK-Zellen ausgesetzt sind. Daneben kann
auch die Prozessierung von Antigen durch Blockade des TAP-Transporters
durch Mutationen (Ferrone und Marincola, 1995; Seliger et al., 1997) gestort
sein oder das Tumorantigen kann durch die verstarkte Expression von
Glykokalix-Molekulen maskiert werden (Abbas et al., 1997). Eine weitere
Strategie ist eine veranderte oder fehlende Expression kostimulatorischer
Molekule auf Tumorzellen, was zur klonalen Anergie sowohl der CD8(+)- als
auch der CD4(+)-T-Zellen (Alexandroff et al., 2000; Chambers et al., 2001)
fuhren kann. Schliesslich hat eine verminderte Aussschittung von
Entzindungsmediatoren zur Folge, dass das Immunsystem den Tumor erst
wahrnimmt, wenn er bereits ein betrachtliches Ausmafll erreicht hat
(Piali et al., 1995; Fenton und Longo, 1997).
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1.5 Cyclooxygenase

1.5.1 Die Cyclooxygenasen-1 und -2 (COX-1/ COX-2)

1988 klonierten drei verschiedene Arbeitsgruppen ein Gen, das die
Cyclooxygenase codiert, welche sich spater als die konstitutive Isoform COX-1
(DeWitt und Smith, 1988; Merlie et al., 1988; Yokoyama et al., 1988)
herausstellen sollte. Etwas spater wurde die induzierbare Isoform der
Cyclooxygenase entdeckt und COX-2 genannt (O Banion et al., 1991 und 1992;
Hla und Neilson, 1993; Jones et al., 1993). Trotz vieler Gemeinsamkeiten sind
das Expressionsmuster und die Regulation dieser zwei Isomere verschieden
(Gilroy und Colville-Nash, 2000). Neben einigen Ausnahmen koénnte man
COX-1 als das konstitutiv exprimierte Enzym ansehen, das in nahezu allen
Geweben mit konstantem Spiegel und Aktivitat zu finden ist, wahrend die
COX-2 die induzierbare Form der Cyclooxygenase reprasentiert. Die COX-2-
Expression ist niedrig oder negativ in den meisten Geweben. Ausnahmen
,welche konstitutiv hohe Spiegel von COX-2 enthalten, bilden lediglich Teile des
ZNS beim Schmerzempfinden und Regulation der Korpertemperatur
(Khan et al., 2001a und 2001b), die Niere bei der Kaliumregulation und erhdhter
Perfusion (Ek et al., 2001) und die Samenblase sowie die Follikel des Ovars

wahrend der Implantation (Lim et al., 1997).

1.5.2 Cyclooxygenase-2-Expression in Tumoren

Es ist schon seit langerer Zeit bekannt, dass unter Einfluss von Zytokinen, wie
sie bei Entzindungsreaktionen vorkommen (z. B. TNF, IL-1, IL-6), die COX-2-
Expression hochreguliert wird. Jedoch stellte erst im Jahre 1994 Eberhart das
erste Mal einen Zusammenhang zwischen COX-2-Uberexpression und
humanem Kolonkarzinom her. Zwei andere Arbeitsgruppen folgten 1995
(Eberhart et al., 1994; Kargman et al., 1995; Sano et al., 1995). In ihren Studien
wird die COX-1-Expression sowohl in normalem als auch in kanzerosem
Colongewebe als schwach beschrieben, wohingegen die COX-2-Expression
nur in den Tumoren beobachtet wurde. Im Mausmodell konnten diese Befunde
reproduziert werden (Oshima et al., 1996; Williams et al., 1996). Auch die
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Resultate von Studien Uber andere Krebsarten wie Brust- (Rolland et al., 1998)
Haut-(Buckman et al., 1998; Komhoff et al., 2000), Lungen-(Kagoura et al.,
2001), Prostata-(Hasturk et al., 2002) und Pankreastumore (Maitra et al., 2002)
legen den Verdacht nahe, dass COX-2-Expression in unverandertem Gewebe
eher schwach oder negativ ist, wohingegen in kanzerds verandertem Gewebe

stark erhohte Spiegel von COX-2-Proteinen anzutreffen sind.

1.5.3 Die Rolle der Cyclooxygenase-2 in der Karzinogenese von

gastrointestinalen Tumoren
1.5.3.1 Das Zusammenspiel von Cyclooxygenase-2 und Angiogenese

Die Fahigkeit, Angiogenese zu induzieren, ist charakteristisch fur die meisten
soliden Tumore, die uber einen Durchmesser von 2 bis 3 mm hinauswachsen.
Es gibt Hinweise, dass die Angiogenese einen nicht unerheblichen Beitrag zur
Metastasierung von Tumoren leisten kdnnte. Tumorangiogenese beinhaltet, wie
andere neovaskulare Formationen auch, die Destabilisierung von
vorbestehenden Blutgefallen, die Proliferation von Gefallendothelzellen, die
Einwanderung von Endothelzellen in die extrazellulare Matrix sowie die
Migration und Positionierung der Endothelzellen. In der Literatur werden die
Co-Lokalisation der Angiogenesefaktoren, wie z. B. VEGF, PDGF (Platlet
Derived Growth Factor), bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) und TGF- mit
COX-2 durch immunohistochemisches Anfarben der Zellen bei verschiedenen
Krebsarten in Verbindung gebracht (Fosslien , 2001). Bei Mamma- und Zervix-
Karzinomen wurde eine verstarkte COX-2-Expression ferner mit einer erhéhten
Micro-Vascular-Density und einer sehr schlechten Prognose assoziiert
(Visscher et al., 1993; Hockel et al., 2001). Um den Zusammenhang zwischen
COX-2 und Angiogenese weiter zu erforschen, demonstrierte Tsujii in einem
in vitro-Versuch, bei dem Kolonkarzinom-Zelllinien mit Gefallendothelzellen
koinkubiert wurden, dass COX-2 die Angiogenese auf verschiedenen Stufen
sowohl direkt als auch indirekt fordert (Tsujii et al., 1998). Die COX-2-
Hochregulierung fuhrt zu einer Prostaglandin-Produktion. PGE2 ist befahigt,
in vitro Angiogenese zu induzieren und die Apoptoseresistenz zu verstarken,

was wiederum in das gangige Modell fur die karzinogene Wirkung von COX-2
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passt (Fukuda et al., 2003). Neben der indirekten Wirkung der COX-2 auf die
Tumorzellen ist das Enzym weiterhin in der Lage, Tumorzellen direkt zu
stimulieren und somit zur Produktion von Angiogenesefaktoren anzuregen.
Unter COX-2-Einfluss erhoht sich die GefalRpermeabilitat und die Proliferation

und Migration von Endothelzellen wird induziert.

1.5.3.2 Cyclooxygenase-mediierte Resistenz gegenuber der Apoptose

Eine erhohte Resistenz gegenuber der Apoptose wurde als ein anderer
Hauptmechanismus fur den Effekt der COX-2 in der Tumorgenese postuliert.
Erste Hinweise kamen durch die Beobachtung zustande, dass COX-Inhibitoren
in Zellkulturen Apoptose auslésen konnte (Lu et al., 1995). Seither unterstitzen
zahlreiche Studien die Vorstellung von einer COX-2-positiven Wirkung auf das
Uberleben von Zellen, selbst unter ungiinstigen Wachstumsbedingungen.
Interessanterweise konnte durch Uberexpression von COX-1 oder einfach
durch Zugabe von PGE2 in das Kulturmedium auch eine erhéhte Apoptose-
Resistenz beobachtet werden. Diese Resultate legen den Schluss nahe, dass
eine erhdhte Prostaglandinproduktion selber zur Apoptose-Resistenz beitragt
(Narko et al., 1997; Sheng et al., 1998).

1.5.4 Tumorspezifische Wirkung der Cyclooxygenase-2-Inhibitoren

Neben der seit dem 19. Jahrhundert bekannten antiphlogistischen Wirkung der
NSAR belegen in letzter Zeit verschiedene epidemiologische und
randominisierte klinische Studien die Fahigkeit von Aspirin und anderen nicht-
steroidalen Antiphlogistika, das Risiko, an kolorektalen Karzinomen oder
familiarer adenomatdser Polyposis (FAP) zu erkranken, deutlich zu senken
(Collet et al., 1999; Rodriguez und Huerta Alvarez, 2000; Marnett und
DuBois, 2002; Bertagnolli et al., 2003; Huls et al.,, 2003). Andere
epidemiologische Studien belegen die positive Rolle der NSAR in der
Tumorprevention und Tumortherapie bei Tumoren des Osophagus, des
Magens, der Brust (Badawi und Badr 2002), der Lunge, der Prostata, der Blase
und des Ovars (Moran et al., 2002; Thun et al., 2002).
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Eine der fruhesten Beobachtungen bezlglich COX-2 und Angiogenese
datiert aus dem Jahre 1997, als der Antitumoreffekt der bis dato
existierenden COX-Inhibitoren genau untersucht werden sollte. Seed
beobachtete bei dem im Mausmodell eingesetzten unselektiven COX-Inhibitor
Diclofenac eine durch Blockierung der Angiogenese vermittelte Hemmung des
Wachstums COX-2-positiver Colon-26-Zellen (Seed et al., 1997). Weitere
Studien bestatigten den COX-2-Hemmer-spezifischen inhibitorischen Effekt auf
die Neubildung von BlutgefaRen  (Daniel et al., 1999). Waddell veroffentlichte
eine Studie, bei der die Wirksamkeit des NSAR Sulindac im Bezug auf die
Regression von rektalen Polypen bei FAP-Patienten belegt wurde (Wadell et
al.,, 1989). Diese Arbeit zog eine Reihe epidemiologischer und klinischer
Studien nach sich. Die Resultate der randominisierten, doppel-blinden, placebo-
kontrollierten Versuche bei FAP-Patienten schreiben dem Sulindac und dem
Celecoxib eine Adenom-regressive Wirkung bei einem Teil der Patienten zu, in
anderen Fallen wurde sogar eine komplette Regession beobachtet (Labayale et
al., 1991; Giardello et al., 1993; Nugent et al., 1993; Smalley und DuBois, 1997;
Steinbach et al., 2000). Andere klinische Studien gehen im Bezug auf die
Reduktion der Adenom-Anzahl und der Adenom-GroRRe konform, weisen jedoch
auch auf die Inkonsistenz der Effekte hin (Ruffin et al., 1997; Calaluce et al.,
2000; Chow et al., 2000;  Baron et al., 2003; Huls et al., 2003; Sandler et al.,
2003).
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1.6 Pharmakologische Strategien in Kombination mit einer

dendritischen Zell-basierten Immuntherapie

Die bereits angefuhrten Escape-Mechanismen und Defekte bei der CD95-
vermittelten Apoptoseinduktion konnten die Effektivitat einer auf dendritischen
Zell-basierenden Vakzinierung herabsetzen (Zinkernagel, 2001) und es den
Tumorzellen ermoglichen, der Lyse durch Antigen-spezifische, zytotoxische
T-Zellen zu entgehen. Die Kombination anderer Therapiestrategien wie zum
Beispiel Chemotherapie, COX-2-Inhibition oder Bestrahlung mit dendritischer
Zell-lmmuntherapie kénnte nicht nur dienlich sein, die Tumorlast zu reduzieren,

sondern auch die Immunresistenz der Tumorzellen zu durchbrechen.

In verschiedenen Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass die intratumorale
Injektion von dendritischen Zellen kombiniert mit Chemotherapie zu einer
vollstandigen Regression der Tumore fuhrte, die sich gegen eine Monotherapie
mit Zytostatika oder dendritischen Zellen therapieresistent zeigten
(Tong et al., 2001; Tanaka et al., 2002; Shin et al.,, 2003). Ein mdglicher
Mechanismus, der diesen Beobachtungen zugrunde liegen koénnte, ist die
Antigen-Aufnahme apoptotischer Zellen durch dendritische Zellen, die den mit
Zytostatika behandelten Mausen intratumoral injiziert wurden. Dies konnte zu
einer verstarkten Kreuzprasentation von Tumor-Antigen via MHC-I-Molekule
durch die dendritischen Zellen und einer verstarkten Aktivierung
tumorspezifischer zytotoxischer T-Zellen fihren (Albert et al., 1998; Belz et al.,
2002; Schnurr et al., 2002; Nowak et al., 2003). Correale konnte in einem
dendritischen Zell-basierten in vitro-Modell zeigen, dass die Immunogenitat von
Kolonkarzinomzelle durch Vorbehandlung mit verschiedenen Chemo-
therapeutika bei einer durch autologe dendritische Zellen induzierten
spezifischen, CD95-vermittelten, zytotoxischen CTL-Lyse im Vergleich zu
bestrahlten und unbehandelten Tumorzellen gesteigert werden konnte
(Correale et al., 2005). Auch andere Arbeitsgruppen verbesserten die Effizienz
ihrer Krebstherapie indem sie Vakzinen mit Zytostatika kombinierten und
dadurch eine gesteigerte Tumorprotein-Expression und eine Immun-
sensitivierung gegenuber der zytotoxischen Aktivitdt der in vitro-generierten

Antigen-spezifischen =~ CTL-Linien  bewirkten (Bergmann-Leitner  und
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Abrams, 2000; Bergmann-Leitner et al., 2001; Correale et al., 2003). Galetto
konnte demonstrieren, dass dendritische Zellen, die unter anderem mit
Gemcitabin und 5-Fluoruracil inkubierte Tumorzellen aufgenommen hatten, die
IL-12-Produktion aufregulierten und Tumor-assoziiertes Antigen mit hoherer
Effizienz prasentierten, als dendritische Zellen, die mit unbehandelten Zellen
beladen worden waren. Dies konnte anhand der MHC-l-abhangigen IFN-y-
Freisetzung und der zytotoxischen Antwort autologer T-Lymphozyten belegt
werden (Galetto et al., 2003). Ob die gleichzeitige Applikation potentiell
immunsuppressiver Zytostatika negative Auswirkungen auf die dendritische
Zell-vermittelte  antitumorale  zytotoxische  T-Lymphozyten-Antwort  bei

Krebspatienten hat, ist unklar.

Selektive COX-2-Inhibitoren bieten im Zusammenhang mit einer dendritischen
Zell-basierten Tumortherapie eine interessante Alternative. COX-2-Aktivierung
und -Uberexpression spielen eine wichtige Rolle bei der gastrointestinalen
Karzinogenese (Grover et al., 2003). Es ist bekannt, dass diese mit einer
herabgesetzten T-Zell- und dendritischen Zell-Funktion assoziiert ist
(Pockaj et al., 2004). Desweiteren sind COX-2-Hemmer nicht nur in der Lage,
die Tumorzellproliferation zu blockieren und Apoptose zu induzieren
(Elder et al., 1997; Piazza et al., 1997; Eibl et al., 2003), sondern es zeigte sich
auch, dass sie Tumorzellen in vitro gegen eine CD95-mediierte Lyse
sensitivieren kdnnen. Dies lasst auf eine mdgliche Rolle bei der Steigerung
T-Zell-abhangiger antitumoraler Immunantworten schliessen (Trotzke et al.,
2003b). Ergebnisse in Tiermodellen deuten darauf hin, dass sich eine
Behandlung mit COX-2- Inhibitoren in vivo positiv auf die Effektivitat Virus-
basierter Vakzinierungsstrategien auswirkt (DeLong et al., 2003; Zeytin et al.,
2004). Interessanterweise wurde herausgefunden, dass COX-2-Inhibitoren ihre
antiproliferativen und proapoptotischen Eigenschaften unabhangig von der

Expression des Enzyms durch die Tumorzellen entfalten (Trotzke et al., 2003b).
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Reagenzien, Chemikalien und Gerate

2.1.1 Geréate

Tabelle 1: Verwendete technische Gerate und Zubehor

Bezeichnung

Hersteller

Begasungsbrutschrank
Flow (LaminAir HB 2472 S)
Eismaschine
ELISA-Reader
FACSCalibur

FACStarplus

MidiMACS

Mikroskop

MiniMACS

Omnifuge 2 ORS

pH-Meter

Vortex VF2

Waage (LP 6209)

Waage (SBC 21)
Wasser-Deionisierungmaschine
Zentrifuge (5417 R)
Pipetus

Multistep Pipette

Pipetten(1-20ul,10-100pl,
20-200ul, 100-1000ul)

B-Counter
Betaplate Liquid
Scintilation B-Counter

y-Counter
1480 Wizard 3" y-Counter

96-Well-Harvester
MicroCell-Harvester

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Heraeus (Hanau, D)

Heraeus (Hanau, D)

Ziegra (Isernhagen, D)
Dynatech-Laboratories (Guernsey, GB)
Becton Dickinson (San Jose, CA, USA)
Becton Dickinson (San Jose, CA, USA)
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
Nikon (Tokyo, Japan)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
Heraeus (Hanau, D)

WTW (Weilheim, D)

Bender & Hobein AG (Zurich, CH)
Sartorius (Gottingen, D)

Scaltec Instruments (Heiligenstadt, D)
SG Reinstwasser-Sys. (Hamburg, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Hirschmann Laborgerate (Eberstadt, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Wallac Oy (Turku, Finnland)

Wallac Oy (Turku, Finnland)

Skatron (Ismaning, D)
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2.1.2 Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien

Bezeichnung Hersteller
Dimethylsulfoxid (DMSOQO) Fa. Sigma (St. Louis, USA)
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure Fa. Sigma (St. Louis, USA)

(EDTA)
FACSFlow Fa. Becton Dickinson (Heidelberg, D)
FACSSafe Fa. Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Heparin-Natrium Fa. Ratiopharm (Ulm, D)
Trypan-Blau Fa. Sigma (St. Louis, USA)
Ethanol Fa. Merck (Darmstadt, D)

2.1.3 Radioaktive Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete radioaktive Stoffe

Bezeichnung

Hersteller

*'Chrom [Na,*'CrO4] (10 mCi/ml)

[*H]-Thymidin (1 mCi/ml)

2.1.4 Pharmaka

Tabelle 4: Verwendete NSAID und Zytostatika

Bezeichnung

Fa. Perkin Elmer (Wellesley, Boston,
Ma , USA)

Fa. Amersham (Freiburg)

Hersteller

DC-Lysinmonoacetylsalicylat
(Aspisol®)

Celecoxib (Celebrex®)
NS 398
Gemcitabin (Gemzar®)

Fa. Bayer Vital (Leverkusen, D)

Fa. Pfizer (New York, USA)
Fa. Sigma RBI (St. Louis, USA)
Fa. Lilly (Bad Homburg,D)

5-Fluoruracil

Fa. Gry-Pharma (Kirchzarten,D)
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2.1.5 Reagenziensatze

Tabelle 5: Verwendete Reagenziensatze

Bezeichnung Hersteller

Zellisolation mittels MACS-Methode:

Pan T Cell Isolation Kit Fa. Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, D)

CD14 MicroBeads, human Fa. Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, D)

CD45R0 MicroBeads, human Fa. Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, D)

Bestimmung von Zytokinen mittels ELISA:
human IL-12 p70 ELISA Fa. Bender Med Systems (Wien, A)
Fa. Becton Dickinson (Heidelberg,D)

human IFN-y ELISA Fa. Endogen (Boston, USA)

Fa. Becton Dickinson (Heidelberg,D)

Reagentien zur Kolorimetrischen Bestimmung

Nitrat, Nitrit Colorimetric Assay K7 Fa. Cayman Chemicals (Ann Arbor,

Michigan, USA)

Bradford Assay

Fa. Bio Rad Laboratories GmbH
(Minchen, D)

Bio Rad Protein Assay
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2.1.6 Materialien fur die Zellkultur

Tabelle 6: Zellkulturmedien und -zusatze

Bezeichnung Hersteller

Biocoll Separationsmedium Fa. Biochrom (Berlin, D)

Bovines Serum Albumin (BSA) Fa. GibcoBRL (Paisley, GB)

Fotales Kalberserum (FCS) Fa. GibcoBRL (Paisley, GB)

Humanes AB-Serum Fa. BioWhittaker (Wakersville, USA)

Humanes Serum-Albumin (HSA) Fa. Pharmacia & Upjohn
(Erlangen, D)

L-Glutamin Fa. PAA (Linz, A)

Phosphate-buffered saline (PBS) Fa. PAA (Linz, A)

Penicillin Fa. PAA (Linz, A)

Roswell Park Memorial Institute Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

(RPMI)1640 Medium

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) | Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
VLE 1640 Medium

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) | Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
VLE 1640 Medium phenolrotfrei

Streptomycin Fa. PAA (Linz, A)

Amphotericin B (Fungizone®) Fa. GibcoTM Invitrogen
Corporation (Paisley, UK)

Tabelle 7: Plastikmaterialien, die bei der Durchfihrung der Versuche verwendet wurden.

Bezeichnung Firma

175 cm? / 75 cm? Kulturflaschen Fa. Greiner (Frickenhausen, D)
Sterilfilter 0,2 pm Fa. Sartorius (Goéttingen, D)
6- / 12- | 24- | 48- /| 96-Rundboden- Fa. Greiner (Frickenhausen, D)

Well-Zellkulturplatten
96-Well-Flachboden-Zellkulturplatten Fa. NUNC (Wiesbaden, D)

Zellschaber Fa. Eppendorf (Hamburg, D)
Pipettenspitzen Fa. Sarstedt (NUmbrecht, D)
MACS Separation Columns LS Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch

Gladbach, D)




31

Weitere Einwegplastikmaterialien fur die Zellkultur wurden von den Firmen
Greiner (Frickenhausen, D), Falcon (Heidelberg, D), Becton Dickinson (Le Pont
de Claix, F), Bibby Sterrilin (Stone, Staffordshire, GB) und Corning (Corning,
USA) bezogen.

2.1.7 Zytokine, Wachstumsstimulatoren und -stimulanzien

Tabelle 8: Fur die Reifung /Differnzierung und Kultivierung von dendritischen und T-Zellen

verwendete Zytokine

Bezeichnung Hersteller
Granulocyte-macrophage Fa. R&D Systems (Wiesbaden, D)
Colony-stimulating factor (GMCSF)
Interleukin-1p Fa. PBL Biomedical Laboratories
(New Brunswick, USA)
Interferon-a Fa. PBL Biomedical Laboratories
(New Brunswick, USA)
Interleukin-2 Fa. R&D Systems (Wiesbaden, D)
Interleukin-4 Fa. R&D Systems (Wiesbaden, D)
Interleukin-7 Fa. R&D Systems (Wiesbaden, D)
TNF-a Fa. R&D Systems (Wiesbaden, D)
Prostaglandin E, Fa. Sigma (St. Louis, USA)

2.1.8 Zellkulturmedien, Puffer und Lésungen

2.1.8.1 Lésungen fur molekularbiologische Methoden

Waschpuffer I: Waschpuffer II:

5 M Guanidiniumchlorid 20 mM NaCl

20 mM Tris-HCI 2 mM Tris-HCI
60 Vol % Ethanol 80 Vol % Ethanol
pH 6,6 pH 7,5

in Wasser in Wasser
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Annexin / Pl Puffer:

PBS

10 mM HEPES/NaOH, pH 7,4
140 mM NaCl

2,5 mM CaCl,

2.1.8.2 Medien und Puffer fur Tumorzellen und dendritische Zellen

RPMI-Vollmedium (Tumor): VLE RPMI-Vollmedium (DC):
100 U/ ml Penicillin 100 IU/ ml Penicillin

100 pg/ ml Streptomycin 100 pg/ ml Streptomycin

1,5 mM L-Glutamin 1,5 mM L-Glutamin

10 Vol % FCS 2 Vol % humanes A/ B-Serum
in RPMI 1640-Medium in VLE RPMI 1640-Medium

VLE RPMI-Vollmedium farblos
100 IU/ ml Penicillin

100 pg/ ml Streptomycin

1,5 mM L-Glutamin

2 Vol % humanes A/ B-Serum

in VLE RPMI 1640-Medium (farblos)

MACS-Puffer: Erythrozyten-Lysepuffer:
2 mM EDTA Ortho-mune Lysereagenz
0,5 Vol % BSA in PBS

pH 7,2

in PBS

Tumor Kryo-Medium: Tumor-Transport-Medium:
RPMI-Vollmedium DMEM

10 Vol % DMSO 1% Penicillin/Streptomycin

0,1% Amphotericin B
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2.1.10 Antikorper

Tabelle 9: Beschreibung der verwendeten Antikorper.

Bezeichnung Klon Isotyp Firma
Anti-HLA-DR, Tu 39 Maus 1gGgza, K | Fa. BD/Pharmingen
DP,DQ (MHCII) (San Diego, USA)
Anti-HLA-DR L243 Maus 1gGgz,, K | Fa. BD/Pharmingen

(San Diego, USA)
Anti-HLA-A, B, C | G46-2.6 Maus 1gGza, K | Fa. BD/Pharmingen
(MHC I) (San Diego, USA)
Anti-CD3 HIT3a Maus 1gGgza, K | Fa. BD/Pharmingen
(San Diego, USA)
Anti-CD4 RPA-T4 Maus 1gG1,k Fa. BD/Pharmingen
(San Diego, USA)
Anti-CD8 M-T701 Maus IgG1,k Fa. BD/Pharmingen
(San Diego, USA)
Anti-CD14 M5E2 Maus IgG2a, k | Fa. BD/Pharmingen
(San Diego, USA)
Anti-CD56 B159 Maus IgG1, k | Fa. BD/Pharmingen
(San Diego, USA)
Anti-CD45RA HI100 Maus 1gGap, k | Fa. BD/Pharmingen
(San Diego, USA)
Anti-CD45R0 UCHLA1 Maus 1gGza, K | Fa. BD/Pharmingen
(San Diego, USA)
Anti-CD80 L307.4 Maus IgG1, k | Fa. BD/Pharmingen
(San Diego, USA)
Anti-CD83 HB15e Maus IgG1, k | Fa. BD/Pharmingen
(San Diego, USA)
Anti-CD86 2331/FUN-1 | Maus IgG1, k | Fa. BD/Pharmingen
(San Diego, USA)
Isotyp Maus IgG1 | MOPC21 IgG1 Fa. BD/Pharmingen
(San Diego, USA)
Isotyp Maus G155-178 IgG2a Fa. BD/Pharmingen
IgG2a (San Diego, USA)
Anti-HLA-A2 BB7.2 Maus 1gGap, k | Fa. BD/Pharmingen
(San Diego, USA)
Monoclonal /B4 Maus 1gG; Fa. Beckmann Coulter,
Antibody-CD95 Immunotech
Blocking (Fullerton, USA)
Concanamycin A - - Fa. Sigma

(St.Louis, USA)
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2.1.9 Zelllinien

Folgende Zellinien wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet: Die drei
humanen Pankreaskarzinomzelllinien BxPc-3, MiaPaCa-2 und Panc-1, die von
der American Type Culture Collection (ATCC) bezogen wurden. Die Zellen von
BxPc-3 und Panc-1 wurden vom Institut fur Immungenetik der Ludwigs-
Maximilian-Universitat Minchen positiv, die Zellen von MiaPaCa-2 negativ fur
den HLA-Typ A2 (HLA-A2) Klassifiziert. Die maligne Natur dieser
Pankreaskarzinomzelllinien wird in der Literatur anhand von drei Phanomenen
beschrieben: Zum einen wachsen die Tumorzellen der Zelllinien auf Soft-Agar
bzw. einer Fibroblasten-Einzelzellschicht und zum anderen induzieren sie nach
Injektion in athyme Nacktmause das Wachstum eines progressiv wachsenden
Karzinoms (Lieber et al.,, 1975; Yunis et al., 1977; Tan et al., 1986).
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur
2.2.1.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Die Zellkultur erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei einer Temperatur
von 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und einem 5 %igen COj/Luftgemisch.
Samtliche Experimente und Manipulationen mit Zellen wurden ausschliellich

unter sterilen Bedingungen in einem Laminar-Air-Flow durchgefuhrt.

2.2.1.2 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde der Trypanblauausschlusstest
durchgefuhrt. Lebende Zellen schlielen den Farbstoff aus, tote Zellen werden
blau angefarbt. Zellzahlen wurden durch Auszahlen geeigneter Verdunnungen

in einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt.

2.2.1.3 Kultivierung von Tumorzelllinien

Die Tumorzelllinien wurden in 25-75 ml Kulturflaschen in Tumor-Medium
kultiviert und regelmaRig lichtmikroskopisch auf Anzeichen von Zelluntergang
oder Verunreinigung beobachtet. Die Pankreaszelllinien BxPc-3, MiaPaCa-2
und Panc-1 zeigten dabei strikt adharentes und konfluierendes Wachstum am
Boden der Kunststoff-Kulturflaschen. Das Medium wurde ihrem Wachstum
entsprechend alle 2-3 Tage dekantiert und durch frisches substituiert. Bei voller
Konfluenz der Tumorzellen am Flaschenboden wurden die Zellen geerntet und
gesplittet. Zur Zellernte wurden die adharenten Zellen mit 10 ml eiskalter
0,02%iger EDTA-L6sung uberschichtet und fur 5 min im Brutschrank inkubiert.
EDTA bindet dabei die Calcium-lonen, die fur die Zelladhasion bendtigt werden,
und die Zellen lassen sich dann durch einfaches Schutteln der Kulturflasche
ablosen. Die so gewonnenen Zellen wurden durch Zentrifugation bei 400 g fur
10 min bei 4°C gewaschen, in frischem Tumor-Medium resuspendiert und in 3-5
Fraktionen wieder in Kultur gebracht. Die permanenten Zelllinien wurden ca.

zweimal pro Woche gesplittet.
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In samtlichen Zelllinien wurde eine mogliche Kontamination mit Mykoplasmen

durch regelmassige Analyse in einem unabhangigen Labor ausgeschlossen.

2.2.2 Aufreinigung von Zellpopulationen
2.2.2.1 lIsolation von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes

Gesunden Spendern wurde 100 bis 200 ml heparinisiertes Blut abgenommen,
wobei pro 10 ml Blut 100 ul Heparin verwendet wurde. Das Blut stand bei
Raumtemperatur maximal 1 h, bevor daraus die Fraktion der mononuklearen
Zellen (PBMC-peripher blood mononuclear cells) prapariert wurde. Hierzu
wurde das Blut auf vier Réhrchen a 50 ml verteilt, die zuvor mit je 15 ml
Biocoll-Hypaque gefullt worden waren. AnschlieBend wurde auf 50 ml mit
sterilem, 0,9 % NaCl vorsichtig aufgefullt, ohne dass sich dabei die zwei
Phasen vermischten. Biocoll besitzt aufgrund seiner spezifischen Dichte von
1,077 g/ml die Eigenschaft, in einer Dichtegradienten-Zentrifugation PBMC
(Lymphozyten und Monozyten) an der Phasengrenze zwischen Blutserum und
Biocoll anzureichern. Erythrozyten und Granulozyten sedimentieren wegen ihrer
hdheren Dichte in bzw. unter die Biocollschicht. Thrombozyten hingegen finden

sich wegen ihrer geringeren Dichte in der Serumschicht oberhalb des Biocoll.

Nach Zentrifugation (1000 g, 20 °C, 20 min, Beschleunigung 1, Bremsung 1)
fand man in jedem Blue Cap von oben nach unten die folgende Schichtung vor:
Plasma, Ring aus mononuklearen Zellen, Ficoll, Erythrozyten. Der PBMC-Ring
wurde vorsichtig abpipettiert, in ein neues Blue Cap gegeben, mit NaCl auf
50 ml aufgeflllt und wiederum zentrifugiert (520g, 20°C, 15 min,
Beschleunigung 9, Bremsung 4). AnschlieBend folgten zwei weitere
Waschschritte, bei denen zunéchst der Uberstand dekantiert, das Zellpellet mit
10 ml NaCl resuspendiert und jeweils zwei Suspensionen zusammenpipettiert,
erneut auf 50 ml aufgefullt und zentrifugiert wurden (400 g, 4 °C, 10 min,
Beschleunigung 9, Bremsung 4). Vor dem letzten Waschschritt wurde das
Zellpellet in 5 ml Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und fir 5 min bei

Raumtemperatur inkubiert, um die verbliebenen Erythrozyten zu lysieren.
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Zuletzt wurde das Zellpellet in dem gewunschten Kulturmedium aufgenommen,
die Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Kammer und Trypanblaufarbung gezahlt
und auf die gewlnschte Konzentration verdinnt. Es wurden nur solche
mononukleare Zellfraktionen weiterverwendet, von denen uber 95 % den

Supravitalfarbstoff Trypanblau dank intakter Zellmembranen ausschlossen.

2.2.2.2 Aufreinigung von Monozyten durch Adharenz

Bei der weiteren Isolation der Monozyten aus den PBMC wurde deren
spezifische Fahigkeit zur Adharenz genutzt. In der PBMC-Fraktion sind die
Monozyten die einzigen Zellen, die sich nach Inkubation bei 37°C im
Brutschrank an den Boden der Kulturflasche anheften kdnnen. Dazu wurden die
in DC-Medium aufgenommenen PBMC in einer Konzentration von ca. 2 x 10°
Zellen pro ml fiir eine Stunde in einer liegenden 175 cm? Kulturflasche inkubiert,
um ihnen die Moglichkeit zur Adharenz zu geben. Danach wurde das Medium
mit der nicht-adharenten  Zellfraktion  (hauptsachlich  Lymphozyten)

abgenommen und fur weitere Zellisolationen asserviert.

Die adharente Monozytenschicht wurde zweimal durch horizontales Schwenken
mit warmen PBS gewaschen um evtl. adharente Lymphozyten zu entfernen, sie
so weiter aufzureinigen und dann mit frischem DC-Medium Uber Nacht
inkubiert, wahrend dessen sich die adharenten Zellen wieder vom Boden der
Kulturflasche l6sten. Am Folgetag wurden die bereits gelésten Monozyten mit
einer Pipette aus der Kulturflasche in ein 50 ml Testréhrchen Uberfuhrt und die
restlichen, noch adharenten Zellen in 15 ml kaltem PBS mit einem Zellschaber
vorsichtig vom Boden geldst. Nach nochmaligem Ausspulen der Kulturflasche
mit PBS wurden die so gewonnenen angereicherten Monozyten gewaschen, in
frischem DC-Medium aufgenommen und durchflusszytometrisch auf ihre

Reinheit Uberpruft.
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2.2.2.3 Generierung Monozyten-abgeleiteter dendritischer Zellen

Far die Versuche mit dendritischen Zellen wurde ein in unserem Labor
etabliertes Protokoll zur Generierung von dendritischen Zellen in 48 Stunden
verwendet (Dauer et al., 2003). Um aus den unter 2.2.2.2. gewonnenen
Monozyten dendritische Zellen zu generieren wurden die Zellen in DC-Medium
in 6-Loch-Platten in einer Konzentration von 1 Mio/ml kultiviert. Die
Differenzierung zu unreifen dendritischen Zellen wurde dann durch Zugabe von
1000 U/ml GM-CSF und 500 U/ml IL-4 induziert (Romani et al., 1994). Nach
24 h Inkubation wurden die unreifen dendritischen Zellen durch zusatzliche
Zugabe von verschiedenen inflammatorischen Zytokinen stimuliert. Zur
Stimulation wurde im Regelfall eine Kombination aus 10 ng/ml IL-13, 1000 U/mi
TNF-a und 1 yM PGE; eingesetzt (Feuerstein et al., 2000). Nach weiteren
24 h - also insgesamt 48 h - Zellkultur wurden aus den 6-Loch-Platten das
Medium abgenommen und fur spatere Zytokin-Untersuchungen bei -20°C
eingefroren und die jetzt ausdifferenzierten dendritischen Zellen vorsichtig mit
einem cell-scraper aus der Kulturplatte abgelost. Nach zweimaligem
Nachspulen der Kulturplatte mit PBS wurden die geernteten Zellen
abzentrifugiert und in frischem DC-Medium aufgenommen, um die restlichen

Stimulationszytokine zu entfernen.

2.2.2.4 Isolation von T-Zellen

Bei der Magnetic Activated Cell Sorting (MACS)-Isolationsmethode werden
Zellen mit speziellen Antikdrpern markiert, die an magnetische Mikropartikel mit
einem Durchmesser von ca. 50 nm gekoppelt sind. Nachdem die Zellen fur
15 min in einem speziellen MACS-Puffer bei 4 °C mit den Microbeads markiert
wurden, werden sie gewaschen und anschlieBend in MACS Puffer
resuspendiert. Anschlielend wird die markierte Zellsuspension auf eine
Trennsaule gegeben, die eine magnetische Matrix enthalt. Die Saule wird in das
Magnetfeld eines starken Permanentmagneten eingebracht und somit alle mit
Microbeads beladenen Zellen in der Matrix zurtickgehalten. Alle unmarkierten
Zellen werden durch mehrmaliges Spulen mit MACS-Puffer aus der Saule

entfernt, so dass nur die gewunschte Zellpopulation in der Saule
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zuruckgehalten wird. Anschliel3end lasst sich die markierte Zellpopulation mit
einem Stempel aus der Saule aul3erhalb des Magnetfelds eluieren. Sowohl die
markierte als auch die unmarkierte Zellfraktion lasst sich anschlieRend in Kultur
nehmen. Das MACS-System kann entweder zur Anreicherung (positive
Selektion) oder zum Ausschlul® einer Zellpopulation (Depletion) aus einer
Gesamtzellpopulation eingesetzt werden. Zur Aufreinigung nach der
MACS-Methode wurden in dieser Arbeit ausschliel3lich Reagentiensatze der

Firma Miltenyi Biotec nach entsprechendem Hersteller-Protokoll verwendet.

2.2.3 Stimulation der in Kokultur befindlichen T-Zellen mit Antigen-beladenen

dendritischen Zellen
2.2.3.1 Antigen-Beladung Monozyten-abgeleiteter dendritischer Zellen

Far die Induktion Antigen-spezifischer T-Zell Antworten wurden die
dendritischen Zellen wahrend ihrer Ausreifung mit den jeweils bendtigten
Antigenen beladen. Bei der Verwendung von Tumor-Lysat als Antigenquelle
wurden dafur 50-100 pug/ml Lysat zu Beginn der 48 h DC-Kultur zugegeben
(Schnurr et al., 2001), bei Versuchen mit Tetanus-Toxoid wurde eine
Konzentration von 5 ug/ml gewahlt. So konnten die Monozyten bzw. spater
differenzierten unreifen dendritischen Zellen im Laufe ihrer Reifung zu
dendritischen Zellen das Tumorantigen aufnehmen. Da das Lysat der
Tumorzellen die potentiellen Antigene in Proteinform enthalt, muss es von den
dendritischen Zellen durch Phagozytose in das Zytoplasma aufgenommen und
dort prozessiert, d.h. die Proteine in geeignete Peptide zerlegt werden, die dann
an der Zelloberflache prasentiert werden konnen. Fur die Beladung der
dendritischen Zellen mit Peptid-Antigenen ist keine aktive Antigenaufnahme
der Zellen nétig. Die spezifisch hergestellten Peptide kdnnen sich direkt von
Aullen in freien MHC-Molekilen der dendritischen Zellen anlagern. Deshalb
wurden in den jeweiligen Bedingungen 10 pM Peptid nur fur die letzten
4 Stunden der Ausreifung der dendritischen Zellen dazugegeben. Ein
eventueller Antigen-Uberschuss wurde nach der Ernte der so ausgereiften und

Antigen-beladenen  dendritischen Zellen durch Waschschritte entfernt.
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2.2.3.2 Kokultur von dendritischen Zellen mit autologen T-Zellen

Die Kokultur von reifen und Antigen-beladenen dendritischen Zellen mit
aufgereinigten autologen T-Zellen fand in 3 ml DC-Medium in 12-Loch-Platten
statt. Die dendritischen Zellen wurden dabei sowohl zu Beginn der Kokultur als
auch bei jeder Restimulation im Verhaltnis von 1:10 zu den T-Zellen eingesetzt,
meist etwa 3 — 5 x10° dendritischen Zellen zusammen mit 3 - 5 x10° autologen
T-Zellen. Um die Proliferation der induzierten spezifischen T-Zellen zu
unterstutzen, wurden 25 U/ml IL-2 und 10 ng/ml IL-7 als T-Zell-
Wachstumsfaktoren zugegeben. Spatestens alle 72 h wurde die Halfte des
Kokultur-Mediums durch frisches DC-Medium mit IL-2 und IL-7 in gleicher

Konzentration ersetzt.

Der abgenommene Uberstand wurde zur spateren Bestimmung von Zytokinen
eingefroren. Die Kokultur wurde aulerdem zweimal in wochentlichem Abstand
mit jeweils frisch generierten, ausgereiften und Antigen-beladenen
dendritischen Zellen der gleichen Spender restimuliert. So bekamen die

T-Zellen insgesamt jeweils dreimal dasselbe Antigen prasentiert.

Priming 1. Restimulation 2. Restimulation
T-Zellen L | ! CTL
°°°° Autologe Kokultur q,q

Tage i t i t t t i

-2 0 2 7 9 14 16 19

| } } |

ELISA ELISA ELISA ZYTOTOX
DC-FACS DC-FACS DC-FACS MLR
ELISPOT
ELISA ELISA MLR ELISA
T-Zell-FACS

Abb. 1: Schematische Darstellung des Ansatzes einer Kokultur mit abschliessendem Zytotox-
Assay. Dazu werden autologe dendritische- und T-Zellen von drei bis vier Spendern generiert,
koinkubiert und in woéchentlichen Abstdnden zweimal mit Antigen-beladenen dendritischen

Zellen restimuliert. Der Zeitansatz fur den gesamten Versuch betragt dreieinhalb Wochen.
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2.2.4 Herstellung von Panc-1 Tumorlysat als Antigenquelle

Die Herstellung des Tumorlysates aus Panc-1 Zellen geschah gemafg einer in
unserem Labor etablierten Methode (Schnurr et al., 2001). Nach dem Ernten
der adharent wachsenden Panc-1 Zellen wie in 2.2.1.3 beschrieben, wurden die
Tumorzellen in einer Konzentration von 5 Mio/ml in serumfreiem (ohne FCS)
Tumor-Medium aufgenommen und sofort bei -80°C tiefgefroren. Die
tiefgefrorene Probe wurde daraufhin bei Raumtemperatur wieder aufgetaut und
diese Frier-Tau-Zyklen insgesamt 5mal hintereinander durchgefuhrt. Die
Kristallbildung innerhalb der Zellen zerstort die Plasmamembran und fuhrt so
zur Lyse der Zellen. Der grobe Zelldebris wurde anschlieBend durch eine
Zentrifugation mit 300 g fur 10 min pelletiert und der gewonnene Uberstand
uber einen Sterilfilter (0,2 ym Porengrofde) filtriert. So erhielt man ein Tumor-
Lysat aus reinem Tumor-Protein, aus dem alle groReren Zellfragmente entfernt
waren und das dann als Antigenquelle diente. Die enthaltene

Proteinkonzentration wurde mittels einer Bradford-Proteinmessung bestimmt.
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2.3 Analyseverfahren

2.3.1 Durchflusszytometrie
2.3.1.1 Allgemeines Funktionsprinzip

Die Durchflusszytometrie mittels eines Fluorescence-activated cell sorters
(FACS) bietet die Moglichkeit, Zellen anhand ihres Phanotyps zu unterscheiden
und zu quantifizieren. Dazu werden die zu untersuchenden Zellen mit
fluoreszierenden Antikdrpern gegen ein entsprechendes Oberflachenantigen
markiert und in einem laminaren Flussigkeitsstrom hintereinander einzeln durch

einen Laserstrahl gefuhrt.

Zelleigenschaften wie GroRe, Form, Membranoberflache und intrazellulare
granulare Bestandteile fuhren zu einer Lichtstreuung, die von je einer Linse in
Verlaufsrichtung des Laserstrahls (Vorwartsstreulicht) und einer rechtwinklig
dazu angebrachten (Seitwartsstreulicht) gesammelt und photometrisch
detektiert wird. Das Vorwartsstreulicht wird wesentlich durch die ZellgréRe, das
Seitwartsstreulicht durch die intrazellulare Granularitdt bestimmt. Die
gewulnschte Zellpopulation wird anhand dieser Kriterien ausgewahlt und weiter
auf ihre Fluoreszenzeigenschaften untersucht. Der Laserstrahl regt das
Chromophor, der fir die Oberflachenmarkierung verwendeten Antikdrper, zur
Emission von Lichtquanten an, die durch eine Linse gesammelt werden. Filter
trennen das gesammelte Licht nach Wellenlangenbereichen und lenken es zu
unterschiedlichen Detektoren. So kdnnen die Signale mehrerer verschiedener
Fluoreszenzfarbstoffe bei einer Mehrfarbenanalyse getrennt aufgenommen und
quantitativ ausgewertet werden. Die Fluoreszenzintensitat ist dabei proportional
zur Anzahl der pro Zelle gebundenen Antikérper und damit zur Anzahl der

untersuchten Oberflachenmolekiile.

Bei der direkten Immunfluoreszenz werden Fluorochrom-gekoppelte Antikérper
verwendet, die direkt an Oberflachenmolekile binden. Bei dem Verfahren der
indirekten Immunfluoreszenz werden die Zellen in einem ersten Schritt mit

einem unmarkierten Antikdrper inkubiert und erst in einem zweiten Schritt mit
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einem Fluorochrom-gekoppelten Antikdrper gefarbt, der gegen den Fc-Teil des

ersten Antikdrper gerichtet ist.

Die Auftrennung der verschiedenen Fluoreszenzintensitaten durch die Lichtfilter
gelingt nicht vollstandig, da sich die Spektren der eingesetzten Farbstoffe zum
Teil Uberlappen. Diese Uberlappung wird durch Kompensation korrigiert, indem
von jedem registrierten Fluoreszenzsignal der Anteil abgezogen wird, der durch
Uberlappung entsteht. Hierzu werden bei jedem Versuch Kontrollproben
hergestellt, bei denen jeweils nur eine Eigenschaft mit einem bestimmten
Fluorochrom angefarbt ist, wahrend die anderen Fluorochrome, gebunden an
geeignete Isotypen-Antikorper, als Negativkontrolle dienen. Hierbei wird
sichtbar, wie stark ein bestimmtes Fluorochrom in die anderen Kanale
hineinstrahlt und ermdglicht so die Kompensation. Ebenso kann mit Hilfe der
Isotypen die Signalverstarkung der einzelnen Kanale so justiert werden, dass
sich Zellen mit entsprechenden Antigenen bzw. Eigenschaften qualitativ und

quantitativ unterscheiden und vergleichen lassen.

Tabelle 10: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe und die

dazugehdrigen maximalen Emissions- und Exzitations- Wellenlangen.

Fluoreszenzfarbstoff Exzitation Emission
Fluorescein-Isocyanat (FITC) 494 nm 518 nm
Phycoerithrin (PE) 565 nm 575 nm
Propidiumiodid (PI) 536 nm 617 nm
Allophycocyanin (APC) 650 nm 660 nm
TOPRO-3 642 nm 661 nm
Peridinin-Chlorophyll-A-Protein 488 nm 675 nm
(PerCP)
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2.3.1.2 Bestimmung von Oberflachenmolekulen

Fir FACS-Analysen wurden 5 x 10° - 3 x 10° Zellen in einem FACS-R&hrchen
abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Zellen im zurlicklaufenden
Tropfen resuspendiert. Zur Farbung wurden die Zellen daraufhin 15 min bei
4 °C unter Lichtausschluss mit FITC, PE, PerCP oder APC gekoppelten
Antikdrpern (direkte Fluoreszenz) bzw. einem unmarkierten Antikorper
(indirekte Fluoreszenz) inkubiert und anschlielliend mit PBS einmal gewaschen.
Bei indirekter Fluoreszenz wurde anschliefend der Inkubationsschritt, diesmal
mit einem fluoreszenzgekoppeltem Isotyp-spezifischem Antikdrper, wiederholt.
Wenn nétig wurde Pl oder Annexin zur Anfarbung toter Zellen kurz vor der
FACS-Analyse hinzugegeben. Die Fluoreszenzintensitat der gefarbten Zellen
wurde auf einem FACSCalibur gemessen und anschliel3end mit Hilfe der ,Cell

Quest“-Software analysiert.

2.3.1.3 Lifegate-Analyse

Die so genannte Lifegate-Analyse diente zur rein morphologischen
Differenzierung der verschiedenen PBMC-Subpopulationen und der
Abschéatzung des Uberlebens der Zellen. Dazu wurden die unmarkierten Zellen
durchflusszytometrisch auf Grund ihrer GroRen- und Granularitatseigenschaften
analysiert. Monozyten bzw. dendritische Zellen konnten so eindeutig
charakterisiert und von den restlichen PBMC bzw. von Zellfragmenten,
abgestorbenen Zellen und Erythrozyten abgegrenzt werden. Die Berechnung
der prozentualen Anteile der einzelnen Fraktionen lie} so eine Abschatzung der

Reinheit und des Uberlebens der Zellen zu.

2.3.1.4 Identifizierung HLA-A2 positiver Zellen

Fir die Versuche zur Charakterisierung der Immunantwort gegen die HLA-A2+
Pankreaszelllinien wurden geeignete Spender-Zellen derselben HLA-Klasse
bendtigt. Die Typisierung der freiwilligen Probanden flur die Blutspenden erfolgte
dabei durchflusszytometrisch mit Hilfe eines FITC-gekoppelten Antikdrpers

gegen das HLA-A2 Oberflachenmolekil. Daftir wurden PBMC nach dem unter
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2.3.1.2 beschriebenen Verfahren angefarbt und analysiert. Als Kontrolle dienten

dabei Spender mit bekanntem HLA-A2-Typus.

2.3.1.5 Analyse von Zell-Apoptose

Die Analyse der Zell-Apoptose wurde mit Hilfe einer durchflusszytometrischen
Zweifach-Farbung der Zellen mit Annexin-V und Propidium-lodid (PI)
durchgefuhrt. Das Antikoagulans Annexin-V ist ein Protein, das die Fahigkeit
besitzt Calcium-abhangig an Phosphatidylserin zu binden. Diese Eigenschaft
macht man sich bei der FACS-Analyse der Zell-Apoptose zu Nutze. In normalen
lebenden Zellen sind Phosphatidylserin-Reste nur an der Innenseite der
Plasmamembran der Zellen lokalisiert. Die Aufrechterhaltung dieser
asymmetrischen Verteilung erfordert Energie in Form von ATP. Bei Mangel an
ATP und im Rahmen der Apoptose kommt es zu einer Translokation der
Phosphatidylserin-Reste an die Auenseite der Plasmamembran (,Flip-Flop-
Mechanismus®), wo sie sich dann mit Annexin-V-FITC anfarben lassen. Dies
geschieht bereits in einer fruihen Phase der Apoptose, in der die Zellmembran
noch intakt ist. Propidium-lodid dagegen kann erst in einer spaten Phase der
Apoptose die Zellen anfarben, da es nur beschadigte Zellmembranen passieren

kann. Dort farbt es dann die DNA im Zellkern durch Interkalation.

In der frihen Apoptose erscheinen die Zellen auf Grund der noch intakten
Zellmembran lediglich Annexin-V-FITC positiv, wohingegen sie im Verlauf der
Apoptose in Richtung Zelluntergang zusatzlich Pl positiv werden. Diese
charakteristische Kinetik kann mit Hilfe der FACS-Analyse nachvollzogen
werden. Dafur wurden die Zellen wie in 2.3.1.2. beschrieben mit Annexin-V
gefarbt, wobei hier alle Schritte in Annexin-V-Binding-Buffer stattfanden, der ein
besonders Calcium-reiches Milieu fir die Bindung von Annexin-V an
Phosphatidylserin schafft. Propidium-lodid wurde in einer Konzentration
von 1 upg/ml  unmittelbar vor der FACS-Analyse dazugegeben.
(Reutelingsperger und van Heerde, 1997; Martin et al, 1995;
Fadok et al., 1993).
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2.3.2 Zytokinfreie Kultivierung dendritischer Zellen

Um die ausgereiften dendritischen Zellen in Hinsicht auf die Stabilitat und den
weiteren Verlauf der ereichten Differenzierung zu untersuchen, wurde ein so
genannter wash-out Test durchgefuhrt. Dafur wurden die fur 48 h ausgereiften
dendritischen Zellen geerntet und intensiv gewaschen, um ihnen alle
stimulatorischen Zytokine zu entziehen. Nach diesem wash-out wurden die
dendritischen Zellen in einer Konzentration von 1 Mio/ml in frischem
DC-Medium ohne jeglichen Zusatz von Zytokinen bei 37°C im Brutschrank
weiterkultiviert. Die so kultivierten Zellen wurden dann zu verschiedenen
Zeitpunkten mit Hilfe durchflusszytometrischer Bestimmungen des Phanotyps
und Messung des Zytokinprofils mittels ELISA auf ihren Differenzierungsgrad

untersucht.

Bei der Untersuchung der Empfindlichkeit des Aktivierungszustandes
ausgereifter dendritischen Zellen gegenuber pharmakologischen Therapeutika
wurden die jeweiligen Substanzen direkt nach dem Auswaschen der Zellen in
den angegebenen Konzentrationen dazugegeben und bis zum Messzeitpunkt in

der Kultur belassen.

2.3.3 Zellvermittelter Zytotoxizitatstest (°'Chrom-Lyse-Test)

Der °'Chrom-Lyse-Test stellt eine quantitative Methode dar, mit der die
zytotoxische Aktivitat von Effektorzellen wie z.B. zytotoxischen T-Zellen (CTL)
gegeniiber mit °'Chrom-markierten Zielzellen (targets) ermittelt wird. Dazu
werden Zielzellen in °'Chromat®* inkubiert, wobei die Zielzellen das *'Chromat®*
aufnehmen und zu *'Chromat® reduzieren. Das reduzierte °'Chromat®" wird
von intakten Zellen kaum wieder freigesetzt und kann von anderen Zellen nicht
aufgenommen werden. Werden die Zielzellen dann aber mit den Effektorzellen
koinkubiert, wird durch Zytolyse das radioaktive *Chrom aus den Zielzellen in
den Uberstand freigesetzt und kann in diesem mit Hilfe eines y-Strahlen-Zahlers
gemessen werden. Da sich die Menge des freigesetzten °'Chroms proportional
zur Zytolyse der Zielzellen verhalt, lasst sich so auf die zytotoxische Aktivitat

der Effektorzellen schlieen.
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Zur Durchfuhrung des Tests wurden die Zielzellen in einem 15 ml Testrohrchen
abzentrifugiert, in 100 ul purem AB-Serum resuspendiert und 1 h bei 37 °C mit
Na,>'CrO4 (100 uCi pro 10° Zellen) unter gelegentlichem Aufschiitteln inkubiert.
Nach viermaligem Waschen mit DC-Medium wurden je 3-5 x 10° Zielzellen pro
Well in einer 96-Well Rundboden-Platte in Triplikaten in einem Gesamtvolumen
von 200 ul auf die vorher ebenfalls gewaschenen Effektorzellen pipettiert. Dabei
wurden die Effektorzellen in den jeweils angegebenen Verhaltnissen (E:T Ratio)
mit den Zielzellen gemischt. Nach 4 h Inkubation bei 37 °C wurden jeweils 50 pl
Uberstand/Well in Szintilationsréhrchen (ibertragen und in einem y-Strahlen-
Zahler die radioaktiven Zerfalle Uber 60 sec (cpm, counts per minutes)
gemessen. Fur jede verwendete Zielzelllinie wurde auRerdem als Kontrolle
durch Inkubation der Zielzellen ohne Effektorzellen die Spontan-Freisetzung
und durch Inkubation der Zielzellen mit dem Detergenz Triton-X 0,5%, das die
Phospholipidmembran der Zellen auflost, die Maximal-Freisetzung von *'Chrom
bestimmt. Die Kontrollbedingungen wurden dabei in jeweils funf gleichen Wells

angesetzt. Alle Lyse-Tests wurden in DC-Medium durchgeflhrt.

Die Auswertung erfolgte computergestutzt mit Hilfe einer selbst entwickelten
Microsoft-Excel Tabellen-Kalkulation. Dabei wurde die Starke der Zytotoxizitat
der Effektorzellen in Prozent spezifische Lyse angegeben. Die spezifische Lyse

wurde wie folgt berechnet:

experimentelle 5'Cr -Freisetzung ( cpm) - spontane 5'Cr -Freisetzung ( cpm)

% spezifische Lyse =
maximale 5'Cr-Freisetzung ( cpm) - spontane 5'Cr -Freisetzung ( cpm)

Um die CD95-Abhangigkeit der gemessenen Lyse-Raten zu untersuchen,
wurden die Zielzellen in einigen Experimenten vor dem Einsatz im Lyse-Test
mit einem einem blockierenden Anti-CD95-Antikorper in einer Konzentration
10 pl/ml sowie mit Concanamycin A, zum Nachweis einer eventuell Perforin-
abhangige Lyse in einer Konzentration von 4 uyl/ml fur 0,5 h vorinkubiert.
Fir die Bestimmung von pharmakologischen Effekten auf die Zielzellen wurden
die Zellen bereits am Tag vor dem °'Chrom-Lyse-Test geerntet und mit den
jeweils angegebenen Konzentrationen der pharmakologischen Substanz
(NS-398 20um) in Kultur gebracht und so fur 18 h Uber Nacht vorbehandelt.
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Am nachsten Tag wurden diese Zielzellen im Lyse-Test eingesetzt wie oben

beschrieben.

2.3.4 Enzyme-linked immunosorbent assay

Zum Nachweis verschiedener Proteine im Uberstand von Zellkulturen wurde ein
ultrasensitiver Sandwich Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
durchgefiihrt. Dafiir wurden zellfreie Kultur-Uberstande abgenommen, bei
Bedarf entsprechend vorverdunnt und in 96-Loch-Flachbodenplatten gegeben,
die zuvor mit einem Protein-spezifischen Antikorper beschichtet wurden, der
fest an der Plastikoberflache bindet. Wahrend einer zweistindigen
Inkubationszeit bindet das vorhandene Protein an den Antikorper. Nach drei
Waschschritten, die alles Nichtgebundene entfernen, wird ein zweiter Biotin-
gekoppelter Antikorper zugegeben, der an das bereits gebundene Protein an
einem anderen Epitop bindet. Nach 30 min folgt ein weiterer Waschschritt.
Daraufhin wird ein Streptavidin-Peroxidase-Konjugat zugegeben, welches an
Biotin bindet. Durch Ausbildung mehrerer Biotin-Streptavidin-Briacken pro
Antikorper, wird eine Signalverstarkung und somit eine hohere Sensitivitat
erreicht. Nach Entfernung des Uberschissigen Konjugates durch einen weiteren
Waschschritt gibt man die Substratidsung hinzu, die durch die gebundene
Meerettich-Peroxidase zu einer Farbreaktion fuhrt. Die Farbintensitat ist hierbei
proportional zur eingesetzten Protein-Konzentration der Probe und kann
photometrisch mittels eines ELISA-Readers abgelesen werden. Durch eine
Standardreihe aus bekannten Konzentrationen des gesuchten Proteins besteht
die Moglichkeit die genaue in der Probe enthaltene Konzentration zu errechnen.
Durch die Verwendung dieses ,Sandwich-Systems“ mit zwei Protein-
spezifischen Antikdrpern, die Uber verschiedene Epitope an das Protein binden
wird das Risiko der Kreuzreaktivitat minimiert und damit eine moglichst
spezifische Aussage uber die Konzentration ermoglicht. Fir die Durchfuhrung
der ELISAs wurden kommerzielle Reagenziensatze nach dem jeweiligen

Hersteller-Protokoll verwendet.
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2.3.5 Proliferations-Analyse der Tumorzellen

Um die Proliferation der Pankreaskarzinomzelllinien zu untersuchen, wurde der
kolorimetrische Proliferationstest CellTiter 96° Aqueous One Solution Cell
Proliferation Assay durchgeflhrt. Die hierbei verwendete Test-Losung enthalt
ein Tetrazolium-Salz [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-
2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, MTS], das von den Zellen zu einem farbigen
Formazan reduziert wird. Diese Reaktion ist von der Konzentration von NADPH
und NADH abhangig, die durch die Dehydrogenasen von metabolisch aktiven
Zellen erzeugt werden. Die Starke der entstehenden Farbreaktion ist also
proportional zur Anzahl der metabolisch aktiven, lebenden Zellen. Durch
mehrere Messungen an verschiedenen Zeitpunkten lasst sich so eine

Veranderung in der Zellzahl, d.h. die Proliferation von Zellen bestimmen.

Dafur wurden die Tumorzellen geerntet, wie in 2.2.1.3. beschrieben, und
daraufhin in 96-Well Kulturplatten in einer Konzentration von 10* Zellen pro Well
in Tumor-Medium ohne Phenol-Rot ausplattiert, da Phenol-Rot mit den
Messwerten der Testsubstanz interferieren wirde. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden 20 pl der CellTiter 96° Aqueous One Solution Test-Losung
zu jedem Well pipettiert und die Zellen fir 1 h bei 37°C inkubiert. Die Absorption
bei 450 nm wurde dann mittels eines ELISA-Readers gemessen. Dabei wurden
jeweils die Mittelwerte aus Triplikaten errechnet und die Hintergrund-Absorption
abgezogen. Um die gemessenen Absorptionswerte in eine Zellzahl umrechnen
zu konnen, wurde bei jedem Versuch mit den jeweils verwendeten Zelllinien
eine Standard-Verdunnungsreihe mit bekannten Zellkonzentrationen angelegt.
Mit Hilfe einer mathematischen Naherung, die mit Microsoft Excel durchgefuhrt

wurde, konnten so die absoluten Zellzahlen abgeschatzt werden.

2.3.6 [3H]-Thymidin Proliferationstest

Zum Nachweis der Proliferation von T-Zellen wurde der [3H]-Thymidin
Proliferationstest durchgefihrt. Dabei wird zu den Zellen, deren Proliferation
untersucht werden soll, radioaktives Tritium-markiertes Thymidin gegeben. Die

Zellen nehmen dieses auf und bauen es bei der DNS-Neusynthese in gleichem
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Male wie das physiologische unmarkierte Thymidin in die DNS ein. Der Einbau
ist dabei abhangig von der DNS-Syntheserate und dient damit als Marker fur
die Proliferation. Der Vorteil gegenltber anderen Messmethoden besteht hierbei
darin, dass mit der Messung der DNS-Synthese die Proliferation in einem sehr
frihen Stadium gemessen wird, in dem sich die Zellen noch nicht vollstandig
dupliziert haben mussen. Um die Abhangigkeit der T-Zellproliferation von der
Aktivierung und Stimulation durch dendritische Zellen zu untersuchen, wurde
eine sog. mixed lymphocyte reaction (MLR), eine Kultur, in der die
verschiedenen Lymphozytenpopulationen (dendritischen Zellen und T-Zellen)
gemischt werden, angesetzt. Dabei ist die allogene von der autologen MLR zu

unterscheiden.

Allogene MLR

Hier finden Monozyten- und T-Zellpopulationen unterschiedlicher Spender
Verwendung. Die Monozyten werden isoliert, mit Antigen beladen und zu
dendritischen Zellen ausgereift. Erst am Tage des Ansatzes der Kokultur
werden die T-Zellen, die von anderen Blutspendern als die dendritischen Zellen
stammen, durch MACS gewonnen. Die Verwendung eines zusatlichen
Antigens, wie er bei der autologen MLR nétig ist entfallt, da die
unterschiedlichen HLA-Typen der Blutspender als Proliferationsstimulus

ausreichend sind.

Autologe MLR

Hier werden Monozyten- und T-Zellpopulationen derselben Spender am
gleichen Tag separiert. Die Monozyten werden nach DC-Protokoll isoliert,
antigenbeladen (Tetanustoxoid) und zu dendritischen Zellen ausgereift. Die
durch MACS isolierten T-Zellen Uberdauern den Zeitraum der Reifung
dendritischer Zellen bis zum Ansatz der Kokultur unter Zytokinzusatz im

Brutschrank.

Ab dem Ansatz der Kokultur sind die folgenden Ablaufe der allogenen und

autologen MLR identisch. Die frisch isolierten, ausgereiften und
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antigenbeladenen dendritischen Zellen werden mit den T-Zellen in
verschiedenen Verhaltnissen von 1:20 bis 1:320 in 200 upl Medium
in  Quadruplikaten auf einer 96-Well-Rundbodenplatte  ausplattiert.
Zusatzlich wurde als Kontrolle ein Quadruplikat mit T-Zellen ohne dendritische
Zellen angelegt. Die so entstandene MLR wurde flr 48 h bei 37°C im
Brutschrank kultiviert, dann wurde in alle Wells 20 pl [*H]-Thymidin (1 pCi pro
Well) dazugegeben und eine weitere 18 h Inkubation angeschlossen, in der die
Zellen das radioaktive Thymidin in ihre DNS einbauen. Ein Einbau
in die Antigen-prasentierenden Zellen, der durch vorherige Bestrahlung der
Zellen ausgeschlossen werden kann, spielt hier keine wesentliche Rolle, da die
verwendeten dendritischen Zellen ausdifferenzierte Zellen sind, die nicht mehr
proliferieren. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellkulturen mit Hilfe eines
96-MicroCell-Harvesters geerntet, auf Filtermatten transferiert und das nicht
inkorporierte Thymidin ausgewaschen. Nach einer mehrstindigen Trocknung
wurden die Filter in eine Plastiktasche eingeschweilt und mit
Szintillationsflussigkeit impragniert, die die relativ schwache B-Strahlung in
Szintillationen umwandelt und damit messbar macht. Danach konnte die
Radioaktivitat der Filter in einem Szintillationszahler in Szintillationen pro Minute
(cpm, counts per minute) bestimmt werden. Die Proliferationsrate der T-Zellen
nach Aktivierung durch dendritische Zellen kann so anhand der gemessenen

cpm quantifiziert und verglichen werden.

2.3.7 Mikroskopie

Zur routinemaRigen optischen Darstellung von Zellen und Zellkulturen wurde
die Phasenkontrastmikroskopie verwandt. Tritt Licht durch ein optisch dichteres
Medium (z.B. Plasmamembranen oder Zellkerne), wird die Grole seiner
Wellenlange verandert. Dadurch entstehen Phasenunterschiede zwischen den
einzelnen Lichtstrahlen, die durch in den Strahlengang eingebrachte
Polarisationsfilter in Helligkeitsunterschiede umgewandelt werden. Das flhrt zu
einer kontrastreicheren Darstellung und einer besseren Auflosung der

beobachteten Strukturen.
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2.4 Statistische Analyse

Die Ergebnisse sind als arithmetisches Mittel angegeben, wobei die Streuung
der Werte jeweils als Standardfehler der Mittelwerte (standard error of mean,
SEM) dargestellt wird. Um die statistische Signifikanz der Unterschiede
einzelner Ergebnisse zu berechnen, wurde der zweiseitige Student-t-Test fur
paarige Stichproben parametrischer Verteilungen angewendet. Statistische
Signifikanz wurde bei p-Werten < 0,05 bzw. p < 0,01 angenommen und ist
durch Markierung mit einem * bzw ** angezeigt. Alle statistischen
Berechnungen wurden mit dem Programm StatView D-4.5 (Abacus Concepts,
CA, USA) durchgefuhrt. Die rechnerische Auswertung und graphische
Darstellung der Daten erfolgte mittels der Programme Microsoft Excel und

Microsoft PowerPoint (Microsoft Cooperation, CA, USA).
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3. ERGEBNISSE

3.1 Wirkung von Cyclooxygenase-Inhibitoren und Zytostatika

auf Tumorzellen

3.1.1 Keine Beeinflussung der CD95-Expression durch nichtsteroidale

Antiphlogistika und Gemcitabin

Wir gingen von der Hypothese aus, dass eine Vorinkubation der
Pankreaskarzinomzellen mit Gemcitabin und NSAR, die durch Tumorlysat-
gepulste, dendritische Zell-induzierte T-Zell-mediierte Lyse steigern wurde. Eine
Maglichkeit fur eine gesteigerte CTL-Lyse besteht in der Hochregulierung des
auf der Tumorzelllinie befindlichen CD95-Liganden, der es den T-Zellen
erleichtert, mittels CD95 Apoptose zu induzieren. Um die Rolle der CD95/CD95-
Ligand-Interaktion genauer zu bestimmen, musste zuerst analysiert werden, ob

die CD95- Expression der Tumorzellen nach Inkubation aufreguliert wird.

O Panc-1
K MiaPaCa-2

% CD95-Expression

4

Cele Cele Cele ASS ASS
5uM 20 uM 50 uM 100 uM 500 uM

Medium DMSO

Abb. 2: Durchflusszytometrisch bestimmte CD95-Expression von Tumorzellen nach Inkubation
mit NSAR. Weder bei der Acetylsalicylsaure, als Vertreter der unselektiven NSAR, noch bei
Celecoxib, als Teil der selektiven COX-2-Inhibitoren-Famile, kam es zu einer Aufregulierung des

CD95-Liganden. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis aus n=3 Versuche.

Dazu fanden drei verschiedene Tumorzelllinien Verwendung: die

COX-negativen Panc-1 und MiaPaCa-2 sowie die COX-positive BxPc-3.
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Nach Ernte der Zellen wurden sie mit den Pharmaka versetzt. Es wurden fur
das NS-398 eine Konzentration von 20 yM, fur Celecoxib 5- und 20 yM und
fur die Acetylsalicylsaure 100- und 500 yM gewahlt. Um einen verfalschenden
Effekt durch das DMSO, das als Losungsmittel fur Celecoxib diente,
auszuschliessen, wurde jeweils eine Gruppe jeder Tumorzelllinie mit DMSO
inkubiert. Nach 24 Stunden wurde durchflusszytometrisch die CD95-

Expression bestimmt.

Die Auswertung der FACS-Ergebnisse ergab keinen Anhaltspunkt fur einen
Effekt der NSAR auf die Expression des CD95-Liganden (Abb. 2). Die
jeweiligen Hochst- und Tiefstwerte jeder Zellinie lagen sehr eng beieinander
und fanden sich stets bei verschiedenen Substanzen und Konzentrationen
wieder. Allerdings zeigten die drei Tumorzelllinien eine unterschiedlich starke
Expression des CD95, wobei diese bei BxPc-3 am hochsten lag. Somit ist es
nicht moglich einen Zusammenhang zwischen Todesligand-Expression und
NSAR-Inkubation herzustellen.

3.1.2 Hemmung der Tumorzellproliferation in Abhangigkeit von Typ und

Dosierung der Pharmaka sowie CD95-Antikérper-Prasenz

Um die Proliferation der Pankreaskarzinomzelllinien zu untersuchen, wurde der
kolorimetrische Proliferationstest durchgefuhrt. Ziel dieser Studie war es die
Konzentration der pharmakologisch aktiven Substanzen zu identifizieren, bei
der keine signifikante Hemmung der Tumorzellproliferation mehr zu detektieren
war. Parallel wurde eine zweite Versuchsreihe angesetzt, bei der zusatzlich ein
aktivierender CD95-Antikorper zugegeben wurde. Ziel der Kombination der
Zytostatika (Gemcitabin und 5-Fluoruracil) und des COX-Inhibitors (Celecoxib)
mit dem Antikdrper war es, eventuelle synergistische Effekte dieser
Komponenten zu identifizieren. Um eventuelle COX-unabhangige Effekte
aufzuzeigen, fiel die Entscheidung bei der Wahl der zu verwendenden
Tumorzelllinien neben der COX-2-positiven BxPc-3 auf die COX-2-negative

Panc-1.
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Abb. 3: Die mit dem Proliferationsassay bestimmte Tumorzellproliferation nach Inkubation mit
5-FU, allein bzw. in Kombination mit einem aktivierenden CD95-Antikdrper, der zeitgleich mit
dem Zytostatikum appliziert wurde, erfolgte in 24-stiindigen Intervallen. Angegeben sind die
Mittelwerte aus einem Versuch mit n=4 Ansatze pro Tumorzellinie. Der synergistische Effekt
des Antikorpers in Kombination mit dem Pharmakon ist bei beiden Pankreaskarzinomzelllinien

deutlich erkennbar.

Bei 5-Fluoruracil (Abb. 3) zeigte sich ein deutlicher proliferationshemmender
Effekt in Abhangigkeit von der Konzentration des Zytostatikums und der
Inkubationsdauer. Die Zugabe des aktivierenden CD95-Antikorpers hatte eine
synergistische Wirkung. Dabei war dieser Effekt bei beiden verwendeten

Tumorzelllinien zu beobachten, der aber bei den Panc-1 noch starker
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ausgepragt schien und zum Zeitpunkt der letzten Messung bei der 10 nM 5-FU
plus Antikorper-Gruppe (33 %) zu einer starkeren Hemmung fuhrte als bei der
100 nM plus Antikérper-Gruppe (36 %), die mit der 1000 nM-Gruppe (39 %)
eine annahernd identische Proliferationshemmung herbeiflihrte. Dies ist
besonders bemerkenswert, wenn man bedenkt, dass das Pharmakon in der
niedrigsten Konzentration ohne den Antikérper den geringsten Effekt zeigte.
Vergleicht man die Werte des Chemotherapeutikums mit den
konzentrationsgleichen Pharmakon-CD95-Antikorper-Kombinationen so sind
die Unterschiede bei 5-FU 10 nM mit p= 0,014 und 5-FU 1000 nM mit p=0,22
signifikant. Ein ahnlicher Trend zeichnete sich bei den BxPc-3 ab (Abb. 3). Auch
hier war die Proliferationshemmung titrierbar und durch Antikérperzugabe noch
zu steigern. Die Maximalhemmung ging vom 5-FU 1000 nM plus Antikorper mit
10 % aus. Der Vergleich der Werte der Pharmakon-Gruppe mit der Pharmakon
plus Antikorper-Gruppe bringt bei 5-FU 10 nM mit p= 0,003, bei 5-FU 100 nM
mit p= 0,001 und bei 5-FU 1000 nM mit p= 0,002 hochsignifikante Unterschiede

hervor.

Bei dem zweiten von uns verwendeten Zytostatikum, dem Gemcitabin,
zeichnete sich bezlglich der Zellproliferationshemmung das gleiche nach
Konzentration und CD-95-Antikorper-Zugabe gestaffelte, wie bereits bei 5-FU
erhaltene Resultat ab. Auch hier erwies sich die Pharmakon-Antikorper-
Kombination bei den Panc-1-Zellen als effektiver als bei den BxPc-3 (Abb. 4).
Betrachtet man bei Panc-1 die antikdrperfreien bzw. antikdrperhaltigen Gruppen
jeweils getrennt, so korrelieren die Prozentsatze der Proliferationshemmung mit
den Dosierungen des Pharmakon. Der Einsatz des CD95-Antikorpers verstarkte
die Wirkung des Gemcitabin in einem Ausmass, dass das Gemcitabin
10 nM plus Antikérper nach 96 Stunden zusammen mit dem Gemocitabin
1000 nM in etwa den gleichen Endpunkt von 31 % erreichte. Die Differenzen
zwischen Pharmakon- und Pharmakon plus Antikorper-Endergebnissen sind bei
der niedrigsten Konzentration mit p= 0,017 signifiknant, bei der hoéchsten
Dosierung mit p= 0,002 hochsignifikant. Bei BxPc-3 (Abb. 4) ging der maximale
Effekt vom Gemcitabin 1000 nM plus Antikorper mit 33 %, der geringste Effekt
vom Gemcitabin 10 nM (69 %) aus. Die Ergebnisse sind jedoch nicht

signifikant.
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Abb. 4: Proliferation von Pankreaskarzinomzellen nach Inkubation mit Gemcitabin, alleine oder
kombiniert mit einem CD95-Antikorper. Die Mittelwerte errechneten sich aus n=1 Versuch mit
n=4 Ansatze fir beide Tumorzelllinien. Sowohl bei BxPc-3 als auch bei Panc-1 treten die
Titrierbarkeit des Chemotherapeutikums und die durch Zugabe eines CD95-Antikdrpers
bedingten synergistischen Effekte deutlich hervor. Vergleicht man die Werte der Gruppen ohne
Antikérper mit den Gruppen in aquivalenter Dosierung jedoch mit Antikérper, so ergeben sich
bei den 10 nM-Konzentrationen signifikante, bei den 1000 nM-Dosierungen sogar

hochsignifikante Unterschiede.

Auch bei der letzten verwendeten Substanz, dem Celecoxib, stellte sich eine
titrierbare und durch Antikdrperzugabe steigerbare Proliferationshemmung ein,
wenn auch nicht in dem Umfang wie dies bei den Chemotherapeutika der Fall
war (Abb. 5). Die wirkungsvollste Kombination stellte wiederholt die

Hochstkonzentration des Celecoxibs mit dem CD95-Antikdrper dar (31 %).
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Besonders auffallig ist der enorme Unterschied der 10 pM-Werte.
Die Antikorper-Zugabe fuhrte zu einer Steigerung der Proliferationshemmung
von uber 20 % (63 % vs. 42 %) und liegt dabei auch noch vor den beiden
50 pM-Celecoxib-Gruppen. Da diese COX-2-defiziente Tumorzellinie auf den
selektiven COX-2-Inhibitor in ahnlicher Weise wie die COX-2-positive BxPc-3 in
Form einer stark verminderten Proliferation ansprach, ist von einer COX-2-

unabhangigen Wirkung des Celecoxib auszugehen.
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Abb. 5. Tumorzellproliferation (Mittelwert von n=4 Ansatzen pro Tumorzellinie aus n=1 Versuch)
nach Inkubation mit Celecoxib, allein bzw. in Kombination mit einem CD95-Antikérper. Auch
hier fihrte die CD95-Antikérper-Zugabe bei beiden Zelllinien zu einer deutlichen, bei BxPc-3 in
allen Konzentrationen signifikanten Steigerung der durch das Pharmakon induzierten

zellproliferationshemmenden Wirkung.
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Bei den BxPc-3 (Abb. 5) waren die Unterschiede der einzelnen Pharmaka-
Gruppen zu den CD95-Pendants sogar noch gréf3er und sind dabei im
Gegensatz zu Panc-1 alle signifiknant (Celecoxib 10 uM: p= 0,022, Celecoxib
100 pM: p= 0,04, Celecoxib 10uM: p= 0,01), wobei der Einsatz dieses
Antikorpers wiederum bei der niedrigsten Konzentration den grossten Effekt
zeigte (Celecoxib 10 uM: 87 % vs. Celecoxib 100 uM: 61 %).

Bei allen verwendeten Pharmaka konnte ein sehr deutlicher und zum Grol3teil
signifikanter Zusammenhang zwischen der Konzentration der jeweiligen
Substanz und dem Ausmall der Hemmung der Tumorzellproliferation
festgestellt werden. Dies gilt bei Celecoxib sowohl fur Panc-1 als auch fir
BxPc-3, die Wirkung des COX-2-Inhibitors ist also COX-unabhangig.
Die aquivalenten Konzentrationen der Zytostatika besitzen eine starker
ausgepragte proliferationssupprimierende Eigenschaft als das Celecoxib. Die
Kombination der Pharmaka mit dem CD95-Antikorper resultierte sowohl bei den
Zytostatika als auch bei dem COX-2-Hemmer in einer signifikant gesteigerten
Hemmung der Zellproliferation. In einigen Fallen war die Kombination
Pharmakon plus Antikorper sogar effektiver als die hohere Dosierung der
Substanz alleine. Besonders bei den Gruppen, die mit niedrigen Dosierungen
der pharmakologisch aktiven Substanz inkubiert wurden, fihrte die Zugabe des
Antikérpers zu einer stark gesteigerten Zellproliferationshemmung. Dieses
Phanomen trat bei beiden Pankreaskarzinomzellinien auf und beruht
maoglicherweise auf einer Sensitivierung der Tumorzellen gegenuber anti-CD95,
jedoch unabhangig von der Expression des CD95 auf der Tumorzelloberflache,

wie im vorangegangen Versuch gezeigt wurde.

3.1.3 Keine Apoptoseinduktion durch Cyclooxygenase-Hemmer und

Zytostatika.

Nachdem ein Einfluss der pharmakologisch aktiven Substanzen auf die
Zellproliferation belegt werden konnte, untersuchten wir, ob diesem
zellproliferationshemmenden Effekt eine Apoptoseinduktion zugrunde liegt. Um
eine COX-2-unabhangige Wirkung des Celecoxib zu demonstrieren, wahlten wir

fur diesen Versuch die COX-2-defiziente Panc-1-Tumorzelllinie. Die Analyse
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der Zell-Apoptose wurde mit Hilfe einer durchflusszytometrischen Zweifach-
Farbung der Zellen mit Annexin-V und Propidium-lodid (PI) durchgefihrt. In der
frihen Apoptose erscheinen die Zellen auf Grund der noch intakten
Zellmembran lediglich Annexin-V-FITC positiv, wohingegen sie im Verlauf
zusatzlich Pl positiv werden (Abb. 9), ein Zeichen des folgend nekrotischen

Zelluntergangs.
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Abb. 6: Prozentsatz der durch Annexin V/Pl durchflusszytometrisch ermittelten friih- und
spatapoptotischen Panc-1-Zellen die nur mit Pharmaka inkubiert wurden. Lediglich bei
Gemcitabin 10 nM war die Apoptoserate in geringem, jedoch nicht signifikantem Malie erhoht.

Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis aus n=3 Versuche.

Es konnte gezeigt werden, dass weder der selektive COX-2-Inhibitor Celecoxib
und die Zytostatika Gemcitabin und 5-Fluorouracil alleine, noch deren
Kombination mit dem aktivierenden CD95-Antikérper in den verwendeten
Konzentrationen in der Lage waren, bei der Pankreaskarzinomzelllinie Panc-1
Apoptose zu induzieren. Betrachtet man den Prozentsatz frihapoptotischer
Zellen der Gruppen, die lediglich mit den pharmakologisch aktiven Substanzen
inkubiert wurden (Abb. 6, Abb. 9), so wird der Prozentsatz der unbehandelten
Kontrollgruppe (9 %) lediglich von den Werten des 5-FU 50 nM (10 %) und
Gemcitabin 10 nM (15 %) geringfugig Uberboten. Alle anderen Gruppen wiesen
eine ahnliche Apoptoserate wie die Kontrolle auf. Auch die Kombination mit
einem CD95-Antikdrper zeigte keinen zusatzlichen Effekt (Abb. 7, Abb. 9).
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Abb. 7: Prozentsatz friih- und spatapoptotischer Zellen aus einem reprasentativen von n=3
Versuche, bei denen die Pankreaskarzinomzellen mit Pharmaka und CD95-Antikdrper inkubiert
wurden. Die Kombination der pharmakologisch aktiven Substanzen mit dem CD95-Antikorper
hatte keinerlei erkennbaren Effekt auf die Apoptoseinduktion. Eine synergistische Wirkung blieb

aus.
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Abb. 8: Der Vergleich des Prozentsatzes (aus einem reprasentativen von n=3 Versuche)
frGhapoptotischer Tumorzellen, die mit Chemotherapeutika bzw. dem COX-2-Inhibitor inkubiert
wurden, mit Zellen, die zusatzlich noch mit dem CD95-Antikérper versetzt wurden, lasst keine

synergistischen Effekte der Pharmaka mit dem Antikérper erkennen.

Vergleicht man die Verteilung der frihapoptotischen Zellen der Pharmaka- mit
denen der Pharmaka plus Antikorper-Gruppen, so sind keine signifikanten

Unterschiede festzustellen (Abb. 8). Die Tumorzellen zeigten sich ganzlich
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apoptoseresistent gegenuber den von uns gewahlten Konzentrationen der

verwendeten Substanzen und Kombinationen.
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Abb. 9.: FACS-Plots der mit Pharmaka und CD95-Antikdrper inkubierten Panc-1-Tumorzellen.
Oberer rechter Quadrant: A+ Pl+ entsprechen spatapoptotische und nekrotische Zellen, unterer
rechter Quadrant: A+PI- entsrechen friihapoptotischen Zellen.
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Als Fazit fur den ersten Teil der vorliegenden Arbeit sei vor allem der
synergistische Effekt des aktivierenden CD95-Antikbrpers mit den
pharmakologisch aktiven Substanzen hervorgehoben, der zu einer signifikant
hoheren Hemmung der Tumorzellproliferation im Vergleich zu den
proliferationssupprimierenden Eigenschaften der Pharmaka alleine fuhrte.
Jedoch vermochten die Substanzen in den von uns verwendeten
Konzentrationen den auf der Zelloberflache befindlichen CD95-Rezeptor nicht
aufzuregulieren und auch keine relevante Apoptose induzieren. Damit scheint
der Einsatz iin einem in vitro-Modell der dendritischen Zell-basierten
Immuntherapie moglich, welcher bei einer deutlichen Apoptoseinduktion fraglich
gewesen ware, da es bei den momentan etablierten Analyseverfahren zum
Nachweis dendritischen Zell- induzierter antigen-spezifischer T-Zelllyse keine
Moglichkeit gibt, die Anteile apoptotischer Zellen, die durch Pharmakainduktion
bedingt sind von denen, die durch antigenspezifische T-Zellen lysiert werden,

Zzu unterscheiden.
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3.2 Wirkung von nichtsteroidalen Antirheumatika und

Gemcitabin auf dendritische- und T-Zellen

3.2.1 Keine Beeinflussung von Viabilitat und Reifung dendritischer Zellen bei
Generierung in Gegenwart von nichtsteroidalen Antirheumatika und

Gemocitabin

In diesem Abschnitt untersuchten wir zunachst, ob die Reifung und
Differenzierung der dendritischen Zellen, als Hauptkomponente der
Immuntherapie, durch das Chemotherapeutikum Gemcitabin und den selektiven
COX-2-Inhibitor Celecoxib gehemmt wird. Dazu wurden nach einer von uns
etablierten Methode (Dauer et al., 2003) Monozyten von drei Spendern isoliert
und daraus dendritische Zellen generiert. 48 Stunden nach der
Monozytenisolation wurde ein Teil der Zellen im Durchflusszytometer auf ihre
Oberflachenmarkerexpression Uberpruft. Wie zu erwarten, waren die Zellen
CD83 und CD86-negativ, auf CD14 positiv. Zu Beginn der Monozyten-Kultur mit
GM-CSF und IL4 erfolgte die Zugabe der von Celecoxib in Konzentration von
5, 20 und 50 uyM und Gemcitabin in Konzentrationen von 2, 5 und 20 nM. Als
Kontrolle dienten dendritische Zellen, denen wahrend der Reifung keine
pharmakologisch aktiven Substanzen zugesetzt wurden. Nach weiteren
24 Stunden wurden die Zellen erneut durchflusszytometrisch untersucht. Dabei
standen die Viabilitat der Zellen sowie die Expression der Oberflachenmarker
CD14, CD80, CD83, CD86 und MHC Il im Vordergrund. Generell liess sich
kein negativer Einfluss der Pharmaka auf Reifung und Differenzierung der
dendritischen Zellen beobachten. Selbst in den hochsten eingesetzten
Konzentrationen der Pharmaka schien die Entwicklung im Vergleich zur

Kontrolle nicht oder nur unwesentlich verandert zu sein.

In der Lifegate-Analyse (Abb. 10) wurde der Prozentsatz der Viabilitat der reifen
dendritischen Zellen bestimmt. Die Ergebnisse liegen so eng beieinander,
(Maximum und Minimumwert haben eine Differenz von 6 %), dass von keinem
Einluss der Pharmaka auf das Uberleben der Zellen ausgegangen werden

kann.
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Abb. 10: Prozentsatz lebender dendritischer Zellen, angegeben wie auch bei den folgenden
Abbildungen als Mittelwert + SEM aus n=1 Versuch mit n=3 Spender, nach Inkubation mit
pharmakologisch aktiven Substanzen. Der Zusatz der Pharmaka wahrend des

Generierungsprozesses hatte auf die Viabilitdt der dendritischen Zellen keinen Einfluss.
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Abb. 11: Durchflusszytometrisch bestimmter Prozentsatz CD14-positiver Zellen nach
abgeschlossener Reifung der dendritischen Zellen von n=3 Spender aus n=1 Versuch in
Gegenwart von Pharmaka verschiedenen Typs und Konzentration. Die Oberflachenexpression

dieses Markers zeigte sich bei allen Gruppen von der Substanz-Zugabe unbeeinflusst.

Bei CD14 handelt es sich um einen Oberflachenmarker der auf Monozyten
exprimiert wird, im Laufe der Reifung zu dendritischen Zellen jedoch stetig
abreguliert wird. Wie fur reife dendritische Zellen zu erwarten, lag der Anteil der

CD14-positiven Zellen nach Abschluss der Reifung unter 3%. Es zeichneten
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sich keine Unterschiede fur die Pharmaka-inkubierten Gruppen im Vergleich zur

Kontrolle ab. (Abb. 11, Abb.12).
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Abb. 12: FACS-Plots reifer dendritischer Zellen die in Pharmaka-Milieu generiert wurden,

48 Stunden nach der Stimulation. Die Plots und

reprasentieren einen von n= 3 Spender eines Versuchs.

angegebenen CD14- und CD83-Werte

Wie bei den Ergebnissen der anderen Oberflachenmarker bereits demonstriert,

sind bei den Prozentsatzen der CD83-positiven Zellen erwartungsgemaf keine

relevanten Unterschiede festzustellen (Abb.12, Abb.13). Bis auf eine Ausnahme

liegen die Werte aller Gruppen

im Bereich der Kontrolle

(76 +6 %).
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Abb. 13: Prozentsatz CD83-positiver Zellen nach abgeschlossener Reifung der dendritischen
Zellen von n=3 Spender aus n=1 Versuch in Gegenwart von Gemcitabin und Celecoxib in
verschiedenen Konzentrationen. Die Auswertung der der FACS-Resultate ergab keinen

signifikanten Unterschied bei der Oberflachenmarkerexpression der Gruppen.

100 -
90 -
80 -
70 -
o 60 -
8 50
S 40 1
30
20
10 -
0 ‘
Kontrolle  Cele Cele Cele Gem Gem Gem Gem
5 uM 20 uM 50 uM 2 nM 5nM 20 nM 50 nM

Abb. 14: Prozentsatz CD80-positiver, reifer dendritischer Zellen von n=3 Spender aus
n=1 Versuch. Die Generierung erfolgte in Gegenwart eines Zytostatikums (Gemcitabin) und
eines selektiven COX-Hemmers (Celecoxib) in verschiedenen Konzentrationen. Die Resultate
lassen keinen relevanten Unterschied der Oberflachenmarkerexpression bei dem Vergleich mit

der pharmakafreien Kontrollgruppe (80 £ 5%) erkennen.

Alle dendritischen Zellen waren nach der Ausreifung CD80-positiv (Abb.14),

ganz gleich in welchem substanzspezifischen Milieu sie generiert wurden. Alle
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Werte lagen nur unwesentlich Uber, eine Gruppe leicht unter dem Prozentrang
der Kontrollgruppe (80 + 5%).
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Abb. 15: FACS-Plots reifer dendritischer Zellen die in Pharmaka-Milieu generiert wurden,
48 Stunden nach Stimulation. Die angegebenen CD86- und MHC II-MFI-Werte sind spezifisch
fur die Zellen eines als reprasentativ erachteten Probanden von n=3 Spender.

Auch bei dem neben CD80 wichtigsten kostimulatorischen Oberflachenmolekl
CD86 (Abb. 15, Abb. 16) konnten keine eindeutigen Unterschiede, sondern
lediglich geringfugige Schwankungen beobachtet werden. Die Gruppe, die mit
der Hochstdosierung des Chemotherapeutikums inkubiert worden waren, wies
eine hohere MFI als die Kontrollgruppe auf (35565 vs. 264 +78).



69

450
400 -
350
300 ~
©
& 250 -
(@)
L 200 -
=
150
100 -
50
O T T T T
Kontrolle Cele Cele Cele Gem Gem Gem Gem
5 uM 20 uM 50 uM 2 nM 5nM 20 nM 50 nM

Abb. 16: MFI-Mittelwert + SEM (von n=3 Spender aus n=1 Versuch) des CD86 von
dendritischen Zellen, denen zu Beginn des Generierungsprozesses verschiedene
pharmakologisch aktive Substanzen zugegeben wurde. Man beachte, dass der Maximalwert

(355 £ 65) von der Gruppe mit der hdchsten Konzentration des Zytostatikums gestellt wird.
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Abb. 17: Die MFI-Mittelwerte+SEM (n=1 Versuch) des MHC II-Molekdls dendritischer Zellen
von n=3 Spender, die nach Abschluss der in vitro-Reifung in Zytostatikum- bzw. NSAR-
angreichertem Medium durchflusszytometrisch bestimmt wurden.Wie bei allen bereits gezeigten
Oberflachenmarkern so finden sich auch hier erwartungsgemaf keinerlei Ergebnisse, die auf

negative Effekte der Substanzen auf die Reifung der dendritischen Zellen schlieRen lassen.

MHC Il liegt bei unreifen dendritischen Zellen und bei Monozyten intrazellular
vor. Als Folge der Antigenaufnahme durchlauft die APC einige morphologische

und funktionelle Veranderungen. Unter anderem wird MHC Il auf die
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Zelloberflache transloziert, wo dieser Komplex die Aufgabe der
Antigenprasentation gegenuber den T-Lymphozyten dbernimmt. In der
vorliegenden Studie konnten bei der Auswertung der MFI-Werte des MHC |l wie
schon bei allen anderen Oberflachenmarkern keine signifikanten Unterschiede,
sondern allenfalls leichte Schwankungen, die jedoch nicht mit dem
Pharmakontyp oder der Dosierung in Verbindung gebracht werden kdénnen,
beobachtet werden. Gemcitabin 50 nM (1498 + 138) wies beispielsweise den
gleichen MFI-Wert wie die Kontrolle (1526 +92) auf (Abb. 15, Abb.17).

Abschliessend lasst sich feststellen, dass von den Pharmaka keinerlei Effekte
bezlglich Reifung und Differenzierung der dendritischen Zellen ausgingen. Da
jedoch die durchflusszytometrische Bestimmung der Oberflachenmarker
lediglich ein phanotypisches Kriterium darstellt, jedoch keine Aussage fur die
T-Zell-stimulatorische Kapazitat treffen kann, wurde dieser Punkt in den

darauffolgenden MLRs untersucht.

3.2.2 Pharmakon-spezifische Effekte auf die T-Zell-stimulatorische Kapazitat

dendritischer Zellen

Nach der phanotypischen Bestimmung der Expression dendritischer Zell-
typischer Oberflachenmarker unter Pharmakaeinfluss, die keinen Effekt der
Substanzen auf den Reifungsprozess der Zellen erkennen liesen, wurde
darauffolgend die allostimulatorische Kapazitat der dendritischen Zellen in der
allogenen MLR getestet (Abb. 18). Vor dem Ansatz der Kokultur wurden die
nach einem in unserem Labor entwickelten Protokoll (Dauer et al., 2003)
generierten reifen dendritischen Zellen auf Oberflachenmarker CD14, CD80,
CD83, CD86, HLADR und MHC II, die durch MACS gewonnenen T-Zellen auf
Vorhandensein von CD3, CD4 (MHC ll-restricted T-Helferzelle) und CD8
(MHC I-restricted T-Killerzellen) durchflusszytometrisch untersucht, um sich
vom Reifestatus und dem Zustand der Zellen Uberzeugen zu kdénnen.
Die T-Zellen wurden in unterschiedlichen Verhaltnissen (1:20, 1:40, 1:80, 1:160,
1:320) mit den dendritischen Zellen in Kokultur gebracht. Zusatlich wurden die
einzelnen Wells mit Gemcitabin (5, 20 und 50 nM) und Celecoxib (5, 20 und
50 uM) versetzt.
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Neben der Kontrollgruppe, wurde eine Gruppe mit DMSO, das als
Ldsungsmittel fur das Celecoxib diente, inkubiert, um einen Effekt von DMSO
auf die Proliferation auszuschliessen. Zum Nachweis der Proliferation der
T-Zellen wurde radioaktives Tritium-markiertes Thymidin verwendet, das die
Zellen bei der DNS-Neusynthese in gleichem Male wie das physiologische
unmarkierte Thymidin aufnehmen. Der Einbau ist dabei abhangig von der DNS-

Syntheserate und dient damit als Marker fur die Proliferation.
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Abb. 18: Allogene MLR mit T- und dendritischen Zellen von n=4 Spender in der Ratio 1:20. Bei
dem mit n=4 Ansatze pro Spender durchgefuhrten Versuch zeigte sich deutlich eine Dosis-
Wirkungs- Beziehung der verwendeten Pharmaka auf die dendritische Zell-induzierte T-Zell-
proliferation. Bei Gemcitabin 20 und 50 nM sowie Celecoxib 50 uM sind die Unterschiede zu der

Kontrolle signifikant. Die Mittelwerte + SEM sind in CpM angegeben.

Das Ergebnis zeigt eine klare Dosis-Wirkung Beziehung (Abb. 18). Je hoher
das Zytostatikum, bzw. der COX-2-Hemmer dosiert waren, desto
eingeschrankter schien das T-Zell-stimulatorische Potential der dendritischen
Zellen. Bei Gemcitabin 20 nM (6555 + 1565 CpM) und Gemcitabin 50 nM
(2477 £ 698 CpM) sowie bei der verwendeten Maximalkonzentration des
Celecoxibs 50 M (5068 = 4699 CpM) war die T-Zellproliferation hochsignifikant
(Gemcitabin 20 nM: p= 0,0013, Gemcitabin 50 nM: p=0,001 und
Celecoxib 50 uM: p= 0,003) gegenuber der pharmakafreien Kontrollgruppe
(162269 + 12527 CpM) reduziert. Erst bei Gemcitabin 5 nM
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(120148 £ 49343 CpM) war wieder eine deutliche, jedoch nicht signifikant

gesteigerte T-Zellproliferation zu beobachten.

Es bleibt fur die allogene MLR festzuhalten, dass das Gemcitabin in all seinen
von uns verwendeten Konzentrationen, auler der niedrigsten Dosierung von
5 nM, das Celecoxib erst ab Konzentrationen Uber 20 uM
(147720 + 15481 CpM) die von dendritischen Zellen abhangige
T-Zellproliferation so stark hemmten, dass die erhaltenen Werte weit unter die

Werte der Kontrollgruppe absanken.
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Abb. 19: Autologe MLR mit dendritischen und T-Zellen von n=3 Spender mit n=4 Ansatze.
Angabe der Mittelwerte + SEM in CpM. Trotz sehr niedriger Konzentrationen des Zytostatikums
Gemcitabin war die dendritische Zell-abhangige T-Zellproliferation kaum noch messbar. Bei den
Celecoxib-Gruppen war die Hemmung bis auf die Gruppe mit der Héchstkonzentration dieser

Substanz weniger stark ausgepragt.

Da die Konzentrationen des Gemcitabin von 20- und 50 nM bereits die allogene
T-Zellproliferation sehr stark hemmten, wurde in der autologen MLR das
Gemcitabin in Konzentration von 50 nM durch 10 nM ersetzt. Es zeigte sich
jedoch, dass bereits die niedrigste von uns verwendete Konzentration von 2 nM
Gemcitabin (957 + 162 CpM) die autologe T-Zellproliferation fast ganzlich
unterdrickte (Abb. 19). Im Gegensatz dazu war bei den Celecoxib-Gruppen nur
bei der Hochstkonzentration von 50 uyM (47 + 29 CpM) eine deutliche Hemmung
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zu beobachten. Die niedrigeren Dosierungen liel3en eine T-Zellproliferation zu,
die zwar unter der mit den Tetanustoxoid-gepulsten dendritischen Zellen
inkubierten Kontrollgruppe (42828 + 10209 CpM), jedoch noch deutlich tber
Kontrollgruppe mit den ungepulsten dendritischen Zellen (13203 £ 1472 CpM)

lagen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Gemcitabin sowohl bei der
allogenen als auch bei der autologen MLR in allen Konzentrationen zu einer
nahezu kompletten Hemmung der Proliferation durch gepulste dendritische
Zellen aktivierten T-Zellen fuhrte. Diese Ergebnisse lassen den Schluld zu,
dass COX-2-Inhibitoren flr den kombinierten Einsatz mit dendritischen Zellen

besser geeignet sind als das Chemotherapeutikum Gemcitabin.
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3.3 Steigerung der spezifischen zytotoxischen T-Zell-Lyse

durch einen Cyclooxygenase-2-Inhibitor

3.3.1 Sensititivierung von Tumorzellen gegenuber CD95-abhangiger T-Zell-

Zytotoxizitat durch einen Cyclooxygenase-2-Inhibitor

Der Zytotox-Assay wurde durchgefihrt, um den Einfluss einer Vorbehandlung
von Tumorzellen mit Pharmaka auf die Effektivitat einer durch dendritische
Zellen induzierten spezifischen zytotoxischen T-Zell-Antwort zu Uberprufen. Der
*IChrom-Lyse-Test stellt eine quantitative Methode dar, mit der die zytotoxische
Aktivitat von Effektorzellen wie z.B. zytotoxischen T-Zellen (CTL) gegenlber mit
*'Chrom-markierten Zielzellen ermittelt wird. Zunachst wurde in einer autologen
Kokultur von Lysat-gepulsten dendritischen Zellen und CD3(+)-T-Zellen, wie
zuvor beschrieben, Panc-1-spezifische CTL induziert. Zwei Wochen lang
erfolgte einmal wochentlich die Restimulation der Kokultur mit reifen,
Tumorlysat-gepulsten dendritischen Zellen. Vor dem Einsatz im Zytotox wurden
die COX-2-negativen Panc-1 mit dem selektiven COX-2-Inhibitor NS-398
inkubiert und mit Chrom gelabelt, wobei dieses aufgenommen und reduziert
wurde. Chrom kann nur durch Zytolyse wieder freigesetzt werden und ist
proportional zur Zytolyse der Zielzellen und somit auch zur zytotoxischen
Aktivitat der Effektorzellen. Zum Teil erfolgte zusatzlich eine Inkubation mit dem
blockierenden Anti-CD95-Antikorper ZB4, um einen eventuell blockierenden
Effekt bei der CD95-vermittelten Lyse der durch Pharmaka sensitivierten
Pankreaskarzinomzellen zu zeigen, sowie Concanamycin A, um eine mogliche
Perforin-mediierte-Lyse zu demonstrieren. Bei Perforin handelt es sich um ein
Kanal-bildendes Protein, homolog zu dem C9 Komplement Protein, das als
Monomer in den Granulae von CTLs und NK-Zellen vorliegt und das bei einer
Freisetzung aus den Granulae aktivierter CTLs und NK-Zellen in der Lipid-
Doppelschicht der Plasmamembran der Zielzellen polymerisiert und grol3e,
wasserpermeable Kanale bildet, die eine osmotische Lyse der Zielzelle
einleiten. Zusatzlich dienen diese Kanale fur den Einstrom von aus den

CTL-Granula stammenden Enzymen.
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Abb. 20: Prozentuale Mittelwerte + SEM der Lyseraten spezifischer CTL, induziert durch
antigen-beladene dendritische Zellen von n=4 Spender mit n=3 Ansatze. Die Gruppe mit
NS-398 (20 um) vorbehandelten Tumorzellen wies die hochste Lyserate auf, die durch den
blockierenden CD95-Antikdrper aufgehoben werden konnte. Concanamycin blockierte die CTL

nur partiell.

Wie in Abbildung 20 dargestellt, brachte die Prainkubation der Tumorzellen mit
NS-398 im Vergleich zur gepulsten, aber pharmakafreien Gruppe, eine
Zuwachsrate von uber 10 % Lyserate (40,7 £ 7,9 % vs. 30,4 + 8,1 % bei einem
Verhaltnis von 80:1). Der Einsatz des blockierenden Antikorpers fuhrte zu einer
Lyserate (21,8 = 8,8 %) der mit NS-398 inkubierten Panc-1-Tumorzellen, die
nur unwesentlich Uber der durch ungepulste dendritischen Zell-vermittelten
unspezifischen Lyserate lag (14,9 + 3,6 % bei einer Ratio von 80:1). Somit fand
eine Aufhebung der durch Vorbehandlung mit NS-398 erwirkten Steigerung der
Lyserate statt. Dies beweist, dass die Lyse der Zielzellen CD95-mediiert

erfolgte.

Im Gegensatz dazu konnte durch das Concanamycin, das wahrend der
Pharmakainkubationsphase zugegeben wurde, die T-Zell-spezifische Lyse nur

zum Teil verhindert werden (27 +9 %).
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3.3.2 Zytokinproduktion bei Induktion von Antigen-spezifischen zytotoxischen
T-Zellen

Die Bestimmung der Zytokinprofile von IFN-y und IL-12 in den Uberstanden der
Kokultur erfolgte durch ELISA.
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Abb. 21: IFN-y-Level (pg/ml), angegeben als Mittelwert + SEM von n=4 Spender mit n=2
Ansatze, zu Beginn des Versuchs, nach den Restimulationen und am Tage des Zytotox. Sowohl
bei den Antigen-gepulsten, als auch bei den unbeladenen dendritischen Zell-Gruppe steigt der
Zytokinspiegel stetig an, jedoch ist die Konzentration dieses Zytokins bei der Antigen-gepulsten

Gruppe zum Teil mehr als doppelt so hoch wie bei der Kontrolle.

Anfangs noch auf niedrigem Niveau stiegen die IFNy-Level sowohl der Antigen-
gepulsten als auch ungepulsten Gruppen stetig an, um zum Zeitpunkt 48 h
nach der 2. Restimulation ihre Maxima (3270 = 530 pg/ml und
1349 + 278 pg/ml) zu erreichen (Abb.21). Vergleicht man die Zytokinspiegel
zum gleichen Zeitpunkt so fallt auf, dass von T-Lymphozyten, die von gepulsten
dendritischen Zellen das Antigen prasentiert bekamen, eine signifikant hohere
Zytokinproduktion zu erwarten ist als von T-Lymphozyten, die mit unbeladenen
dendritischen Zellen in Kontakt kamen. Die Unterschiede sind 48 Stunden nach
der 2. Restimulation mit p= 0,009 als hochsignifikant, am Tage des Zytotox mit
p= 0,012 als signifikant zu bezeichnen. Die erhohte Antigen-spezifische
IFN-y-Produktion nach den Restimulationen ist Ausdruck einer Induktion

Antigen-spezifischer, IFN-y-produzierender zytotoxischer T-Zellen.
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Die Entwicklung der IL-12-Konzentration (Abb. 22) verlief sowohl bei der
gepulsten- als auch bei der ungepulsten Gruppe wie bei IFN-y. Die Produktion
diese Zytokins in der Kokultur ist assoziiert mit entsprechend gesteigerter
IL-12-Produktion durch dendritische Zellen in Gegenwart von Antigen. 48 h
nach der 2. Restimulation war der Unterschied der IL-12-Spiegel der gepulsten-
(2704 £ 371 pg/ml) im Vergleich zur ungepulsten dendritischen Zell-Gruppe
(861 £ 103 pg/ml) mit p= 0,007 hochsignifikant, am Tage des Zytotox signifikant
(p=0,018).
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Abb. 22: Durch ELISA bestimmter IL-12-Level (pg/ml) der Kokultur mit Antigen-gepulsten sowie
ungepulsten dendritischen Zellen mit n=2 Ansatze von n=4 Spender jeweils zum Zeitpunkt
48 Stunden nach Ansatz der Kokultur bzw. den Restimulationen und zum Zeitpunkt des
Zytotox. Die teilweise signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen sind

charakteristisch fur die Induktion Antigen-spezifischer CTL.

Die Entwicklung der Zytokinprofile von IFNy und IL-12 im Laufe der Studie, die
von einem stetigen Anstieg und von teils signifikanten bis hochsignifikanten
Unterschieden zwischen den ungepulsten und den Antigen-gepulsten
dendritischen Zellen gepragt war, zeigt, dass die Antigen-spezifische Induktion
einer Th1-Antwort in der Kokultur mit den Tumorlysat-gepulsten dendritischen

Zellen mit der Induktion Antigen-spezifischer CTL assoziiert ist.
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4. DISKUSSION

4.1 Uberblick tiber die Ergebnisse

Der erste Abschnitt dieser Studie befasste sich mit den Effekten der
eingesetzten pharmakologischen Substanzen auf Pankreaskarzinomzellen. Die
Inkubation von Pankreaskarzinomzellen mit einem selektiven COX-2-Inhibitor
(Celecoxib) und einem unselektiven COX-Hemmer (ASS) in verschiedenen
Konzentrationen fuhrte zu keiner Steigerung der CD95-Expression auf der
Tumorzelloberflache. Bei dem im Anschluss durchgefihrten
Proliferationsassay konnte in Abhangigkeit von der verwendeten Substanz eine
konzentrationsabhangige Proliferationshemmung beobachtet werden. Diese fiel
bei den Zytostatika Gemcitabin und 5-Fluoruracil in aquivalenter Dosierung
héher aus als bei dem verwendeten COX-2-Hemmer Celecoxib, dessen Effekte
auf die COX-2-defizienten Panc-1 eine COX-unabhangige Wirkung nahelegt.
Die Kombination mit einem aktivierenden CD95-Antikorper flhrte bei allen
Substanzen vor allem in niedriger Konzentration zu Synergismen, die sich in
einer noch ausgepragteren Zellproliferationssuppression bemerkbar machten.
Im Gegensatz dazu konnten apoptoseinduzierende Effekte weder durch
Inkubation mit den Zytostatika und dem COX-2-Hemmer noch durch deren

Kombination mit dem CD95-Antikérper belegt werden.

Im zweiten Abschnitt dieser Studie waren die Effekte der Chemotherapeutika
und COX-Hemmer auf dendritische Zellen und die dendritische Zell-induzierte
T-Zellproliferation im Fokus unseres Interesses. Bei der Inkubation
dendritischer Zellen mit pharmakologisch aktiven Substanzen konnte bei der
durchflusszytometrischen Untersuchung kein Einfluss der Pharmaka auf den
Phanotyp, die Reifung und Differenzierung nachgewiesen werden. Ein anderes
Resultat ergaben die im Anschluss durchgefiuhrten allogenen und autologen
MLRs. Gemcitabin hemmte die dendritische Zell-induzierte T-Zellproliferation
bereits in der Minimalkonzentration, wohingegen Celecoxib selbst bei
mehrfacher Uberdosierung (bezogen auf den Plasmaspiegel) die Proliferation

einschrankte, jedoch nicht ganzlich unterdrickte.
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Im letzten Abschnitt dieser Arbeit konnte durch den Zytotox-Assay die
Induktion von Panc-1-spezifischen CTL durch Lysat-gepulste dendritische
Zellen demonstriert werden, deren Lyserate durch Prainkubation der
Tumorzellen mit einem COX-2-Hemmer und einer dadurch ausgelsten
Sensitivierung gesteigert werden konnte. Es konnte zudem gezeigt werden,
dass dieser Effekt CD95-vermittelt ist, da die durch den COX-2-Inhibitor
gesteigerte Lyserate durch einen blockierenden CD95-Antikérper aufgehoben

werden konnte.
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4.2 Methodendiskussion

4.2.1 Diskussion der verwendeten pharmakologisch aktiven Substanzen
4.2.1.1 Chemotherapeutika

Bei 80% der an einem Pankreaskarzinom erkrankten Patienten scheidet eine
radikalchirurgische Therapieoption aus und macht sie somit zu potentiellen
Kandidaten flr eine systemische Chemotherapie, obwohl sich unguinstigerweise
dieser Tumorzelltyp als &aulerst chemoresistent herausgestellt hat
(Kornmann et al., 1999). Als Standardzytostatikum fur die Chemotherapie von
Patienten mit Pankreaskarzinom galt lange Zeit das 5-Fluoruracil, das ein selbst
nicht antineoplastisch wirksames, synthetisches, fluoriertes Pyrimidinderivat ist.
Die Hemmung der Zellteilung erfolgt nach Metabolisierung durch die aktiven
Metaboliten 5-Fluorouridintriphosphat (FUTP), das zur Hemmung der
RNA-Synthese  (Bildung fehlerhaft  strukturierter RNS) fuhrt und
5-Fluorodesoxyuridinmonophosphat (FAUMP), das zum einen eine Blockade
der DNS-Synthese (Hemmung der Thymidilat-Synthetase) und zum anderen
DNA-Strangbruche (nach Einbau phosphoryliertem FAUMP in die DNA) bewirkt.

In den den Jahren 1996 und 1998 wurde zuerst in den USA, dann in Europa ein
neu entwickeltes Praperat mit der Bezeichnung ,Gemcitabin“ zur systemischen
Chemotherapie von gastrointestinalen Tumoren zugelassen. Gemcitabin
(Difluorodeoxycytidin, dFdC) wird durch Nukleosidkinasen zu dem wirksamen
Diphosphat-Nukleosid (dFACDP) und Triphosphat-Nukleosid (dFdCTP)
metabolisiert. Die zytotoxische Wirkung scheint auf den Wirkungen dieser
beiden Metabolite zu beruhen. Zum einen blockiert dFdCDP die
Ribonukleotidreduktase, die allein die Reaktion katalysiert, welche
Deoxynukleosidtriphosphate fur die DNS liefert. Die Blockade dieses Enzyms
bewirkt eine Reduktion der Konzentration von Deoxynukleotiden und speziell
von Deoxycytidintriphosphat (dCTP). Zum zweiten konkurriert dFdCTP mit
dCTP um den Einbau in die DNS und in geringerem Mal3e in die RNS. Durch
die Reduktion an intrazellularem dCTP wird der Einbau von dFdCTP in die DNS
verstarkt. Die DNS-Polymerase-¢ ist in wachsendem Umfang nicht in der Lage,

Gemcitabin zu entfernen und die wachsenden DNS-Strange zu reparieren.
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Nachdem dFdCTP in die DNS eingebaut wurde, erfolgt der Einbau eines
weiteren Nukleotids; Danach kommt es zu einer sogenannten maskierten

Kettenbeendigung, bei der die weitere DNS-Synthese vollstandig inhibiert wird.

In klinischen Studien (Burris et al., 1997) mit Patienten, bei denen ein
Pankreaskarzinom fortgeschrittenen Stadiums diagnostiziert wurde, fuhrte die
Monotherapie mit Gemcitabin mit 24%  klinischem Nutzen des
Allgemeinzustandes zu einem signifikant besseren Ergebnis als die
5-FU-Therapie mit 5%. Die mittlere Uberlebensrate von 12 Monaten wurde von
18% der mit Gemcitabin behandelten Patienten erreicht, im Gegensatz zu den
Personen, denen das 5-FU appliziert worden war und die mit 2% nur einen
Bruchteil des Gemcitabin-Prozentsatzes erzielten. Bisher erwies sich kein
Wirkstoff effektiver als Gemcitabin (Berlin et al., 2002). Auch die Kombination
mit anderen antitumoralen Substanzen erhohte lediglich die Toxizitat
(Adsay et al.,, 2001), abgesehen von Oxaliplatin, das in momentan noch
laufenden klinischen Studien in Kombinationsgabe mit Gemcitabin zu bislang
sehr erfolgversprechenden Resultaten fuhrte. Obwohl das objekive Ansprechen
auf diese Substanz unter 10% liegt, gilt Gemcitabin bei der primaren
Chemotherapie von Patienten mit einem nicht resezierbaren Pankreaskarzinom
als Zytostatikum der Wahl (Burris et al., 1997; Shore et al., 2003).

4.2.1.2 Nichtsteroidale Antiphlogistika

Ende des 19. Jahrhunderts wurde das Aspirin als antipyretisches, anti-
inflammatorisches und analgetisches Medikament auf den Markt gebracht. Kurz
danach wurde eine Gruppe von Wirkstoffen mit ahnlichen Eigenschaften
entdeckt und unter dem Sammelbetriff ,nicht steroidale Antirheumatika“ (NSAR)
zusammengefasst. In den siebziger Jahren identifizierten Vane und seine
Kollegen die Cyclooxygenase als das therapeutische Ziel der NSAR
(Vane, 1971). Sowohl die COX-1 als auch die COX-2 werden durch kovalente
Bindung des Acetylrests von der Acetylsalicylsaure irreversibel gehemmt,
wodurch  die  Oxidation die  Arachidonsaure unterbunden  wird
(Meade et al.,, 1993; Lecomte et al., 1994; Mancini et al., 1994). Celecoxib
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hingegen ist ein oral wirksamer und innerhalb des therapeutischen
Dosierungsbereichs (200 mg - 400 mg pro Tag), selektiver Cyclooxygenase-2-
Inhibitor, der somit nur die induzierbare COX-2, nicht jedoch die konstitutive
COX-1 hemmt. Als Vorteil dieser Substanzgruppe gegenuber den unselektiven
NSAR galt lange Zeit, dass unerwunschte Wirkungen hauptsachlich auf den
Gastrointestinaltrakt ausblieben. In jungster Zeit mehren sich jedoch Hinweise,
dass ein Teil der Coxibe im Zusammenhang mit Herz-, Kreislauf- und
GefalRerkrankungen eine nicht unerhebliche Rolle gespielt haben durften. So
wurde das Praperat Vioxx® (Rofecoxib) von dem Hersteller aus dem Handel
genommen. Jedoch sind die selektiven COX-2-Inhibitoren weiterhin im Fokus
der onkologischen Forschung. Die Resultate von randomisierten, doppelblinden
placebo-kontrollierten Studien bei FAP-Patienten schreiben u.a. dem Sulindac
und dem Celecoxib eine adenom-regressive Wirkung bei einem Teil der
Patienten zu, in manchen Fallen wurde sogar eine komplette Regession der
Adenome nach regelmassiger COX-2-Inhibitor-Einahme  beobachtet
(Labayale et al., 1991; Giardello et al., 1993; Nugent et al., 1993;
Smalley und DuBois, 1997; Steinbach et al., 2000).

4.2.2 Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen (FastDC)

Bei unseren Versuchen fanden dendritische Zellen, die nach FastDC-Protokoll
generiert wurden, Verwendung (Dauer et al., 2003). Dazu werden Monozyten
24 h lang mit GM-CSF und IL-4 inkubiert, bevor sie mit proinflammatorischen
Zytokinen TNF-qa, IL-1B3, IL-6 und PGE2 (Feuerstein et al., 2000) weitere 24 h
stimuliert werden, um darauffolgend alle Phasen der dendritischen Zell-
Differenzierung zu durchlaufen. Dabei zeigen die Zellen zuerst Charakteristika
unreifer dendritischer Zellen wie die Herunteregulierung des CD14-
Monozytenmarkers sowie eine Zunahme der Endozytose-Aktivitat und eine
Antwort auf das Inflammations-Chemokin MIP-1a, bevor sie hohe Level von
Molekulen, wie sie fur reife dendritische Zellen typisch sind (kostimulatorisches
CD83, MHC-II und CCR7) exprimieren.
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Mit Tetanus-Toxoid gepulste FastDC induzierten eine T-Zellproliferation, die im
Vergleich mit Tetanus-Toxoid-gepulsten, nach 7-Tage StandardDC-Protokoll
generierten moDCs in puncto Induktion einer T-Zellproliferation ebenburtig
waren (Dauer et al., 2003), was zeigt, dass sie in der Lage sind, Protein

aufzunehmen und fur die Prasentation auf MHC-Molekllen zu prozessieren.

Die Proliferation naiver CD45RA+ Zellen in groBRem Umfang lasst darauf
schlielen, dass Antigen-beladene FastDC nicht nur Immunantworten
stimulieren, um Antigen wiederzuerkennen, sondern auch um effektive primare
Immunantworten zu induzieren. Desweiteren sind FastDC in gleichem Umfang
wie moDCs in der Lage, Th-1-Immunantworten zu stimulieren, wie aus der
IFNy-Produktion von autologen T-Zellen, die mit Tetanus-Toxoid-beladenen

FastDC in Kokultur waren, abzuleiten ist.

Ein Grund dafir, dass die schnellere Generierung von dendritischen Zellen aus
Monozyten-Vorlaufern erst in jungster Zeit vorangetrieben wurde, ist, dass erst
seit kurzem Kenntnis und Mdglichkeit zur Bestimmung von Oberflachenmarkern
und morphologische Kriterien bestehen, die es erlauben, dendritische Zellen zu
identifizieren. Bisher musste man sich mit Langerhans Zell-ahnlicher
Morphologie begnugen: Zunahme der Zellgrosse, Bildung von Granulae und

Formation zytoplasmatischer Vorspringe.

In vitro bendtigte man dazu 5-7tagige Inkubation unter Zugabe von GM-CSF
und IL-4, um dieses morphologische Bild zu erhalten. Daraus entwickelte sich
das Standard-Protokoll fur die Generierung von dendritische Zellen aus
Monozyten (Romani et al., 1994; Sallusto und Lanzavecchia, 1994). Obwohl
dieses Protokoll auch weiterhin fir die Generierung von dendritischen Zellen
zur Induktion antitumoraler Immunantworten bei Vakzine-Studien genutzt
werden kann (Nestle et al., 1998; Thurnher et al., 1997; Kugler et al., 2000),
stellt die dafur bendtigte Zeitspanne nicht die Dauer fir die Differenzierung

dendritischer Zellen aus Monozyten unter physiologischen Umstanden dar.
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Der Vorteil der FastDC gegenuber den StandardDC liegt deutlich auf der Hand.
Die Zeitersparnis, die dieses Verfahren weniger anfallig flur mikrobielle
Kontamination macht, sowie der reduzierte Arbeits- und Kostenaufwand
machen FastDC zu einer interessanten Option bei der zellularen

Immuntherapie.

4. 2.3 Das Pankreaskarzinom in vitro-Modell

Das in vitro-Modell stellt eine Moglichkeit dar, Tumor-Vakzinen, die auf mit
unfraktioniertem Tumorantigen-beladenen dendritischen Zellen basieren, zu
uberwachen und zu verbessern. Das von uns verwendete Verfahren ermdglicht
die Induktion einer effektiven CTL-Antwort gegen Pankreaskarzinomzellen
durch wiederholte in vitro-Stimulation von T-Zellen mit Tumorlysat-gepulsten
dendritischen Zellen. Unreife dendritische Zellen werden aufgrund ihrer hohen
Phagozytosekapazitat mit Tumorlysat gepulst (Sallusto et al., 1995). Reife
dendritische Zellen sind bei der Induktion einer Immunantwort effektiver wenn
sie ein Aktivierungssignal wie LPS, bakterielle DNA (Hartmann et al., 1999),
oder Entzindungsmediatoren wie TNFa, PGE2, IL13 (Thurner et al., 1999) oder
T-Zell-abgeleitet Signale wie den CD40-Liganden erhalten (Cella et al., 1996).
Da Tumorlysat von Pankreaskarzinomzellen keinen ausreichenden
Ausreifestimulus darstellen, wurde auch im Hinblick auf eine klinische
Applikabilitat die Kombination aus TNFa, PGE2 und IL-1B als Aktivator
verwendet (Schnurr et al.,, 2001). Ausgereifte dendritische Zellen regulieren
kostimulatorische Moleklle auf, sezernieren den T-Zell-Differenzierungsfaktor
IL-12 und prasentieren das Antigen aufgrund gesteigerter phanotypischer
Stabilitat und erhohter Halbwertszeit der MHC |- und MHC [I-Molekule effektiver
(Cella et al., 1997) und férdern auf diese Weise die Entwicklung von Th1-Zellen,
im Gegensatz zu unreifen dendritischen Zellen, die die Gefahr bergen,
nichtproliferative IL10-produzierende T-Zellen zu induzieren (Jonuleit et al.,
2000). Die Theorie, dass dendritische Zellen, die nekrotischen Zellen exponiert
waren, ohne den Zusatz von Aktivatoren ausreifen (Galucci et al., 1999;
Sauter et al., 2000) durfte eher auf eine Kontamination der Zelllinien mit
Mycoplasmen zuruckzufuhren sein (Salio et al., 2000). Um eine klonale

Expansion der Tumorantigen-spezifischen T-Zellen zu bewirken, muss die
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Kokultur mindestens zweimal mit Lysat-gepulsten dendritischen Zellen
restimuliert werden, da erst ab diesem Zeitpunkt eine signifikant erhdhte
T-Zellproliferation ~ als Antwort auf das Tumorantigen zu erwarten ist
(Dauer et al., 2003). Schnurr konnte zeigen, dass eine dendritische Zell-
basierte T-Zellaktivierung und -Proliferation mit der Tumorzelllyse korrelieren.
Nach mehrfacher Restimulation wurde ein effektives Abtoten von Panc-1-Zellen
beobachtet, wohingegen die Kontrollzelllinie KATO Il in keinem nennenswerten
Umfang lysiert wurde (Schnurr et al., 2001). Die lytische Aktivitdt war durch
Panc-1 spezifische CTL mediiert, weil die Tumorzelllyse auf MHC | begrenzt
war. Das Pankreaskarzinom in vitro-Modell beweist, dass CTL, die wiederholt
in vitro mit Lysat-gepulsten dendritischen Zellen stimuliert wurden, befahigt sind

Pankreaskarzinomzellen zu erkennen und abzutoten.
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4.3 Eigene Ergebnisse im Vergleich zur Literatur

4.3.1 Wirkung von Cyclooxygenase-Inhibitoren und Zytostatika auf

Pankreaskarzinomzellen

4.3.1.1 Keine Beeinflussung der Oberflachenmarker-Expression durch

nichtsteroidale Antiphlogistika und Gemcitabin

Wir hypothetisierten, dass eine Vorinkubation der Pankreaskarzinomzellen mit
Gemcitabin und NSAR die durch Tumorlysat-gepulste, dendritische Zell-
induzierte T-Zell-mediierte Lyse steigern wurde. Ein moglicher Mechanismus
stellt die Hochregulierung des auf den Tumorzellen exprimierten CD95/Fas-
Liganden dar, die es den zytotoxischen T-Zellen ermdglichen, Tumorzell-
Apoptose zu induzieren. Bei den von uns verwendeten Zelllinien Panc-1,
MiaPaCa-2 und BxPc-3 zeigte sich nach Inkubation mit NS-398, Celecoxib und
ASS jedoch keine erhdhte Expression des CD95-Liganden.

Apoptose als Folge der Krebstherapie wird durch die Aktivierung der
Hauptapoptose-Signalwege (Rezeptor-vermittelt oder mitochondrial) induziert.
Der jeweilige Beitrag dieser Signalwege bei der Pharmaka-induzierten
Apoptose wird kontrovers diskutiert (Debatin, 1997; Kaufmann und
Earnshaw, 2000; Herr und Debatin, 2001). Wahrend einige Studien zeigen,
dass eine Grof3zahl von Zytostatika und NSAR den Zelltod Uber den
Cytochrom-C/Apaf-1/Caspase-9-abhangigen mitochondrialen Signalweg
herbeifihren (Eischen et al., 1997; Landowski et al., 1999), gehen andere von
einer CD95-Rezeptor/Ligand-Aktivierung durch die verwendeten
pharmakologisch aktiven Substanzen aus (Fulda et al., 1998a und 1998b;
Eichhorst et al.,, 2001). Der relative Anteil des Todesrezeptor- versus
mitochondrialen Signalweges bei der Apoptoseinduktion ist ferner abhangig von
der Art des Pharmakons, dessen Konzentration und Kinetik sowie den
unterschiedlichen, Zelltypus-spezifischen CD95-abhangigen Signalwegen
(Scaffidi et al., 1998; Fulda et al., 2001).
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Bezogen auf Pankreaskarzinomzellen konnte Glazyrin zeigen, dass eine
Aufregulierung des CD95-Ligand nicht zwangslaufig mit einer Sensitivierung
gegenuber einer CD95-vermittelten  Apoptose  einhergehen  muss
(Glazyrin et al.,, 2001). Bei den in dieser Studie verwendeten Substanzen
wurden bei Koinkubation der Tumorzellen mit IFN-y eine erhohte CD95L-
Expression beobachtet, die aber nicht in einer erhdhten Sensitivierung
gegenuber der CD95-vermittelten Apoptose resultierte. Taxol® (Paclitaxel)
hingegen sensitivierte die Zellen fur eine Todesligand-mediierte Apoptose, ohne
dass es zu einer Aufregulation des CD95-Liganden gekommen wére. Ahnliches
wurde fur andere Zelltypen beschrieben (Owen-Schaub et al., 1994;
Pohl et al., 1999). Der Basallevel des CD95-Liganden auf der Zelloberflache
reicht demnach fur die Aktivierung von Apoptosesignalen im Zellinneren aus.

4.3.1.2 Nichtsteroidale Antirheumatika- und Zytostatika-vermittelte Effekte

auf Zellproliferation und Apoptose von Pankreaskarzinomzellen

Wir analysierten zunachst den proliferationshemmenden Effekt des selektiven
COX-2-Hemmers Celecoxib und der beiden Zytostatika Gemcitabin und
5-Fluoruracil sowohl alleine als auch in Kombination mit einem aktivierenden
CD95-Antikérper auf die COX-2-positiven BxPc-3- und die COX-2-defizienten
Panc-1-Pankreaskarzinomzelllinien. Im zweiten Teil untersuchten wir, ob der
mit Hilfe des kolorimetrischen Assay bestimmte proliferationshemmende Effekt
der verwendeten Pharmaka nur auf Beeinflussung des Zellzyklus beruht oder
ob eine Apoptoseinduktion erfolgte. Ferner sollte der oft beschriebene
COX-2-unabhangige Effekt des Celecoxib durch Verwendung der
COX-2-defizienten ~ Panc-1-Tumorzelllinie  verifiziert ~ werden  (Grdsch
et al., 2001).

Bei allen verwendeten Substanzen konnte eine konzentrationsabhangige
Hemmung der Tumorzellproliferation festgestellt werden, wobei die Zytostatika
in aquivalenter Dosis effektiver als das Celecoxib erschienen. Die Kombination
der Pharmaka mit dem CD95-Antikorper resultierte sowohl bei den Zytostatika

als auch bei dem COX-2-Hemmer in einer signifikant gesteigerten Hemmung
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der Zellproliferation im Vergleich zu den Pharmaka alleine. In einigen Fallen war
die Kombination Pharmakon plus Antikorper sogar effektiver als die nachst
héhere Dosierung der Substanz alleine. Besonders bei den Gruppen, die mit
niedrigen Konzentrationen der pharmakologisch aktiven Substanzen inkubiert
wurden, fuhrte die Zugabe des Antikdrpers im Vergleich zu den Substanzen
alleine zu einer starkeren Zellproliferationshemmung. Das Ansprechen der
COX-2-defizienten Panc-1 auf das Celecoxib legt eine COX-unabhangige
Wirkung der NSARs auf Tumorzellen nahe, die in der Inhibition alternativer
Ziele wie k-Ras, NF-kB oder der cGMP-Phosphodiesterase bestehen kdnnte
(Shiff und Rigas, 1999).

Bei der im Anschluss an den kolorimetrischen Assay durchgeflhrten
Untersuchung zur Apoptoseinduktion konnte gezeigt werden, dass weder das
Celecoxib, als Vertreter der selektiven COX-2-Inhibitoren und die Zytostatika
(Gemcitabin und 5-FU) noch deren Kombination mit einem CD95-Antikérper zur
Apoptoseinduktion bei der COX-2-negativen Zelllinie Panc-1 befahigt sind. Der
ausbleibende Effekt letztgenannter Stoffgruppe ist nicht unerwartet, da sich
Pankreaskarzinomzelllinien in Studien aufgrund ihrer hohen konstitutiven
NF-kB-Expression als besonders resistent gegen Zytostatikaeinfluss erwiesen
haben (Arlt et al., 2003).

NSAR haben aufgrund ihrer antineoplastischen und antiproliferativen
Eigenschaften das Potential fiur den Gebrauch als chemopraventive und
chemotherapeutische Substanzen. Dabei besteht zunehmendes Interesse am
genauen Mechanismus, der dem antiproliferativen Effekt der COX-Inhibitoren
zugrunde liegt. Die Ergebnisse unserer Untersuchungen bezlglich des
zellwachstumshemmenden Effekts von NSAR und Zytostatika decken sich mit
den Ergebnissen anderer Forschungsgruppen (Elder et al., 1997; Li et al., 1999;
Ding et al., 2000; Yip-Schneider et al., 2001; Eibl et al., 2003), die jedoch alle
auf Konzentrationen der Substanzen basieren, die in vivo aufgrund ihrer
Toxizitat nicht erreicht werden kénnen (Insel, 1996). Gemcitabin und NSAR
unterscheiden sich hinsichtlich ihres Ansatzpunktes innerhalb des Zellzyklus.

Wahrend der COX-2-Inhibitor zu einer Akkumulation der Zellen in der
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G0/G1-Phase und G2/M-Phase fuhrt, haufen sich bei Gemcitabin die Zellen in
der S-Phase an (Yip-Schneider et al., 2001). Diese Zellzyklusverlagerungen
werden mit Anderungen der Expression von Zellzyklus-regulierenden Proteinen
assoziiert, wie zum Beispiel dem Cyclin D1, das eine wichtige Rolle bei dem
Ubergang der Zelle in die S-Phase (DNA-Synthese) spielt und bei maligner
Transformation in erhdhtem MaRe vorliegt (Gansauge et al., 1997). Unter
NSAR-Einfluss sinkt der Cyclin D1-Level ab, im Gegensatz zu Gemcitabin, das
eine erhohte Expression von Cyclin A, E, B1 induziert, und die Zellen somit, wie
schon erwahnt, in der S-Phase akkumulieren Iasst (Yip-Schneider et al., 2001).
Diese Effekte treten unabhangig von der COX-2-Expression der Tumorzellen
auf. Unsere Ergebnisse beziglich der Apoptoseinduktion durch NSAR und
Zytostatika werden in den wesentlichen Punkten durch Yip-Schneider und
Mitarbeiter gestutzt (Yip-Schneider et al., 2001). Ein Grund, warum andere
Arbeitsgruppen in ihren Studien ein apoptoseinduzierendes Potential von NSAR
beobachten konnten und sich so von unseren Resultaten unterscheiden, ist die
Verwendung anderer Malignomtypen als das Pankreaskarzinom. Diese sind
moglicherweise  nicht so apoptoseresistent wie  Tumorzellen der
Bauchspeicheldrise (Arlt et al.,, 2003). Es ist davon auszugehen, dass die
in vitro beobachteten antiproliferativen Effekte von Gemcitabin und Celecoxib in
der Hauptsache auf Stérung der physiologischen Verteilung des Zellzyklus und
nicht auf Apoptose-Induktion beruhen. Trotzdem konnte dieser primare Effekt
zu einer beschleunigten Alterung der Zelle beitragen und somit zu einem

,Slow cell death” fihren (Blagosklonny, 2000).

Die Méglichkeit zur Ubertragung dieser in vitro-Modelle auf in vivo-Studien ist
limitiert. Die signifikant hdoher gewahlten Dosierungen (50-100uM), die zur
Herbeifuhrung dieser COX-unabhangigen Effekte gewahlt werden mussten,
unterscheiden sich deutlich von der fur in vivo empfohlenen Konzentration. Hier
liegt der Wirkstoffspiegel, der zur Hemmung des Enzyms notwendig ist und. der
sich ohne Toxizitat erreichen lasst, bei 5-10 um. Studien am Mausmodell, bei
denen mit Rofecoxib, Celecoxib und Indometacin in physiologischen
Konzentrationen eine Tumorregression und in einem Fall eine Senkung der

Anzahl von Lebermetastasen erzielt werden konnte (Eli et al., 2001),
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(Yao et al., 2003), lassen jedoch hoffen, dass die positiven Effekte dieser

Substanzgruppe bei der Therapie von Tumorpatienten von Nutzen sein kdnnte.

Die Dosierungen des Gemcitabin orientieren sich mehr an den in vivo
verwendeten Konzentrationen. Die von uns verwendete Hochstkonzentration
von 50 nM st ein Richtwert, der ungeféahr 0,2 % des Peaks der
Plasmakonzentration (Grunewald et al.,, 1992) bei einer ,ow dose*-

Chemotherapie in vivo entspricht.

4.3.2 Wirkung von nichtsteroidalen Antirheumatika und Gemcitabin auf

dendritische- und T-Zellen

4.3.2.1 Keine Beeinflussung der Reifung und Differenzierung dendritischer

Zellen durch pharmakologisch aktive Substanzen

Um mogliche negative Effekte von Zytostatika und NSAR auf die Reifung
dendritischer Zellen zu erforschen, flhrten wir die Generierung der
dendritischen Zellen aus Monozyten nach FastDC-Protokoll (Dauer et al., 2003)
unter Zugabe verschiedener pharmakologisch aktiver Substanzen durch. Es
konnte gezeigt werden, dass generell keine negativen Einflisse der Pharmaka
auf die durchflusszytometrisch untersuchten  Oberflachenmarker im
Zusamennhang mit Reifung und Differenzierung der dendritischen Zellen zu
erwarten sind. Unsere Ergebnisse sind in Einklang mit einer Studie von Matasic
und Mitarbeitern, die den Einfluss von Ketoprofen, Indometacin, NS-398 und
Acetylsalicylsdure auf die Kinetik und Reifung von aus PBMC generierten
dendritischen Zellen untersuchten (Matasic et al., 2000). Bis auf das ASS, das
die Expression von HLA-DR, die kostimulatorischen CD80 und CD86 sowie das
CD83 als Marker fur reife dendritische Zellen dosisabhangig reduzierte, die
Expression von CD14 jedoch noch uber das bei unreifen dendritischen Zellen
ubliche Mal} steigerte, wurde bei den Uubrigen NSAR, obwohl mehrfach
uberdosiert, keinerlei reifungsbeeinflussende Effekte im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe gesehen. Die Sonderrolle des ASS wird COX-
unabhangigen Effekten zugeschrieben, da auch nicht-acetylierte Salicylate die

Differenzierung dendritischer Zellen und deren Reifung inhibierten, was darauf
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schlielen lasst, dass die Acetylierung von COX durch ASS nicht zu der
beobachteten Wirkung beitrug, sondern eher auf unspezifischen Effekten auf
Energie-abhangige Zell-Funktionen und der Supprimierung der Aktivierung von
NF-kB p50 beruhte (Hackstein et al., 2001).

4.3.2.2 Pharmakologische Effekte auf die T-Zell-stimulatorische Kapazitat

dendritischer Zellen

Um Effekte auf die dendritische Zell-induzierte T-Zellproliferation zu
untersuchen, wurden gepulste antigenbeladene dendritische Zellen mit
allogenen bzw. autologen T-Zellen mit pharmakologisch aktiven Substanzen
verschiedener Konzentrationen koinkubiert. Sowohl bei der allogenen als auch
bei der autologen MLR konnte eine deutliche Hemmung der T-Zellproliferation
durch Gemcitabin festgestellt werden. Bei der allogenen MLR waren bei den
20-, 50 nM-Konzentrationen dieses Zytostatikums kaum messbare und im
Vergleich zu den uUbrigen Gruppen eine signifikant zu vernachlassigende
T-Zellproliferation zu sehen. In der autologen MLR hemmte das Gemcitabin die
T-Zellaktivierung selbst bei einem Zehntel der Konzentration, die fur eine
in vivo-Krebstherapie appliziert wird, was weniger als 1% der Plasma-Peak-
Konzentration bei Tumorpatienten darstellt (Grunewald et al., 1992). Ob
Gemcitabin dieselben adversen Effekte bei der Induktion einer Tumor-

spezifischen CTL-Immunantwort in vitro hervorruft bleibt zu klaren.

Im Gegensatz zu Gemcitabin zeigte Celecoxib wesentlich weniger
unerwunschte Wirkung im Bezug auf die dendritische Zell-induzierte
T-Zellproliferation in vitro, was diese Stoffgruppe zu potentiell besser
geeigneten Kandidaten fur eine Kombination mit einem immuntherapeutischen
Ansatz macht. Eine relevante Hemmung war hier nur bei der von uns
verwendeten Hdchstkonzentration von 50 yM zu beobachten. Die Plasma-
Konzentrationen des Celecoxib, die bei FAP-Patienten bendtigt werden
(800mg/Tag) um eine Regression der Polypen zu bewirken, bewegen sich
jedoch nur zwischen 3 um und 5 pym (Grosch et al.,, 2001). Bezuglich der
Wirkung von NSARs auf die T-Zell-Aktivierung existieren sehr gegensatzliche

Auffassungen. In vielen Studien wird von einer eher positiven Wirkung dieser
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Substanzgruppe auf die T-Zellproliferation berichtet (Hsia et al., 1989;
(Flescher et al., 1991; Newberry et al., 1999). Auf der einen Seite hemmen die
COX-Inhibitoren die Prostaglandin-Produktion durch Helferzellen
(Goodwin et al., 1974; Rappaport et al., 1982; Santoli et al., 1990), auf der
anderen Seite entwickeln die NSAR einen direkten Effekt, indem sie einen
intrazelluldaren  Calcium-Anstieg  bewirken und somit ein T-Zell-
Aktivierungssignal aussenden (Flescher et al., 1991). Andere Studien, die sich
mit NS-398 und Celecoxib befassten, untermauern unsere Ergebnisse
bezluglich des inhibitorischen Effekts dieser Substanzen auf die T-Zell-
Aktivierung (Iniguez et al., 1999). Liegen die Konzentrationen der verwendeten
NSAR mehrfach Uber dem COX-2-IC50-Werten fir humane Zellen in vitro, so
ist eine Aktivierung durch verschiedene Stimuli unmoglich. Die Effekte der
pharmakologisch aktiven Substanzen auf die T-Zellproliferation sind COX-2-
unabhangig (Warner et al., 1999). COX-2-Inhibitoren in Dosierungen wie sie bei
der Therapie von Entzundungszustanden beim Menschen eingesetzt werden,
um das COX-Enzym zu hemmen, fuhrten jedoch zu keiner Modifikation der
T-Zell-Funktion (Rivero et al., 2002).

4.3.3 Sensitivierung von Pankreaskarzinomzellen gegenuber CD95-

abhangiger T-Zell-Zytotoxizitat durch einen Cyclooxygenase-2-Inhibitor

4.3.3.1 Induktion einer tumorspezifischen zytotoxischen T-Zell-Lyse durch

Tumorlysat-gepulste dendritische Zellen

Dendritische Zellen besitzen die Fahigkeit, eine Tumor-spezifische CTL-Antwort
in vitro und in vivo zu induzieren (Mayordorno et al., 1995). Es konnte gezeigt
werden, dass dendritische Zellen, die mit Tumor-abgeleiteten
Antigenenpraperationen wie Tumorzelllysat, RNA oder apoptotischen Zellen
gepulst wurden, Tumor-spezifische Immunantworten auslosen
(Fields et al., 1998; Rovere et al., 1998; Schnurr et al.,, 2001). In einem
Tiermodell konnte Akiyama und Mitarbeiter demonstrieren, dass eine Injektion
mit Tumorlysat-gepulsten dendritischen Zellen das Tumorwachstum in einem
grolReren Ausmall hemmte, als eine Impfung mit ungepulsten dendritischen

Zellen (Akiyama et al., 2002). Dies konnte anhand der Tumor-spezifischen
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CTL-Aktivitat nach der auf dendritischen Zellen basierenden Vakzinierung

nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob die Effektivitat einer durch
Tumorantigen-gepulsten dendritischen Zell-induzierten CTL-Antwort durch
Kombination mit dem selektiven COX-2-Hemmer NS-398 gesteigert werden
kann. Es konnte gezeigt werden, dass durch den COX-2-Inhibitor eine
Sensitivierung von Pankreaskarzinomzellen gegenuber einer Tumor-reaktiven
CTL-Antwort herbeigefuhrt werden kann. Tumor-spezifische CTLs wurden
dabei durch in vitro-Stimulation von CD3(+)-T-Zellen mit Tumorlysat gepulsten
dendritischen Zellen induziert, wobei zwei Restimulationen ausreichten, die
Tumor-spezifischen, IFN-y-produzierenden und lytischen T-Zellen zu aktivieren.
Da der COX-2-Inhibitor nicht in der Lage war, Apoptose in
Pankreaskarzinomzellen zu induzieren, mussen andere Mechanismen in die
beobachtete Sensitivierung von Panc-1 Zellen gegenuber der CTL-abhangigen
Lyse involviert sein. Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass COX-2-
Inhibitoren in der Lage sind, Tumorzellen gegenuber CD95-abhangiger Lyse in
einer COX-2 unabhangigen Weise zu sensitivieren (Trotzke et al., 2003a).
Folglich gingen wir davon aus, dass die CD95/CD95-Ligand-Interaktion zu der
beobachteten Zunahme der CTL-mediierten Lyse nach der Behandlung der
Tumorzellen mit COX-2-Inhibitoren beitrug. Zuerst zeigten wir, dass die CD95-
Expression nach Inkubation mit NSAR (ASS und Celecoxib) nicht gesteigert
werden konnte. Wurden die Tumorzellen mit einer Kombintion aus NS-398 und
dem CD95-blockierenden Antikorper ZB4 vorbehandelt, konnten die den CTLs
exponierten Tumorzellen komplett von der durch NS-398 gesteigerten
Tumorzelllyse bewahrt werden. Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe,
dass eine Behandlung der Pankreaskarzinomzellen mit COX-2-Inhibitoren das
CD95-abhangige Abtoten durch Tumor-reaktive zytotoxische T-Zellen
unabhangig von der COX-2-Expression der Zellen steigert. Diese Ergebnisse
werden durch Studien bei verschiedenen Tumorzellinien anderen Ursprungs
bestatigt (Nzeako et al., 2002; Trotzke et al., 2003a), die ebenfalls eine
Sensitivierung gegenuber CD95-vermittelter Lyse durch COX-2-Inhibitoren

zeigten. Allerdings wird in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt, dass diese
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Mechanismen Relevanz fur die T-Zell-vermittelte Lyse von Pankreas-

karzinomzellen besitzt.

Es gibt verschiede Mechanismen, die immer wieder angefuhrt werden, um die
positiven Effekte der NSAR bei der Kombination der Pharmaka mit einer
zelluldaren Immuntherapie in vivo zu erklaren. Ein Modell geht davon aus, dass
die COX-2-Hemmung die Tumor-induzierte, PGE2-abhangige Hemmung der
Aktivitat dendritischer Zellen verhindern kann (Sharma et al., 2003),
(Yang et al., 2003). Ein weiterer Mechanismus, der postuliert wird, basiert auf
der Vorstellung, dass die beschriebene COX-2- Inhibition zu einer Veranderung
des Zytokinverhaltnisses von IL-10 zu IL-12 innerhalb des Tumors und folglich
zur  Wiederherstellung der zellmediierten Immunitat fuhren konnte
(Stolina et al., 2000). Die dritte These besagt, dass durch das COX-Produkt
PGE2 herunterregulierte Level von IL-2, IL-6 und IFN-y, anfgehoben werden
und folglich die fur eine Tumorregression notwendige Aktivierung der CTL
wieder erfolgen kann (Harris et al., 2002). Zuletzt fuhrt DeLong an, dass die
COX-2-Inhibitoren die immunsupprimierende Umgebung, die sowohl die T-Zell-
Migration hemmt als auch die T-Zellen, die sich zur Apoptoseinduktion im
Tumorgewebe befinden inaktiviert, so beeinflussen, dass T-Zellen ihre Funktion

wieder aufnehmen kdnnen (DelLong et al., 2003).

Die Zytokinprofile die aus den Uberstanden der Kokultur bestimmt wurden,
korrelieren mit den Ergebnissen, die aus dem Zytotox-Assay gewonnen
wurden. So zeigen die Zytokinlevel in der Kokultur mit den Lysat-gepulsten
dendritischen Zellen die Induktion einer Th1-Immunantwort an. Der erhdhte
IL-12-Spiegel in der Kultur mit den Antigen-gepulsten dendritischen Zellen kann
durch eine positive ,Feedback®-Aktivierung der dendritischen Zellen durch
Antigen-spezifische T-Zellen via IFN-y-Sekretion und CD40-CD40L-Interaktion
erklart werden (Cella et al., 1996). Im Vergleich zu den Kokulturen mit den
Lysat-gepulsten dendritischen Zellen konnte in den Uberstanden der
ungepulsten nur geringe Mengen an IFN-y detektiert werden. Folglich reflektiert
die IFN-y-Sekretion die Reaktivitat der T-Zellen gegenuber dem Tumorantigen,

das von den dendritischen Zellen prasentiert wurde.
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4.4 Klinische Relevanz

Die Immuntherapie von Malignomen beabsichtigt, mit Hilfe des kdrpereigenen
Immunsystems Tumoren spezifisch anzugreifen. Dendritische Zellen spielen
hierbei als hocheffiziente antigenprasentierende Zellen und potente Induktoren
einer spezifischen zellularen Immunantwort eine herausragende Rolle.
Tumorspezifische Antigene, die durch dendritische Zellen prasentiert werden,
konnen von T-Zellen erkannt werden und stellen somit potentielle Ziele dieser
neuartigen Therapiestrategie dar. Die Vorteile des Einsatzes von dendritischen
Zellen in der klinischen Anwendung liegen auf der Hand. Zum einen ist die
Generierung einer grossen Zahl von autologen dendritischen Zellen bei den
meisten Tumorpatienten moglich, zum anderen wird die Vakzinetherapie in der
Regel gut vertragen. Die ersten klinischen Studien zeigen, dass dieser Weg
gangbar ist. Bisher wurden jedoch nur in Einzelfallen Kklinisch relevante
Ergebnisse bei Patienten mit soliden Tumoren erzielt. Der Einsatz der wenig
immunsupprimierenden COX-2-Inhibitoren und der Chemotherapeutika stellte
sich in der vorliegenden Arbeit als grundsatzlich sinnvoll heraus, da zum einen
keinerlei negative Effekte auf die Reifung und Funktion der dendritischen Zellen
gesehen werden konnte, sich zum anderen jedoch eine dosisabhangige
Tumorzell-proliferationshemmende Wirkung einstellte. Das ermutigendste
Ergebnis stellte jedoch die beobachtete Sensitivierung der wenig immunogenen
Pankreaskarzinomzellen gegenlber einer spezifischen CTL-Antwort durch
Einsatz eines selektiven COX-2-Inhibitors dar. Dabei sprach die stark reduzierte
Lyserate, die durch Einsatz eines blockierenden Antikérpers erzielt wurde fur
eine Steigerung der CD95-vermittelten Elimination der Malignomzellen durch
den COX-2-Inhibitor. Als eine wichtige Limitierung bei der in vivo-Ubertragung
der von uns durchgeflhrten Untersuchungen seien Erfahrungen genannt, bei
denen der therapeutische Effekt dieser Therapie komplett verloren ging, wenn
Tumore  mittlerer oder ausgepragter Grole behandelt  wurden
(Davis et al., 2003). Somit liegt es nahe, dass Patienten mit geringer Tumorlast,
zum Beispiel nach primar kurativer oder tumorreduzierender Tumorresektion,
von einer Immuntherapie am meisten profitieren kdnnten. Bis sich in der
Krebsbehandlung die Vakzinierung mit dendritischen Zellen als Option neben

den Dbestehenden Therapien etabliert haben wird, bedarf es weiterer
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Grundlagenforschung und kontrollierter  klinischer  Studien, die sich
insbesondere mit den Modalitaten der Vakzinierung wie beispielsweise der
Wahl des Antigens, einem Zeitplan fur die Applikationen und der Art der
dendritischen Zell-Praperaten beschaftigen werden. Es sei ausserdem
angemerkt, dass bei Peptid-basierter Vakzinierung eine gewisse Gefahr fur die
Erzeugung von Escape-Varianten der Tumore besteht, da aufgrund des
Selektionsdrucks Tumorzellen das Antigen verlieren kénnen. Hier konnte der
simultane Einsatz mehrerer Tumorantigene, wie im Tumorzelllysat vorhanden,
Abhilfe schaffen und die Effektivitat verbessern. Ebenfalls noch nicht geklart ist
die HoOhe des Risikos, durch eine Vakzinierung mit dendritischen Zellen
Autoimmunreaktionen zu induzieren; dies wurde im Tiermodell nachgewiesen
(Ludewig et al., 2000). In den veroffentlichten klinischen Studien wurden unter
Vakzinierung mit dendritischen Zellen jedoch bisher keine limitierenden

Nebenwirkungen beobachtet.

Zuletzt sollte man bedenken, dass aufgrund der hohen Konzentrationen der
COX-2-Hemmer, die von uns in vitro verwendet wurden und der damit
verbundenen Toxizitdt momentan eine Ubertragung auf die in vivo-Situation
nicht ohne weiteres moglich ist. Ausserdem hat die Applikation dieser
Substanzgruppe selbst in wesentlich niedrigeren Konzentrationen, wie sie zum
Beispiel fur die Therapie von Arthritiden empfohlen wird, unter einer
verscharften Risiko-Nutzen-Abwagung zu erfolgen, da jlingst aufgekommene
Ergebnisse Kklinischer Studien einen Zusammenhang der Coxibe mit
Herzerkrankungen vermuten lassen. Wunschenswert ware die Entwicklung
pharmakologisch aktiver Substanzen oder sogenannter ,small molecules® mit
einem ahnlichen Wirkungsprofil bezlglich Sensitivierung gegenuber CTL-
Antwort, Apoptoseinduktion und Supprimierung des Tumorzellwachstums wie
die COX-Inhibitoren, deren Toxizitat bei der adjuvanten Therapie von
Krebspatienten jedoch geringer ist. Hierzu ist jedoch die Identifizierung des
Wirkungsmechanismus notwendig, Uber die die COX-2-Inhibitoren COX-2-

unabhangige Effekte auf Tumorzellen ausuben.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von verschiedenen Nicht-
Steroidalen Antirheumatika (NSAR) und Zytostatika auf dendritische Zellen und
Pankreaskarzinomzellen untersucht. Das Ziel der Arbeit war, mogliche positive

oder negative Effekte einer Kombinationstherapie in vitro zu untersuchen.

Im ersten Teil konnte ein CD95-aufregulierender Effekt der verwendeten
pharmakologisch aktiven Substanzen auf  Pankreaskarzinomzellen
ausgeschlossen werden. Die Chemotherapeutika Gemcitabin und 5-Fluoruracil
sowie der selektive Cyclooxygenase-2-(COX-2)-Inhibitor Celecoxib fuhrten bei
den Malignomzellen zwar zu keiner Apoptoseinduktion, jedoch zu einer
konzentrationsabhangigen Zellproliferationshemmung, die bei den Zytostatika
starker ausgepragt war als bei dem COX-2-Inhibitor und die durch Kombination
mit einem aktivierenden CD95-Antikdrper vor allem bei den Gruppen mit
niedriger Substanzkonzentration signifikant gesteigert werden konnte.
Desweiteren konnte die COX-unabhangige Wirkungsweise des Celecoxib

belegt werden.

Im zweiten Teil wurde demonstriert, dass das Chemotherapeutikum Gemcitabin
und der selektive COX-2-Hemmer Celecoxib die Reifung und Differenzierung
dendritischer Zellen nicht beeinflussen; dies wurde durch
durchflusszytometrische Untersuchung der Oberflachenmarker nachgewiesen.
Da jedoch dieser Versuch nur die phanotypische, jedoch keine funktionelle
Beurteilung der Zellen zulie, wurde in der darauffolgenden allogenen und
autologen MLR die T-Zell-stimulatorische Kapazitat von dendritischen Zellen
unter Pharmakaeinfluss bestimmt. Celecoxib liel im Vergleich mit aquivalenten
Konzentrationen des Gemcitabin einen weniger proliferationssupprimierenden
Einfluss erkennen. Gemcitabin hemmte die dendritische Zell-induzierte
T-Zellproliferation bereits in der Minimalkonzentration, wohingegen Celecoxib
im Bezug auf in vivo-Richtwerte selbst in funf bis zehnfacher Uberdosierung die

Proliferation reduzierte, jedoch nicht ganzlich unterdrtickte.
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SchlieBlich konnten in einem Pankreaskarzinom in vitro-Modell Tumorzell-
spezifische CTL durch Lysat-gepulste dendritische Zellen induziert werden,
wobei die Lyserate durch Prainkubation der Tumorzellen mit einem
COX-2-Inhibitor gesteigert wurde. Erstmals konnte gezeigt werden, dass
der Dbeschriebene sensitivierende Effekt der Pankreaskarzinomzellen
CD95-vermittelt ist, da durch einen blockierenden CD95-Antikdrper die

gesteigerte Lyse aufgehoben werden konnte.

Die beobachtete Sensitivierung der schwach immunogenen
Pankreaskarzinomzellen gegenlber der CD95-abhangigen Elimination durch
spezifische CTL beschreibt einen neuen Mechanismus fir die Verstarkung
einer Immunantwort durch COX-Inhibitoren und macht diese Substanzgruppe
zu einer idealen Komponente in Verbindung mit einer auf dendritischen Zellen
basierenden Vakzine. Obwohl dieses Modell aufgrund der hohen Dosierungen
des COX-Inhibitors und der damit verbundenen Toxizitdt momentan noch eine
Ubertragung in vivo verbietet, verschafft es uns dennoch Einsicht in den

potentiellen Mechanismus dieser Substanzen.

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnen Erkenntnisse kénnten mit dazu
beitragen, mittelfristig eine alternative Therapieform zu etablieren, die in
Kombination mit bereits bestehenden Behandlungsschemata bei Patienten mit
einem Pankreaskarzinom angewendet werden koénnte. Vor den ersten
klinischen Studien Uber die kombinierte Immuntherapie mul} jedoch weiterhin
eine intensive Grundlagenforschung insbesondere unter Einbeziehung des

Tiermodelles durchgefihrt werden.
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6. SUMMARY

"In vitro-evaluation of combined immunologic and pharmacologic

therapeutic strategies for the treatment of pancreas carcinoma.”

In this study the effects of several nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAID)
and cytostatic agents on pancreas carcinoma cells have been analysed. The
main goal was to investigate potential negative as well as positive effects of a

combined therapeutic strategy in vitro.

In the first part of this report a CD95-upregulating effect of pharmacologic active
substances could not be confirmed. Neither the chemotherapeutic drugs
Gemcitabine and 5-Fluoruracil nor the selective Cyclooxygenase-2
(COX-2)-Inhibitor Celecoxib induced relevant levels of apoptosis in the tumor
cells, but led to a concentration-dependent inhibition of cell-proliferation that
was more distinct for the cytostatic drugs than for the COX-Inhibitor. This effect
could significantly be enhanced by adding an activating CD95-antibody,
especially in tumorcells exposed to a low dosage of the pharmacologic agents.
Furthermore a COX-independent mechanism of action could be identified for

Celecoxib.

In the second part it could be demonstrated that maturation and differentiation
of dendritic cells were not affected by incubation with the chemotherapeutic
drug Gemcitabine and the selective COX-2-Inhibitor Celecoxib; this was
confirmed by flow-cytometric analysis of the surface markers. Since this
experiment was only suitable to judge the phenotypic, but not the functional
condition of the cells, the T-cell stimulatory capacity of dendritic cells in
presence of pharmacologic agents had to be characterized in the following
allogenic and autologous MLR. Celecoxib did not inhibit cell-proliferation to such
an extent as Gemcitabine in equivalent concentrations. Gemcitabine

suppressed the dendritic cell-induced T-cell proliferation already at the lowest
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dosage used in this experiment, whereas Celecoxib only reduced, but did not
inhibit the proliferation completely in concentrations 5- to 10-fold higher than

recommended for in vivo-use.

Although this model is not transferable in an in vitro-situation, due to its high
COX-2-Inhibitor concentration and the consequent toxicity, it allows an insight

into potential mechanisms of action of these substances.

These findings could contribute to the establishment of an alternative
therapeutic strategy, which could be combined with current treatment regimes
for patients suffering pancreas carcinoma. Before the combined immunotherapy
is ready to start in first clinical trials, intensive basic research, including the

animal model, has to be carried out.
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