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A EINLEITUNG

1 Die Immunologie: eine Erfolgsgeschichte der modernen Medizin

Abb. 1: James Gillray, Die Kuhpocken oder der groRRartige Erfolg der neuen Impfmethode,
1809, aus: Medizin In Literatur und Kunst, 1994.

.Die Krankheitsmaterie verschiedener Gattungen vermag, wenn sie im
Organismus absobiert wird, ahnliche Wirkungen hervorzurufen. Aber es ist
eine besondere Eigenschaft des Kuhpockengiftes, dass der Mensch, der
von ihm ergriffen ist, spathin gegen die Ansteckung der Menschenblattern
geschutzt ist.* (Edward Jenner, 1798)

Forschung ist die systematische Bemihung um wissenschaftliche Erkenntnisse. Das
Experiment (abgeleitet vom lateinischen experiri: versuchen, prifen, erfahren) ist die
wichtigste empirische Methode der Naturwissenschaften. Es bezeichnet die
wissenschaftliche  Beobachtung von  Tatsachen unter  methodisch-planmafig
herbeigefuhrten, reproduzierbaren Umstanden. Wé&hrend man in der Antike an der
Beobachtung der mdoglichst ungestorten natirlichen Ablaufe interessiert war, greift das
moderne Experiment gezielt in die Natur ein.

Der Wundarzt Edward Jenner beobachtete 1796 in einem Experiment, dass der Knabe
James Phipps, den er mit Kuhpocken geimpft hatte, vor einer Infektion mit

Menschenblattern geschiitzt war. Jenners Experiment bestétigte friilhere Berichte Uber den
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Zusammenhang von Kuhpocken und Menschenblattern und fihrte zur Geschichte der
Impfung (Vakzinierung, abgeleitet vom lateinischen vacca: die Kuh). Den anfangs nicht
unumstrittenen Massenschutzimpfungen (vgl. Abb. 1) ist es zu verdanken, dass mit der
Pockenvakzine bis 1979 eine der verheerendsten Seuchen der Menschheit ausgerottet
wurde.

Die Impfung mit abgeschwachten oder attentuierten Krankheitserregern stellt auch heute
noch die Grundlage fur die Pravention von Infektionskrankheiten dar. Louis Pasteur
entwickelte Ende des 19. Jahrhunderts ein erstes Konzept der Immuntherapie. Mit seinem
Impfstoff konnte er bei einem Patienten, den ein tollwutkranker Hund gebissen hatte, das
Auftreten von Krankheitssymptomen verhindern. Die Postexpositionsprophylaxe ist heute
ein Bestandteil der Therapie akuter Infektionen wie Tetanus oder Diphtherie. Die
Wirksamkeit der therapeutischen Vakzinierung warf die Frage auf, ob dieses Konzept auf
andere chronische Infektionen oder auf Krebserkrankungen Ubertragen werden kann.
William B. Coley entdeckte im Jahr 1893, dass Krebspatienten mit einer Kombination von
Bakterienextrakten erfolgreich behandelt werden kénnen (Coley, 1893). Dies erweckte die
Hoffnung, Tumoren mit Hilfe des Immunsystems heilen zu kénnen. Nach Gber hundert
Jahren bietet das molekulare Verstandnis des Immunsystems die Moglichkeit,
Immunisierungsstrategien gegen Krebserkrankungen zu entwickeln, die eine grol3e
Wirksamkeit und Spezifitdt sowie eine geringe Toxizitat fir das gesunde Gewebe aufweisen
konnten.

Ziel einer Immunisierung gegen Tumoren ist die Bildung einer tumorantigenspezifischen T-
Zell-Antwort. Im Gegensatz zur prophylaktischen Impfung gegen infektiése Erreger muss
dabei eine Immunantwort gegen Antigene generiert werden, denen das Immunsystem
bereits ausgesetzt ist. So missen Krebsimpfstoffe die Toleranz des Immunsystems gegen
Tumorantigene brechen und eine T-Zell-Population aktivieren, die spezifisch Tumorzellen
angreift.

Mit Hilfe dendritischer Zellen werden neue Strategien zur Impfung gegen Tumoren
untersucht. Zum Beispiel kénnen DC ex vivo mit Tumorantigenen beladen werden und nach
Re-Injektion im Patienten eine Immunantwort gegen Krebszellen induzieren. Um Erfolg
versprechende Therapieansatze zu entwickeln, ist ein vollstdndiges Verstandnis der
Funktion dendritischer Zellen im Immunsystem erforderlich.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Beobachtung, dass unbeladene dendritische
Zellen das angeborene Immunsystem aktivieren. Es werden die Auswirkungen der
angeborenen Immunitat auf die adaptive Immunantwort analysiert sowie neue Strategien
untersucht, dendritische Zellen mit Tumorantigenen zu beladen, um eine protektive

Immunitat zu erzeugen.
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2 Das Immunsystem: ein Instrument zur Tumorbekdmpfung

Das Immunsystem (abgeleitet vom lateinischen immunis: frei, unberiihrt) umfasst alle
Organe, Zellen und Proteine, die dem Organismus zur Abwehr von Pathogenen zur
Verfligung stehen. Voraussetzung fir eine effektive Abwehr ist die Eigenschaft, kbrpereigene
und nicht-pathogene Strukturen von korperfremden bzw. veranderten Formen zu
unterscheiden. Das Immunsystem hat im Laufe der Evolution hierfir komplexe Erkennungs-

und Abwehrmechanismen entwickelt.

2.1  Angeborene und adaptive Immunitat

Das Immunsystem des Menschen lasst sich in ein angeborenes, phylogenetisch altes
Abwehrsystem und in einen phylogenetisch neueren Arm, das adaptive Immunsystem,
unterteilen.

Das angeborene Immunsystem ist fur die frihe Erkennung von Krankheitserregern
verantwortlich. Zu den l6slichen Abwehrfaktoren zdhlen zum Beispiel bakterizid wirkende
Stoffe wie Lysozyme oder die verschiedenen Faktoren des Komplementsystems. Die Zellen
der angeborenen Abwehr, zu denen Granulozyten, Makrophagen, DC und NK-Zellen
gehoren, erkennen genetisch festgelegte pathogene Strukturen (PAMP). PAMP bestehen
aus konservierten Strukturmolekiilen, die essenziell fiir die Pathogenitat und das Uberleben
der Mikroorganismen sind und auf normalen eukaryontischen Zellen nicht vorkommen
(Medzhinov und Janeway, 2000). Nach Kontakt mit Pathogenen kénnen die Abwehrzellen
der angeborenen Immunitat diese direkt abtdten oder inflammatorische Mediatoren
freisetzen, um die Komponenten der adaptiven Immunitat zu aktivieren.

Die adaptive Immunitat entwickelt sich im Gegensatz zur angeborenen Abwehr erst im Laufe
der Immunantwort und wird deshalb auch als erworbene Immunitat bezeichnet. Sie basiert
auf der Bildung antigenspezifischer Rezeptoren auf der Oberflaiche von B- und T-
Lymphozyten durch somatische Rekombination von keimbahnkodierten Gensegmenten.
Damit wird gewabhrleistet, dass sich das Immunsystem dem breiten Spektrum aller mdglichen
infektibsen Agenzien anpassen kann. Ein besonderes Kennzeichen des adaptiven
Immunsystems ist neben der Spezifitdt die Ausbildung eines immunologischen
Gedachtnisses, das den Organismus vor einer erneuten Infektion mit Krankheitserregern

schitzt.
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2.1.1 Dendritische Zellen: die Bricke zwischen angeborener und adaptiver Immunitét

Die Induktion einer Immunantwort bedarf einer engen Interaktion zwischen den
Komponenten der angeborenen und der adaptiven Immunitat. Dendritischen Zellen wird hier
eine besondere Rolle zugeschrieben: Sie sind als professionelle antigenprasentierende
Zellen Teil des angeborenen Immunsystems und besitzen die Eigenschaft, Effektorsysteme
der adaptiven Immunitat zu aktivieren. Auerdem sind sie an der Induktion von Toleranz in
den peripheren und zentralen lymphatischen Organen beteiligt (Steinman et al., 2003) und
regulieren die Qualitdt der T-Zell-Antwort, indem sie in naiven T-Zellen unterschiedliche
Effektorfunktionen induzieren und die Differenzierung regulatorischer T-Zellen (T.g) bewirken
(Moser, 2003).

In einem unreifen Stadium sind dendritische Zellen darauf spezialisiert, Antigene aktiv
aufzunehmen und zu prozessieren. Mit der Antigeninternalisierung verlieren sie ihre
Fahigkeit zu phagozytieren und treten in eine Reifungs- und Migrationsphase ein. Reife
dendritische Zellen entfalten reichlich MHC-Molekiile auf ihrer Oberflache, exprimieren
Signale zur Kostimulation naiver T-Zellen und Adhéasionmolekile, mit deren Hilfe sie mit T-
Lymphozyten interagieren. Wahrend der Reifungsphase wandern die DC in lymphatische
Organe wie Milz und Lymphknoten. Dort werden die prozessierten antigenen Peptide, an
MHC-Molekiile gekoppelt, gegenliber T-Lymphozyten prasentiert (Banchereau & Steinman,
1998). Diese Fahigkeiten bedingen die herausragende Stellung dendritischer Zellen im
Immunsystem: Sie fihren Antigene an T-Zellen heran und stimulieren die Induktion einer

spezifischen Immunantwort.

2.1.2 T-Zellen: Effektorzellen der adaptiven Immunitat

T-Zellen sind die Haupteffektorzellen bei Immunisierungsversuchen gegen Tumoren. Der
entscheidende Schritt bei der erworbenen Immunitat ist die Aktivierung antigenspezifischer
zytotoxischer T-Lymphozyten (CTL) durch antigenprasentierende Zellen. Der T-Zell-
Rezeptor (TCR) erkennt tumorassoziierte Proteinfragmente, die an MHC-Molekiile gebunden
sind. Extrazellulare Antigene werden durch Endozytose in die APC eingeschleust, in
endosomalen Vesikeln durch Proteasen zu Peptidfragmenten abgebaut und an MHC-Klasse-
lI-Molekille gebunden. Nach Transport an die Zelloberfliche werden sie von CD4'-T-
Helferzellen erkannt, die wichtige immunregulatorische Funktionen besitzen. Intrazellulare
Antigene werden im Zytosol in Peptide gespalten und an der Oberflache durch MHC-Klasse-
I-Molekiile gegeniiber CD8*-T-Zellen prasentiert. Nach Aktivierung durch die APC mit ihren
stark kostimulierenden Eigenschaften konnen naive CD8"-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen

differenzieren und direkt antigentragende Zielzellen zerstdren. Einen neuen Weg zur Bildung
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bewaffneter T-Effektorzellen beschreibt die Kreuzprasentation von tumorassoziierten
Antigenen (Zinkernagel, 2002). So kénnen exogene Proteine, die von dendritischen Zellen
aufgenommen wurden, in den endogenen Pfad eingeschleust und gekoppelt an MHC-
Klasse-I-Molekile prasentiert werden. Auf diese Weise kénnen Tumorantigene, die selbst
keinen Zugang zum Zytosol der APC haben, eine effiziente CTL-Antwort ausldsen.

Um aktiviert zu werden, muss eine naive T-Zelle an den MHC-Peptid-Komplex auf der
Oberflache der antigenprasentierenden Zelle binden. Adhasionsmolekiile auf professionellen
APC wie beispielsweise ICAM-1, das an LFA-3 auf der T-Zelle bindet, erméglichen eine
erste  Wechselwirkung, damit T-Zellen den passenden MHC-Peptid-Komplex auf der
Oberflache der DC finden. Fur die klonale Vermehrung der T-Zellen sowie die Bildung
bewaffneter T-Effektorzellen muss neben der Bindung des TCR an den MHC-Peptid-
Komplex ein kostimulierendes Signal Ubermittelt werden, das z.B. durch die Interaktion
zwischen B7-Molekilen auf DC und CD28 auf T-Zellen zustande kommt.

Bewaffnete T-Effektorzellen kdnnen ohne weitere Kostimulation antigentragende
Tumorzellen zerstéren. Dagegen bedarf die Differenzierung naiver CD8"-T-Zellen zu
zytotoxischen T-Zellen zuséatzlich der indirekten Stimulation durch CDA4’-T-Helferzellen
(Bennett et al., 1998). Es werden zwei Arten von T-Helferzellen unterschieden: Th2-Zellen
synthetisieren vor allem IL-4 sowie IL-10, rekrutieren eosinophile Granulozyten und
aktivieren die humorale Immunantwort. Thl-Zellen spielen eine zentrale Rolle bei der
Steuerung und Koordination der zellvermittelten Tumorimmunitat. Sie stimulieren Gber den
Wachstumsfaktor IL-2 und die Produktion von IFN-y die Proliferation und Differenzierung in
bewaffnete T-Killerzellen (Abbas et al., 1996). In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass
CD4"-Zellen wesentlich zur Tumorprotektion beitragen und sogar unabhangig von CD8'-
Zellen eine Antitumor-Antwort induzieren kdnnen, wenn sie zu Thl-Zellen differenzieren
(Egeter et al., 2000).

Entscheidend fir die Bildung zytotoxischer T-Effektorzellen ist die Interaktion zwischen CD40
auf APC und CD40-Ligand auf CD4"-T-Zellen (Schoenberger et al., 1998). Die CD40-CD40-
Ligand-Interaktion sendet der dendritischen Zelle Aktivierungssignale fiir die Expression
kostimulierender Molektle und bewirkt die Produktion von Th1-Zytokinen wie IL-12 (Cella et
al., 1996). So wird die dendritische Zellen Uber das CD40-Signal konditioniert, um direkt
CD8"-T-Zellen zu stimulieren, ohne dass zu diesem Zeitpunkt CD4"-Zellen bendtigt werden
(Ridge et al., 1998). Die Expression von CD40 durch DC ist wichtig fur die Produktion von
Th1-Zytokinen und die Induktion einer Antitumor-Immunitat (Mackey et al., 1998).
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2.1.3 NK-Zellen: Effektorzellen der angeborenen Immunitat

Natdrliche Killerzellen (NK-Zellen) sind Effektorzellen des angeborenen Immunsystems und
Teil der primaren Abwehr gegen virale Infektionen und Tumoren. Sie kénnen durch
dendritische Zellen aktiviert werden und unmittelbar virusinfizierte Zellen oder Tumorzellen
abtoten (Fernandez et al., 1999). Die Reaktivitat natirlicher Killerzellen gegen Tumorzellen
wird durch ein Gleichgewicht von stimulierenden und hemmenden Rezeptoren gesteuert
(Biassoni et al., 2001; Lanier, 2000, 2001). Killer-inhibierende Rezeptoren (KIR) erkennen
MHC-Klasse-I-Molekiile auf der Zelloberflache und hemmen die zytotoxische Funktion der
NK-Zellen. An der fehlenden oder geringen Auspragung von MHC-Klasse-I-Molekilen auf
der Oberflache kénnen NK-Zellen ihre Zielzellen erkennen und selektiv lysieren (Moretta et
al., 1996; Long, 1999). Stimulierende Rezeptoren gehdren zur Familie der Immunglobulin-
oder Lectin-dhnlichen Molekile. NKG2D ist ein gut charakterisierter aktivierender Rezeptor
auf NK-Zellen, y&'-T-Zellen und CD8"-T-Zellen (Jamieson et al., 2002). Im Menschen sind
die Proteine MICA/MICB und ULBP als NKG2D-Liganden definiert (Bauer et al., 1999;
Cosman et al., 2001). In der Maus interagiert der NKG2D-Rezeptor mit den Molekilen Rael,
H60 und MULT-1 (Cerwanka et al., 2000; Diefenbach et al., 2000; Carayannopoulos et al.,
2002). Adulte Zellen exprimieren in der Regel keine MICA/B- bzw. Rael-Molekile; jedoch
werden NKG2D-Liganden in vielen Tumorzellen Uberexprimiert (Cerwenka et al., 2001;
Diefenbach et al., 2001). Die hohe Auspragung der Liganden auf Tumorzellen bewirkt eine
NK-Zell-abhéngige Tumorzelllyse (Cerwanka et al., 2000; Diefenbach et al., 2000).

Einige Studien mit NKG2D-L-exprimierenden Tumoren zeigten, dass durch die Interaktion
zwischen NKG2D und seinen Liganden nicht nur NK-Zellen, sondern auch CD8"-T-Zellen
aktiviert werden (Diefenbach et al., 2001). Nach Aktivierung von NK-Zellen durch NKG2D-
Ligand-Bindung wurde eine spezifische CTL-Antwort gegen Tumoren beobachtet (Westwood
et al., 2004). Auch die Interaktion zwischen CD70 auf Tumorzellen und CD70-Ligand (CD27)
auf NK-Zellen vermittelte eine primare NK-Zell-abhdngige TumorabstofRung in vivo und
induzierte eine spezifische T-Zell-immunitat sowie eine Thl-Antwort gegen Tumorzellen
(Kelly et al., 2002a). Ebenso wurde gegen Tumorzellen, die CD80-Molekiile exprimieren,
eine sekundare T-Zell-Antwort generiert, die von der NK-Zell-Aktivierung und der IFN-y-
Produktion in der Induktionsphase abhangig war (Kelly et al., 2002b).

Mocikat et al. (2003) beschrieben einen Mechanismus, der angeborene und adaptive
Immunitat verbindet, um eine tumorprotektive CTL-Antwort zu induzieren: MHC-Klasse-I-
supprimierte Tumorzellen initiieren eine Kaskade, beginnend mit der schnellen Aktivierung
von NK-Zellen. Aktivierte NK-Zellen produzieren IFN-y und stimulieren dendritische Zellen
zur IL-12-Synthese. Die Aktivierung endogener DC flihrt zur Bildung zytotoxischer T-Zellen

und induziert ein immunologisches Gedachtnis.
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Die Bedeutung von CD4"-T-Zellen fur die NK-Zell-abhangige CTL-Induktion ist noch nicht
abschlieRend geklart. Geldhof et al. (2002) zeigten, dass NK-Zellen eine CD8*-T-Zell-Antwort
gegen Tumorzellen induzieren, indem sie alternativ aktivierte, immunsuppressive Typ2-APC
in klassisch aktivierte Typl-APC umwandeln, die zytotoxische T-Zellen aktivieren. Eine
andere Arbeit demonstrierte, dass NK-Zellen neben ihrer zytolytischen auch eine
immunstimulierende Funktion besitzen, indem sie die Entwicklung einer Thl-Antwort und
einer CTL-dominierten Typl-Immunitat unterstiitzen (Mailliard et al., 2003). Dagegen wiesen
Westwood et al. (2004) darauf hin, dass die NK-Zell-vermittelte Tumorlyse Uber einen Thl-
unabhangigen CD4"-T-Zell-Weg induziert und eine tumorspezifische CTL-Antwort gebildet

wird.

2.2  Tumorantigene: Erkennungsmerkmale fir das Immunsystem

Tumorantigene sind tumorzellabgeleitete Peptide, die ausschlielich oder vorwiegend in

Tumorzellen vorkommen. Peptide von Tumorzellproteinen werden T-Lymphozyten durch

MHC-Molekiile auf APC prasentiert. Eine Immunantwort gegen tumorassoziierte Antigene

fuhrt zur Zerstbrung der Tumorzellen, die diese Proteine exprimieren. Die molekulare

Definition von Tumorantigenen ist deshalb eine wichtige Voraussetzung fir die Entwicklung

von Antitumor-Vakzinen. Nach Pardoll (1998) kénnen Tumorantigene in folgende Gruppen

eingeteilt werden:

1. Individuelle Tumorantigene, die exklusiv von einer Tumorzelle exprimiert werden, sind
haufig Produkte einer Gen-Mutation oder einer Gen-Umlagerung. Die Mutation kann eine
T-Zell-Antwort ausldsen, indem das Genprodukt an MHC-Molekile bindet und ein fur T-
Zellen antigenes Epitop entsteht. Ein Beispiel ist die Mutation im Gen der
zyklinabhéngigen Kinase 4 bei Melanompatienten. Diese Mutation bewirkt, dass die Zelle
in die S-Phase des Zellzyklus’ eintritt. Es handelt sich also um eine Verdnderung, die
sowohl antigenetisch als auch onkogenetisch ist (Wolfel et al., 1995).

Der Immunglobulin-ldiotyp humaner B-Zell-Lymphome ist ein durch somatische
Rekombination entstandener Antikoérperklon. Da es sich hierbei um ein absolut
tumorspezifisches Antigen handelt, stellt der Idiotyp einen interessanten Angriffspunkt
immuntherapeutischer Strategien dar. Er wird membranstandig exprimiert oder auch
sezerniert, und idiotypabgeleitete Peptide werden MHC-Klasse-I- und —ll-restringiert
prasentiert (King et al., 1993). Der Idiotyp ist jedoch nur schwach immunogen wirksam,
so dass es Ziel einer Immuntherapie gegen B-Zell-Lymphome ist, seine Immunogenitat

Zu steigern.
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Embryonale Antigene werden in der Regel ausschlieZlich in ménnlichen Keimzellen und
in der Plazenta exprimiert. Da auf diesen Zellen keine klassischen MHC-Klasse-I-
Molekule vorkommen, werden keine antigenen Epitope dargeboten (Boon & van den
Bruggen, 1996). In Tumorzellen kénnen die Gene aktiviert werden. Ein charakteristisches
Beispiel ist die MAGE-Gen-Familie in Melanomzellen. MAGE-Gen-Produkte werden von
den Tumorzellen tiber MHC-Molekiile prasentiert und von melanomspezifischen CD8*-T-
Zellen erkannt (Huang et al., 1996).

Differenzierungsantigene sind gewebespezifisch und werden von gesunden Kdérperzellen
sowie von Tumorzellen exprimiert. Auf den Tumorzellen findet sich eine hohe Dichte an
MHC-Peptid-Komplexen, wodurch diese Antigene immunogen wirken. In Melanomzellen
stammen Differenzierungsantigene vom Farbstoffpigment Melanin ab. Melan-A/Mart-1,
gp100 und gp75 werden MHC-Klasse-I-spezifisch gegenliber CD8"-T-Zellen prasentiert;
Tyrosinase-Peptide werden MHC-Klasse-lI-restringiert von CD4"T-Zellen erkannt (Coulie,
1997).

Eine weitere Gruppe von Antigenen wird in Tumorzellen anormal exprimiert. In
Adenokarzinomen, wie dem Mamma- oder dem Ovarialkarzinom, wird der
membranstandige Tyrosinkinaserezeptor HER2-neu haufig tberexprimiert (Slamon et al.,
1998). In Kombination mit Chemotherapeutika werden Antikdrper, die gegen HER2-neu
gerichtet sind, in der Therapie des Mammakarzinoms eingesetzt (Pegram et al., 1999).
Tumorsuppressor-Genprodukte  spielen  eine  entscheidende Rolle in  der
Tumorentstehung. p53 ist ein gut untersuchtes verandertes Tumorsuppressorgen in
Malignomen. Viele p53-Mutationen kodieren ein Protein, das signifikant starker in
Tumoren als in normalem Gewebe exprimiert wird. In Mausmodellen konnte der Transfer
von p53-spezifischen CTL vor p53-tberexprimierenden Tumoren schitzen (Vierboom et
al., 1997).

Eine groRBe Anzahl von Tumoren ist mit viralen Infektionen assoziiert. Beim
hepatozellularen Karzinom sind die Hepatitisviren der Gruppen B und C als
athiologisches Agens definiert. Auch der Gebarmutterhalskrebs ist mit der Infektion der
Zervikalschleimhaut mit humanem Papillomvirus (HPV-16, HPV-18) verbunden. Virus-
assoziierte Tumorantigene sind vor allem ein Angriffspunkt fir prophylaktische
Impfungen. So sinkt die Inzidenz des hepatozellularen Karzinoms in Taiwan seit

Einflhrung der prophylaktischen HBV-Vakzinierung (Chang et al., 1997).
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2.3. Die Immuniuberwachung: Tumorzellen entkommen dem Immunsystem

Burnet und Thomas beschrieben die Fahigkeit des Immunsystems, transformierte Zellen zu
erkennen und zu zerstéren, als Immuniberwachung (Burnet, 1967). Das Immunsystem ist
wohl prinzipiell in der Lage, maligne Tumoren zu attackieren. Das Aufsplren transformierter
Zellen durch das Immunsystem setzt jedoch die Expression immunogener Determinanten
auf den Tumorzellen voraus.

Ein Modell, das die Entwicklung resistenter Tumoren, die der Erkennung durch das
Immunsystem entgehen, zu erklaren versucht, beschreibt drei Phasen (Dunn et al., 2002). In
der ,Eliminationsphase" attackiert das Immunsystem den wachsenden Tumor. Die Zellen des
angeborenen Immunsystems, insbesondere NK-Zellen, Makrophagen und dendritische
Zellen werden in das Gewebe dirigiert (Smyth et al.,, 2001). NK-Zellen und yd-T-Zellen
kénnen spontan entstandene transformierte Zellen erkennen und zerstéren (Street et al.,
2004). AuRerdem produzieren sie IFN-y, das die Proliferation maligner Zellen hemmt
(Bromberg et al.,, 1996) und in den Tumorzellen Apoptose auslésen kann (Kumar et al.,
1997). Ferner werden Zytokine produziert, die die Neoangiogenese im Tumorgewebe
blockieren (Coughlin et al., 1998; Qin & Blankenstein, 2000). Tumorinfiltrierende NK-Zellen
kénnen Uber die Produktion von IFN-y antigenprasentierende Zellen stimulieren. Diese
induzieren uber IL-12 eine antigenspezifische CD8*-T-Zell-Antwort und verbinden so
angeborene Abwehr und adaptive antigenspezifische Immunantwort (Mocikat et al., 2003).
Tumorspezifische CD4"- und CD8*-T-Zellen infiltrieren das Tumorgewebe und zerstéren
verbliebene Tumorzellen (Shankaran et al., 2001).

In der ,Gleichgewichtsphase” entgehen einige genetisch instabile und schnell mutierende
Tumorzellen dem Immunsystem. Es werden gering immunogene Tumorzellen seligiert, die
vor einem Angriff durch das Immunsystem geschiitzt sind. Man bezeichnet diesen Prozess
auch als ,Immuneditierung® (Dunn et al., 2002). Tumorzellen haben verschiedene
Mechanismen entwickelt, dem Immunsystem zu entkommen. Manche transformierte Zellen
kénnen ihre MHC-Molekiile herunterregulieren oder die Expression kostimulierender
Molekule vermindern, die zur Aktivierung naiver T-Zellen notwendig sind. Viele Tumoren
produzieren immunsuppressive Zytokine, um die Entzindungsreaktion zu hemmen. Der
transformierende Wachstumsfaktor TGF- unterdriickt die zellvermittelte Immunitat; IL-10
oder der GefaRendothel-Wachstumsfaktor (VEGF) blockieren die Aktivierung und
Differenzierung dendritischer Zellen (Gabrilovich et al., 1996). Tumorzellen kénnen Uber das
STAT3-Signal die Produktion proinflammatorischer Zytokine behindern und die Expression
von Faktoren induzieren, die die Reifung dendritischer Zellen stéren (Wang et al., 2004).
AuBerdem konnen sich maligne Zellen der Erkennung durch NK- und T-Zellen entziehen.

NKG2D-Liganden auf Tumorzellen fungieren als Stresssignale und vermitteln eine
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Antitumor-Antwort des Immunsystems, indem sie NK-Zellen aktivieren und die Bildung von
CD8"-T-Effektorzellen stimulieren (Bauer et al., 1999). Die Sekretion von I6slichem MICA-
Protein, einem NKG2D-Liganden, durch Tumorzellen reduziert die Expression von NKG2D-
Molekulen auf zahlreichen tumorinfiltrierenden Lymphozyten und beeintrachtigt die Reaktion
antigenspezifischer T-Zellen gegen den Tumor (Groh et al., 2002). Auch nach Aktivierung
des Immunsystems koénnen Tumorzellen Abwehrmechanismen entwickeln, um einem
Immunangriff zu entgehen. Auf Grund ihrer genetischen Instabilitat kbnnen Tumorzellen ihre
Antigene durch Mutationen verlieren, so dass sie von den spezifischen T-Effektorzellen nicht
mehr erkannt werden. Ferner kénnen maligne Zellen tumorreaktive T-Zellen in einen
anergischen Zustand zuriickfihren (Staveley-O’'Carroll et al., 1998) oder in Lymphozyten
Apoptose auslosen, indem sie Apoptose-induzierende Oberflachenmolekiile wie den Fas-
Liganden exprimieren (Walker et al., 1998). Die vielen Mdglichkeiten, wie Tumorzellen der
Erkennung und Zerstérung durch das Immunsystem entgehen kénnen, fihren zur Selektion
schwach immunogener oder immunresistenter maligner Zellen.

In der dritten Phase, der ,Fluchtphase“, expandieren die Uberlebenden Tumorzellen
unkontrolliert, da das Immunsystem nicht mehr in der Lage ist, eine effektive, endogene

Immunantwort gegen den Krebs aufrecht zu erhalten.

3. Die Immuntherapie: ein zukunftsweisender Ansatz gegen Krebs

Das Immunsystem koénnte im Prinzip vor unkontrolliertem Wachstum neoplastisch
transformierter Zellen schiitzen. Zum Beispiel wurden bei Nierenkarzinomen oder
Melanomen spontane Regressionen beobachtet (Papac, 1996). Ziel der Immuntherapie
gegen Krebserkrankungen ist deshalb, Tumorzellen fir das Immunsystem als fremd

erkennbar zu machen oder eine bereits vorhandene Immunreaktion zu verstarken.

3.1  Stimulation des angeborenen Immunsystems

Die Zellen des angeborenen Immunsystems sind in der Lage, Tumoren zu beké&mpfen,
indem sie Tumorzellen lysieren und Zytokine produzieren, die Tumorwachstum inhibieren
und die Angiogenese blockieren (Blattman & Greenberg, 2004). Ein Therapieansatz gegen
maligne Erkrankungen versucht deshalb, NK-Zellen mit hohen Dosen IL-2 in vivo zu
expandieren und zu stimulieren. Nach IL-2-Therapie wurden bei einigen Patienten komplette
Remissionen erreicht (Rosenberg et al., 1993). Als Nachteil erwiesen sich jedoch die starken

unerwinschten Nebenwirkungen, die bei diesen Therapien beobachtet wurden. Vor allem



EINLEITUNG 11

der von aktivierten NK-Zellen produzierte Tumornekrosefaktor (TNF) wirkte sehr toxisch. In
anderen Studien wurden Antitumor-Effekte erzielt, indem NKT-Zellen mit dem Gycolipid a-
Galactosyl-Ceramid oder yo-T-Zellen mit Bisphosphonaten selektiv aktiviert wurden. (Nieda,
2003; Wilhelm, 2003).

Um die Immunantwort gegen Tumoren zu verbessern, koénnen Stimulantien des
angeborenen Immunsystems direkt in solide Malignome appliziert werden. Dadurch wird eine
Entzindungsreaktion hervorgerufen, und Effektorzellen des Immunsystems werden gegen
den Tumor rekrutiert. Zum Beispiel fihrt die Gabe von Lipopolysacchariden oder CpG-
Oligonukleotiden, die an Toll-like-Rezeptoren (TLR) auf Zellen des angeborenen
Immunsystems binden, zur Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine. Dies erleichtert die
Interaktion zwischen der angeborenen Abwehr und der adaptiven Immunantwort (Takeda et
al.,, 2003). IFN-a wird in der Therapie der chronisch myeloischen Leukdmie (CML)
eingesetzt. Das Zytokin hemmt unmittelbar das Wachstum der Tumorzellen, verstarkt die
Reifung dendritischer Zellen und kann die Bildung einer CD8*-T-Zell-Antwort gegen

Leukdmiezellen induzieren (Blattman & Greenberg, 2004).

3.2  Humorale Immuntherapie

Aktivierte B—Zellen produzieren Antikorper, die an Oberflachenproteine auf Tumorzellen
binden koénnen. Durch die Aktivierung des Komplementsystems kann eine
komplementvermittelte Zelllyse angeregt werden. Aullerdem konnen NK-Zellen oder
Makrophagen an die antikbrpermarkierten Zellen binden, um eine antikdrperabhangige
zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC) hervorzurufen.

Ein Beispiel fir den passiven Transfer von Antikdrpern stellt die Therapie maligner B-Zell-
Lymphome mit Rituximab, einem Antikérper gegen CD20, dar. Kombiniert mit einer
Chemotherapie verbessert Rituximab die Remissionsrate bei Patienten mit B-CLL durch
einen ADCC-abhéngigen Mechanismus, der durch aktivierende und hemmende Fc-
Rezeptoren gesteuert wird (Clynes at al., 2000). Ein weiteres Beispiel fir den klinischen
Einsatz von Antikdrpern gegen Krebserkrankungen ist die Therapie ausgewahlter
Mammakarzinome mit einem monoklonalen Antikdrper gegen den Tyrosinkinaserezeptor
HER2/neu (Pegram et al., 1999). Dieser Wachstumsfaktor ist bei einem Viertel der
Patientinnen mit Brustkrebs Uberexprimiert und mit einer schlechten Prognose verbunden.
Durch die Bindung des Antikérpers an HER2/neu wird die Interaktion zwischen dem
Rezeptor und seinem natirlichen Liganden blockiert und die Expression des Rezeptors

verringert.
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Die Wirksamkeit der Antikérperbehandlung kann mit bispezifischen Antikdrpern verbessert
werden, die zwei unterschiedliche Bindungsspezifitaten vereinen. Zum Beispiel verstéarken
bispezifische Antikdrper die Effektoraktiviat von Lymphozyten gegen Tumoren, indem sie mit
dem einen Bindungsarm an T-Zell-aktivierende Molekiile und mit dem anderen Bindungsarm
an spezifische Oberflachenmolekile auf den Tumorzellen binden. Dadurch werden Immun-
und Tumorzelle in einen engen raumlichen Kontakt gebracht, der eine wirksame
Tumorbekadmpfung ermdéglichen soll. Loffler et al. (2000) induzierten mit einem Antikdrper,
der eine Bindungsspezifitat gegen das CD3-Molekil auf T-Zellen und den B-Zell-Marker

CD19 besitzt, eine starke zellulare Zytotoxizitat gegen CD19-exprimierende Lymphomzellen.

3.3  Verbesserung der T-Zell-Aktivierung

Die Immunogenitat von Tumorzellen oder Tumorproteinen ist haufig zu schwach, um eine
adaptive Immunantwort zu induzieren. Einige Verfahren der Krebstherapie konzentrieren
sich deshalb darauf, die Immunogenitat der Tumoren zu erhéhen, indem die Signale fur die
T-Zell-Aktivierung verstéarkt werden.

Antigenprasentierende Zellen kénnen mit Tumorantigenen beladen werden, indem sie
tumorabgeleitete Peptide internalisieren und gekoppelt an MHC-Molekile prasentieren. Die
Dichte der MHC-Peptid-Molekiile auf der Zelloberflache und die Affinitdt des TCR sind die
wichtigsten Parameter fiir eine wirksame Interaktion zwischen dem TCR und dem MHC-
Peptid-Komplex. MHC-Anker von Antigenen, die eine schwache Affinitat fuir MHC-Molekile
besitzen, kbnnen so verandert werden, dass die Antigenbindung an den MHC verstarkt wird,
ohne die Erkennung durch T-Zellen zu blockieren, die spezifisch fur das Wildtyp-Epitop sind
(Parkhurst et al., 1996). Das Epitop, dessen MHC-Anker mutiert wurde, induziert auf diese
Weise eine verstarkte Immunantwort gegen das Wildtyp-Peptid. Aul3erdem kann die Affinitat
des TCR fiur den MHC-Peptid-Komplex verbessert werden. Zum Beispiel besitzen gp70-
abgeleitete Peptide des CT26-Kolonkarzinoms der Maus eine schwache Anziehungskraft flir
den TCR. Wie Slansky et al. (2000) zeigten, stabilisiert der Austausch einer einzelnen
Aminosaure im gp70-Epitop den TCR-MHC-Peptid-Komplex und verbessert die T-Zell-
Antwort gegen das Wiltyp-Peptid.

Indem Peptide unmittelbar in den MHC-Antigenprozessierungsweg eingeschleust werden,
kann die Dichte des MHC-Peptid-Komplexes auf der Oberflache antigenprasentierender
Zellen verstarkt werden. Hitzeschockproteine (HSP) binden an Rezeptoren auf der
Oberflache von antigenprasentierenden Zellen, so dass das Begleitpeptid in den

Antigenprozessierungsweg eingeht und durch MHC-Klasse-I-Molekile prasentiert wird. So
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wurde beispielsweise durch die Vakzinierung mit einem Antigen-HSP70-Fusionsprotein eine
potente antigenspezifische CD8*-T-Zell-Antwort induziert (Castellino et al., 2000).

Ein weiterer Ansatz zur Optimierung der Immunogenitdt von Vakzinen besteht darin,
Tumorzellen mit Genen zu transformieren, die kostimulierende Molekile kodieren. Die
Transfektion von Tumorzellen mit B7-Molekilen erlaubt Immunisierungszellen, direkt als
antigenprasentierende Zellen zu fungieren. Wie Townsend und Allison (1993) zeigten, flihrte
die Immunisierung von Mausen mit B7-transfizierten Melanomzellen zur direkten
Kostimulation von CD8"-T-Zellen und zur TumorabstoRung. Allerdings scheint die direkte
Antigenprasentation durch Tumorzellen fir die Induktion der Immunantwort nur eine
untergeordnete Rolle zu spielen im Vergleich zur indirekten Prasentation durch APC (Huang
et al., 1996).

3.4  Blockierung immunologischer Kontrollpunkte

Ein Ansatz, die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen zu verbessern, beruht darauf, negative
Kontrollsignale zu blockieren, die die Induktion einer T-Zell-Antwort hemmen. Das
zytotoxische T-Lymphozytenantigen 4 (CTLA-4) greift zum Beispiel negativ regulierend in die
T-Zell-Aktivierung ein. Nach der TCR-abhangigen T-Zell-Aktivierung wird dieser inhibierende
B7-Rezeptor exprimiert. CTLA-4 besitzt eine hohere Affinitat fir CD80- oder CD86-Molekiile
als CD28 und sendet hemmende Signale an die T-Zelle, die dem stimulierenden CD28-
Signal entgegenwirken (Pardoll, 2002). Die kombinierte Gabe von GM-CSF-transfizierten
Tumorzellen mit einem blockierenden Antikérper gegen CTLA-4 verbesserte die Wirksamkeit
der Vakzine in vivo und fiihrte zur Abstol3ung etablierter Tumoren (van Elsas et al., 1999;
Hurwitz et al., 1998). Zwar hatte die Blockierung des CTLA-4-Proteins eine
Autoimmunreaktion zur Folge; diese blieb aber auf das Gewebe beschrankt, gegen das die
Tumor-Vakzine gerichtet war. So entwickelten Mause nach Behandlung mit einer B16-
Melanom-GM-CSF-Vakzine und dem CTLA-4-Antikérper eine Vitiligo, jedoch keine

generalisierte Autoimmunantwort.

3.5 Dendritische Zellen in der Immuntherapie

Einer der erfolgversprechensten Ansatze in der aktiven Immuntherapie zielt darauf, die
Funktionen antigenprasentierender Zellen zu verstarken oder zu modulieren. Im Vergleich zu
Makrophagen oder B-Zellen  sind dendritische  Zellen die  wirksamsten

antigenprasentierenden Zellen, da sie die Fahigkeit besitzen, antigenspezifische
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zytotoxische T-Zellen zu aktivieren (Banchereau & Steinman, 1998). Die Immunogenitat
vieler Tumorantigene kann verstarkt werden, wenn tumorassoziierte Peptide von DC
aufgenommen und prasentiert werden. Hierfir stehen mehrere Strategien zur Verfiigung.
Tumorzellen kénnen mit Zytokinen transfiziert werden, um die Proliferation und die Reifung
dendritischer Zellen zu induzieren. Aul3erdem kann die rezeptorvermittelte Aufnahme von
Antigenen durch dendritische Zellen in vivo verbessert werden. Ferner kénnen DC isoliert
und ex vivo mit Tumorantigenen oder Tumorzellanteilen beladen werden, um nach In-vivo-
Applikation tumorspezifische T-Effektorzellen zu stimulieren. Diese verschiedenen Anséatze

sollen im Folgenden naher erklart werden.

3.5.1 DC-Wachstumsfaktoren

Die Transfektion von Tumorzellen mit dem Zytokin GM-CSF stellt eine wirksame
Immunisierungsstrategie gegen Krebserkrankungen dar. Der Wachstumsfaktor GM-CSF
induziert die Differenzierung dendritischer Zellen aus hamatopoetischen Vorlauferzellen und
lockt diese in den Bereich der applizierten Vakzine. Der Vergleich von Tumorzellvakzinen,
die mit verschiedenen Zytokinen tranfiziert wurden, ergab, dass die wirksamste systemische
Antitumor-Antwort durch die Immunisierung mit GM-CSF-Gen-veranderten Tumorzellen
erzielt wurde (Dranoff et al., 1993). Als Tumormodell diente das murine B16-Melanom. Auch
gegen das A20-B-Zell-Lymphom der Maus konnte durch die Immunisierung mit Tumorzellen,
die GM-CSF oder ein Idiotyp/GM-CSF-Fusionsprotein produzierten, eine Tumorimmunitéat
erzeugt werden (Strehl et al., 1999; Selmayr et al., 1999).

Die Kombination mit einem Reifungsstimulus fir DC verbesserte den Effekt einer GM-CSF-
Gen-transduzierten Vakzine zusatzlich. Die Transfektion von Tumorzellen mit dem Zytokin
GM-CSF und CD40-Ligand steigerte die Anzahl reifer dendritischer Zellen und induzierte
eine potente systemische Antitumor-Immunitat (Chiodoni et al., 1999). Die Antitumor-
Wirkung einer GM-CSF-Gen-transfizierten Tumorzellvakzine konnte auch fir das
Nierenzellkarzinom (Simons et al., 1997), das Melanom (Soiffer et al., 1998) und das

Pankreaskarzinom (Jaffee et al., 2001) demonstriert werden.

3.5.2 Redirektion von Tumorantigenen gegen DC

Antigene kdnnen Uber spezifische Rezeptoren auf der Oberflache dendritischer Zellen durch
Endozytose aufgenommen und in den Antigenprozessierungsweg eingeschleust werden.
Eine Grundlage immuntherapeutischer Ansatze ist deshalb, tumorassoziierte Antigene so zu
modifizieren, dass sie an internalisierende Rezeptoren von dendritischen Zellen binden

kdnnen.
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Ein Beispiel fur die Redirektion tumorassoziierter Antigene gegen DC ist die Vakzinierung mit
Antigen/GM-CSF-Fusionsproteinen, die nicht nur die DC-Proliferation stimulieren, sondern
auch Antigene Uber den GM-CSF-Rezeptor in das endosomale Kompartiment flhren
(Pardoll, 2002). Der Idiotyp maligner B-Zell-Lymphome ist ein Immunglobulin, das von allen
Tumorzellen eines Klons produziert und exprimiert wird. Es stellt ein tumorspezifisches, aber
schwach immunogenes Antigen dar. Im Mausmodell konnte durch Gabe eines
Fusionsproteins, bestehend aus dem Lymphom-ldiotyp und dem GM-CSF-Protein, eine
starke Immunantwort ausgelést werden (Tao & Levy, 1993).

Einen weiteren Ansatz, Tumorantigene spezifisch an antigenprasentierende Zellen, wie zum
Beispiel dendritische Zellen, Makrophagen oder Granulozyten, heranzufiihren, beschreibt
das von Mocikat et al. (1997) entwickelte Triommodell. A20-Lymphomzellen der Maus
wurden mit einem Ratte-Hybridom fusioniert, das einen Antikérper gegen den Fcy-Rezeptor-
Il auf APC exprimiert. Die entstandene xenogenisierte Triomzelle enthélt potenziell alle
Antigene der parentalen Lymphomzelle und produziert ein Immunglobulin, das den APC-
Bindungsarm darstellt. Die Bindung der Triomzelle an Fcy-Rezeptor-tragende
antigenprasentierende Zellen leitet eine wirksame Internalisierung des Antigens ein. Nach
Prozessierung werden tumorabgeleitete Peptide prasentiert und tumorspezifische T-Zellen
aktiviert.

Die Immunisierung mit Triomzellen flhrte im Mausmodell zu einem 100%igen Tumorschutz
und zu einer langdauernden systemischen Immunitét (Mocikat et al., 1997). Sogar etablierte
Tumoren konnten durch die Triomzellvakzinierung geheilt werden (Strehl et al., 1999).

Die Wirksamkeit des Triomzell-Ansatzes konnte auch im humanen Modell nachgewiesen
werden. Es wurden Triome aus humanen Lymphomzellen generiert. Die Stimulation
autologer Lymphozyten mit Triomzellen induzierte eine tumorspezifische T-Zell-Antwort
(Wahl et al.,, 2003). Die langfristige Perspektive ist die Entwicklung einer adjuvanten
Immuntherapie fiir Patienten mit malignem Non-Hodgkin-Lymphom. Die Triome enthalten
jedoch neben dem humanen Lymphomanteil mit dem Ratte-Hybridom auch eine xenogene
Struktur. Um die Injektion xenogener Zellen in der klinischen Situation umgehen zu kénnen,
sollte die Triomzell-Vakzinierung in der vorliegenden Arbeit zu einem Ex-vivo-Ansatz

modifiziert werden.

3.5.3 Immunisierung mit antigenbeladenen DC

Auf Grund ihrer herausragenden Bedeutung fiir die Induktion einer Immunantwort sind
dendritische Zellen ein attraktives zellulares Adjuvans flr Immunisierungsstrategien gegen
Krebserkrankungen. Die Mdglichkeit, dendritische Zellen in vitro aus hamatopoetischen

Vorlauferzellen mit GM-CSF zu generieren (Inaba et al., 1992), bildet die Grundlage fir
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verschiedene Studien, in denen dendritische Zellen als Immunisierungszellen eingesetzt
wurden.

Dendritische Zellen zahlen zu den potentesten Stimulatoren naiver T-Zellen (Schuler &
Steinman, 1997). Sie kdnnen ex vivo mit Antigenen in Form von intakten Proteinen (Paglia et
al., 1996), MHC-Klasse-I-restringierten Peptidfragmenten (Porgador et al., 1995; Zitvogel et
al., 1996) oder lysierten Tumorzellen (Fields et al., 1998) beladen werden. Die Injektion
antigenbeladener DC fihrt in vivo zu einer Immunantwort gegen das prasentierte Antigen
sowie zur Bildung einer Antitumor-Immunitat. Rekombinante Viren kdnnen sehr effizient
Tumorantigen-Sequenzen in dendritische Zellen einfihren. DC induzierten zum Beispiel
nach Ex-vivo-Infektion mit adenoviralen oder retroviralen Vektoren, die Tumorantigene
kodieren, eine protektive Antitumor-Immunantwort (Song et al., 1997; Specht et al., 1997).
AuRerdem konnen dendritische Zellen mit Tumor-RNS transfiziert werden, um die
verschlisselten Antigene zu prasentieren (Boczkowski et al., 1996).

Die positiven Ergebnisse im Mausmodell bilden die Basis flr erste klinische Studien mit
dendritischen Zellen in aktiven Vakzinierungstrategien gegen humane Tumorantigene
(Timmerman & Levy, 1999). Da B-Zell-Lymphome mit dem Immunglobulin-ldiotyp ein
tumorspezifisches Antigen besitzen, sind sie fir die Forschung auf dem Gebiet der
Tumorimmunologie besonders interessant. Eine klinische Pilotstudie Uiber die Vakzinierung
von B-Zell-Lymphom-Patienten mit idiotypbeladenen dendritischen Zellen erzielte erste

erfolgversprechende Ergebnisse (Hsu et al., 1996).
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4. Fragestellungen

Die Immunisierung mit Triomzellen zahlt zu den wirksamsten Vakzinierungsstrategien gegen

maligne B-Zell-Lymphome im Mausmodell (Mocikat et al., 1997). Der Ansatz basiert auf der

Redirektion von Antigenen gegen Internalisierungsrezeptoren auf APC. In der vorliegenden

Arbeit sollte die Triomzellvakzinierung in einen Ex-vivo-Ansatz Uberfihrt werden.

Dendritische Zellen wurden in vitro mit Triomzellen oder triomzellproduzierten

Immunglobulinen beladen und in tumorerkrankte Mause appliziert. Es wurden folgende

Fragestellungen untersucht:

» Konnen dendritische Zellen ex vivo tumorspezifische Antigene internalisieren und
prasentieren, um in vivo eine protektive Immunantwort gegen das murine A20-Lymphom
Zu generieren?

» Werden Tumorantigene, die von Triomzellen angeboten werden, durch dendritische

Zellen effizienter internalisiert als die parentalen Tumorzellen?

Strehl et al. (1999) demonstrierten, dass die triomzellvermittelte TumorabstoRung und der

GM-CSF-Gentransfer in Triomzellen synergistisch wirken. Jedoch konnte dies nur in

Praimmunisierungsversuchen nachgewiesen werden. In Therapieversuchen blieben GM-

CSF-Gen-transfizierte Triomzellen wirkungslos. In diesem Zusammenhang stellten sich

folgende Fragen:

» Werden durch die gleichzeitige Bindung von GM-CSF und anti-Fcy-Rezeptor-
spezifischen Triomzellen an DC die Differenzierung und Reifung dendritischer Zellen
inhibiert?

» Wird durch den GM-CSF-Gen-Transfer die triomzellvermittelte Antigenaufnahme in

dendritische Zellen blockiert?

Um den Antitumor-Effekt antigenbeladener dendritischer Zellen zu Uberpriifen, musste in
einem Vorversuch geklart werden, ob sich die Injektion unbeladener dendritischer Zellen auf
das Tumorwachstum auswirkt. Hier zeigte sich, dass dendritische Zellen 100% der Mause
vor einer A20-Tumorgabe schiitzten, auch wenn sie zuvor nicht mit Tumorantigenen beladen
wurden. Dieses Uiberraschende Ergebnis warf folgende Fragen auf:
» Welche Zellen vermitteln die Immunantwort, die durch die Immunisierung mit
unbeladenen dendritischen Zellen ausgeldst wird?
» Ist die induzierte Immunitat auf das A20-Lymphom beschrankt?

» Welcher immunologische Mechanismus schiitzt die Mause vor Tumorwachstum?
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B MATERIAL UND METHODEN

1 Methoden der Zellkultur

1.1 Verwendete Zellen

Murine B-Zell-Lymphome:

A20 (IgG2a) Kim et al., 1979 (ATTC TIB-208)

MPC11 (IgG2b) Lascov & Scharff, 1970 (ATTC CCL-167)
Murines Kolonkarzinom:

CT26 Brattain et al., 1980
Triomzellen:
BiV Hybridom aus dem murinen Lymphom A20 und dem Hybridom

2.4G2 (Ratte-anti-Maus-Fcy-RIl; Unkeless, 1979; ATTC HB-197),
Mocikat et al., 1997
GM-CSF-Gen-transfizierte Lymphomzellen:
A20-BNG-1B7 A20-Lymphom, transfiziert mit dem Vektor BCMGSNeo-GM-CSF
(BNG); GM-CSF-Produktionsrate 121 ng/ml / 1x10° Zellen / 24h,
Strehl et al., 1999
BiV-BNG-3A8 BiV-Triom, transfiziert mit dem Vektor BCMGSNeo-GM-CSF
(BNG); GM-CSF-Produktionsrate 482 ng/ml / 1x10° Zellen / 24h,
Strehl et al., 1999

1.2 Zellkulturbedingungen

Alle Zellen wurden in RPMI 1640 Medium (Gibco, Eggenstein) bei 37° C in 5%iger COs-
Atmosphare und 95%iger Luftfeuchtigkeit kultiviert. Dem Kulturmedium wurden 5% fetales
Kalberserum (FKS), 2mM Glutamin, 2mM Pyruvat, 100U/ml Penicillin/ Streptomycin, 5ml

MEM + nichtessentielle Aminosauren und 50uM B-Mercaptoethanol (alle Gibco) zugegeben.
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1.3 Kryokonservierung

Fur die Aufbewahrung in flissigem Stickstoff (N,) bei minus 196° C wurden die Zellen nach
Expansion gezahlt und abzentrifugiert. Jeweils 2x10° bis 5x10° Zellen wurden daraufhin in
Iml FKS mit 10%igem DMSO-Zusatz aufgenommen und auf Kryoréhrchen (Nunc,
Wiesbaden) im Eisbett verteilt. In Styropor verpackt erfolgte eine langsame Abkihlung auf
minus 80° C im Gefrierschrank und am folgenden Tag eine dauerhafte Konservierung in
flissigem Stickstoff bei minus 196° C.

Zum Auftauen wurden die gefrorenen Zellen rasch in einem 37°C warmen Wasserbad
erwarmt. Nach Erreichen der fliissigen Phase wurde toxisches Kryokonservierungsmedium
langsam mit Kulturmedium ausgewaschen und die Zellen drei Tage in komplettem Medium
mit 20%igem FKS-Anteil kultiviert.

1.4  Reklonierung von BiV-Zellen

Um den monoklonalen Charakter der Triomzellen sicherzustellen, wurden
Verdunnungsreihen auf einer 96-Loch-Platte mit jeweils 5, 2, 1, 0,5 und 0,1 Zellen pro Loch
in je 200ul Kulturmedium mit 20%igem FKS-Anteil angefertigt. Wenn nach einer Kultivierung
von 2 Wochen weniger als 30% der Kavitdten bewachsen waren, stammten die Zellen
statistisch von je einem Klon ab.

Um die Produktion von bispezifischem Immunglobulin zu testen, wurde 100pl
Kulturiiberstand enthommen und im ELISA analysiert. Die Bindung des bispezifischen
Immunglobulins an Fcy-Rezeptoren und das Vorhandensein des A20-ldiotyps wurden im
FACS untersucht. Der Kulturiberstand der Triomzellen wurde an Fcy-Receptor-ll-tragende
murine S49.1-Zellen (Thy-1; ATTC TIB36; Hyman, 1973) gebunden und mit folgenden
Antikdrpern detektiert:

» Maus-anti-Ratte-IgG-FITC (1/300, Pharmingen, San Diego, USA)

» Ratte-anti-Maus-lgG2a-biotinyliert (1/100, Pharmingen, San Diego, USA)

» Ratte-anti-Maus-A20-Idiotyp(6C10)-biotinyliert (1/500, hergestellt von E. Kremmer, GSF-

Institut fir molekulare Immunologie, Miinchen)

1.5 Bildung dendritischer Zellen

Vorlauferzellen des Knochenmarks wurden aus BALB/c-Mausen oder CD40-defizienten

Mausen isoliert. Hierfir erfolgte eine Praparation der Femurknochen unter sterilen
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Bedingungen. Nach Ablésen der Epiphysen wurde mit einer Spritze das Knochenmark aus
dem Markraum der Diaphysen herausgespllt und eine Einzelzellsuspension durch
mehrmaliges Aufziehen des Mediums hergestellt. Nach Erythrozytenlyse und zwei
Waschschritten wurden die Knochenmarkzellen in Medium mit 10%igem FKS-Anteil
aufgenommen. Unter Zugabe von 100ng/ml murinem Granulozyten-Makrophagen Kolonie-
stimulierendem Faktor (GM-CSF) wurden aus den Vorlauferzellen nach 8-tagiger
Kultivierung dendritische Zellen gebildet. Das Kulturmedium wurde jeden zweiten Tag
gewechselt. In einigen Versuchen erfolgte an Tag 8 ein Reifungsschritt, indem fir 16
Stunden 1pug Lipopolysaccarid (LPS) pro ml Kulturmedium hinzugefiigt wurde. Wenn nicht

anders angezeigt, wurden in Praimmunisierungsversuchen reife unbeladene DC verwendet.

Die dendritischen Zellen wurden im FACS analysiert (Anhang 1.1 und 1.2). Hierflr wurden

folgende Antikdrper eingesetzt:

1. Ratte-anti-Maus-CD80(B7.1)-FITC (1/50) (hergestellt von E. Kremmer, GSF-Institut fir
Molekulare Immunologie, Miinchen)

2. Ratte-anti-Maus-CD86(B7.2)-FITC (1/300) (hergestellt von E. Kremmer, GSF-Institut fir

Molekulare Immunologie, Miinchen)

Ratte-anti-Maus-CD40-FITC (1/50) (Pharmingen, San Diego, USA)

Ratte-anti-Maus-CD54(ICAM1)-FITC (1/100) (Pharmingen, San Diego, USA)

Hamster-anti-Maus-CD11c-FITC (1/100) (Pharmingen, San Diego, USA)

Ratte-anti-Maus-MHCI(HB11)-FITC (1/1000) (hergestellt von E. Kremmer, GSF-Institut

fur Molekulare Immunologie, Miinchen)

7. Ratte-anti-Maus-MHCII(HB3)-Cy5 (1/500) (hergestellt von E. Kremmer, GSF-Institut flr

Molekulare Immunologie, Miinchen)

o a0k~ w

Es wurden keine phanotypischen Unterschiede festgestellt, wenn dendritische Zellen in
Medium kultiviert wurden, das neben GM-CSF Interleukin 4 (IL-4) enthielt.

1.6 Antigenbeladung dendritischer Zellen

In Therapieversuchen wurde die tumorprotektive Wirkung dendritischer Zellen analysiert, die
mit Tumorantigenen beladen wurden. Die Beladung dendritischer Zellen erfolgte jeweils nach
8 Tagen DC-Kultur. Unreife DC wurden fir 24 Stunden mit dem entsprechenden
Tumorantigen inkubiert. In einigen Versuchen wurden die DC nach der
Antigeninternalisierung einem Reifungsschritt unterzogen, indem der Kultur 1pl/ml

Lipopolysaccarid zugegeben wurde. Vor der Injektion in tumortragende Mause wurden
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antigenbeladene DC intensiv gewaschen. In einigen Experimenten wurden DC auf3erdem
immunmagnetisch gereinigt.
In den durchgefihrten Versuchen wurden dendritische Zellen mit folgenden Antigenen

beladen:

Beladung mit Proteinen

2x10° dendritische Zellen wurden in 3ml Medium aufgenommen und bei 37°C mit
gereinigtem A20-Idiotyp oder bispezifischem Immunglobulin in einer Konzentration von
50ug/ml bzw. 150ug/ml inkubiert. In einigen Experimenten wurden dendritische Zellen aus
Vorlauferzellen des Knochenmarks mit einem Idiotyp/GM-CSF-Fusionsprotein gebildet. Die
Zellen wurden 8 Tage mit 500ng/ml Fusionsprotein kultiviert. Fir die Beladung mit lysierten
Zellen wurden A20-Zellen bzw. Triomzellen in einem Frier-Tau-Verfahren zerstort. 2x10° DC

wurden anschlieRend in 3ml Medium mit 2x10° lysierten A20- oder Triomzellen inkubiert.

Transfektion mit Tumor-RNS

Fur die Transfektion mit A20-RNS wurde das Transfektionsreagenz Transfast (Promega,
Mannheim, Deutschland) verwendet. 15ug RNS wurden in 450ul vorgewarmtem OptiMEM-
Medium gemischt und anschlieend die 2-fache Konzentration an Lipid (30ug Transfast)
hinzugefiigt. Das Reagenz wurde fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dendritische
Zellen wurden in OptiMEM-Medium gewaschen, jeweils 1x10° Zellen in 0,5ml OptiMEM
aufgenommen und in die Kavitdten einer 24-Loch-Zellkulturplatte gegeben. AnschlieRend
wurden 500ul RNA-Ldsung dazugegeben. Nach einer einstiindigen Inkubation bei 37°C
wurden die adharenten DC durch mehrmaliges kréftiges Spulen abgenommen und zweimal

mit PBS gewaschen.

Beladung mit intakten Tumor- oder Triomzellen

DC wurden fir 24 Stunden mit intakten Tumor- oder Triomzellen sowie mit GM-CSF-Gen-
transfizierten Zellen in einem 1:1-Verhaltnis kokultiviert, die zuvor mit 100Gy bzw. 20Gy
bestrahlt worden waren. Der Internalisierungsphase folgte ein immunmagnetischer
Separationsschritt (MACS) mit dem magnetpartikeltragenden monoklonalen Antikérper
CD11c. Durch die positive Selektion wurden die antigenbeladenen DC von den dbrigen
Zellen getrennt. In der FACS-Analyse zeigte sich, dass CD11c" dendritische Zellen nach der

Separation zu 95% angereichert wurden (Abb. 2).
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DC/BiV Kokultur DC nach Separation
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Abb. 2: Positive immunmagnetische Selektion CD11c* DC

1.7 Gewinnung von NK-Zellen

NK-Zellen wurden aus der Milz von naiven oder DC-behandelten BALB/c-Mausen
gewonnen. Hierfir wurde nach Praparation der Milz und Entfernung von perisplenischem
Fett das Gewebe in Kulturmedium eingelegt und mit einem Spritzenstempel durch ein Netz
gedriickt, um eine Einzelzellsuspension zu erhalten. Nach Erthrozytenlyse und zwei
Waschschritten wurden die Zellen gezahlt und in PBS mit 2%igem FKS-Anteil
aufgenommen. Die Anreicherung der NK-Zellen erfolgte durch immunmagnetische
Zellseparation (MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach). Es wurde eine positive Selektion
mit dem magnetpartikeltragenden Ratte-anti-Maus-NK-Zell-Antikbrper DX5 oder eine
negative Selektion mit dem NK-Zell-Kit (beide Miltenyi Biotec) durchgefiihrt. Die gewonnenen
NK-Zellen wurden in komplettem Medium mit 15%igem FKS-Anteil aufgenommen und als
Effektorzellen gegen Tumorzellen im **Chrom-Freisetzungsversuch eingesetzt.

Die Reinheit der NK-Zell-Suspension wurde im FACS mit einem PE-markierten DX5-
Antikdrper und einem FITC-markierten CD3-Antikérper (beide Pharmingen) ermittelt. Wie
Abb. 3 zeigt, wurden CD3'DX5" NK-Zellen zu etwa 60% angereichert.

Abb. 3: Zellsuspension nach Positiv-Selektion mit dem Ratte-anti-Maus-AK DX5
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2 Immunologische Methoden

2.1  Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA)

Maxisorp-Platten der Firma Nunc wurden mit 5ug Fanger-Antikdrper (Ratte-anti-Maus-1gG2a;
Pharmingen) pro ml Carbonatpuffer (pH 9,2) beschichtet und Uber Nacht bei 4° C inkubiert.
Am darauf folgenden Tag wurden die Platten zwei Stunden lang mit PBS/10% FKS (Gibco)
bei 23°C blockiert. Danach wurden die Platten fiir 30 Minuten mit dem jeweiligen
Kulturiiberstand, fur 45 Minuten mit dem Detektionsantikérper (Maus-anti-Ratte-lgG2b,
biotinyliert; TIB174, ATTC, Rockville, MD, USA) und fir 30 Minuten mit Avidin-Peroxidase
(1:1000 verdinnt in PBS/ 10% FKS, Gibco) inkubiert. Die dazwischen liegenden
Waschschritte erfolgten mit PBS/Tween20 (0,005%, Schuchardt, Miinchen).

Fur die Farbreaktion wurde eine Tablette o-Phenylendiaminhydrochlorid (10mg, Sigma,
Osterode) in 15ml Substratpuffer (Tris-Citrat, pH5) aufgelést und nach Zugabe von 7ul
Wasserstoffperoxid (H.O;) je 100ul in die jeweiligen Locher gegeben. Die Messung der

Extinktion erfolgte im ,Easy Reader SFplus” (SLT Labinstruments, Altdorf).

2.2  Fluoreszenzaktivierte Zellzahlung (FACS)

Fluoreszenzaktivierte Zellzahlungen (FACS) wurden mit einem Gerat der Firma Becton
Dickinson, Heidelberg, durchgefiihrt. Pro Ansatz wurden je 5x10° Zellen mit PBS gewaschen
und in je 50 ul FACS-Puffer (PBS, 2% FKS, 0,1% Natriumazid) aufgenommen. Es folgte eine
30-minutige Inkubation mit dem jeweiligen PE-, FITC-, Cy5- oder biotinylierten Antikdrper. Im
letzteren Fall schloss sich eine weitere halbstiindige Inkubation mit Avidin-PE an. Fir
Doppelfarbungen erfolgte die Inkubation mit Cy5- und FITC-markiertem Antikorper
gleichzeitig. Nach der Antikdrperinkubation wurden die Zellen mit 1ml FACS-Puffer
gewaschen. Abgestorbene Zellen wurden durch Zugabe von Propidiumjodid (1/1000

verdinnt) markiert.

2.3  Tetramerfarbung

NKG2D-Multimere wurden freundlicherweise von Dirk H. Busch, Institut fir Medizinische

Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene, Technische Universitat, Miinchen, zur Verfigung
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gestellt (Busch et al. 1998, Wolan et al. 2001). Tumorzellen wurden in einer 1/100-
Verdinnung mit PE-markiertem NKG2D-Tetramer gefarbt und im FACS analysiert.

2.4  Immunmagnetische Zellseparation (MACS)

Um NK-Zellen aus der heterogenen Milzzellpopulation zu isolieren oder um dendritische
Zellen nach Kokultur mit BiV-Zellen zu separieren, wurde eine immunmagnetische
Zellseparation (MACS, mit einem Gerat der Firma Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach)
durchgefihrt.
Die uneinheitliche Zellpopulation wurde mit PBS gewaschen, in Pufferlésung (PBS mit
0,5%igem FKS-Anteil) aufgenommen und mit dem magnetpartikeltragenden Antikdrper 15
Minuten lang bei 6° C inkubiert.
Die folgenden Antikdrper wurden in den durchgefiihrten Zellseparationen verwendet (alle
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach):
1. NK-Zellseparation:
Positive Selektion: Ratte-anti-Maus-NK-Zell(DX5)-MicroBeads-Antikérper
Inkubation von je 10’ Zellen in 90 pl Pufferlésung mit 10l Antikdrper
Negative Selektion: NK cell isolation kit
Inkubation von je 10 Zellen in 40ul Pufferldsung mit 10ul biotinyliertem Antikdrper-
Cocktail, nach 30 Minuten Zugabe von 30ul Pufferldésung und 20ul Anti-Biotin-
MicroBeads-Antikorper
2. Separation dendritischer Zellen:
Hamster-anti-Maus-CD11¢(N418)-MicroBeads-Antikdrper
Inkubation von je 10° Zellen in 400l Pufferlésung mit 100pl Antikdrper
Nach zwei Waschschritten wurde die magnetpartikelmarkierte Zellsuspension in 3ml
Pufferlosung aufgenommen und im MACS-Separator auf eine zuvor mit 3ml PBS
aquilibrierte Selektionssaule (positive selection column type LS*, Miltenyi Biotec) gegeben,
so dass magnetpartikelbindende Zellen im Magnetfeld haften blieben. Zur Entfernung von
unspezifisch gebundenen Zellen folgten drei Spilungsschritte mit je 3ml Pufferlésung.
Daraufhin wurde die Saule aus dem Magnetfeld entfernt; die positiven Zellen wurden mit 5ml
Kulturmedium ausgewaschen. Die Homogenitat der isolierten Zellpopulation wurde im FACS

kontrolliert.
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2.5 Isolierung von Ribonukleinsaure

Fir die Extraktion von Ribonukleinsdure (RNS) wurden je 10" exponentiell wachsende A20-
Lymphom-Zellen abzentrifugiert (ca. 170xg, 5 Minuten) und in je 1 ml TRIzol Reagent der Fa.
Invitrogen, Karlsruhe, homogenisiert. Nach funfminttiger Inkubation und Zugabe von 20ug
tRNA wurde das Homogenat in Eppendorf-Réhrchen tberflhrt.

Daraufhin wurden 200ul Chloroform hinzugegeben. Nach 10minttiger Inkubation wurde die
Suspension 15 Minuten lang zentrifugiert. Daraufhin zeigten sich Proteine in der unteren,
roten organischen Phenol-Chloroformphase, DNS in der Interphase und RNS in der oberen,
farblosen wassrigen Phase. Letztere wurde abgenommen und in ein neues Eppendorf-
Rohrchen uberfuhrt.

Fur die RNS-Prazipitation wurden der Suspension 300ul Isopropanol beigefiigt. Nach 10-
minutiger Inkubation wurde der Ansatz fir 12 Minuten zentrifugiert und die préazipitierte RNS
mit 500ul 75%igem Ethanol (in DEPC-Wasser) gewaschen. Im Anschluss an eine weitere
Zentrifugation (8 Minuten) wurde die isolierte RNS kurz getrocknet, in 50ul DEPC-Wasser
aufgenommen und bei minus 20° C eingefroren.

Die jeweiligen Zentrifugationsschritte erfolgten bei 12000g und 4°C; wahrend der
Inkubationsphasen wurden die Proben auf Eis gelagert.

Zur Quantifizierung der RNS wurde photometrisch die Extinktion bei 260nm und 280nm
bestimmt (mit einem Gerat der Firma Beckman). Die Konzentration errechnete sich nach
folgender Formel:

Crns = Absorption g0nm X 50ug/mi

2.6  Zytotoxizitatsversuche

Fur Zytotoxizitatsversuche wurden NK-Zellen aus naiven oder DC-immunisierten Mausen
gewonnen.

Nach der Milzentnahme wurden die NK-Zellen durch eine immunmagnetische Zellseparation
isoliert und als Effektorzellen im **Chrom-Freisetzungsversuch eingesetzt. Hierfiir wurden die
Zellen in Kulturmedium mit 15%igem FKS-Anteil aufgenommen und Verdinnungsreihen auf
einer 96-V-Loch-Platte angefertigt mit jeweils 2x10°, 10°, 5x10*, 25x10°, 12x10° und 6x10°
Zellen pro Loch.

Als Zielzellen wurden 2x10° YAC-1-, A20-, MPC11- oder CT26-Zellen mit PBS gewaschen
und in 100l FKS resuspendiert. Im Isotopenlabor wurden die Zielzellen 60-90 Minuten bei
37° C mit radioaktivem>*Chrom (**CrOy) der Firma NENDupont inkubiert.
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Nachdem das hinzugefiigte °'Chrom in die Zielzellen aufgenommen war, wurde
Uiberschissiges Chromat in drei Waschgangen mit Medium/15% FKS entfernt. Die Zielzellen
wurden daraufhin in einer Konzentration von 2x10% Zellen pro Loch in die Kavitaten der
vorbereiteten 96-V-Loch-Platte gegeben (Endvolumen 200ul pro Loch) und mit den
enthaltenen Effektorzellen gemischt.

Nach vierstiindiger Kokultur bei 37°C wurden pro Loch 5Qul Kulturiberstand mit einer
Mehrkanalpipette abgenommen und auf eine 96-Loch-Lumaplatte (LumaPlate TM-96 der
Firma Packard Canberra, Dreieich) Ubertragen. Um den Anteil spontaner Chromfreisetzung
zu ermitteln, wurde Kulturiberstand aus Kavitdten entnommen, die nur markierte Zielzellen
enthielten. Zur Bestimmung der maximalen Chromfreisetzung wurden Zielzellen direkt auf
die Lumaplatte aufgebracht.

Die beschichtete Lumaplatte wurde Uber Nacht getrocknet. Am nachsten Tag erfolgte die

Messung der freigesetzten Radioaktivitat.

Die spezifische Zytotoxizitat wurde nach folgender Formel berechnet:

Cmexperiment - Cpm
cpm —cpm

spon tan x100

spon tan

%spezifischelLyse =

max imal

3 Durchfiihrung der In-vivo-Versuche

Fur alle Tierversuche lag die Genehmigung der Regierung von Oberbayern vor. Es wurden
ca. 10-12 Wochen alte weibliche BALB/c-Inzuchtmausstaimme (Bomholtgard, Ry,
Déanemark), mannliche und weibliche CD40-defiziente Mause (The Jackson Laboratories,
Bar Harbor, USA) sowie SCID-Mause (gezlichtet im Institut fir Molekulare Immunologie,
Munchen) verwendet. Je Versuchsgruppe wurden 4-6 Mause in einem Kafig
zusammengefasst.

Vor der Injektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen, gezéhlt und in 300ul PBS
aufgenommen. Tumorzellen wurden intravends, dendritische Zellen subkutan appliziert.

Antikérper wurden in einem Volumen von 300ul intraperitoneal verabreicht.

3.1  Praimmunisierungsversuche

Gruppen von sechs Mausen wurden in einem einwéchigen Intervall subkutan jeweils 5x10°

dendritische Zellen verabreicht. Nach weiteren sieben Tagen erfolgte die intraventse
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Injektion von Tumorzellen (Abb. 4). Die Zahl der applizierten Zellen schwankte hierbei je
nach verwendeter Tumorzelllinie zwischen 8x10° Zellen (A20-Lymphom) und 1x10° Zellen
(MPC11-Lymphom und CT26-Kolonkarzinom). In Langzeitversuchen wurden 8x10° A20-
Zellen 70, 75 oder 150 Tage nach der letzten DC-Vakzinierung appliziert. Die Mause wurden

getotet und obduziert, wenn eindeutige Zeichen von Tumorwachstum erkennbar waren.

Tag -14 -7 a
i E B -
1. Immunisierung 2. Immunisierung Tumorgahe

Abb. 4: Applikationsschema bei Praimmunisierungsversuchen

In einigen Experimenten wurden In-vivo-Depletionsversuche durchgefihrt. Die Antikorper

wurden nach folgenden Protokollen eingesetzt:

NK-Zell-Depletion

Fur die Depletion von NK-Zellen wurde der monoklonale IL-2-Rezeptor--Ketten-spezifische
Antikdrper Tmp1 (Mocikat et al., 2003) injiziert. Wahrend der Effektorphase wurde 1mg TmB1
4 Tage vor sowie jeweils 0,1mg 2 und 14 Tage nach der Tumorgabe verabreicht. Zur NK-
Zell-Depletion wahrend der Immunisierungsphase erfolgte die Tm1-Gabe 3 Tage vor (1mg)
sowie 2, 6 und 9 Tage (je 0,1mg) nach der ersten DC-Immunisierung. T-Zellen wurden durch
den TmR1-Antikérper nicht eliminiert, da sie die IL-2-Rezeptor-3-Kette geringer exprimieren
als NK-Zellen.

T-Zell-Depletion

T-Zellen, CD4"- oder CDS8'-T-Zell-Untergruppen wurden in vivo mit den monoklonalen
Antikbérpern MmT1, RmCD4-2 oder RmCD8-2 (alle hergestellt im Institut fir Molekulare
Immunologie, Munchen) entfernt. Die Antikorpergabe erfolgte 4 Tage vor der ersten DC-
Vakzinierung (0,5mg) und wurde jeweils einen Tag vor der Immunisierung sowie vor der

Tumorgabe (0,1mg) wiederholt.

Neutralisierung von IEN-y

IFN-y wurde in vivo neutralisiert, indem der monoklonale Antikérper XMG-1.2 (0,5mg; Egeter
et al., 2000) 24 und 4 Stunden vor der DC-Gabe injiziert wurde.
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Neutralisierung von IL-12

Um in vivo IL-12 zu neutralisieren, wurde der monoklonale Antikdérper C17.8 (0,3mg) 4
Stunden vor sowie 1, 3 und 7 Tage nach der DC-Vakzinierung verabreicht. (Der Zellklon

C17.8 wurde freundlicherweise von K. Falk, Berlin zur Verfliigung gestellt.)

Stimulation von NK-Zellen mit CPG-Oligonukleotiden
Um NK-Zellen in SCID-Mausen zu stimulieren, wurden 10 nMol CPG-Oligonukleotide 1668

(MWG, Minchen) einen Tag vor und nach DC-Immunisierung intraperitoneal injiziert.

Blockierung der NKG2D-Liganden

In einigen Experimenten wurden A20-Zellen oder DC appliziert, deren NKG2D-Liganden mit

NKG2D-Tetramer blockiert wurden. Hierfiir wurden die Zellen vor der Injektion mit NKG2D-
Tetramer flr eine Stunde inkubiert. Der maximale Sattigungsgrad der Molekiile wurde zuvor
in der FACS-Analyse bei einer Verdiinnung von 1:5 (DC) oder 1:100 (A20-Zellen) bestimmit.

3.2 Simultanversuche

Bei Simultanversuchen wurden 5x10° unbeladene dendritische Zellen und 8x10° Tumorzellen
am selben Tag gespritzt. 8 Tage spéter erfolgte eine Auffrischung mit 5x10° dendritischen
Zellen. Die Applikation dendritischer Zellen wurde subkutan, die Tumorgabe intravenos
durchgefiihrt (Abb. 5).

Tag 0O +B
I : -

T |

1. Immunisierung(s.c) 2. Immunisierung
+ Tumaorgabe (iv.) (s.c)

Abb. 5: Applikationsschema bei simultaner Gabe von Tumorzellen und d endritischen
Zellen
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3.3  Therapieversuche

In Therapieversuchen wurden die Mause mit unbeladenen oder mit tumorantigenbeladenen
dendritischen Zellen immunisiert. Hierfir wurden den Mausen jeweils 5x10° immunisierende

Zellen 3 und 10 Tage nach intravendser Tumorapplikation subkutan gespritzt (Abb. 6).

Tag O +3 +8
t : -

1

1. Immunisieruny 2. Immunisierung
Tumaorgahe

Abb. 6: Applikationsschema bei Therapieversuchen

3.4  Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Uberlebenskurven wurde der Logranktest verwendet.
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C ERGEBNISSE

1 Immunisierungsversuche mit unbeladenen DC

Beim Versuch, mit antigenbeladenen dendritischen Zellen eine Antitumor-Immunitat zu
induzieren, wurde beobachtet, dass auch die Immunisierung mit unbeladenen dendritischen
Zellen 100% der Mause vor einer nachfolgend verabreichten letalen A20-Tumorgabe
schitzte. Dieses unerwartete Ergebnis ermdglichte es vorerst nicht, den spezifischen Effekt
einer Behandlung mit antigenbeladenen dendritischen Zellen naher zu untersuchen. In
ersten Versuchen wurde deshalb der Mechanismus der Antitumor-lmmunitat nach

Immunisierung mit unbeladenen dendritischen Zellen naher analysiert.

1.1 NK-Zell-vermittelte Immunitat gegen das A20-Lymphom nach Immunisierung

mit unbeladenen dendritischen Zellen

Die Immunisierung mit autologen unbeladenen dendritischen Zellen schitzte 100% der
Mause vor einer letalen A20-Tumorgabe (P<0,0001, Abb. 7). Verwendet wurden dendritische
Zellen, die aus Vorlauferzellen des Knochenmarks mit GM-CSF gebildet wurden. Frisch
entnommene Knochenmarkszellen generierten keinen Schutz vor Tumorwachstum; die
Mause starben fast zeitgleich mit der Tumorkontrollgruppe (nicht gezeigt).

Die dendritischen Zellen waren vor der Applikation nicht mit Tumorantigenen in Kontakt
gekommen. Dies legte die Hypothese nahe, dass durch die Vakzine keine antigenspezifische
Immunitat induziert wurde. Natirliche Killerzellen sind Effektorzellen des angeborenen
unspezifischen Immunsystems. Sie kdénnen nach Aktivierung durch dendritische Zellen
sensitive Tumorzellen abtdten (Fernandez et al., 1999). Wahrend flr die Induktion einer
adaptiven T-Zell-Antwort spezifische Antigene durch APC prasentiert werden mussen, ist die
Reaktivitdit von NK-Zellen gegen Tumorzellen nicht antigenspezifisch. Ihr Einfluss auf die
TumorabstoBung wurde genauer untersucht. Hierfir wurden NK-Zellen wéhrend der
Effektorphase mit dem Antikdrper TmQR1 entfernt. Wie Abb. 7 demonstriert, war der DC-
induzierte primare Tumorschutz vollstandig von NK-Zellen abhéngig; nach NK-Zell-Depletion
war keine Maus vor letalem Tumorwachstum geschitzt. Dies zeigt, dass durch die
transferierten dendritischen Zellen NK-Zellen stimuliert wurden, die in vivo A20-Zellen

abtoteten.
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Abb. 7: Schutz vor A20-Lymphomzellen (nicht jedoch vor MPC1ll-Lymphomzellen)
nach Immunisierung mit unbeladenen dendritischen Zellen

Den Mausen wurden an den Tagen —14 und —7 jeweils 10° unbeladene dendritische Zellen subkutan
verabreicht. Die Tumorgabe erfolgte intravenés am Tag 0 mit jeweils 8x10°> A20- bzw. 10° MPC11-
Zellen. NK-Zellen wurden durch die intraperitoneale Injektion von Tmp1-Antikérper an den Tagen —4
(Img), 2 und 12 (jeweils 0,1mg) depletiert.

Es stellte sich die Frage, ob der NK-Zell-abhangige Antitumor-Effekt nach Immunisierung mit
unbeladenen DC auch in anderen Tumormodellen nachweisbar ist. Um dies herauszufinden,
wurde die Wirkung der DC-Gabe gegen das syngene MPC11-Lymphom und das CT26-
Kolonkarzinom untersucht. Wahrend unbeladene dendritische Zellen einen vollstdndigen und
nachhaltigen Schutz vor A20-Zellen erzeugten, wurde gegen MPC11-Zellen kein protektiver
Effekt erzielt (Abb. 7). Gegen CT26-Kolonkarzinomzellen bildete die DC-Vakzine nur einen
moderaten Schutz von 25% (P=0,004, nicht gezeigt). Folglich war der NK-Zell-abhéngige

Tumorschutz auf das A20-Lymphom begrenzt.

1.2  Zytotoxische Aktivitat DC-aktivierter NK-Zellen gegen A20-Zellen

Um die zentrale Bedeutung der NK-Zellen fir die DC-vermittelte Antitumor-lmmunitat zu
verifizieren, wurde die zytolytische Aktivitat der NK-Zellen gegen die Tumorzellen in vitro
Uberprift. Hierfir wurden aus der Milz von naiven bzw. DC-immunisierten Mausen mit einer
immunmagnetischen Zelltrennung NK-Zellen isoliert und auf ihre Zytotoxizitdt gegen
Tumorzellen im °'Cr-Freisetzungsversuch untersucht. In vitro zeigten NK-Zellen aus DC-
immunisierten Mausen eine potente zytotoxische Wirkung gegen A20-Zellen und NK-Zell-

sensitive YAC-1-Zellen. Dagegen wiesen NK-Zellen aus naiven Mausen eine stark
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verminderte Zytotoxizitat auf (Abb. 8a). Dies beweist, dass in vivo nach Applikation
unbeladener DC tumorzellschadigende NK-Zell-Funktionen aktiviert wurden.

Im >'Cr-Freisetzungsversuch zeigte sich auRerdem, dass aktivierte NK-Zellen weder MPC11-
noch CT26-Zellen lysierten (Abb. 8a und nicht gezeigt). Diese Ergebnisse korrelieren exakt
mit den In-vivo-Versuchen. Offensichtlich handelt es sich nur bei A20-Zellen um NK-sensitive
Zielzellen. Deshalb kénnen unbehandelte DC in vivo nur gegen das A20-Lymphom, nicht

aber gegen MPC11- und CT26-Zellen einen effektiven Tumorschutz generieren.
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Abb. 8: NK-Zellen aus immunisierten Mausen mit zytolytischer Aktivitat in vitro

(a) Nach Gabe von 5x10° reifen DC an den Tagen —14 und —7 erfolgte am Tag O die Milzentnahme.
NK-Zellen wurden durch Magnetseparation isoliert und auf ihre zytolytische Aktivitdt gegen A20-,
YAC-1 bzw. MPC11-Zellen im *'Cr-Freisetzungsversuch getestet. Zur Kontrolle wurden NK-Zellen aus
unbehandelten Mausen isoliert. (b) Zytotoxizitat von NK-Zellen gegen A20-Zellen. NK-Zellen wurden
aus Mausen, die mit unreifen DC immunisiert wurden, oder aus naiven Mausen isoliert. In zwei
Gruppen wurden die enthommenen NK-Zellen 18h mit unreifen DC in einem 1:1-Verhaltnis
kokultiviert.

Der Antitumor-Effekt wurde gegeniiber in vivo aktivierten NK-Zellen verbessert, wenn diese
zusatzlich in vitro mit dendritischen Zellen stimuliert wurden (Abb. 8b). Dies warf die Frage
auf, ob dendritische Zellen in vitro naive NK-Zellen direkt aktivieren kdnnen. Hierfiir wurden
NK-Zellen aus unbehandelten M&usen isoliert und 18 bis 24 Stunden mit dendritischen
Zellen kokultiviert. Wie Abb. 8b zeigt, wurden die NK-Zellen in vitro nur unzureichend

stimuliert, so dass sie A20- oder YAC-1-Zellen nicht abtdten konnten. Es ist anzunehmen,
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dass verschiedene Zytokine die NK-Zell-Aktivierung in vivo unterstiitzen, die in vitro nicht
vorhanden sind. Die Hilfe von CD4"-T-Zellen wurde fiir die Aktivierung von NK-Zellen nicht
bendtigt, da NK-Zellen aus DC-immunisierten Mausen in vitro die gleiche Zytotoxizitét

aufwiesen, wenn CD4"-Zellen in vivo depletiert wurden (nicht gezeigt).

1.3 Die Bedeutung der NKG2D/NKG2D-L-Interaktion ftr die Tumorabstol3ung

Es blieb unklar, weshalb der NK-Zell-abhangige Tumorschutz in vivo wie in vitro auf das
A20-Tumormodell beschrankt war. Die zytotoxischen Funktionen von NK-Zellen werden
durch ein Gleichgewicht von inhibierenden und aktivierenden Rezeptoren gesteuert. Ein
aktivierender Rezeptor auf NK-Zellen ist NKG2D. Die Interaktion zwischen NKG2D und
seinen Liganden kann die Zerstérung von Tumorzellen durch NK-Zellen auslésen. Um die
unterschiedliche Abstof3ung von A20-, MPC11- und CT26-Zellen nach Injektion unbeladener
DC naher zu erklaren, wurde die Expression der NKG2D-Liganden auf der Oberflache der
eingesetzten Tumorzellen mit einem NKG2D-Tetramer in der FACS-Analyse untersucht.
Wahrend die Liganden auf MPC11- und CT26-Zellen nur schwach ausgepragt waren,
wurden die Rezeptoren auf A20-Zellen in einer bis zu achtzehnmal hoheren Dichte
nachgewiesen (Abb. 9a).

Um die funktionelle Bedeutung dieses Befundes zu analysieren, wurden die NKG2D-Ligand-
Oberflachenmolekiile der A20-Zellen mit dem NKG2D-Tetramer blockiert. Wie die FACS-
Analyse ergab, waren bei einer 1:100-Verdiinnung des Tetramers die NKG2D-Liganden auf
den A20-Zellen gesattigt. Um eine mdogliche direkte Aktivierung von T-Zellen
auszuschlieen, wurden in diesem Experiment reife dendritische Zellen aus CD40-
defizienten Mausen verwendet, die wie CD40-positive DC 100%igen Tumorschutz
generierten (siehe unten). Wie Abb. 9b zeigt, waren die DC-behandelten Mause nicht mehr
vor letalem A20-Wachstum geschiitzt, wenn die NKG2D-Liganden auf den Tumorzellen mit
dem NKG2D-Tetramer aulRer Funktion gesetzt wurden. Dieses Ergebnis legt den Schluss
nahe, dass NKG2D und seine Liganden ein Erkennungssystem darstellen, das aktivierten
NK-Zellen ermdglicht, Tumorzellen abzutéten.

Die NK-Zell-Aktivierung durch DC hingegen scheint unabhangig von der Wechselwirkung
zwischen NKG2D und seinen Liganden zu sein. Denn die Blockierung der NKG2D-Liganden
auf dendritischen Zellen hatte keinen Effekt auf den DC-induzierten Tumorschutz in vivo

(nicht gezeigt).
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Abb. 9: Die Expression von NKG2D-Liganden auf Tumorzellen und d eren Bedeutung
fir die A20-Tumorabstol3ung in-vivo

(a) Die Expression der NKG2D-Liganden auf der Oberflache von A20-, CT26- und MPC11-Zellen. Die
Tumorzellen wurden mit PE-markiertem NKG2D-Tetramer geféarbt. Als Kontrolle wurden die Zellen mit
PE-konjungiertem Streptavidin inkubiert. (b) Die Blockierung der NKG2D-Liganden auf A20-Zellen
beseitigt den Schutz vor A20-Wachstum. Auf die zweifache Immunisierung (Tage —14 und —7) mit je
5x10° dendritischen Zellen aus CD40"-Mausen folgte am Tag 0 die Tumorgabe mit 8x10° A20-Zellen.
Die Tumorzellen wurden unmittelbar vor der Injektion eine Stunde lang mit dem NKG2D-Tetramer in
einer Konzentration von 1:100 inkubiert.

Ein weiterer stimulierender Rezeptor auf NK-Zellen ist 2B4 (CD244). Die Bindung von 2B4
an seinen Liganden (CD48) kann die Zytokinproduktion und die Zytotoxizitat der NK-Zellen
aktivieren (Lanier, 2001). AuRerdem wurde gezeigt, dass CD48-exprimierende Zellen
empfindlich fiir die NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat sind (Tangye et al., 2000). Deshalb wurde
die CD48-Expression auf den Tumorzellen untersucht. Der 2B4-Ligand wurde auf CT26-
Zellen nicht nachgewiesen. Auf der Oberflache von A20- und MPC11-Zellen wurde CD48
hingegen stark exprimiert (nicht gezeigt). Da jedoch MPC11-Zellen im Gegensatz zu A20-
Zellen von NK-Zellen nicht abgetttet werden, ist anzunehmen, dass die CD48-Expression
kein unabhangiges Signal fiir die Reaktivitdt der NK-Zellen gegen die Tumorzellen darstellt.

Der zytotoxische Effekt DC-aktivierter NK-Zellen war auf das A20-Lymphom begrenzt,
obwohl die Aktivierung der NK-Zellen durch unbeladene dendritische Zellen ein
unspezifisches Ereignis darstellt. Die unterschiedliche Auspragung der NKG2D-Liganden auf
der Oberflache der Tumorzellen kann diesen Befund erklaren. Auf Grund der starken
Expression der NKG2D-Liganden konnen aktivierte NK-Zellen A20-Tumorzellen in vivo

erkennen und zerstoren.
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1.4  T-Zell-Gedéachtnis nach DC-vermittelter NK-Zell-Aktivierung

Um zu Uberprifen, ob das Immunsystem durch die DC-Gabe nur kurzzeitig stimuliert oder ob
durch die Immunisierung ein lang anhaltender Schutz erzeugt wird, wurde den Mausen 150
Tage nach der ersten Tumorgabe eine zweite letale Tumordosis verabreicht. Es Uberlebten
auch nach dem wiederholten Immunitatstest 100% der Mause (nicht gezeigt). Das
Gedachtnis war A20-spezifisch und konnte durch Depletion von NK-Zellen zum Zeitpunkt der
zweiten Tumorgabe nicht aufgehoben werden (nicht gezeigt). Nach T-Zell-Depletion war
hingegen kein Langzeitschutz mehr vorhanden (Adam et al.,, 2005). Daraus wurde die
Folgerung gezogen, dass flir die priméare AbstoBung der A20-Zellen die Zytotoxizitat der NK-
Zellen wichtig ist, wahrend flur die lang anhaltende Tumorprotektion ausschlieZlich eine T-
Zell-Antwort verantwortlich ist.

Es ware denkbar, dass uber die NK-Zell-abhdngige Tumorzelllyse Antigene freigesetzt
werden, die von dendritischen Zellen prozessiert und den T-Zellen prasentiert werden.
Deshalb war zu untersuchen, ob der Tumorschutz noch vorhanden ist, nachdem die primare
tumorzellschadigende NK-Zell-Antwort abgeklungen ist. Hierfiir wurden A20-Zellen 80 bzw.
150 Tage nach der DC-Immunisierung appliziert, ohne dass in der frihen Phase Tumor
gegeben wurde. Die Immunitat war auch hier lang anhaltend, wie Abb. 10 belegt: Erfolgte die
Tumorgabe am Tag 75 nach der DC-Impfung, tGberlebten 67% (P=0,0018), am Tag 150 50%
der Mause (P=0,0025).
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Abb. 10: T-Zell-Gedachtnis nach DC-Immunisierung

Auf die zweifache Praimmunisierung mit jeweils 5x10° dendritischen Zellen im Abstand von 8 Tagen
folgte 75 Tage bzw. 150 Tage nach der ersten DC-Injektion die Tumorgabe mit 8x10°> A20-Zellen.

Durch die Behandlung mit unbeladenen dendritischen Zellen wurde ein T-Zell-Gedachtnis

gegen das A20-Lymphom gebildet, auch wenn keine Tumorzellen direkt nach der DC-
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Immunisierung appliziert wurden. Dies deutete an, dass in vitro generierte dendritische
Zellen Antigene préasentieren, die mit Oberflachenmolekilen auf A20-Zellen kreuzreagieren.

Wenn gemeinsame Antigene existieren, so kdnnen dendritische Zellen diese tUber MHC-
Klasse-I- und —II- Molekiile gegeniiber CD8"- bzw. CD4*-T-Zellen prasentieren und durch die
CD4"-T-Zell-Hilfe eine CTL-Antwort gegen das A20-Lymphom induzieren. Allein iber diesen
klassischen Weg der T-Zell-Aktivierung waren die Mause jedoch nicht vor Tumorwachstum
geschitzt, da NK-Zellen, wie oben beschrieben, fir die primare AbstoRBung des Tumors
notwendig waren. Auch flr das CTL-Gedéachtnis war die DC-induzierte NK-Zell-Aktivierung
von Bedeutung: Es konnte kein lang anhaltender Tumorschutz erzeugt werden, wenn NK-
Zellen wahrend der DC-Immunisierungsphase fehlten (nicht gezeigt). Ein potente
antigenspezifische CTL-Antwort wurde nur dann induziert, wenn die Aktivierung Gber die
DC/NK-Zell-Achse erfolgte. Der klassische Weg der T-Zell-Aktivierung scheint zu schwach
Zu sein, um eine dauerhafte Immunantwort zu induzieren. Daraus kann geschlossen werden,

dass die gemeinsamen Antigene auf DC und A20-Zellen nur gering immunogen wirken.

1.5 CD4"-Zell-unabhangige CTL-Induktion durch aktivierte NK-Zellen

Das Antitumor-T-Zell-Gedachtnis wird in dem vorgestellten Tumormodell NK-Zell-abhangig
gebildet. Dies filhrte zu der Hypothese, dass tumorspezifische T-Zellen Uber die DC/NK-Zell-
Interaktion und nicht ausschlieBlich direkt durch die applizierten DC aktiviert werden. Die
Bedeutung der zwei Wege flr die Immunantwort wurde deshalb genauer untersucht.

Zuerst sollte Uberpruft werden, ob NK-Zellen allein einen ausreichenden Tumorschutz
vermitteln, wenn sie stark genug aktiviert werden. Um eine T-Zell-vermittelte Immunitét
auszuschlieRen, wurden in diesem Versuch SCID-Mause behandelt, die keine funktionellen
T-Zellen besitzen. Die NK-Zellen wurden zusatzlich stimuliert, indem wahrend der DC-
Immunisierungsphase CpG-Oligonukleotide verabreicht wurden. Das Uberleben der Mause
verlangerte sich moderat, aber statistisch signifikant (p<0,01; Abb. 11), wenn die Mause mit
reifen DC und GpG-Oligonukleotiden behandelt wurden. Durch die starke Aktivierung der
NK-Zellen verbesserte sich zwar die Uberlebensdauer der immundefizienten Mause, das
letale Tumorwachstum wurde aber nicht verhindert. Fir den effizienten Tumorschutz

scheinen deshalb auRer den NK-Zellen auch CD8*-T-Zellen notwendig zu sein.
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Abb. 11: Antitumor-Wirkung DC-aktivierter NK-Zellen in SCID-Mausen

SCID-Méausen wurden an den Tagen —14 und —7 jeweils 5x10° reife dendritische Zellen subkutan
verabreicht. An den Tagen —15, —13, —8 und -6 wurden 10nMol CpG-Oligonukleotide intraperitoneal
injiziert. Am Tag 0 erfolgte die A20-Gabe mit 7x10° Zellen.

Um die spezifische Rolle der NK-Zell-Aktivierung bei der Induktion zytotoxischer CD8"-Zellen
naher zu untersuchen, war es wichtig, einerseits immunkompetente Mause zu verwenden
und andererseits eine direkte Interaktion zwischen den applizierten DC und den T-Zellen zu
verhindern. Dies wurde erreicht, indem dendritische Zellen aus hamatopoetischen
Vorlauferzellen CD40-defizienter Mause gebildet wurden. Denn fir die unmittelbare
Stimulation zytotoxischer T-Effektorzellen ist die Bindung des CD40-Liganden auf der CD4"-
T-Zelle an CD40 auf der dendritischen Zelle erforderlich (Schoenberger et al., 1998). Nach
Applikation LPS-stimulierter CD40-defizienter DC waren 100% der Mause vor
Tumorwachstum geschitzt (P<0,0001, Abb. 12). Die an Tag 132 durchgefiihrte zweite
Tumorgabe zeigte, dass bei allen Mausen eine lang anhaltende, CD8"-T-Zell-abhangige
Immunitat generiert wurde, obwohl die CD407-DC die T-Zellen nicht unmittelbar stimulieren
konnen.

Indem CD40-defiziente DC appliziert und wahrend der Effektorphase T-Zellen depletiert
wurden, konnte bestatigt werden, dass T-Zellen auch fir den primaren Tumorschutz eine
Rolle spielen. Wie Abb. 12 belegt, tUberlebten 67% der Mause die primare Tumorgabe nicht.
In der Gruppe jedoch, die mit dem NK-Zell-depletierenden Antikérper behandelt wurde,

starben alle Mause fast zeitgleich mit der Tumorkontrollgruppe.
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Abb. 12: Tumorschutz nach Immunisierung mit CD40-defizienten DC

Dendritische Zellen wurden aus dem Knochenmark CD40-defizienter-Mduse gewonnen.
Immunkompetenten BALB/c-Mausen wurden an den Tagen —14 und —7 je 5x10° reife CD40"-DC
appliziert. Die Tumorgabe erfolgte am Tag 0, der Tumor-,Rechallenge” (Pfeil) am Tag 132 mit jeweils
8x10°> A20-Zellen. NK-Zellen wurden durch intraperitoneale Injektion von Tmp1-Antikdrper an den
Tagen —4 (1mg), 2 und 12 (jeweils 0,1mg) depletiert. Fir die T-Zell-Depletion wurde der Antikdrper
MmT1 an den Tagen —19 (0,5mg), -16, -6 und -1 (jeweils 0,1mg) intraperitoneal appliziert.

Sowohl die Immunisierungsversuche mit CD40-defizienten DC als auch die Experimente mit
SCID-Mausen verdeutlichen, dass fur die effiziente priméare TumorabstoRung zum einen der
toxische Effekt aktivierter NK-Zellen, zum anderen bewaffnete CD8*-T-Zellen verantwortlich
sind. Da durch die NK-Zell-Depletion die DC-induzierte Antitumor-Immunitéat vollstéandig
aufgehoben wurde, beweisen die Ergebnisse die zentrale Rolle der NK-Zellen: Sie wirken
direkt zytotoxisch gegen A20-Zellen und stimulieren die Induktion zytotoxischer T-
Lymphozyten. Die Experimente zeigen auf3erdem, dass die CTL-Aktivierung nicht auf die
Hilfe von CD4"-Zellen angewiesen war, weil CD407"-DC keine direkte Interaktion zwischen
CD4"-T-Zellen und dendritischen Zellen zulassen.

Auch fur die Bildung des T-Zell-abhangigen Antitumor-Gedéachtnisses wurden keine CD4"-T-
Zellen bendtigt. Um dies zu prifen, erfolgte die Tumorgabe 70 Tage nach der Immunisierung
mit CD40"-DC; die letale A20-Injektion tiberlebten alle Mause (P<0,0001). Die Depletion von
CD4"-Zellen hatte keinen Effekt auf den Tumorschutz. Hingegen bildeten die immunisierten
Mause kein T-Zell-Gedéachtnis, wenn wahrend der Vakzinierungsphase NK-Zellen depletiert
wurden (Abb. 13a).

Um direkt zu demonstrieren, dass der T-Helfer-Arm des Immunsystems durch aktivierte NK-
Zellen ersetzt werden konnte, wurden immunkompetente BALB/c-DC injiziert und wahrend

der Immunisierungsphase CD4"-Zellen depletiert. Die Tumorgabe erfolgte 10 Wochen
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spater. Wie Abb. 13b veranschaulicht, waren alle behandelten Mause vor Tumorwachstum
geschitzt (P<0,0001).
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Abb. 13: Die Bildung eines T-Zell-Gedachtnisses ist unabhangig von CD4"-Helferzellen.

BALB/c-Mause wurden an den Tagen 0 und 7 mit dendritischen Zellen aus CD40™-Mausen (a) oder
BALB/c-Mausen (b) immunisiert. Die Tumorgabe erfolgte 10 Wochen nach der letzten Immunisierung.
Zur Depletion von CD4"-T-Zellen wurde der Antikérper RmCD4 an den Tagen -6 (0,5mg), -1, 1 und 6
(jeweils 0,1mg) intraperitoneal injiziert. Die NK-Zell-Depletion erfolgte an den Tagen —4 (1mg), 2 und
12 (jeweils 0,1mg) durch intraperitoneale Injektion von Tmp1-Antikorper.

Die Ergebnisse zeigen, dass durch die Aktivierung der NK-Zellen nach Immunisierung mit
unbeladenen DC eine CTL-Immunantwort gegen das murine A20-Lymphom gebildet wurde.
Fur die T-Zell-Stimulation wurde die Hilfestellung von CD4"-T-Zellen nicht benétigt. Die
stimulierende Wechselwirkung zwischen dendritischen Zellen und NK-Zellen beschreibt

einen neuen, alternativen Weg zur CTL-Induktion, der die CD4"-Zell-Hilfe umgeht.

1.6 Die Rolle von IFN-y, IL-12 und endogenen DC bei der CTL-Induktion

Untersucht wurde nun der Mechanismus der CTL-Induktion. Mocikat et al. (2003)
beschrieben eine Kaskade, die nach Vakzinierung mit MHC-Klasse-I-supprimierten A20-
Zellen zu einer T-Zell-immunitat fahrt. Die veranderten Tumorzellen stimulieren NK-Zellen
zur IFN-y-Synthese. IFN-y-produzierende NK-Zellen induzieren die IL-12-Expression in

dendritischen Zellen, die daraufhin eine tumorprotektive T-Zell-Antwort bilden.
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Eine analoge Kaskade konnte auch fiir die CTL-Induktion nach DC-vermittelter NK-Zell-
Aktivierung verantwortlich sein. Die Bedeutung von IFN-y und IL-12 flr den Tumorschutz
wurde deshalb in vivo analysiert. Um eine direkte T-Zell-Aktivierung Uber den klassischen
Weg zu vermeiden, wurden auch in diesem Versuch reife CD40-defiziente dendritische
Zellen appliziert. Durch die Neutralisierung der Zytokine mit spezifischen anti-IFN-y- oder
anti-IL-12-Antikérpern wurde die Tumorprotektion vollstandig aufgehoben (Abb. 14, P<0,01).
Die Abhangigkeit von IFN-y und IL-12 untermauert die Annahme, dass Uber die IFN-y-
Sekretion aktivierter NK-Zellen und Uber die IL-12-Produktion dendritischer Zellen,

einschlieBlich endogener DC, eine protektive T-Zell-immunitat induziert wurde.
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Abb. 14: Die Bedeutung von IFN-yund IL-12 fur den DC-indu zierten Tumorschutz

Der Immunisierung mit 5x10°> CD40-defizienten DC (Tag —14 und —7) folgte an Tag O die Tumorgabe
(8x10° A20-Zellen). IFN-y wurde an den Tagen —15, -14, -8 und —7 durch intraperitoneale Injektion von
XMG-1.2-Antikdrper neutralisiert. Zur Neutralisation von IL-12 wurden jeweils 0,3mg C17.8-anti-IL-12-
Antikorper an den Tagen —14, -11, -7, -4 und 0 intraperitoneal appliziert.

Um die Bedeutung endogener dendritischer Zellen weiter zu erforschen, wurden CD40"- DC
in CD40-defiziente Mause injiziert. In diesem Tumormodell konnten weder exogene noch
endogene DC eine CTL-Antwort hervorrufen. Nach Applikation CD40-defizienter DC wurde
in der immuninkompetenten Maus kein tumorspezifisches T-Zell-Gedachnis gebildet (nicht
gezeigt). Folglich ist die Aktivierung endogener DC von entscheidender Bedeutung fiir die T-
Zell-Induktion. Dies erklart, warum CD40-defiziente DC in immunkompetenten Mausen eine
T-Zell-Antwort induzieren, obwohl die transferierten Zellen per se keine T-Zellen aktivieren
konnen.

Unter Bericksichtigung der Ergebnisse von Mocikat et al. (2003) unterstiitzen die

beschriebenen Experimente die Hypothese, dass DC-aktivierte NK-Zellen eine T-Zell-
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Immunitat hervorrufen, indem sie durch die IFN-y-Produktion endogene dendritische Zellen
stimulieren. Reife, IL12-sezernierende DC bilden daraufhin die tumorspezifische T-Zell-

Immunitat.

1.7 Der Unterschied zwischen reifen und unreifen DC bei der CTL-Induktion

Die zuvor beschriebenen Versuche wurden mit LPS-stimulierten, reifen dendritischen Zellen
durchgefiihrt. Es stellte sich die Frage, ob das Differenzierungsstadium der dendritischen
Zellen die NK-Zell-Stimulation beeinflusst. Reife DC exprimierten gegeniiber unreifen DC
deutlich mehr CD80-, CD86-, CD40- und MHC-Klasse-lI-Molekile auf ihrer Oberflache
(Anhang). In vivo schitzte die Vakzinierung sowohl mit unreifen als auch mit reifen
dendritischen Zellen 100% der Mause vor Tumorwachstum (nicht gezeigt). In vitro hingegen
wiesen NK-Zellen nach Injektion unreifer DC eine deutlich geringere Zytotoxizitdt gegen A20-

Zellen auf als nach Gabe reifer dendritischer Zellen (Abb. 15a).
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Abb. 15 Vergleich der NK-Zell-Aktivierung nach Gabe reifer und unreifer DC

(a) NK-Zell-Zytotoxizitat gegen A20-Zellen: Nach Gabe von 5x10° reifen oder unreifen DC an den
Tagen —14 und -7 erfolgte am Tag O die immunmagnetische NK-Zell-Isolierung. Die zytolytische
Aktivitat der NK-Zellen gegen A20-Zellen wurde im *'Cr-Freisetzungsversuch getestet. Zur Kontrolle
wurden NK-Zellen aus naiven Mausen isoliert. (b) Antitumor-Effekt reifer versus unreifer DC in SCID-
Méausen: SCID-Mausen wurden an den Tagen —14 und —7 5x10° reife bzw. unreife DC subkutan
verabreicht. An den Tagen -15, -13, -8 und -6 wurden jeweils 10nMol CpG-Oligonukleotide
intraperitoneal injiziert. Am Tag 0 erfolgte die A20-Gabe mit 8x10° Zellen.
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Um die unzureichende NK-Zell-Aktivierung durch unreife DC in vivo zu prufen, wurden SCID-
Mausen unreife DC zusammen mit stimulierenden CpG-ODN appliziert. Es zeigte sich kein
verlangertes Uberleben im Vergleich zur Tumorkontrollgruppe. Reife DC verbesserten das
Uberleben der SCID-Mause zusammen mit CpG-ODN hingegen signifikant (P<0,01, Abb.
15b). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass NK-Zellen durch Gabe unreifer DC nicht
hinreichend aktiviert werden, um eine Antitumor-Wirkung zu entfalten. Die stimulierenden
Signale unreifer DC scheinen zu schwach zu sein, um die zytotoxische Funktion der NK-
Zellen wirksam zu stimulieren. Denn nach Immunisierung mit reifen DC erzielten die
aktivierten NK-Zellen, sofern zusatzlich mit CpG-ODN stimuliert, auch ohne zytotoxische
CD8"-Zellen ein verbessertes Uberleben.

Durch die wechselseitige Interaktion zwischen reifen DC und NK-Zellen wurde eine
Antitumor-CTL-Antwort generiert, die unabhangig von der Hilfe durch CD4"-T-Zellen war.
Denn die Vakzinierung mit reifen CD40"-DC schiitzte alle Mause abhangig von NK- und
CD8"-Zellen vor letalem Tumorwachstum, obwohl eine direkte T-Zell-Stimulation durch die
CD40-defizienten DC unméglich war (Abb. 12 und 16a). Unreife CD40"-DC induzierten
hingegen nur eine moderate Antitumor-Immunitat (Abb. 16a). Dies weist darauf hin, dass

unreife DC im Gegensatz zu reifen DC nur eine unzureichende CTL-Antwort induzieren.
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Abb. 16: Unreife DC bendtigen CD4"-Zell-Hilfe fur die primare TumorabstoRung

(a) BALB/c Mausen wurden an den Tagen —14 und —7 5x10° reife oder unreife CD40"-DC appliziert.
(b) BALB/c M&use wurden unter CD4-T-Zell-Depletion (RmCD4 Gabe i.p. an den Tagen —19 (0,5mg),
-16, -6 und -1 (jeweils 0,1mg)) mit reifen bzw. unreifen DC an den Tagen —14 und —7 immunisiert. Die
Tumorgabe erfolgte jeweils am Tag O.
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Es wurde vermutet, dass nur reife DC die Fahigkeit besitzen, Uber ihre starke NK-Zell-
aktivierende Wirkung die CD4"-Hilfe fur die Induktion einer T-Zell-lmmunitat zu umgehen.
Um diese Hypothese zu Uberpriifen, wurde die primare TumorabstoBung reifer und unreifer
DC unter CD4"-T-Zell-Depletion verglichen (Abb. 16b). Reife dendritische Zellen zeigten
auch in Abwesenheit von CD4"-Zellen einen Antitumor-Effekt: 50% der behandelten Mause
Uberlebten die letale Tumorgabe (P=0,029) und bildeten ein lang anhaltendes T-Zell-
Gedachtnis. Indessen sind unreife DC auf die Hilfe von CD4"-Zellen angewiesen, um T-
Zellen zu aktivieren: Nach CD4'-Depletion starben alle Mause an dem applizierten
Lymphom. Daraus folgt, dass unreife DC nicht die Fahigkeit besitzen, Uiber die DC-NK-Zell-
Achse zytotoxische T-Effektorzellen zu generieren. Die NK-Zell-Aktivierung durch unreife DC

ist nicht stark genug, um die CD4"-Hilfe fiir die CTL-Induktion zu umgehen.

1.8 Therapieversuche mit unbeladenen dendritischen Zellen

In den bisher vorgestellten Versuchen wurde demonstriert, dass die Praimmunisierung mit
unbeladenen dendritischen Zellen einen wirksamen Schutz vor A20-Tumorwachstum
bewirken kann. Den héchsten Anspruch an ein Immunisierungssystem stellt jedoch die
Therapiesituation. Es wurde deshalb untersucht, ob unbeladene dendritische Zellen auch im
erkrankten Organismus letales Tumorwachstum verhindern konnen. Nach Gabe
unbeladener DC starben jedoch alle tumorerkrankten Mause (Abb. 17). Auch nach
Simultanapplikation von Tumorzellen und unbeladenen DC wurde kein Schutz vor letalem
Tumorwachstum erreicht. Die Immunisierung mit unbeladenen dendritischen Zellen ist nicht
wirksam genug, um in einem labileren Versuchssystem wie der Therapiesituation

tumorprotektiv zu wirken.
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Abb. 17 Therapie etablierter A20-Lymphome mit unb eladenen dendritischen Zellen

Die Gabe 5x10° unbeladener DC erfolgte in der Therapiegruppe 4 und 10 Tage nach der i.v.
Applikation von 7x10° A20-Zellen, in der anderen Gruppe am Tag der Tumorgabe und 7 Tage spater.
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2. Immunisierungsversuche mit antigenbeladenen DC

Nach den Experimenten mit unbeladenen DC wurden Immunisierungsversuche mit
antigenbeladenen dendritischen Zellen durchgeftihrt. Als problematisch erwies sich dabei,
dass der Effekt der Antigenbeladung im Praimmunisierungsmodell nicht untersucht werden
konnte, weil unbeladene dendritische Zellen hier vor A20-Tumorwachstum optimal schiitzten.
Deshalb musste auf ein labileres Versuchsmodell zurickgegriffen werden; die Therapie
etablierter Tumoren erflllt diese Forderung. Da unbeladene dendritische Zellen im
erkrankten Organismus keinen Tumorschutz erzeugten, wurde dieser Ansatz gewahlt, um

die Wirkung antigenbeladener DC zu evaluieren.

2.1  Beladung mit Lymphomantigenen

2.1.1 Beladung mit dem A20-ldiotyp

Maligne B-Zell-Lymphome besitzen mit dem Immungobulin-ldiotyp (Id) eine geeignete
Zielstruktur fur immuntherapeutische Ansatze. Es handelt sich dabei um ein absolut
tumorspezifisches, jedoch schwach immunogenes Antigen. In einem ersten Versuch sollte
die unzureichende Préasentation tumorabgeleiteter Peptide durch die maligne B-Zelle
umgangen werden, indem dendritische Zellen in vitro mit dem A20-spezifischen
Immunglobulin IgG2a beladen und in tumortragende Mause appliziert wurden.

Fur die Internalisierung des Antigens wurden unreife dendritische Zellen 24 Stunden lang in
Medium kultiviert, das 50ug/ml gereinigten A20-Idiotyp enthielt. Durch die Immunisierung mit
idiotypbeladenen DC wurde jedoch bei den behandelten Mause kein Uberlebensvorteil
erzielt: Alle Mause starben fast zeitgleich mit der Tumorkontrollgruppe (Abb. 18).

Die Aufnahme des ldiotyps durch die dendritische Zelle musste verbessert werden. Deshalb
wurden die DC mit einem Fusionsprotein beladen, das den A20-Idiotyp und das Zytokin GM-
CSF vereinte (Selmayr et al., 1999). In vivo war die Immunisierung mit dem Fusionsprotein
deutlich effektiver als die Gabe einer dquivalenten Idiotyp-Dosis. Um den protektiven Effekt
im Ex-vivo-Ansatz zu Uberpriifen, wurden Vorlauferzellen des Knochenmarks 8 Tage lang
mit dem Id/GM-CSF-Fusionsprotein (5C12) stimuliert. Die Bildung dendritischer Zellen wurde
in der FACS-Analyse nachgewiesen: Die mit dem Fusionsprotein generierten DC
exprimierten CD80, CD86 und hohe Konzentrationen an MHC-Klasse-I- und —lI-Molekulen
sowie groRe Mengen der ICAM-1-Adhasionsmolekiile; nach Stimulation mit LPS wurden

reife, CD40-exprimierende dendritische Zellen differenziert.
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Abb. 18: Therapieversuche mit dendritischen Zellen, die mit A20-ldiotyp beladen
wurden

Um DC nach 8tagiger Kultivierung in GM-CSF-haltigem Medium mit dem A20-Idiotyp zu beladen,
wurden dem Kulturmedium fir 24 Stunden 50ug/ml gereinigtes A20-Antigen (Ag20) hinzugefiigt. In
einer weiteren Gruppe wurden DC aus Vorlauferzellen des Knochenmarks durch Stimulation mit
500ng/ml |d/GM-CSF-Fusionsprotein (5C122 gebildet. 5x10° Immunisierungszellen wurden 4 und 10
Tage nach der intravendsen Gabe von 7x10° A20-Zellen subkutan appliziert.

Nach Praimmunisierung mit Id/GM-CSF-stimulierten dendritischen Zellen waren alle Mause
vor einer letalen A20-Tumorgabe geschiitzt (nicht gezeigt). Da GM-CSF-generierte DC
bereits 100%igen Schutz vermitteln, musste die tumorprotektive Wirkung in der
Therapiesituation nachgewiesen werden. Nach der therapeutischen Gabe Id/GM-CSF-
differenzierter DC konnte in zwei Versuchen bei keiner Maus letales Tumorwachstum
verhindert werden (Abb. 18). Auch nach Reifung der Immunisierungszellen mit LPS wurde

keine signifikante Verlangerung des Uberlebens festgestellt.

2.1.2 Beladung mit A20-Zellen

Es stellte sich nun die Frage, ob die zusatzliche Immunisierung gegen weitere Antigene die
Uberlebensrate der Mause verbessern wiirde. Deshalb wurden die DC mit lysierten oder
intakten A20-Zellen inkubiert, die alle tumorassoziierten Antigene beinhalten.

Zur Beladung mit lysierten A20-Zellen wurden die intakten Tumorzellen in einem Frier-Tau-
Verfahren zerstort und mit unreifen DC in einem 1:1-Verhaltnis fur 24 Stunden koinkubiert.
Wie in Abb. 19 dargestellt, ergab die Vakzinierung mit zelllysatbeladenen DC keinen

Uberlebensvorteil im Vergleich zur Tumorkontrollgruppe.
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Daraufhin wurden die DC fir 24 Stunden mit apoptotischen A20-Tumorzellen in einem 1:1-
Verhdltnis koinkubiert. Nach der Kokultivierung wurden die DC von den Lymphomzellen mit
Hilfe einer immunmagnetischen Positivselektion getrennt, um den spezifischen Effekt
antigenbeladener DC nicht durch die Injektion inaktivierter Tumorzellen zu verfélschen. Die
Immunisierung der Mause mit den antigenprasentierenden Zellen fuhrte zu den in Abb. 19

gezeigten Uberlebensraten.
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Abb. 19: Therapieversuche mit dendritischen Zellen, die mit lysierten oder
apoptotischen A20-Zellen beladen wurden

DC wurden mit apoptotischen bzw. lysierten A20-Zellen fir 24 Stunden kokultiviert. In einer Gruppe
wurden die APC nach der Inkubationsphase mit einem magnetpartikeltraBgendem CD11c-Antikorper
separiert. 4 und 10 Tage nach der intravendsen Tumorgabe wurden 5x10° DC subkutan verabreicht.
Die DC/A20-Zellsuspension enthielt 5x10° DC und 5x10° apoptotische A20-Zellen.

Die Applikation dendritischer Zellen, die mit apoptotischen Tumorzellen beladen und
separiert wurden, schiitzte keine Maus erkennbar vor Tumorwachstum. Ebenso wenig Erfolg
hatte die Behandlung mit der ungereinigten DC/A20-Zellsuspension. Obwohl eine Maus

Uberlebte, war dieser Schutz statistisch nicht signifikant (P>0,05).

2.1.3 Beladung mit A20-RNS

Auch die Transfektion dendritischer Zellen mit Tumor-RNS bietet den Vorteil der
Prasentation multipler tumorassoziierter Epitope durch die DC. Die protektive Wirkung
Tumor-RNS-beladener DC wurde deshalb untersucht. Da intakte RNS beliebig amplifiziert
werden kann, ist es mdglich, grole Mengen Antigene aus einer kleinen Tumormasse zu

gewinnen.
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Gesamt-Tumor-RNS wurde aus exponentiell wachsenden Lymphomzellen isoliert. Fir den
Transfer in DC wurden jeweils 10° unreife dendritische Zellen mit 15pg A20-RNS und dem
Lipidtransfektionsreagenz TransFast 90 Minuten lang inkubiert. In einer Gruppe wurden die
Zellen nach der Transfektionsphase zuséatzlich einem Reifungsschritt unterzogen. Die
durchgeflihrten Versuche sind in Abb. 20 dargestellt.

Auch in diesem Tumormodell dnderte sich durch die DC-Vakzine die Uberlebensdauer im
Vergleich zur Tumorkontrollgruppe nicht signifikant; lediglich eine Maus konnte durch die

Injektion reifer RNS-transfizierter DC geheilt werden (P>0,05).
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Abb. 20 Therapieversuche mit A20-RNS-transfizierten dendritischen Zellen

10° unreife DC wurden mit 15ug A20-RNS transfiziert. Am Tag 0 wurden 7x10° A20-Zellen appliziert.
4 und 10 Tage spater folgte die Immunisierung mit 5x10 ° reifen bzw. unreifen antigenbeladenen DC.

2.2 Redirektion der A20-Antigene gegen Internalisierungsrezeptoren auf DC

2.2.1 Prinzip des Triomzellansatzes

Mit dem Triomzellansatz wurde ein neues Konzept der Vakzinierung gegen B-Zell-
Lymphome etabliert, das auf der Redirektion von Tumorantigenen gegen
antigenprasentierende Zellen beruht. A20-Lymphomzellen wurden mit einem Ratte-Hybridom
fusioniert, das einen Antikorper gegen Fcy-Rezeptoren auf der Oberflache dendritischer
Zellen exprimiert. Die zellulare Vakzine enthalt neben dem APC-Bindungsarm alle
potenziellen Antigene der parentalen Lymphomzelle und induziert eine polyvalente
Immunantwort gegen multiple Tumorantigene. Es erscheint auch eine Immunantwort gegen
den Lymphom-Ildiotyp denkbar, der von der entstandenen Triomzelle produziert wird. Auf
Grund der Speziesdifferenz der beteiligten Immungobuline kommt es zu einer praferenziellen

Paarung zwischen den schweren und leichten Ketten derselben Spezifitat, so dass ein
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bispezifisches Immunglobulin mit hoher Ausbeute exprimiert wird (Lindhofer et al. 1995).
Dieses besteht einerseits aus der lgG2a-Kette des murinen A20-Lymphoms und enthalt
somit den Idiotyp. Andererseits besitzt es eine Ratte-lgG2b-Kette mit der Bindungsspezifitat
gegen den murinen Fcy-Rezeptor-ll auf APC. Uber den APC-Bindungsarm konnen
dendritische Zellen Tumorantigene aufnehmen und prozessieren. Auf diese Weise werden
tumorabgeleitete Peptide den T-Zellen prasentiert.

Wie Mocikat et al. (1997) zeigten, induziert die Immunisierung syngener Mause mit
Triomzellen einen 100%igen Schutz vor einem letalen A20-Inokulum und eine lang
anhaltende systemische Immunitat. Sogar Mause mit etablierten A20-Tumoren wurden durch
die Injektion von Triomzellen geheilt (Strehl et al., 1999).

Die Triomzellvakzinierung weist jedoch das Problem auf, dass die Immunisierungszelle mit
dem Ratte-Hybridom einen xenogenen Anteil besitzt. Um die Injektion xenogener Zellen zu
umgehen, wurden in dieser Arbeit syngene dendritische Zellen ex vivo mit Triomzellen oder
bispezifischen Immunglobulinen beladen und nach der Internalisierungsphase selektiv

appliziert.

2.2.2 Beladung mit bispezifischen Immunglobulinen

In einem ersten Versuch wurde der Frage nachgegangen, ob DC nach Internalisierung des
bispezifischen Immunglobulins tumorprotektiv wirken. Fir die Antigenaufnahme wurden
unreife DC 24 Stunden lang mit dem gereinigten Immunglobulin-Heterodimer (BiV-Protein) in
einer Konzentration von 100ug/ml inkubiert.

Wie Abb. 21 demonstriert, Uberlebten die Mause nach Vakzinierung mit BiV-Protein-
beladenen dendritischen Zellen statistisch signifikant langer (P=0,015). Mit reifen
antigenprasentierenden DC wurde ein dhnliches Ergebnis erzielt (P<0,01). Die Uberpriifung
der Antikorpertiter ergab, dass au3erdem eine starke humorale Immunantwort gegen den

A20-Idiotyp induziert wurde (nicht gezeigt).
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Abb. 21 Therapieversuche mit dendritischen Zellen, die mit bispezifischem
Immunglobulin beladen wurden

Dendritische Zellen wurden 24 Stunden lang mit gereinigtem BiV-Protein in einer Konzentration von

100ug/ml inkubiert. Verabreicht wurden 7x10° Tumorzellen am Tag O und jeweils 5x10°
antigenbeladene DC an den Tagen 4 und 10.

Wahrend idiotypbeladene DC keine tumorprotektive Wirkung entfalteten (Abb. 18),
verbesserte sich das Uberleben der Mause nach Inkubation der APC mit dem
Immunglobulin-Heterodimer. Diese Experimente zeigen, dass dendritische Zellen nach Fcy-
Rezeptor-vermittelter Internalisierung des Triomproteins effizient tumorabgeleitete Peptide

prasentieren und eine Antitumor-Immunantwort generieren.

2.2.3  Beladung mit Triomzellen

Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse wurden dendritische Zellen mit Triomzellen inkubiert,
die alle tumorassoziierten Antigene der parentalen Lymphomzelle beinhalten.
Internalisierungsversuche wurden mit lysierten und intakten BiV-Zellen durchgefiihrt.

In einem ersten Schritt wurde die tumorprotektive Wirkung dendritischer Zellen untersucht,
die mit lysierten Triomzellen beladen wurden. Unreife DC wurden in einem 1:1-Verhaltnis fir
24 Stunden mit BiV-Zellen inkubiert, die in einem Frier-Tau-Verfahren zerstort worden waren.
Wie Abb. 22 zeigt, konnte kein signifikanter Schutz vor Tumorwachstum erreicht werden;
lediglich eine von zwolf Mausen Uberlebte (P>0,05).

Daraufhin wurde Uberprift, ob eine potente Antitumor-Immunitat generiert werden kann,
wenn Antigene durch die intakte Triomzelle Fcy-Rezeptor-spezifisch an die APC
herangefiihrt werden. Um Antigene aufzunehmen und zu prozessieren, wurden unreife

dendritische Zellen mit bestrahlten (20Gy) Triomzellen in einem 1:1-Verhaltnis fur 24
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Stunden kokultiviert. Der Internalisierungsphase folgte eine Positivselektion der DC mit
einem magnetpartikeltragenden CD11c-Antikérper, um die dendritischen Zellen von den
Triomzellen zu trennen. Der tumorprotektive Effekt der DC-Immunisierung konnte nur
untersucht werden, wenn keine Triomzellen appliziert wurden, da unveranderte BiV-Zellen
per se vor Tumorwachstum schiitzen. Die FACS-Analyse bestatigte, dass nach der
Separation die dendritischen Zellen zu 96% angereichert wurden (Material & Methoden). Die

Uberlebensraten sind in Abb. 22 dokumentiert.
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Abb. 22 Therapieversuche mit dendritischen Zellen, die mit lysierten oder
apoptotischen BiV-Zellen beladen wurden

Dendritische Zellen wurden 24 Stunden mit apoptotischen oder lysierten BiV-Zellen in einem 1:1-
Verhéltnis inkubiert. Nach Kokultivierung mit apoptotischen Triomzellen wurden die DC mit einer
immunmagnetischen Zellseparation isoliert. Verabreicht wurden 7x10° Tumorzellen am Tag O und
jeweils 5x10° beladene DC an den Tagen 4 und 10.

Durch die Beladung mit BiV-Zellen lieR sich die Uberlebenschance der Mause signifikant
verbessern (P<0,03). Die Tiere starben mit zeitlicher Verzégerung im Vergleich zur
Tumorkontrollgruppe; bei 4 von 12 Mausen konnte ein letales Tumorwachstum verhindert
werden. Ein zweiter Immunitatstest zeigte, dass die induzierte Antitumor-Immunitéat bei allen
Mausen lang anhaltend war. Mit reifen triomzellbeladenen DC konnte die tumorprotektive
Wirkung zusatzlich verstarkt werden; 50% der behandelten Mause wurden von dem Tumor
geheilt (P<0,03). Die im Zell-ELISA ermittelten anti-A20-Antikdrpertiter ergaben jedoch eine

kaum messbare humorale Immunantwort.
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Im Gegensatz zu DC, die mit A20-Zellen inkubiert wurden, induzierten triomzellbeladene
dendritische Zellen im erkrankten Organismus eine lang anhaltende, systemische Antitumor-
Immunitat. Dies zeigt, dass die Lymphomantigene durch die anti-Fcy-Rezeptor-Spezifitéat der

Triomzelle ex vivo effizient in die DC internalisiert werden konnten.

2.3  Beladung mit GM-CSF-transfizierten Zellen

Die Vakzinierung mit GM-CSF-produzierenden Tumorzellen bildet eine wirksame
Immunisierungsstrategie gegen maligne B-Zell-Lymphome. Wie Strehl et al. (1999) zeigten,
wirken sich die Antigen-Redirektion durch die Triomzelle gegen APC und GM-CSF-
vermittelte Effekte synergistisch auf den Tumorschutz aus. In Prdimmunisierungsversuchen
war die Behandlung mit GM-CSF-Gen-transfizierten Triomzellen der Impfung mit Zytokin-
produzierenden Lymphomzellen oder unverdnderten BiV-Zellen (berlegen. Ein
abweichendes Bild zeigte sich jedoch in der Therapiesituation: Hier konnte durch die
Immunisierung mit GM-CSF-modifizierten Triomzellen kein signifikanter Tumorschutz
generiert werden. Nach der therapeutischen Gabe von BiV-Zellen oder GM-CSF-
produzierenden A20-Zellen war hingegen ein Heilungserfolg zu beobachten.

Das Zytokin GM-CSF stimuliert das Wachstum und die Reifung dendritischer Zellen in vivo.
Dies warf die Frage auf, ob die Differenzierung dendritischer Zellen durch den GM -CSF-Gen-
Transfer in Triomzellen gehemmt wird. Um dies zu Uberprifen, wurden dendritische Zellen
durch Kultivierung mit GM-CSF-produzierenden Triomzellen aus hamatopoetischen
Vorlauferzellen gebildet. Auf diese Weise entstanden MHC-Klasse-ll-exprimierende DC, die
reichlich kostimulierende B7-Proteine, das ICAM-1-Adhéasionsmolekil und Klasse-I-MH-
Komplexe auf der Oberflache entfalteten. Die so gewonnenen DC unterschieden sich nicht
von den dendritischen Zellen, die mit Ioslichem GM-CSF in An- oder Abwesenheit von
unveranderten BiV-Zellen generiert wurden (Anhang).

Eine Ursache fir die fehlende Tumorabwehr durch GM-CSF-produzierende Triomzellen
koénnte sein, dass die GM-CSF-Expression in Triomzellen mit der Fcy-Rezeptor-vermittelten
Antigenaufnahme interferiert. Deshalb wurde untersucht, ob dendritische Zellen nach Ex-
vivo-Inkubation mit GM-CSF-Gen-transfizierten Triomzellen Tumorantigene internalisieren
und abgeleitete Peptide prasentieren, um in vivo eine Antitumor-Immunitat zu induzieren.

Um Antigene aufzunehmen, wurden ex vivo generiete DC mit den GM-CSF-Gen-
transfizierten Zellklonen in einem 1:1-Verhaltnis koinkubiert. Verwendet wurden die Zelllinien
A20-BNG-1B7 und BiV-BNG-3A8, die mit dem Vektor BCMGSNeo-GM-CSF (BNG)
transfiziert sind (Strehl et al., 1999). Sie produzieren 121ng/ml (A20-BNG) bzw. 482ng/ml
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(BiV-BNG) GM-CSF. Auch in diesem Versuch folgte auf die 24-stlindige
Internalisierungsphase ein DC-Separationsschritt. Die gereinigten antigenprasentierenden
Zellen wurden schlielich subkutan 4 bzw. 10 Tage nach der intravendésen Tumorgabe

injiziert. Die In-vivo-Ergebnisse sind in Abb. 23 dokumentiert.
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Abb. 23 Therapieversuche mit dendritischen Zellen, die mit GM-CSF-produ zierenden
Zelllinien beladen wurden

Dendritische Zellen wurden 24 Stunden mit apoptotischen GM-CSF-Gen-transfizierten BiV- (BiV-BNG-
3A8, 482 ng/ml) oder A20-Zellen (A20-BNG-1B7, 121ng/ml) in einem 1:1-Verhaltnis inkubiert. Nach
der Kokultivierung wurden die DC mit LPS stimuliert und mit einer MACS-Separation isoliert.
Verabreicht wurden 7x10° Tumorzellen am Tag 0 und jeweils 5x10° beladene DC an den Tagen 4 und
10.

Nach Vakzinierung mit DC, die mit Zytokin-Gen-transfizierten A20-Zellen inkubiert wurden,
waren 33% der Mause vor Tumorwachstum geschiitzt. Dies bedeutet eine Verbesserung des
Uberlebens im Vergleich zur Beladung mit unveréanderten A20-Zellen (P<0,05). Die
protektive Wirkung triomzellbeladener DC wurde hingegen beseitigt, wenn die DC mit GM-
CSF-Gen-modifizierten Triomzellen beladen wurden: Nach Behandlung mit BiV-BNG-3A8-
inkubierten dendritischen Zellen entwickelten alle Mause einen letalen Tumor. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass der GM-CSF-Gen-Transfer in Triomzellen mit der Fcy-

Rezeptor-vermittelten Antigeninternalisierung interferiert.
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D DISKUSSION

1 Die Interaktion zwischen DC und NK-Zellen: ein neuer Weg der
Antitumor-CTL-Induktion

Die Induktion einer effizienten Immunantwort erfordert die Erkennung von Pathogenen durch
das Immunsystem sowie die schnelle Aktivierung von Immunzellen und die Produktion von
|6slichen Mediatoren der Immunitat. Das angeborene Immunsystem spielt eine
entscheidende Rolle in der ersten Phase der Immunantwort, indem es die Ausbreitung von
Krankheitserregern limitiert und die Effektorzellen der antigenspezifischen Immunitat
.bewaffnet’, um Pathogene zu zerstéren. Nattrliche Killerzellen und dendritische Zellen sind
zwei spezialisierte Komponenten des angeborenen Immunsystems. NK-Zellen vermitteln
durch die Produktion von Zytokinen und durch zytotoxische Effekte eine Immunantwort
gegen transformierte  Zellen. Dendritische Zellen sind als  professionelle
antigenprasentierende Zellen Modulatoren und potente Aktivatoren der adaptiven T-Zell-
vermittelten Immunitéat.

Die wechselseitige Interaktion zwischen NK-Zellen und dendritischen Zellen besitzt auch
eine herausragende Bedeutung fir die Bildung einer Immunantwort gegen Tumoren.
Dendritische Zellen konnen natlrliche Killerzellen aktivieren, so dass diese sensitive
Tumorzellen abtdten (Ferandez et al., 1999). AuRBerdem treten dendritische Zellen und NK-
Zellen in einen stimulierenden Dialog, der zur Aktivierung und Zytokinproduktion beider
Zelllinien fuhrt (Gerosa et al., 2002). Mocikat et al. (2003) zeigten, dass aktivierte NK-Zellen
nach Gabe MHC-Klasse-I-supprimierter Tumorzellen auch als Briicke zwischen angeborener
und adaptiver Immunantwort fungieren, indem sie eine tumorprotektive CD8"-T-Zell-Antwort
induzieren. NK-Zellen besitzen auflerdem eine regulierende Funktion wahrend der
Immunantwort, da sie unreife DC selektiv lysieren kénnen (Ferlazzo et al., 2002). So wird
zum einen durch die Beseitigung der Vorlauferzellen die Anzahl reifer dendritischer Zellen
limitiert, zum anderen wahrend der frihen Phase der Immunantwort eine immunogene DC-
Population selegiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neuer Weg beschrieben, der adaptive und angeborene
Immunitat verbindet, um eine potente protektive Immunantwort gegen das A20-Lymphom der
Maus zu bilden. Durch die Interaktion zwischen unbeladenen dendritischen Zellen und NK-
Zellen wird die fur die Induktion einer CTL-Antwort erforderliche CD4"-T-Zell-Hilfe ersetzt.

Unbeladene dendritische Zellen induzieren durch die Aktivierung von NK-Zellen ein
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tumorspezifisches CD8"-T-Zell-Gedachtnis, das unabhangig vom T-Helfer-Arm des

Immunsystems ist.

1.1 Die Interaktion zwischen unbeladenen DC und NK-Zellen

Um die Bedeutung der DC/NK-Zell-Interaktion fur die Induktion einer protektiven Immunitét
gegen das A20-B-Zell-Lymphom der Maus zu untersuchen, wurde ein Modellsystem benutzt,
in dem unbeladene dendritische Zellen 100% der behandelten Mause vor einem darauf
folgenden A20-Tumorinokulum schitzten. In Depletionsversuchen wurde gezeigt, dass fir
die primére AbstoRung der A20-Zellen nach Immunisierung mit unbeladenen DC NK-Zellen
sowie CD8'-T-Zellen verantwortlich sind. Die Aktivierung zytotoxischer NK-Zell-Funktionen
nach DC-Vakzinierung wurde in **Chrom-Freisetzungsversuchen bestétigt. NK-Zellen aus
DC-behandelten Méausen toteten im Gegensatz zu naiven NK-Zellen A20-Zellen und NK-
sensitive YAC-Zellen ab.

Die wechselseitige Stimulation von dendritischen Zellen und NK-Zellen wurde bereits gut
untersucht und spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der angeborenen und der
adaptiven Immunitat (Cooper et al., 2004). Der stimulierende Dialog zwischen DC und NK-
Zellen kann die Zellaktivierung, die Zellreifung oder den Zelltod bewirken. DC-aktivierte NK-
Zellen produzieren IFN-y und besitzen die Fahigkeit, Tumorzellen zu zerstdren. So erzeugten
Fernandez et al. (1999) im AK7-Mesotheliom-Modell der Maus nach Flt3-L-induzierter In-
vivo-Expansion dendritischer Zellen einen NK-Zell-abhangigen Antitumor-Effekt. Der
wechselseitige Dialog stimuliert die Aktivierung und Zytokinproduktion beider Zellarten
(Gerosa et al., 2002), die Proliferation und Zytotoxizitat der NK-Zellen (Fernandez et al.,
1999) und die Reifung der DC (Piccioli et al., 2002). Aktivierende Signale werden Uber IL-12
und IFN-y (Yu et al., 2001) sowie Uber den direkten Zellkontakt zwischen DC und NK-Zellen
(Gerosa et al., 2002) Gbermittelt.

In dieser Arbeit wurde nach Neutralisierung von IL-12 oder IFN-y der DC-induzierte Schutz
vor A20-Tumorwachstum vollstandig aufgehoben. So ist anzunehmen, dass fir die
wechselseitige Interaktion zwischen DC und NK-Zellen IFN-y und IL-12 entscheidend sind.
Reife DC bilden gro3e Mengen IL-12, das die Zytotoxizitdt und die IFN-y-Produktion der NK-
Zellen verstarkt (Trinchieri, 2003). Auflerdem erzeugen DC weitere Zytokine, wie
beispielsweise IL-1 und IL-18, die den Effekt von IL-12 unterstiitzen und die Expression des
IL-12-Rezeptors auf NK-Zellen induzieren (Cooper et al., 2004).

Auch CD4"-T-Zellen kénnen die NK-Zell-Aktivierung beeinflussen. So zeigten Fehniger et al.
(2003) in vitro, dass dendritische Zellen NK-Zellen Uber die Stimulation IL-2-sezernierender

CD4"-T-Zellen indirekt aktivieren konnen. In der vorliegenden Arbeit war die NK-Zell-
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Aktivierung aber nicht von T-Helferzellen abhangig. Denn NK-Zellen aus DC-immunisierten
Mausen wirkten unverandert zytotoxisch gegen Tumorzellen, wenn CD4*-T-Zellen wahrend

der Immunisierungsphase depletiert wurden.

1.2 Die DC/NK-Zell-Interaktion als CD4"-Zell-unabhangiger Weg der CTL-Induktion

Durch die DC-aktivierten NK-Zellen allein konnte kein ausreichender Tumorschutz erzeugt
werden. Fir die primare AbstoBung der Tumorzellen wurden sowohl NK-Zellen als auch
CD8"-T-Zellen bendétigt. Ferner induzierten unbeladene dendritische Zellen ein
tumorspezifisches CD8"-Langzeitgedachtnis. Fir die effiziente Induktion zytotoxischer CD8"-
T-Lymphozyten sowie fiir das protektive Langzeitgedachtnis waren keine CD4'-T-
Helferzellen nétig. Die CTL-Aktivierung wurde Uber die wechselseitige Interaktion zwischen
dendritischen Zellen und NK-Zellen erreicht. Denn nach Depletion nattirlicher Killerzellen in
der Induktionsphase wurden sowohl der priméare als auch der lang anhaltende CD8"-T-Zell-
vermittelte Tumorschutz beseitigt.

Die Rolle der CD4"-T-Zellen wurde mit CD40-defizienten DC naher untersucht. Auch nach
Vakzinierung mit CD40"-DC wurde eine tumorprotektive CTL-Antwort generiert und ein
immunologisches Gedachtnis gebildet. Die Interaktion zwischen dem CD40-Liganden auf
CD4"-T-Zellen und dem CD40-Rezeptor auf DC wird fiir die direkte Aktivierung naiver CD8"-
T-Zellen auf dem ,klassischen Weg“ benétigt (Schoenberger et al., 1998). Die Ergebnisse
zeigen deshalb, dass Uber die DC/NK-Zell-Achse die CD4"-T-Zell-Hilfe fur die Induktion der
CTL-Antwort umgangen wurde. Durch die zusatzliche Depletion von CD4*-T-Zellen wurde
auRerdem ausgeschlossen, dass die Aktivierung der NK-Zellen oder die CTL-Induktion von
der Zytokinproduktion der CD4*-Zellen abhangig war.

Aktivierte NK-Zellen kénnen Uber die Produktion von Zytokinen (Kelly et al., 2002) eine
antigenspezifische CTL-Antwort gegen Tumorzellen férdern. Es blieb jedoch unklar, welchen
Beitrag CD4"-T-Zellen fir die NK-Zell-abhangige Entwicklung der adaptiven Immunitat
leisten. In einer Studie stimulierten NK-Zellen indirekt zytotoxische T-Zellen gegen NKG2D-
L-exprimierende Tumorzellen, indem Typ2-antigenprasentierende Zellen in Typl-APC
umgewandelt wurden (Geldhof et. al., 2002). Mailliard et al. (2003) demonstrierten, dass
durch die Interaktion von NK-Zellen mit dendritischen Zellen Typl-polarisierte DC gebildet
werden, die Th1-Zellen und antigenspezifische IFN-y-produzierende CD8"-Zellen stimulieren.
Indessen wiesen Westwood et al. (2003) darauf hin, dass Thl-unabhangige CD4"-T-Zellen
fur die NK-Zell-abhangige Induktion einer tumorspezifischen CTL-Antwort von Bedeutung

sind.
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In der vorliegenden Arbeit wurde durch den stimulierenden Dialog zwischen dendritischen
Zellen und NK-Zellen die CD4"-Hilfe ersetzt und eine tumorprotektive CTL -Antwort sowie ein
lang anhaltendes immunologisches Gedachtnis gebildet. Die DC/NK-Zell-Interaktion stellt in
dem vorgestellten Modell einen alternativen, CD4"-Zell-unabhangigen Weg der CTL-
Induktion dar.

Mocikat et al. (2003) beschrieben eine Kaskade, die angeborene und adaptive
Immunantwort verbindet: NK-Zellen, die durch MHC-Klasse-I-supprimierte A20-Tumorzellen
aktiviert wurden, produzierten IFN-y und induzierten die IL-12-Expression in dendritischen
Zellen. Dies filhrte zu einer potenten CTL-Antwort gegen A20-Wildtyp-Zellen. Ein &hnlicher
Mechanismus konnte fur die T-Zell-lmmunitdt nach DC-induzierter NK-Zell-Aktivierung
verantwortlich sein. Auch nach Vakzinierung mit unbeladenen DC sind IFN-y und IL-12 von
entscheidender Bedeutung flir die NK-Zell-abhénige Induktion der T-Zell-lmmunitéat. DC-
aktivierte NK-Zellen kdnnten eine CTL-Antwort ausldsen, indem sie tber IFN-y endogene DC
stimulieren. Dies konnte erklaren, weshalb CD40"-DC zytotoxische T-Zellen aktivieren, ohne
selbst dafiir die Fahigkeit zu besitzen. Die Tatsache, dass CD407"-DC in CD40-defizienten
Mausen keine T-Zell-Antwort induzierten, unterstreicht die Rolle endogener DC fir die
Induktion der T-Zell-lmmunitat. Durch die Untersuchung der Zellpopulationen in den
Lymphknoten DC-Immunisierter Mause konnte dieses Konzept bestatigt werden (Adam et
al., 2005)

Die Immunisierung mit unbeladenen DC bewirkt eine rasche NK-Zell-Aktivierung. Die IFN-
y—Freisetzung aus aktivierten NK-Zellen fihrt zur IL-12-Expression in endogenen DC und
zur Induktion einer tumorprotektiven T-Zell-Immunitat. Dieser Weg ist dem von Mocikat et al.
(2003) beschriebenen Mechanismus ahnlich und unabhangig vom T-Helfer-Arm des

Immunsystems.

1.3  Unzureichende Aktivierung der DC/NK-Zell-Achse durch unreife DC

Die Aktivierung von NK-Zellen und die Induktion zytotoxischer T-Zellen durch DC-aktivierte
NK-Zellen waren abhangig vom Differenzierungsstadium dendritischer Zellen. Obwohl
unreife wie reife DC in vivo 100% der Mause vor Tumorwachstum schitzten, waren
ausschlieRlich reife DC in der Lage, die CD4"-Hilfe fur die Induktion einer tumorprotektiven
CTL-Antwort zu umgehen. Es ist anzunehmen, dass der Tumorschutz unreifer DC durch die
direkte Aktivierung von CD8*-Zellen und mit Hilfe von CD4'-Zellen gebildet wird. Die
stimulierenden Signale, die NK-Zellen von unreifen DC erhalten, scheinen zu schwach zu
sein, um Uber die DC-NK-Zell-Achse eine protektive Immunitdat zu erzeugen und den

.Klassischen Weg" der T-Zell-Aktivierung zu ersetzen.
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Unreife DC bewirkten gegentber reifen DC eine deutlich geringere NK-Zell-Aktivierung.
Ebenso erzeugten NK-Zellen nach Injektion unreifer DC in SCID-Mausen keinen Antitumor-
Effekt. Die kostimulierenden Molekile und die Zytokinproduktion reifer DC scheinen also bei
der NK-Zell-Aktivierung eine entscheidende Rolle zu spielen. Reife DC exprimieren im
Vergleich zu unreifen DC deutlich mehr CD80-, CD86-, ICAM- und CD40-Molekile. Die
Interaktion zwischen B7-Molekiilen und ihrem Liganden CD28 kénnte stimulierende Signale
fur die NK-Zell-Aktivierung liefern. So wurde bereits in vitro demonstriert, dass Uber die
Bindung von CD80 bzw. CD86 an den Liganden NK-Zellen direkt aktiviert werden
(Chambers et al., 1996; Martin-Fontecha et al., 1999). Auch ICAM- oder CD70-Molekile
wirken kostimulierend auf die Aktivierung von NK-Zellen (Poggi et al., 2002; Tekeda et al.,
2000).

Die Expression von CD40-Molekilen auf der DC-Oberflache war nicht obligatorisch fir die
NK-Zell-Aktivierung, da reife CD40-defiziente dendritische Zellen in vivo ebenso wirksam
waren wie immunkompetente CD40-exprimierende DC. Das Signal, das durch die Bindung
der CD40-Molekile auf DC an ihren Liganden auf NK-Zellen Ubermittelt wird (Carbone et al.,
1997), kbnnte Uber die verstarkte Expression anderer kostimulierender Molekile und Uber
die vermehrte Produktion stimulierender Zytokine nach der DC-Reifungsphase umgangen
werden. Eine direkte CD40/CD40-L-Interaktion war fur die Aktivierung der NK-Zellen und die
NK-Zell-abhéngige T-Zell-Induktion nicht erforderlich. Turner et al. (2001) zeigten, dass NK-
Zellen in vivo indirekt durch stimulierende CD40-Antikdrper aktiviert werden kénnen, indem
endogene DC stimuliert werden. Eine direkte Interaktion zwischen CD40 auf DC und CD40-

Ligand auf NK-Zellen war auch in dieser Studie nicht nétig, um NK-Zellen zu aktivieren.

1.4 Die A20-Restriktion des DC-induzierten Tumorschutzes

Nach Immunisierung mit unbeladenen dendritischen Zellen waren die Mause vor dem A20-
Lymphom, nicht jedoch vor dem MPC1l1l-Lymphom oder dem CT26-Kolonkarzinom
geschitzt. In vitro wirkten DC-aktivierte NK-Zellen nur gegen A20-Zellen, nicht aber gegen
MPC11- oder CT26-Zellen zytotoxisch. Wahrend alle untersuchten Zelllinien MHC-Klasse-I-
Molekule auf ihrer Oberflache exprimierten, unterschieden sie sich in der Expression der
NKG2D-Liganden. NKG2D interagiert mit aktivierenden NKG2D-Rezeptoren auf NK-Zellen,
CD8"-Zellen und y&-T-Zellen (Bauer et al., 1999). Auf der Oberflache der A20-Zellen waren
die NKG2D-Liganden bis zu 18mal starker nachweisbar als auf MPC11- oder CT26-Zellen.
Letztere exprimierten zwar die aktivierenden Liganden, jedoch in einem viel schwécheren

Mal3e. Dies lieR3 die Schlussfolgerung zu, dass fir die Expression der NKG2D-Liganden eine
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Schwelle existiert, unter der Tumorzellen nicht mehr von NK-Zellen abgettet werden
konnen.

Die funktionelle Bedeutung der Interaktion zwischen NKG2D und seinen Liganden fiir die
NK-Zell-Reaktivitat gegen A20-Zellen konnte in vivo bestétigt werden. Denn dendritische
Zellen induzierten keine tumorprotektive Immunitat, wenn die NKG2D-Liganden auf der
Oberflache der A20-Zellen mit dem NKG2D-Tetramer besetzt wurden. Die Ergebnisse
zeigen in vivo, dass NKG2D und seine Liganden ein Erkennungssystem darstellen, das
aktivierten NK-Zellen erlaubt, Tumorzellen abzutdten. Hingegen scheint die NK-Zell-
Aktivierung durch dendritische Zellen unabhangig von der NKG2D/NKG2D-Ligand-
Interaktion zu sein, da die Blockade der NKG2D-Liganden auf der DC-Oberflache keinen
Effekt auf den Tumorschutz in vivo hatte.

Es existieren verschiedene Liganden fir den NKG2D-Rezeptor. In der Maus interagieren
H60-, RAE1- und MULT1-Molekile mit NKG2D (Diefenbach et al., 2000; Cerwenka et al.,
2000; Carayannopoulos et al., 2002). Jedoch wurden in der vorliegenden Arbeit die fur die
NK-Zell-Reaktivitat verantwortlichen Liganden nicht naher definiert. Weitere Untersuchungen
in der Arbeitsgruppe von Prof. Mocikat werden sich damit beschéftigen.

2B4 (CD244) ist ein weiterer Rezeptor auf NK-Zellen, der durch die Bindung an seinen
Liganden die Zytokinproduktion und die Zytotoxizitat natirlicher Killerzellen aktivieren kann
(Lanier, 2001). CD48 ist als Ligand fiir das 2B4-Molekiil bekannt. Zellen, die CD48 vermehrt
exprimieren, reagieren empfindlicher auf die zytotoxische Funktion von NK-Zellen (Tangye et
al., 2000). Die CD48-Expression ist bei EBV-infizierten B-Zellen signifikant erhéht (Klaman et
al.,, 1995). Auch die in dieser Arbeit untersuchten B-Zell-Lymphome exprimierten im
Gegensatz zu CT26-Kolonkarzinomzellen eine grof3e Anzahl von CD48-Molekilen. Da
MPC11-Lymphomzellen von NK-Zellen jedoch nicht lysiert wurden, ist anzunehmen, dass
die Bindung von 2B4 an seinen Liganden kein unabhéngiges Signal fur die NK-Zell-
Zytotoxizitat darstellt. Es ist mdglich, dass 2B4 auf NK-Zellen als kostimulierendes Molekil
fungiert, das weitere primare aktivierende Signale, wie NKG2D, bendétigt (Nakajima et al.,
1999).

Die Vakzinierung mit unbeladenen dendritischen Zellen fihrte nicht nur zur priméren NK-
Zell-abhéngigen AbstoBung des A20-Lymphoms, sondern induzierte auch ein lang
anhaltendes T-Zell-Gedachtnis. Offensichtlich tragen neben der NKG2D-vermittelten
Erkennung der A20-Zellen durch aktivierte NK-Zellen auch spezifische Antigene dazu bei,
dass der Tumorschutz nach Immunisierung mit unbeladenen DC auf das A20-Lymphom
beschrankt ist. Die Freisetzung von tumorassoziierten Antigenen durch die NK-Zell-
abhangige Tumorlyse kénnte die Induktion einer friihen T-Zell-Antwort nach A20-Applikation
erklaren. Allerdings war selbst 150 Tage nach DC-Immunisierung ein tumorprotektives T-

Zell-Gedachtnis noch nachweisbar. Unbeladene dendritische Zellen konnten auch in
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Abwesenheit von A20-Zellen tumorspezifische zytotoxische T-Zellen bilden. Daraus folgte,
dass unbeladene DC Antigene exprimieren, die mit A20-Zellen kreuzreagieren.

Die Behandlung mit unbeladenen DC erzeugte eine antigenspezifische Antitumor-Immunitét.
Die involvierten Antigene schienen jedoch nur schwach immunogen wirksam zu sein. Denn
die therapeutische Vakzinierung mit unbeladenen DC, die hdhere Anforderungen an das
Immunisierungssystem stellt, war nicht erfolgreich. Der Ursprung und die Art der
tumorassoziierten Antigene bleibt ungeklart. Obwohl sich die DC-induzierte Immunitéat gegen
das A20-B-Zell-Lymphom richtete, war sie nicht B-Zell-spezifisch, da die behandelten Mause
nicht vor dem MPC11-B-Zell-Lymphom geschitzt waren. Es ist denkbar, dass in vitro
gebildete dendritische Zellen eine atypische Auswahl an Peptiden prasentieren, die als TAA
fungieren. Auch konnte die Interaktion zwischen DC und NK-Zellen in vivo zur
Uberexpression von Selbst-Antigenen fiihren, die auf der Oberflache von A20-Zellen als TAA
ebenfalls vermehrt exprimiert werden. Diese Antigene, kombiniert mit der hier beschriebenen
potenten Stimulation des Immunsystems, kénnten einen Mechanismus in Gang setzen,
durch den die Toleranz gegen Selbst-Antigene umgangen wird.

Eine friilhere Studie berichtete Uber den protektiven Effekt unbeladener dendritischer Zellen
gegen das C57BL/6-LL/2-Lungenkarzinom und das BALB/c-CT26-Kolonkarzinom (van den
Broeke et al., 2004). Dies lasst vermuten, dass unbeladene DC eine breitere Wirksamkeit
gegen Tumoren besitzen. Jedoch gibt es einige Unterschiede im experimentellen Vorgehen:
In der vorliegenden Arbeit wurde das Uberleben der Mause als harter Endpunkt gemessen.
Van den Broeke et al. zogen hingegen nur die Anzahl der Lungenmetastasen als Nachweis
fur verzogertes Tumorwachstum heran. AuRerdem wurden die CT26-Tumorzellen mit einem
xenogenen Anteil versehen, der zusatzlich immunstimulierend wirkt. Auch beim
Mechanismus der DC-induzierten Immunantwort ergeben sich entscheidende Differenzen. In
der zitierten Studie wurde die zentrale Bedeutung von CD4'-T-Zellen fiur die NK-Zell-
Aktivierung betont. Die primare TumorabstoBung und das Langzeitgedachtnis waren
abhangig von NK-Zellen und CD4"-T-Zellen und unabh&ngig von CD8"-T-Zellen. Dagegen
werden in der vorliegenden Arbeit NK-Zellen und CD8*-T-Zellen, aber keine CD4"-Zellen fiir

den Tumorschutz bendtigt.

1.5 Ausblick

Die vorliegende Arbeit schreibt der Interaktion zwischen dendritischen Zellen und NK-Zellen
eine neue Rolle in der Tumorimmunitdt zu. Der aktivierende Dialog zwischen reifen
unbeladenen dendritischen Zellen und NK-Zellen ersetzt die Hilfe von CD4"-T-Zellen und

fuhrt zu einer protektiven CTL-Antwort gegen das murine A20-Lymphom.
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Uber zwei Wege kénnen tumorspezifische zytotoxische T-Lymphozyten generiert werden
(Abb. 24): Der ,klassische Weg* umfasst die Aktivierung tumorspezifischer CD4*-T-Zellen
nach Prasentation von Peptiden durch DC (a), die Hilfestellung von CD4"-Zellen (b) und die
Kreuzprasentation tumorassoziierter Antigene gegeniiber CD8'-Lymphozyten (c).

Der in dieser Arbeit beschriebene neue Mechanismus (d) wird von NK-Zellen eingeleitet, die
nach Transfer unbeladener dendritischer Zellen aktiviert werden. Aktivierte NK-Zellen
produzieren IFN-y und stimulieren DC, insbesondere endogene DC, zur IL-12-Produktion.
Die Bildung von IL-12 bewirkt die Induktion tumorspezifischer CD8*-Lymphozyten.

Nach Immunisierung mit dendritischen Zellen kénnen das angeborene und das erworbene
Immunsystem effizient aktiviert werden, um eine Antitumor-Immunantwort zu generieren. Die
vorgestellten Versuche zeigen, dass die CD4"-T-Zell-Hilfe fur die Induktion einer Antitumor-
CTL-Antwort Uber die alternative DC-NK-Zell-Achse umgangen werden kann. Die
Eigenschaft dendritischer Zellen, Uber unabhéngige Wege eine T-Zell-Antwort zu bilden,
unterstreicht ihre herausragende Bedeutung fir die Entwicklung von Vakzinierungsstrategien
gegen maligne Erkrankungen. Dendritische Zellen verfligen (ber die Fahigkeit,
unterschiedliche Komponenten des Immunsystems einzubeziehen, um eine tumorprotektive

T-Zell-immunitat zu induzieren.
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Abb. 24: Mechanismus der T-Zell-Indu ktion
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2 Antigenbeladene dendritische Zellen in der Tumortherapie

Dendritische Zellen sind ein wichtiger Angriffspunkt immuntherapeutischer Strategien gegen
maligne Tumoren. Sie zadhlen als professionelle antigenprasentierende Zellen zu den
potentesten Stimulatoren naiver T-Zellen in vitro und in vivo (Banchereau & Steinman, 1998).
DC kdnnen in vitro mit exogenen Antigenen in Form von intakten Proteinen oder
Peptidfragmenten beladen werden. Proteine werden von den DC aufgenommen, intrazellular
prozessiert und lUber MHC-Molekile prasentiert. Kurze Peptidfragmente koénnen direkt an
MHC-Molekiile auf der DC-Oberflache binden. Bisher veroffentlichte Ergebnisse belegen die
Wirksamkeit antigenbeladener dendritischer Zellen in der Tumortherapie. Nach
Immunisierung mit DC, die mit Proteinen oder MHC -Klasse-I-restringierten Peptiden beladen
wurden, konnten in der Maus antigenspezifische T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen
generiert werden (Zitvogel et al., 1996; Paglia et al., 1996; Porgador und Gilboa, 1995).
Ebenso bildeten dendritische Zellen eine Immunantwort gegen Tumorantigene, wenn sie mit
lysierten Tumorzellen beladen (Fields et al., 1998) oder mit Tumor-RNS transfiziert wurden
(Boczowski et al.,, 1996). Auch durch die Fusion von dendritischen Zellen und
Karzinomzellen wurden tumorspezifische CTL in vivo induziert (Gong et al. , 1997).

Das Ziel einer Immuntherapie ist es, Tumorzellen dem Immunsystem als fremd erkennbar zu
machen. Die Kenntnis tumorassoziierter Antigene ermoglicht es, tumorabgeleitete Peptide
durch DC zu prasentieren, um eine spezifische T-Zell-Reaktion gegen transformierte Zellen
zu bilden, ohne gesundes Gewebe anzugreifen. Da B-Zell-Lymphome mit dem Idiotyp-
Immunglobulin ein absolut tumorspezifisches Antigen besitzen, sind sie fiir die Entwicklung
DC-basierter Vakzinierungsstrategien besonders interessant. In einer ersten klinischen
Studie konnte bei B-Zell-Lymphom-Patienten eine Antitumor-Immunantwort mit
idiotypbeladenen DC induziert werden (Timmerman et al., 2002). Es wurden sowohl eine
idiotypspezifische T-Zell- als auch eine humorale Anti-ldiotyp-Antwort generiert. Vier von
zehn Patienten mit residuellen Tumoren nach Chemotherapie zeigten eine klinische Tumor-
Regression.

Praklinische Studien beschaftigen sich vor allem mit der Suche nach einer wirksamen
Strategie fir die Beladung mit Antigenen. Flamand et al. (1994) induzierten im BCL;-
Lymphom-Modell der Maus nach Vakzinierung mit idiotypbeladenen DC Anti-ldiotyp-
Antikdrper und erzeugten eine protektive Immunitat. Idiotypbeladene dendritische Zellen
schitzten auch vor dem 38C13-Lymphom, allerdings nur, wenn das Tumorprotein mit einem
xenogenen Anteil versehen, an GM-CSF gekoppelt oder mit dem Tragerprotein KLH
verbunden wurde (Timmerman et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Ansatze untersucht, dendritische Zellen ex

vivo mit Antigenen zu beladen, um in vivo eine Immunantwort gegen das murine A20-
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Lymphom zu induzieren. Da bei Praimmunisierung unbeladene dendritische Zellen bereits
100% der Mause vor Tumorwachstum schitzten, wurden die Versuche mit
antigenbeladenen DC in der Therapiesituation durchgefiihrt. Hier lie3 sich mit unbeladenen
DC keine Tumorprotektion erzielen. Die Therapie etablierter Tumoren ist zwar bedeutend
schwieriger als die Pravention von Tumorwachstum, sie stellt aber ein besseres Modell fir
die klinische Situation dar, in der krebskranke Patienten mit der Immuntherapie behandelt

werden sollen.

2.1  Therapie mit idiotypbeladenen dendritischen Zellen

Proteinbeladene DC wurden in verschiedenen Tumormodellen der Maus untersucht. Im
immunogenen C3-Tumormodell konnten Zitvogel et al. (1996) alle Mause durch die Gabe
tumorpeptidbeladener DC 14 Tage nach Tumorgabe heilen. Der Idiotyp maligner B-Zell-
Lymphome ist hingegen ein schwach immunogenes Antigen. Durch die Praimmunisierung
mit idiotypbeladenen DC induzierten Flamand et al. (1994) eine Antitumor-Immunitat gegen
das B-Zell-Lymphom BCL; der Maus.

Die vorliegende Arbeit zeigte am B-Zell-Lymphom A20, dass letales Tumorwachstum durch
die Therapie tumorerkrankter Mause mit idiotypbeladenen DC nicht verhindert werden
konnte. Auch Timmerman et al. (2000) gelang es nicht, eine Antitumor-Antwort gegen das B-
Zell-Lymphom 38C13 nach Beladung dendritischer Zellen mit dem naiven Idiotyp zu
erzeugen. Erst durch die Bindung des Idiotyps an das immunogene Tragerprotein KLH
(Id/KLH) generierten die beladenen DC eine potente Antitumor-Immunitat, die der
Immunisierung mit Id-KLH zusammen mit einem chemischen Adjuvans Uberlegen war.
Allerdings wurde die Tumorprotektion nur in der Praimmunisierungssituation gezeigt.

Um die Internalisierung des Tumor-Immunglobulins in DC zu verbessern, wurden
dendritische Zellen in Gegenwart eines ldiotyp/GM-CSF-Fusionsproteins (5C12) gebildet.
GM-CSF stimuliert das Wachstum und die Reifung dendritischer Zellen. Au3erdem kann das
kovalent fusionierte Idiotyp-Immunglobulin durch die Bindung an den GM-CSF-Rezeptor von
den DC aufgenommen und prozessiert werden (Pardoll, 2002). Die Immunisierung mit dem
Fusionsprotein war in vivo deutlich effektiver als die Gabe des naiven Idiotyps (Selmayr et
al., 1999). Auch die Vakzinierung mit fusionsproteinbeladenen DC schiitzte vor einer darauf
folgenden Tumorgabe. In der Therapiesituation erzeugten dendritische Zellen aber keine
Antitumor-Immunitat, wenn sie mit dem Idiotyp/GM-CSF-Fusionsprotein kultiviert wurden.
Timmerman et al. (2000) zeigten hingegen, dass nach Immunisierung mit DC, die mit einem
chimaren Idiotyp/GM-CSF-Fusionsprotein beladen wurden, eine humorale Antiidiotyp-

Antwort induziert wurde. Jedoch wurde der Idiotyp mit einem xenogenen Anteil versehen, der
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zusatzlich immunstimulierend wirkt. AuRBerdem wurde die tumorprotektive Wirkung der

Vakzine nicht tberpruift.

2.2 Therapie mit dendritischen Zellen, die mit multiplen Lymphomantigenen

beladen wurden

Durch die Immunisierung gegen multiple tumorspezifische Antigene kann die Effizienz einer
DC-basierten Immuntherapie verbessert werden. Mit tumorlysatbeladenen DC generierten
Wen et al. (2002) in vitro tumorspezifische zytotoxische T-Zellen gegen ein Plasmozytom.
Gatza et al. (2002) zeigten an C6VL-T-Zell-Lymphomen der Maus, dass tumorlysatbeladene
DC einen Schutz vor Tumorwachstum erzeugen kénnen. Auch am MCA-207-Sarkom- und
MT-901-Brustkarzinommodell ~der Maus wurde der tumorprotektive  Effekt
tumorlysatbeladener DC demonstriert (Fields et al., 1998).

Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Studie dendritische Zellen mit lysierten
oder intakten Lymphomzellen beladen. Durch Vakzinierung mit A20-Lysat-beladenen DC
wurde die Uberlebensrate der tumortragenden Mause nicht verbessert. Ahnliche Ergebnisse
ergab die Beladung mit intakten apoptotischen A20-Zellen. Zwar (iberlebte eine Maus in der
Gruppe, die ein 1:1-Gemisch aus apoptotischen A20-Zellen und DC erhielt; jedoch war die
Uberlebenszeit im Vergleich zur Tumorkontrollgruppe nicht statistisch signifikant verlangert.
Ein mdglicher Grund fur den fehlenden Tumorschutz kdnnte in der ineffizienten Aufnahme
der Tumorantigene durch die dendritischen Zellen liegen. In friiheren Studien wurde die
Wirksamkeit tumorlysatbeladener DC auf3erdem nur in der Praimmunisierungssituation
gezeigt, so dass die Ergebnisse schwer mit der therapeutischen Gabe verglichen werden
konnen.

Ein weiteres Verfahren, Tumorantigene in dendritische Zellen zu internalisieren, beruht auf
der Transfektion mit Tumor-RNS. Auch diese Strategie bietet den Vorteil einer
Immunisierung gegen eine Vielzahl tumorassoziierter Antigene. In der vorliegenden Arbeit
wurde Gesamt-A20-Tumor-RNS mittels Lipidtransfektion in dendritische Zellen eingefihrt.
Durch die Vakzinierung mit A20-RNS-beladenen DC konnte jedoch kein signifikanter
Tumorschutz erreicht werden. Lediglich in der Gruppe, die mit LPS-stimulierten A20-RNS-
beladenen DC behandelt wurde, Uberlebte eine Maus. Boczkowski et al. (1996) erreichten
hingegen im Bl16-Melanom-Modell der Maus nach Immunisierung mit Tumor-RNS-
transfizierten DC eine signifikante Reduktion der Lungenmetastasierung. Ashley et al. (1997)
zeigten, dass dendritische Zellen, die mit Tumor-RNS oder unfraktionierten Tumorextrakten
beladen wurden, sowie GM-CSF-Gen-transfizierte Tumorzellen hinsichtlich ihrer

tumorprotektiven Wirkung gegen B16-ZNS-Metastasen der Maus gleichwertig waren. Jedoch



64 DISKUSSION

fiel der beobachtete Antitumor-Effekt gering aus: 40% der Mause Uberlebten eine darauf
folgende Tumorgabe. In der Therapiesituation wurde mit RNS-transfizierten DC kein
verlangertes Uberleben erreicht.

Um die Antitumor-Wirkung RNS-transfizierter dendritischer Zellen zu verbessern, sind
weitere Untersuchungen in der Arbeitsgruppe von Prof. Mocikat in Vorbereitung. So wird
zum Beispiel versucht, durch Elektroporation die Aufnahme der Tumor-RNS in DC zu

optimieren.

2.3 Die Induktion einer Antitumor-Immunitét durch triomzellbeladene DC

Die Vakzinierung mit Triomzellen ist ein potenter neuer immunologischer Ansatz fir die
Therapie maligner B-Zell-Lymphome, der auf der Redirektion von Tumorantigenen gegen
professionelle antigenpréasentierende Zellen beruht. Triomzellen enthalten alle potenziellen
Antigene der parentalen Lymphomzelle und exprimieren neben dem Lymphome-Idiotyp eine
Spezifitat gegen den Fcy-Rezeptor-Il auf DC. Uber membranstandige Immunglobuline
kénnen Triomzellen spezifisch an antigenprasentierende Zellen binden und eine
rezeptorvermittelte  Antigeninternalisierung einleiten. AuRerdem produzieren sie ein
bispezifisches Immunglobulin, welches den Idiotyp und den APC-Bindungsarm vereint. Das
Immunglobulin-Heterodimer kann nicht nur Uber seinen Fc-Teil Kontakt zu Fc-Rezeptor-
tragenden Zellen herstellen; die anti-Fcy-Rezeptor-Spezifitat ermoglicht auch eine
rezeptorvermittelte Internalisierung des Immunglobulins in APC.

Die Immunisierung mit Triomzellen fuhrte bei 100% der behandelten Mause zu einem
spezifischen und lang anhaltenden Tumorschutz, der sowohl von CD4- als auch CD8"*-T-
Zellen abhangig war (Mocikat et al., 1997). Sogar etablierte Tumoren konnten durch eine
einzige Triomzellinjektion geheilt werden (Strehl et al., 1999).

In dieser Arbeit sollte der Triomzellansatz zu einer Ex-vivo-Strategie modifiziert werden.
Dendritische Zellen wurden in vitro mit Triomzellen inkubiert, und auf ihre Fahigkeit hin

untersucht, in vivo eine Antitumor-Immunitét gegen das A20-Lymphom zu induzieren.

2.3.1 Vergleich von dendritischen Zellen, die mit Idiotyp oder bispezifischem

Immunglobulin beladen wurden

Die Redirektion von Tumorantigenen gegen Internalisierungsrezeptoren auf dendritischen
Zellen stellt einen wirksamen Ansatz dar, Antigene in DC zu internalisieren. Das

urspriingliche Ziel des Triomzellansatzes war es, den Lymphom-ldiotyp an APC
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heranzufihren, indem ein bispezifisches Immunglobulin produziert wird, das den Idiotyp und
den Fcy-Rezeptor-Bindungsarm vereint. Die Immunisierung syngener Mause mit gereinigtem
Triomzellprotein flhrte zu einer humoralen Reaktion gegen den Idiotyp (Kronenberger et al.,
2002).

In der vorliegenden Arbeit wurden DC mit gereinigtem bispezifischen Immunglobulin
inkubiert. Wahrend idiotypbeladene DC keine Antitumor-lmmunitét erzeugten, bewirkten
dendritische Zellen, die mit dem bispezifischen Immunglobulin beladen wurden, eine geringe,
aber signifikante Verlangerung der Uberlebensdauer: 17% der behandelten Mause waren
vor letalem Tumorwachstum geschutzt. Zudem wurde durch die Vakzinierung eine humorale
Immunantwort gegen den Idiotyp induziert.

Die Ergebnisse zeigen, dass durch die Fcy-Rezeptor-spezifische Redirektion des
tumorspezifischen lIdiotyps die Immunogenitat der DC-Vakzine verbessert wurde. Dennoch
spiegelte die humorale Antiidiotyp-Antwort nicht die Wirksamkeit der Tumorprotektion wider.
Diese Ergebnisse korrelieren mit der Beobachtung von Mocikat et al. (1997): Auch durch die
direkte Immunisierung der Mause mit bispezifischem Immunglobulin lie@ sich nur ein
geringer Uberlebensvorteil erzielen, obwohl in den behandelten Mausen idiotypspezifische

Antikdrper nachweisbar waren.

2.3.2 Vergleich von dendritischen Zellen, die mit Triomzellen oder A20-

Lymphomzellen beladen wurden

Durch die Applikation intakter BiV-Zellen konnte in vivo ein 100%iger Tumorschutz erzielt
werden (Mocikat et al., 1997). Kronenberger et al. (2002) erklarten das verbesserte
Uberleben gegeniiber der Vakzinierung mit loslichem bispezifischen Immunglobulin mit der
zusatzlichen Immunisierung gegen weitere Tumorantigene. Denn die Triomzellen, die aus
einer Fusion von A20-Tumorzellen mit dem anti-FcR-Hybridom hervorgegangen waren,
sollten potenziell alle Antigene der naiven Lymphomzelle enthalten.

Um dendritische Zellen mit Antigenen zu beladen, wurden DC und Triomzellen in einem 1:1-
Verhdltnis kokultiviert. Da Triomzellen selbst einen Tumorschutz generieren kénnen, wurden
die APC nach der Kokultur separiert und die gereinigte DC-Vakzine subkutan appliziert. Die
Vakzinierung tumorerkrankter Mause mit triomzellbeladenen DC bewirkte eine signifikant
verlangerte Uberlebensdauer: 33% der M&use entwickelten einen systemischen, lang
anhaltenden Tumorschutz. Wurde den DC nach der Internalisierungsphase ein
Reifungsstimulus durch Zugabe von Lipopolysacchariden angeboten, konnte die

Uberlebensrate zusétzlich leicht verbessert werden.
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Triomzellbeladene dendritische Zellen verlangerten gegeniber lymphomzellbeladenen DC
die Uberlebensdauer signifikant und induzierten bei einem Teil der Mause eine schiitzende
Antitumor-Immunitat. Das Ergebnis zeigt, dass die Redirektion von Tumorantigenen,
einschliellich des Idiotyps, gegen Fc-Rezeptor-tragende dendritische Zellen die
Internalisierung von Antigenen ex vivo entscheidend verbessert und eine Voraussetzung fir
die tumorprotektive Wirkung der DC-Vakzine darstellt. Dennoch konnte das von Strehl et al.
(1999) beschriebene Protektionsniveau von 100%, das nach direkter Applikation von
Triomzellen in tumortragende Mause erzielt wurde, nicht erreicht werden.

Fur die effektive Antigenaufnahme scheint die direkte Interaktion zwischen der intakten
Triomzelle, die die anti-FcR-Spezifitat auf ihrer Oberflache exprimiert, und FcR-postitiven DC
notig zu sein. Denn dendritische Zellen, die mit lysierten BiV-Zellen beladen wurden,
bewirkten nur einen marginalen Tumorschutz. Ergebnisse friherer Arbeiten bestatigen diese
Hypothese: Kronenberger et al. (2002) zeigten, dass der unmittelbare Fc-Rezeptor-
vermittelte Kontakt zwischen intakter Triomzelle und antigenprasentierender Zelle in vivo
entscheidend fir einen optimalen Tumorschutz ist.

Gegeniber DC, die mit gereinigtem bispezifischen Immunglobulin beladen wurden, zeigten
triomzellbeladene DC eine verbesserte Wirksamkeit in der Therapie maligner B-Zell-
Lymphome. Die Beladung mit Triomzellen bietet den Vorteil einer Vakzinierung gegen eine
Vielzahl tumorrelevanter Antigene, die durch die Triomzelle an die APC herangefiihrt
werden. Die breite T-Zell-Antwort gegen tumorassoziierte Antigene verhindert, dass sich der
Tumor durch eine einzelne Antigenmutation der Immunantwort entziehen kann. Es werden
nach Prozessierung verschiedene Epitope MHC-Klasse-I- und —ll-restringiert gegeniber
CD8"- bzw. CD4"-T-Zellen prasentiert.

Die Triomzellen enthalten neben tumorspezifischen Antigenen auch Strukturen, die von
normalen hadmatopoetischen Zellen exprimiert werden. Die Gefahr, dass antigenbeladene
DC eine Autoimmunreaktion ausldsen, die sich gegen das normale Gewebe richtet, aus dem
der Tumor hervorgegangen ist, wird in der Literatur unterschiedlich bewertet. Die
Immuntherapie mit dendritischen Zellen, die gegen gewebespezifische Antigene gerichtet
waren, loste in einer Studie in den behandelten Mausen Autoimmunerkrankungen wie
Diabetes oder eine Myokarditis aus (Ludewig et al., 2000). Dagegen zeigten Vierboom et al.
(1997), dass Selbst-Antigene in Tumoren als Zielstrukturen fur zytotoxische T-Lymphozyten
dienen kdnnen, ohne dass gesundes Gewebe angegriffen wird. Auch in einer weiteren
Studie fihrten tumorlysatbeladene DC zu keiner Autoimmunreaktion gegen Selbst-Antigene
(Fields et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit wurden bei den therapierten Mausen keine
Anzeichen einer Autoreaktivitat gefunden.

Das in vitro induzierte Differenzierungsstadium beeinflusst die Funktion applizierter

antigenbeladener dendritischer Zellen in vivo (Banchereau et al. 2001). CD4"-T-Zellen
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kénnen nach wiederholter Stimulation mit unreifen DC zu IL-10-produzierenden, nicht-
proliferierenden regulatorischen T-Zellen differenzieren. So fuhrte die Gabe unreifer, nicht
jedoch reifer peptidbeladener DC in gesunden Patienten zu einer antigenspezifischen
Inhibition der T-Zell-Effektorfunktion (Dhodapkar et al., 2001). Diese Daten rechtfertigen den
Einsatz reifer DC in der Immuntherapie. Allerdings kénnen reife DC gegenuber unreifen APC
exogene Antigene schlechter aufnehmen. Regnault et al. (1999) zeigten zum Beispiel, dass
die Fcy-Rezeptor-vermittelte Aufnahme von Antigenen in reifen DC blockiert ist. In unreifen
dendritischen Zellen hingegen induziert die Antigeninternalisierung tber Fcy-Rezeptoren die
DC-Reifung und die wirksame MHC-Klasse-I-restringierte Prasentation exogen
aufgenommener Peptide. In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb unreife DC mit
Tumorantigenen beladen. Gegenuber reifen DC bieten diese den Vorteil einer verbesserten
Antigeninternalisierung. Die Zugabe eines Reifungsstimulus nach der Internalisierungsphase
lasst die DC von einer antigenaufnehmenden zu einer antigenprasentierenden Zelle werden.
Durch die Maturierung wird die Zahl an MHC-I- und -ll-Molekilen erhdht, und
kostimulierende sowie T-Zell-interagierende Molekule wie CD80, CD86, CD40, LFA-3 und
ICAM-1 werden vermehrt exprimiert. Auch setzt die Produktion bestimmter Zytokine (z.B. IL-
12, IL-10, IL-18) ein, die naive T-Zellen anlocken und zu einer T-Zell-Polarisierung fiihren
(Banchereau et al. 2000). Die Applikation reifer DC ist deshalb fiir die Aktivierung von T-
Effektorzellen wichtig und verhindert die Induktion regulatorischer T-Zellen, welche die T-

Zell-Antwort inhibieren.

2.4 Mechanismen der Antitumor-Immunitat

Die Wirksamkeit dendritischer Zellen bei der Aktivierung antigenspezifischer T-Zellen bildet
die Grundlage der DC-basierten Immuntherapie gegen maligne Tumoren. Der Idiotyp
maligner B-Zell-Lymphome enthalt Epitope, die von Antikdrpern (Campbell et al., 1987),
CD4"- (Lauritzsen et al., 1994) und CD8"-T-Zellen (Chakrabarti et al., 1992) erkannt werden.
Timmerman et al. (2000) zeigten, dass dendritische Zellen, die mit dem Idiotyp und dem
KLH-Tragerprotein beladen wurden, eine tumorprotektive Immunitat auslésten. Der erzeugte
Schutz war mit einer starken humoralen Antwort gegen den Idiotyp assoziiert und nicht von
T-Effektorzellen abhéngig. In der vorliegenden Arbeit induzierten triomzellbeladene DC nur
niedrige Antiidiotyp-Titer verglichen mit dendritischen Zellen, die mit dem bispezifischen
Immunglobulin inkubiert wurden. Bezogen auf den Tumorschutz zeigte sich indessen eine
umgekehrte Rangfolge: Obwohl nur niedrige Antikérper-Titer nachweisbar waren, fiihrte die

Immunisierung mit triomzellbeladenen DC zu einem signifikanten Antitumor-Effekt. Daraus
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kann die Folgerung gezogen werden, dass zytotoxische Antikdrper nur eine untergeordnete
Bedeutung flr die Tumorprotektion haben.

Im Triomzellansatz sind sowohl CD4" als auch CD8"-T-Zellen fir die Induktion der Antitumor-
Immunitat notig (Mocikat et al., 1997). Aus der Milz BiV-immunisierter Mause liel3en sich
zudem nach In-vitro-Stimulation A20-spezifische Effektorzellen isolieren (Kronenberger et al.,
2002). Auch in der vorliegenden Arbeit wurde in Depletionsversuchen festgestellt, dass flr
die TumorabstoRung nach Vakzinierung mit triomzellbeladenen DC sowohl CD4"- als auch
CD8*-T-Lymphozyten absolut erforderlich sind (nicht gezeigt). Offensichtlich werden nach
Antigenaufnahme MHC-Klasse-I- und -ll-restringierte Epitopsequenzen prasentiert. Wie
Regnault et al. (1999) zeigten, kbnnen Uber die Fcy-Rezeptor-vermittelte Antigenaufnahme in
DC exogene Peptide sehr effizient tiber MHC-Klasse-I-Molekiile gegeniiber CD8*-T-Zellen
kreuzprasentiert werden. Die aufgenommenen Antigene finden im Zytosol aber auch Zugang
zum MHC-Klasse-ll-Weg, so dass CD4"-Zellen gegen spezifische Antigene stimuliert werden
konnen. CD4"-T-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der zellvermittelten Tumorimmunitat. In
Anwesenheit spezifischer CD4"-T-Helferzellen zeigen CD8'-T-Effektorzellen in vivo eine
verbesserte Proliferation und Persistenz (Rooney et al., 1998). Typl-Helferzellen steigern
Uber die Zytokin-Produktion und die APC-Aktivierung Qualitat und Quantitat der CTL-
Antwort. Thl-Zellen kdnnen auflerdem selbst zytotoxische Effektorfunktionen gegen

Tumorzellen wahrnehmen (Egeter et al., 2000).

2.5 Inhibition der Funktion dendritischer Zellen nach Inkubation mit GM-CSF-

produzierenden Triomzellen

Strehl et al. (1999) zeigten in Praimmunisierungsversuchen, dass die Antigen-Redirektion
durch die Triomzelle gegen APC und GM-CSF-vermittelte Effekte synergistisch auf den
Tumorschutz wirken. Fur die Therapie etablierter Tumoren gilt dies jedoch nicht. Wéahrend
BiV-Zellen 100% der behandelten Mause vor Tumorwachstum schiitzten, bildeten GM-CSF-
Gen-transfizierte Triomzellen keine Antitumor-Immunitét.

GM-CSF fordert das Wachstum und die Reifung dendritischer Zellen. Au3erdem besitzt das
Zytokin eine immunstimulierende Funktion, indem es die Expression kostimulierender
Molekule auf der DC-Oberflache induziert. Durch die Fcy—Rezeptor-vermittelte-Bindung der
Triomzellen an dendritische Zellen koénnte der stimulierende GM-CSF-Effekt gehemmt
werden. Diese Hypothese bestétigte sich jedoch nicht. Denn es war moglich, durch die
Kultivierung mit GM-CSF-produzierenden Triomzellen aus hamotologischen Vorlauferzellen

denditische Zellen zu bilden. Diese MHC-Klasse-ll-positiven Zellen exprimierten im Vergleich
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zu DC, die mit léslichem GM-CSF-Protein generiert wurden, eine ahnliche Dichte an
kostimulierenden Moleklen.

Allerdings induzierten dendritische Zellen, die mit GM-CSF-Gen-transfizierten Triomzellen
beladen wurden, keinen Tumorschutz. Nach Beladung mit GM-CSF-produzierenden A20-
Zellen konnten die DC dagegen eine Immunantwort bilden. Der GM-CSF-Transfer in A20-
Zellen bewirkt also eine verbesserte Antigenaufnahme gegeniber unveranderten
Lymphomzellen. Der Tumorschutz triomzellbeladener DC wird hingegen durch die
Expression von GM-CSF in den Triomzellen beseitigt. Es ist deshalb anzunehmen, dass es
zu einer hemmenden Wechselwirkung zwischen dem GM-CSF-Signal und der Fcy-Rezeptor-
Bindung kommt.

Zum einen konnte durch den GM-CSF-Transfer in die Triomzellen die Fcy-Rezeptor-
vermittelte Antigeninternalisierung blockiert werden. Zum anderen besteht die Mdglichkeit,
dass durch die gleichzeitige Bindung von GM-CSF und intaktem bispezifischen
Immunglobulin an verschiedene Rezeptoren der dendritischen Zelle ein inhibierendes Signal

gesendet wird.

2.6  Ausblick

Viele neue immunologische Therapieansatze benutzen die antigenprasentierenden
Funktionen dendritischer Zellen, um eine Immunantwort gegen Tumoren zu induzieren. Die
Ergebnisse zahlreicher Tierversuche bilden die Grundlage fur erste klinische Studien mit
antigenbeladenen DC. Die Vakzinierung mit Idiotyp-beladenen DC zeigte in Patienten mit
malignen B-Zell-Lymphomen erste Erfolge (Timmerman et al., 2002). Die optimale Methode,
um Antigene ex vivo wirksam in DC zu internalisieren, ist aber noch nicht gefunden.

Die Triomzellvakzinierung zahlt zu den potentesten immuntherapeutischen Ansatzen gegen
maligne Lymphome, die in einem Tiermodell beschrieben wurden (Mocikat et al., 1997;
Strehl et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass sich die
Triomzellbehandlung zu einem Ex-vivo-Ansatz modifizieren lasst. Die Vakzinierung
tumorerkrankter Mause mit triomzellbeladenen dendritischen Zellen fihrte zu einem
signifikant verzogerten Tumorwachstum und in bis zu 50% der Falle zu einem lang
anhaltenden Tumorschutz.

Wahl et al (2003) zeigten in einer praklinischen Studie, dass der Triomzellansatz auf das
humane System Ubertragen werden kann. In vitro konnte eine spezifische T-Zell-Antwort
gegen B-CLL-Zellen generiert werden. Die Inkubation dendritischer Zellen mit Triomzellen ex
vivo hatte den Vorteil, dass der Patient keine xenogenen Triomzellen erhalten wiirde, well

gereinigte autologe antigenprasentierende DC als Immunisierungszellen verabreicht wiirden.
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So koénnte die Behandlung mit triomzellbeladenen DC eine wirksame adjuvante
Immuntherapie von B-CLL-Patienten darstellen.

Die Therapie groRer Tumoren wirde jedoch die Mdoglichkeiten einer DC-basierten
Vakzinierung Ubersteigen. Zukinftige klinische Studien missten sich auf Patienten mit
minimaler Resterkrankung, also auf Patienten in Remission oder mit Mikrometastasierung,
konzentrieren. Um groBere Tumormassen zu beké&mpfen, sind konventionelle

Therapieformen, wie Operation, Chemotherapie oder Bestrahlung, weiterhin unverzichtbar.
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E ZUSAMMENFASSUNG

Krebs zahlt neben den Herz-Kreislauferkrankungen zu den haufigsten Todesursachen. Auf
Grund der zunehmenden Lebenserwartung wird die Zahl der onkologischen Erkrankungen in
den Industrienationen voraussichtlich weiter zunehmen. Obwohl bei der Behandlung
maligner Tumoren in den letzten Jahrzehnten beachtliche Erfolge erzielt wurden, kénnen
viele Krebserkrankungen bis heute nicht geheilt werden. Zukunftsweisende
Therapiekonzepte zielen darauf ab, das Immunsystem in die Lage zu versetzen, Krebszellen
zu erkennen und zu zerstoren.

Die vorliegende Arbeit untersucht Vakzinierungsstrategien mittels dendritischer Zellen zur
Bildung einer Immunantwort gegen das A20-B-Zell-Lymphom der Maus. Dendritische Zellen
internalisieren und  prozessieren  Antigene, prasentieren den  T-Lymphozyten
tumorabgeleitete Peptide und liefern wichtige kostimulierende Signale fir die Aktivierung
zytotoxischer T-Zellen. Die Immunisierung mit DC stellt deshalb ein interessantes
Therapiekonzept dar, um die ineffiziente Induktion einer Immunantwort durch die maligne B-

Zelle zu umgehen.

Bei dem Versuch, mit antigenbeladenen dendritischen Zellen eine Antitumor-Immunitat zu
induzieren, wurde beobachtet, dass die Immunisierung mit unbeladenen dendritischen Zellen
100% der Mause vor einem nachfolgend verabreichten letalen A20-Tumorinokulum schitzte.
Dabei wurden syngene reife DC verwendet, welche aus hamatopoetischen Vorlauferzellen
des Knochenmarks durch Kultivierung in Gegenwart von GM-CSF gebildet wurden. Obwohl
die dendritischen Zellen nicht mit Tumorantigenen in Kontakt gekommen waren, induzierten
sie eine primare AbstoRung des A20-Lymphoms sowie ein lang anhaltendes
tumorspezifisches T-Zell-Gedéachtnis. Experimente mit CD40-defizienten Mausen und
Zelldepletionsversuche zeigten, dass fir die CTL-Induktion keine CD4"-T-Zellen erforderlich
waren. Sowohl die primare Tumorabstof3ung als auch das lang anhaltende CTL-Gedachtnis
waren die Folge einer Aktivierung naturlicher Killerzellen durch die transferierten DC. Die
aktivierten NK-Zellen besaflien neben der zytotoxischen Antitumor-Aktivitat, die fir die
primare Abstol3ung wichtig war, auch eine stimulierende Funktion fir die CTL-Induktion. Die
Interaktion zwischen unbeladenen dendritischen Zellen und NK-Zellen induzierte
tumorzellspezifische zytotoxische T-Lymphozyten, ohne den T-Helferarm des Immunsystems
zu bendétigen.

An der CD4"-Zell-unabhangigen CTL-Induktion waren die Zytokine IFN-y und IL-12 sowie
endogene DC malgeblich beteiligt. Es wurde eine Kaskade beschrieben, die nach DC-

vermittelter NK-Zell-Aktivierung die Bildung zytotoxischer T-Lymphozyten bewirkt: Aktivierte
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NK-Zellen produzieren IFN-y und stimulieren endogene DC zur IL-12-Sythese. Die Sekretion
von IL-12 fuhrt zur Induktion der tumorspezifischen CTL-Antwort.

Die Aktivierung der DC/NK-Zell-Achse war abhangig vom Differenzierungsstadium der
applizierten DC. Die stimulierenden Signale, die NK-Zellen von unreifen DC erhielten,
erwiesen sich als zu schwach, um die CD4 -Hilfe fur die CTL-Induktion zu umgehen. Sowohl
die kostimulierenden Oberflaichenmolekille als auch die Zytokinproduktion reifer DC
schienen fir die effiziente NK-Zell-Aktivierung wichtig zu sein.

Der NK-Zell-abhdngige Tumorschutz war auf das A20-Lymphom beschrénkt. Die
Vakzinierung mit unbeladenen DC schuitzte weder vor dem MPC11-B-Zell-Lymphom noch
vor dem CT-26-Kolonkarzinom. Auch in vitro zeigten DC-aktivierte NK-Zellen nur gegen A20-
Zellen eine zytotoxische Aktivitat, nicht aber gegen MPC11- oder CT26-Zellen. Die
unterschiedliche Expression der NKG2D-Liganden auf den Tumorzellen erklarte die selektive
NK-Zell-Reaktivitat gegen A20-Zellen. Der Antitumoreffekt wurde in vivo vollstandig
aufgehoben, wenn die NKG2D-Liganden auf den A20-Lymphomzellen mit einem NKG2D-
Tetramer blockiert wurden.

Die Tumorspezifitat der T-Zell-lmmunitat nach Vakzinierung mit unbeladenen dendritischen
Zellen resultierte aus der Existenz gemeinsamer Antigene von A20-Zellen und ex vivo
differenzierten DC. Diese Antigene waren allerdings nur schwach immunogen wirksam, da

unbeladene DC in tumortragenden Mausen keine protektive Wirkung erzeugten.

Da unbeladene DC in der Therapiesituation nicht schitzten, konnte dieses Versuchssystem
benutzt werden, um etablierte A20-Lymphome mit dendritischen Zellen zu behandeln, die ex
vivo mit Tumorantigenen beladen wurden. Die Therapie einer bereits bestehenden Neoplasie
stellt zwar ein labileres Versuchssystem dar, entspricht aber der klinischen Situation, in der

ein erkrankter Organismus behandelt werden soll.

Maligne B-Zell-Lymphome besitzen mit dem Immunglobulin-ldiotyp eine tumorspezifische,
aber schwach immunogene Zielstruktur fir immuntherapeutische Ansatze. Deshalb wurden
in der vorliegenden Studie dendritische Zellen ex vivo unter anderem mit gereinigtem A20-
Idiotyp inkubiert, um in vivo idiotypabgeleitete Peptide zu prasentieren und eine
antigenspezifische Immunantwort zu induzieren. Die Immunisierung mit idiotypbeladenen DC
ergab jedoch keinen Uberlebensvorteil fiir die behandelten Mause. Auch nach Inkubation mit
einem Fusionsprotein, dass den Idiotyp und das Zytokin GM-CSF enthielt, schiitzte die DC-
Vakzine nicht vor Tumorwachstum. Um eine Immunantwort gegen multiple Antigene zu
ermdglichen, wurden DC mit lysierten und intakten A20-Zellen oder A20-RNS beladen. Auch
in diesen Therapieversuchen bildeten die tumorantigenbeladenen DC keine schitzende

Immunitat.
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Die Triomzellvakzinierung zahlt zu den potentesten immuntherapeutischen Ansatzen gegen
maligne Lymphome. Dieser Ansatz beruht darauf, Tumorantigene spezifisch an
antigenprasentierende Zellen heranzufihren. Murine A20-Lymphome wurden mit der
Hybridomzelllinie 2.4G2 fusioniert, die einen Antikbrper gegen den Fcy-Rezeptor-Il auf der
Oberflache dendritischer Zellen exprimieren. Die entstandenen Triomzellen enthalten
einerseits potenziell alle Antigene der parentalen Lymphomzelle und exprimieren
andererseits eine anti-Fcy-Rezeptor-Spezifitat. Mit dem anti-Fcy-Rezeptor-Anteil wird die
gesamte Triomzelle durch membranstandig exprimierte Antikbrper in Kontakt mit der DC
gebracht. Triomzellen produzieren zum Teil auch ein bispezifisches Immunglobulin, das den
Lymphom-Idiotyp und den APC-Bindungsarm umfasst. Das bispezifische Immunglobulin
ermoglicht eine Fcy-Rezeptor-spezifische Redirektion gegen DC. Dies fihrt zur
Antigenaufnahme durch die DC, zur Prozessierung und zur Prasentation tumorabgeleiteter
Peptide. Die Immunisierung mit Triomzellen konnte selbst in einem erkrankten Organismus

eine lang anhaltende tumorprotektive Immunantwort generieren.

In der vorliegenden Arbeit gelang es, die Triomzellvakzinierung in einen Ex-vivo-Ansatz
umzuwandeln. So wurde die Antigeninternalisierung der DC durch die spezifische
Redirektion gegen Fcy-Rezeptoren entscheidend verbessert. Dendritische Zellen, die mit
bispezifischem Immunglobulin beladen wurden, induzierten eine starke humorale
Immunantwort gegen das A20-Lymphom und verlangerten das Uberleben der Méause
signifikant. Nach Inkubation mit intakten Triomzellen konnten durch die Gabe
antigenprasentierender DC bis zu 50% der Mause geheilt werden. Die Bildung einer
Immunantwort gegen multiple tumorrelevante Antigene, die durch die Triomzelle an die APC
herangefiihrt werden, erklarte die verbesserte Uberlebensrate gegeniiber der Beladung mit

bispezifischem Immunglobulin.

Auch die Gabe GM-CSF-produzierender Lymphomzellen hat sich in einigen Studien als
wirksam erwiesen. Allerdings lasst sich ein bestehender Tumor mit GM-CSF-Gen-
transfizierten Triomzellen nicht heilen. Deshalb wurden GM-CSF-Gen-veranderte A20- und
Triomzellen im Ex-vivo-Ansatz untersucht. Tumortragende Mause konnten mit DC nach
Inkubation mit GM-CSF-produzierenden A20-Zellen erfolgreich therapiert werden. Die
Beladung mit GM-CSF-exprimierenden Triomzellen hatte hingegen keinen Erfolg. Es ist
denkbar, dass die GM-CSF-Expression in den Triomzellen mit der Fcy-Rezeptor-vermittelten
Antigeninternalisierung interferiert. Diese Hypothese unterliegt derzeit weiteren intensiven

Untersuchungen.
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