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1. Einleitung

1.1. Das humane Immunsystem

Der menschliche Koérper ist wahrend des gesamten Lebens standig zahlreichen Erre-
gern, Noxen und anderen kérperfremden Stoffen ausgesetzt. Fir die Abwehr und Be-
kampfung dieser Pathogene und die Erhaltung seiner eigenen Individualstruktur steht
ihm das Immunsystem zur Verfugung. Dieses muss korperfremde Organismen und
Proteine, so genannte Antigene, erkennen und beseitigen kénnen, ohne das koérperei-
gene gesunde Gewebe anzugreifen. Mit die wichtigste Fahigkeit des Immunsystems ist
die Unterscheidung zwischen ,Eigen“ und ,Fremd®, wobei unter ,Fremd® nicht nur ein-
gedrungene Mikroorganismen sondern auch anomale, z.B. maligne entartete Zellen
oder virusinfizierte Zellen verstanden werden. Das menschliche Immunsystem wird in
zwei Komponenten unterteilt: das angeborene (unspezifische) und das erworbene

(spezifische oder adaptive) Immunsystem.

1.1.1.  Das angeborene Immunsystem

Die angeborene oder unspezifische Immunitat sind vom Erregertyp unabhangige Ab-
wehrmechanismen, bei denen es sich um angeborene Fahigkeiten und Reaktionen des
Immunsystems handelt. So z&hlen beispielsweise bakterizide Stoffe in Sekretionspro-
dukten, verschiedene Zytokine, das Komplementsystem und aus Entziindungszellen
(Makrophagen und neutrophile Zellen) freigesetzte Mediatoren wie Histamin oder
Prostaglandine zu dem unspezifischen Immunsystem. Wichtiges Prinzip der angebore-
nen Immunabwehr ist die Erstbekdmpfung vieler tblicher Mikroorganismen und bakte-
rieller Infektionen, um eine Infektion bis zum Einsetzen der adaptiven Immunabwehr in
Schach zu halten und die adaptive Immunabwehr mit zu aktivieren. Mikroorganismen,
wie beispielsweise Bakterien, die in den Korper eindringen, werden sofort von
Makrophagen erkannt, angegriffen und phagozytiert. Dies geschieht (iber Rezeptoren
auf der Oberflache von Makrophagen, die gegen allgemein vorkommende Bakterien-
bestandteile gerichtet sind. Kommt es zur Bindung an den Rezeptor, wird das Bakteri-
um aufgenommen und der Makrophage aktiviert. Er sezerniert dann Zytokine (von Zel-
len freigesetzte Proteine, die das Verhalten anderer Zellen beeinflussen, welche Re-

zeptoren fir diese Proteine besitzen) und Proteine namens Chemokine. Zellen wie



Monozyten oder neutrophile Zellen, die passende Chemokinrezeptoren besitzen, wer-
den so aus dem Blut ,angelockt* und migrieren ins betroffene Gewebe. Diesen Vor-
gang, der durch aktivierte Makrophagen als Reiz auf Pathogene ausgel6st wird, nennt
man Entzindung. Antigene, die mit Antigen prasentierenden Zellen (APCs) Uber den
afferenten Lymphstrom vom Entziindungsherd zum lymphatischen Gewebe transpor-
tiert wurden, flihren zu einer Aktivierung von Lymphozyten, die ebenfalls zum Entzin-
dungsherd wandern. Da die Aktivierung des adaptiven Immunsystems mehrere Tage
dauert, ist das angeborene Immunsystem ein wichtiger Bestandteil, um Infektionen
zwischenzeitlich zu bekampfen. Wie oben beschrieben, erkennt die unspezifische Im-
munabwehr, Gber im Genom kodierte Rezeptoren, bestimmte Pathogene und kann
eingedrungene Mikroorganismen normalerweise am ungehemmten Wachstum im Kor-
per hindern. Sie hat jedoch keine Mdéglichkeit zur Entwicklung eines Gedachtnisses. lhr
fehlt damit die wichtigste Eigenschaft der erworbenen Immunabwehr: die lang anhal-

tende Erinnerung an Pathogene.

1.1.2.  Das erworbene Immunsystem

Unter der spezifischen oder adaptiven Immunabwehr versteht man die Reaktion Anti-
gen-spezifischer Lymphozyten auf ein Antigen, worunter auch die Ausbildung eines
immunologischen Gedachtnisses fallt. Man kann generell zwei Lymphozytenarten un-
terscheiden: B-Zellen und T-Zellen. Um die Vielzahl der Pathogene, mit der ein Orga-
nismus im Leben konfrontiert ist, zu erkennen und zu bekdmpfen, sind Lymphozyten
mit einer Vielfalt an unterschiedlichen Antigenrezeptoren ausgestattet. Diese werden
somatisch wahrend der Lymphozytenreifung durch Rekombination der Rezeptor-
kodierenden Gene so angelegt, dass jeder Lymphozyt mit einem strukturell einzigarti-
gen Antigenrezeptor ausgestattet ist. Trifft nun ein Lymphozyt auf ein Antigen, das an
seinen Rezeptor bindet, kommt es zur Aktivierung, Proliferation und Ausdifferenzierung
in eine Effektorzelle, die einen Erreger vernichten kann. Ein Teil dieser proliferierenden
Lymphozyten differenziert zu Gedachtniszellen, die schnell auf ein erneutes Auftreten

desselben Krankheitserregers reagieren kdonnen.

Die Antigen erkennenden Molekile der B-Zellen werden Immunglobuline (Ig) genannt,
wobei jede B-Zelle nur ein Immunglobulin mit einer einzigen Spezifitat synthetisiert.
Immunglobuline kénnen entweder membrangebunden an der B-Zell-Oberflache, als so
genannter B-Zell-Rezeptor, oder als ungebundener Antikdrper vorkommen. Die we-

sentliche Funktion von B-Zellen besteht in der Sekretion von Antikdrpern, die Pathoge-



ne oder deren toxische Produkte in den extrazellularen Rdumen des Kdrpers binden.
Die Antigenrezeptoren der T-Zellen existieren ausschliel3lich als membrangebundene
Proteine und haben die alleinige Aufgabe, T-Zellen zu aktivieren. Im Gegensatz zum B-
Zell-Rezeptor erkennt und bindet der T-Zell-Rezeptor (TCR) jedoch ,sein“ passendes
Antigen nicht in nativer Form, sondern nur als kurzes Peptidfragment, das in Verbin-
dung mit dem MHC-Komplex auf der Oberflache von anderen Zellen prasentiert wird.
T-Zellen sind auf Wechselwirkungen mit anderen Zellen spezialisiert, das heilt entwe-
der téten sie Zellen, die mit intrazellularen Pathogenen infiziert sind und kérperfremde
Peptide auf ihrer Oberflache tragen, oder sie interagieren mit Zellen des Immunsys-
tems, die ein fremdes Antigen aufgenommen haben und es auf der Oberflache prasen-

tieren. Sie brauchen deshalb keinen l6slichen, sezernierten Rezeptor.

1.2. Dendritische Zellen und T-Zellen

Dendritische Zellen (DCs) sind hochspezialisierte, Antigen prasentierende Zellen, die in
einzigartiger Weise eine T-Zell vermittelte Immunreaktion induzieren und kontrollieren
kénnen [Banchereau, 2000; Banchereau und Steinman, 1998]. Neben DCs fungieren
auch noch B-Zellen und Makrophagen als APCs, DCs verfligen aber lber die meisten
stimulatorischen Molekile und sind am potentesten hinsichtlich der Aktivierung von T-
Zellen. T-Zellen kénnen ganz allgemein in zwei Gruppen unterteilt werden: CD8" T-
Zellen und CD4" T-Zellen. CD4 und CD8 dienen als Korezeptoren des TCRs und
bestimmen, ob die Zelle an MHC-I- oder MHC-II-Molekiile gebunde Antigene erkennt.
CD4" T-Zellen binden an MHC-lI- und CD8" T-Zellen an MHC-I-Komplexe.

1.2.1. Die dendritischen Zellen

DCs wurden erstmals 1973 von Steinmann und Cohn in der Milz von Mausen be-
schrieben und aufgrund ihrer vielen astartigen Auslaufer nach dem griechischen Aus-
druck ,dendros® (Baum) dendritische Zellen benannt [Steinman und Cohn, 1973]. In-
zwischen ist bekannt, dass DCs nicht nur in anderen lymphatischen Geweben, sondern
auch in nicht-lymphatischen Geweben vorkommen. DCs stammen von hamatopoeti-
schen Vorlauferzellen aus dem Knochenmark ab und werden mit dem Blut in periphe-
res Gewebe transportiert. Dort bilden sie ein dichtes Netzwerk und analysieren ihre

Umgebung, indem sie beispielsweise extrazellulare Bestandteile durch Endozytose



oder Phagozytose aufnehmen, zu Peptiden prozessieren und diese an MHC-Molekiile
gebunden an ihrer Oberflache prasentieren. Potentiell gefahrliche Antigene werden
somit fur T-Zellen ,sichtbar‘ gemacht, die Antigene erst als prozessierte Peptide im
MHC-Kontext erkennen kdnnen. Jegliche Art von Entzindung oder anderer Gefahren-
signale veranlasst DCs, das Gewebe zu verlassen und in die drainierenden Lymphkno-
ten auszuwandern, wo sie in den T-Zell Arealen mit ungepragten (naiven) T-Zellen
interagieren. Abhangig von ihrem Aktivierungsgrad kénnen DCs entweder Toleranz
gegeniber dem prasentierten Antigen induzieren oder eine spezifische T-Zell-
Immunantwort initiieren. Eine spezifische adaptive Immunantwort wird erst dann aus-
gelost, wenn T-Zellen ihr spezifisches Peptid im MHC-Komplex erkennen und zusatz-

lich durch kostimulatorische Molekile der DCs aktiviert werden.

Beim Menschen sind drei DC-Subpopulationen mit charakteristischen Merkmalen und
Funktionen bekannt: myeloide DCs, plasmazytoide DCs und die Langerhans-Zellen der
Haut [Banchereau, 2000; Bhardwaj, 2003; Palucka und Banchereau, 1999]. Aufgrund
ihrer einzigartigen Fahigkeit, eine Antigen-spezifische Immunantwort induzieren zu
kdnnen, werden sie flr verschiedene Strategien der Immuntherapie und Tumorvakzi-
nierung eingesetzt. Hier sind vor allem die myeloiden DCs interessant, da diese eine
sehr hohe Kapazitat zur Antigenaufnahme besitzen, mehr als beispielsweise Langer-
hans-Zellen. In vivo kommen DCs nur in sehr geringen Mengen vor, sie machen weni-
ger als 1% der zirkulierenden peripheren mononukledren Zellen des Blutes (PBMCs,
Leukozyten ohne Granulozyten) aus. Sowohl die Isolation als auch die Kultivierung
dieser Zellen ist schwierig und aufwandig. Nachdem bekannt wurde, dass man DCs in
vitro auch aus CD34" Vorlauferzellen und CD14" Monozyten generieren kann [Caux,
1992; Romani, 1994; Sallusto und Lanzavecchia, 1994], war es moglich die Zellen ge-
nauer zu analysieren und verbesserte Strategien zur in vitro Generierung zu entwi-
ckeln. Ganz allgemein kann man bei DCs zwei Entwicklungsstufen unterscheiden: un-
reife DCs, die auf Antigenaufnahme und Prozessierung spezialisiert sind und reife

DCs, die Antigene prasentieren.

1.2.2. Unreife dendritische Zellen

Es ist in vitro moglich, unreife DCs aus nicht-proliferierenden CD14" Monozyten des
peripheren Blutes durch die Zugabe von Zytokinen wie Interleukin-4 (IL-4) und granu-
locyte-macrophage-colony-stimulating-factor (GM-CSF) zu generieren. Unreife DCs

zeichnen sich vor allem durch ihre hohe Kapazitdt zur Antigenaufnahme aus



[Banchereau, 2000; Cella, 1997b], und kénnen aber nur geringe T-Zell-Proliferation in
einer allogenen gemischten Lymphozytenreaktion (MLR) induzieren [Jonuleit, 1997].
Phanotypisch sind unreife DCs unter anderem dadurch charakterisiert, dass sie den
Monozytenmarker CD14 auf ihrer Oberflache nicht mehr exprimieren und den DC-
Reifemarker CD83 noch nicht aufweisen. Desweiteren prasentieren sie auf ihrer Ober-
flache nur eine geringe Menge von MHC-Komplexen und kostimulatorischen Molekilen
wie CD80, CD86 oder CD40 [Banchereau, 2000; Romani, 1996]. Um auf verschiedene
Entziindungsreize reagieren zu kdnnen, exprimieren unreife DCs unterschiedliche Re-
zeptoren, die es ihnen ermdglichen, entlang eines Chemokingradienten zu dem Ent-
zindungsherd zu gelangen, um dort Pathogene aufzunehmen [Dieu, 1998; Sallusto
und Lanzavecchia, 2000]. Unreife DCs verfiigen tiber mehrere Mechanismen, wie bei-
spielsweise Makropinozytose, rezeptorvermittelte Endozytose oder Phagozytose, die
ihnen eine effiziente Antigenaufnahme ermoéglichen [Banchereau, 2000]. Zur Induktion
einer adaptiven Immunantwort missen unreife DCs internalisierte Antigene zu Pepti-
den prozessieren und gebunden an MHC-Molekulen auf der Oberflache prasentieren.
Nach der gezielten Migration in den Lymphknoten kénnen sie dort naive T-Zellen akti-

vieren.

1.2.3. Reifung dendritischer Zellen

Damit unreife DCs naive T-Zellen aktivieren kbnnen, missen sie selbst zuerst aktiviert
und somit in reife DCs umgewandelt werden. Dies kann beispielsweise durch mikro-
bielle Stimuli, T-Zell-abhangige Signale oder proinflammatorische Molekile erfolgen
[Cella, 1996; Jonuleit, 1997; Kalinski, 1999]. Unreife DCs liefern den T-Zellen nur das
spezifische Antigen, nicht jedoch eine adaquate Kostimulation durch CD80 und CD86,
so dass Toleranz bzw. Anergie gegeniber dem Antigen induziert wird. Erst voll akti-
vierte DCs mit ausreichend kostimulatorischen Molekilen sind in der Lage, eine spezi-
fische T-Zell-Antwort zu initiieren [Shortman und Heath, 2001].

In vitro konnte gezeigt werden, dass sich Monozyten durch zwei Schritte, Differenzie-
rung und Aktivierung, in fertig ausgereifte DCs umwandeln lassen, wohingegen unreife
DCs sich bei fehlendem Zytokineinfluss wieder in Makrophagen zuriickverwandeln
konnen [Palucka, 1998; Romani, 1996]. Durch die Weiterentwicklung zur reifen DC
verandern sich sowohl Phanotyp als auch funktionelle Eigenschaften der Zelle. Es
kommt zu einer gesteigerten Expression des spezifischen DC-Reifemarkers CD83,
sowie der kostimulatorischen Molekile CD80, CD86, CD40 und den MHC-Komplexen



auf der Oberflache, wodurch eine effektive Antigenprasentation maoglich ist
[Banchereau, 2000; Romani, 1996]. AuRerdem werden vermehrt immunstimulatorische
Zytokine, wie Interleukin-12 (IL-12), produziert [Cella, 1997a; Mosca, 2000]. Gleichzei-
tig kommt es auch zu einer Umstrukturierung im Expressionsmuster der Chemokinre-
zeptoren (CCR). So besitzen reife DCs beispielsweise eine grofle Anzahl von CCR-7,
ein Rezeptor, mit dessen Hilfe sie auf Chemokine reagieren kénnen, die sie in die
lymphatischen Bahnen und in die T-Zell Areale im Lymphknoten dirigieren [Randolph,
2001; Sallusto und Lanzavecchia, 2000; Sozzani, 1998]. Durch eine zweistufige Gene-
rierung in vitro kann man also aus Monozyten reife DCs gewinnen, die alle wichtigen
Eigenschaften zur Induktion einer effizienten adaptiven T-Zell-lmmunantwort in vivo

aufweisen.

1.2.4.  Antigenprasentation durch dendritische Zellen

In nahezu allen peripheren Gebieten des Korpers nehmen DCs extrazellulares Antigen
auf, prozessieren es und prasentieren Fragmente davon in ihren MHC-Molekdlen auf
der Oberflache, um sie dadurch fur T-Zellen ,sichtbar” zu machen. Die MHC-Komplexe
lassen sich in die zwei groRen Gruppen MHC-I und MHC-II unterteilen, wodurch ent-
weder zytotoxische CD8" T-Zellen (CTL) oder CD4" T-Helferzellen (Ty) aktiviert wer-
den kénnen. MHC-I-Molekille werden von nahezu allen Zellen des Kdorpers exprimiert,
wohingegen MHC-II-Komplexe nur auf der Oberflache von APCs zu finden sind. Intra-
zellulare Antigene aus dem Zytosol der DCs werden zu Peptiden prozessiert, durch
MHC-I-Komplexe auf ihrer Oberflache prasentiert und flilhren dann zu einer Aktivierung
von CTLs, welche direkt die Zielzellen lysieren kénnen. Aus dem Extrazellularraum
aufgenommene Molekile werden prozessiert und mittels MHC-II-Komplexen prasen-
tiert, wodurch immunregulatorische T-Helferzellen aktiviert werden. Zusatzlich kénnen
DCs auch exogene Antigene (iber MHC-I-Molekiile CD8" T-Zellen prasentieren, was
als ,cross-presentation” bezeichnet wird [Banchereau, 2000; Guermonprez, 2002]. DCs
sind zudem die einzigen APCs, die alleine CD8" T-Zellen aktivieren kénnen, da sie
Uber genligend kostimulatorische Molekiile verfliigen [Mehta-Damani, 1994]. B-Zellen
und Makrophagen sind zwar in der Lage, T-Helferzellen zu aktivieren, benétigen aber
fur die Aktivierung von CD8" T-Zellen die Unterstiitzung von CD4" T-Zellen, da ihre
kostimualtorische Kapazitat nicht ausreicht. Da DCs aber auch korpereigene ,harmlo-

se” Antigene aufnehmen und prasentieren, muss dieses System einer strengen Kon-



trolle unterliegen, damit keine Uberschielenden Reaktionen gegen das eigene, gesun-

de Gewebe stattfinden.

1.2.5. Toleranz oder Auslosen einer Immunantwort

Abhangig von ihrem Aktivierungsgrad sind DCs in der Lage, entweder Toleranz gegen
das prasentierte Antigen zu induzieren oder die adaptive Immunantwort zu aktivieren.
Zur Induktion einer T-Zell vermittelten Immunantwort kommt es nur, wenn T-Zellen das
fur sie passende Antigen in prozessierter Form MHC-gebunden auf der Oberflache von
DCs erkennen und sie zusatzlich durch kostimulatorische Molekule der DCs aktiviert
werden. In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die Induktion einer effekti-
ven T-Zell vermittelten Immunantwort stark vom kostimulatorischen Potential der DCs
abhangig ist. So koénnen unreife DCs den T-Zellen zwar das Antigen zeigen, wenn
auch lange nicht so effektiv wie reife DCs, |0sen aber wegen ihrer geringen kostimula-
torischen Kapazitat eine Toleranz beziehungsweise Anergie in den T-Zellen gegeniber
diesem Antigen aus [Dhodapkar, 2001; Shortman und Heath, 2001; Steinman, 2000].
Erst voll ausgereifte DCs, mit starkem kostimulatorischen Potential, sind in der Lage,
eine Antigen-spezifische effiziente T-Zell vermittelte Immunantwort auszuldsen
[Shortman und Heath, 2001].

1.2.6.  Aktivierung von T-Zellen durch dendritische Zellen

Jegliche Art von Gefahrensignal kann eine Aktivierung von DCs bewirken, die dann
verstarkt MHC-Antigen-Komplexe und kostimulatorische Molekille exprimieren und
umgehend in die lymphatischen Gewebe, wie drainierende Lymphknoten oder Milz
wandern, wo sie auf naive T-Zellen treffen. Nachdem ungepragte T-Zellen zum ersten
Mal ihr passendes Antigen auf der DC Oberflache erkannt haben und dadurch aktiviert
wurden, ein Vorgang, der priming genannt wird, wandeln sie sich in Effektorzellen um.
Dabei kommt es zur Proliferation und klonalen Vermehrung der urspriinglich einzelnen
Zelle und zur Differenzierung in Effektorzellen, die dann eine effiziente Immunantwort
bewirken kénnen. Die Differenzierung in Effektorzellen flihrt in den T-Zellen zu unter-
schiedlichen Veranderungen, wie beispielsweise die Expression bestimmter Zytokine,
oder eine vereinfachte Aktivierung nach erneutem Antigenkontakt ohne zusatzliche
Stimulation [Santana und Rosenstein, 2003]. Je nachdem ob die Antigenprasentation
durch MHC-I- oder MHC-II-Komplexe stattfindet, werden CD8" oder CD4" T-Zellen



aktiviert. CD8" T-Zellen differenzieren sich zu CTLs, die Zytokine wie Interferon-y (IFN-
) produzieren oder ihre Zielzellen direkt lysieren kdnnen, wohingegen sich CD4" T-
Helferzellen in Ty1- oder Ty2-Zellen differenzieren kénnen (Ubersicht [Abbas, 1996;
Murphy und Reiner, 2002]). Ty1-Zellen sezernieren IFN-y und férdern die zellulare Im-
munantwort, indem sie Makrophagen und CD8" T-Zellen bei der Elimination intrazellu-
larer Pathogene und Tumorzellen unterstitzen. Ty2-Zellen hingegen sezernieren vor
allem die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10 und foérdern die humorale Immunantwort, indem
sie B-Zellen vermehrt zu Antikdrper-produzierenden Plasmazellen ausreifen lassen
und die Degranulation von Mastzellen induzieren, wodurch vorwiegend extrazellulare
Antigene beseitigt werden kdnnen [Murphy und Reiner, 2002; Santana und Rosen-
stein, 2003]. Die Auslésung einer Ty1- oder Ty2-vermittelten Immunantwort wird vor
allem durch die von DCs produzierten Zytokine IL-12 und IL-4 bestimmt, wobei zusatz-
lich noch anderen Faktoren wie Menge des Antigens oder Dauer der T-Zell-Rezeptor-

Interaktion und Art der Kostimulation eine Rolle spielen [Langenkamp, 2000].

In einem limitierten Zeitraum nach Aktivierung produzieren von Monozyten abgeleitete
DCs vermehrt IL-12, ein bekanntes ,Schlissel-Zytokin“ zur Induktion einer Ty1-
gewichteten Immunantwort [Langenkamp, 2000], dessen Produktion durch die Interak-
tion von DCs mit T-Zellen ber CD40/ CD40-L (CD40-Ligand) zusatzlich noch gestei-
gert werden kann [Cella, 1996].

Es ist bekannt, dass DCs unmittelbar nach der Aktivierung wegen ihrer erhéhten IL-12
Produktion vor allem eine starke Ty1-Immunantwort und zu einem spateren Zeitpunkt
eher eine Ty2-vermittelte Immunantwort induzieren [Langenkamp, 2000]. Dieser Me-
chanismus tragt wahrscheinlich dazu bei, dass aktivierte DCs nach Eintreffen im
Lymphknoten zuerst eine starke Immunantwort hervorrufen und spater mit abnehmen-
der Zytokinproduktion eine Uberschiellende Immunreaktion (und dadurch entstehende
Schaden) vermeiden kénnen [Gauzzi, 2002]. Zusammenfassend kann man sagen,
dass DCs, als Teil der angeborenen Immunitat, in einzigartiger Weise das System der
adaptiven Immunabwehr regulieren und somit als Bindeglied zwischen beiden eine

wichtige Rolle in der Abwehr kérperfremder Antigene einnehmen.



1.3. Dendritische Zellen in der Tumorimmuntherapie

Tumorzellen exprimieren oft spezifische Antigene und Proteine, die von T-Zellen zwar
erkannt werden, ohne jedoch eine effektive Immunantwort auszulésen; vielmehr indu-
zieren sie haufig Toleranz. Das liegt unter anderem daran, dass diese Antigene oft
auch in geringer Zahl auf koérpereigenen Zellen vorkommen und Tumorzellen zudem
Uber unterschiedliche Mechanismen verfligen, um einer Immunantwort zu entgehen.
Hierzu zahlen beispielsweise die Sekretion immunsuppressiver Faktoren wie TGF-
B (Tumor growth factor), der Tumorantigenverlust oder auch das Herunterregulieren
von MHC-I-Molekilen [Gilboa, 1999]. Fir eine kdrpereigene effiziente Tumorerken-
nung und Beseitigung ist es wichtig, diese Toleranz zu umgehen und das adaptive Im-
munsystem spezifisch gegen die Tumorzellen zu richten. Da DCs die Eigenschaft be-
sitzen, naive T-Zellen zu primen (Aktivierung und klonale Vermehrung nach Erstkontakt
mit Antigen) und somit eine Antigen-spezifische Immunantwort induzieren kénnen, sind
sie ideale Kandidaten fiir den Einsatz in der Immuntherapie maligner Tumore. Eine
solche DC-Vakzinierung beinhaltet mehrere Schritte: Aus dem Blut der Patienten wer-
den autologe DCs isoliert, diese ex vivo mit Tumor-spezifischem Antigen beladen, aus-
gereift und anschliellend dem Patienten wieder zugefihrt, mit der Idee, so eine spezi-
fisch gegen die Tumorzellen gerichtete Immunantwort induzieren zu kénnen. Die erste
klinische Studie zur DC-Vakzinierung wurde an Patienten mit B-Zell-Lymphom durch-
gefiihrt und 1996 von Hsu et al. beschrieben [Hsu, 1996]. Bei verschiedenen anderen
bosartigen Tumoren, wie Melanom oder Prostatakarzinom, konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass man mit unterschiedlichen Arten der in vitro Beladung von DCs mit Tu-
mor-assoziierten Antigenen eine Tumor-spezifische zytotoxische Immunantwort in vivo
induzieren kann, die bei manchen Patienten sogar zu einer Tumorregression flhrte
[Banchereau, 2001; Fong, 2001; Heiser, 2002; Nestle, 1998; Schuler-Thurner, 2000].
Alles in allem sind die Ergebnisse der DC-basierten Immuntherapie sehr vielverspre-
chend, obwohl eine einheitliche Ergebnisinterpretation durch die groRe Variabilitat zwi-
schen den Studien erschwert wird. So wurden in die klinischen Studien unterschiedli-
che Tumore einbezogen, jeweils immer nur relativ wenige Patienten vakziniert und
verschiedene Strategien zur DC-Praparation, Antigen-Beladung und Vakzinierungs-
form gewahlt [Cerundolo, 2004; Figdor, 2004]. AuRerdem wurden flr die Studien nur
Patienten mit fortgeschrittenem Krankheitsstadium zugelassen, die meist bereits durch
Chemo- oder Strahlentherapie ein vorgeschadigtes Immunsystem hatten und deswe-

gen moglicherweise schlechter als gedacht auf die Immuntherapie angesprochen ha-
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ben [Reichardt, 2004]. Um die Tumorimmuntherapie genauer zu analysieren und zu
verbessern sind deswegen groliere Studien mit ausgewahlten Patienten, einheitlichen
DC-Praparationen und standardisierten Methoden zur Uberwachung der induzierten
Immunreaktion und deren klinische Korrelation nétig [Fong und Engleman, 2000; Rei-
chardt, 2004; Schuler, 2003]. Moéglicherweise kann dabei die Optimierung und Verkir-
zung der in vitro stattfindenden DC-Generierung die Evaluation der Tumorimmunthera-

pie erleichtern [Schuler, 2003].

1.4. Generierung dendritischer Zellen in vitro

Eine weit verbreitete Methode fir die Generierung von DCs aus Monozyten (so ge-
nannte moDCs) setzt sich aus einer flnf bis sieben Tage dauernden Differenzierungs-
phase mit IL-4 und GM-CSF und einer anschlieRenden zwei bis drei Tage dauernden
Aktivierungsphase mit unterschiedlichen Stimuli zusammen. Wie wiederholt gezeigt
wurde, ist es aber auch mdglich, DCs in wesentlich kurzerer Zeit aus Monozyten zu
generieren [Czerniecki, 1997; Dauer, 2003a; Faries, 2001; Xu, 2003]. Unterschiedliche
experimentelle Ansatze lassen zudem vermuten, dass die verkirzte Kulturdauer in vitro
mehr den in vivo Bedingungen der DC-Ausreifung entspricht. So differenzieren sich
Monozyten auch durch transendotheliale Migration oder Inkubation mit Interferon-a
(IFN-a), ein wichtiges Zytokin sowohl fir das angeborene als auch das erworbene Im-
munsystem, innerhalb von zwei bis drei Tagen zu DCs [Randolph, 1998; Santini,
2000]. Auch unsere Arbeitsgruppe hat sich in den vergangenen Jahren damit beschaf-
tigt, den Generierungsprozess soweit wie moglich zu verkurzen und dabei ein Protokoll
entwickelt, mit dem man reife DCs in nur 48 Stunden aus Monozyten generieren kann
[Dauer, 2003a]. Beim Vergleich dieser so genannten FastDCs mit Standard-moDCs
zeigte sich, dass die FastDCs nicht nur phanotypisch reif waren, sondern auch in der
Lage waren, auf Chemokine aus dem Lymphknoten zu migrieren. Zudem wiesen sie
ein gleichwertiges Potential zur Induktion autologer T-Zell-Proliferation und zum pri-
ming naiver T-Zellen auf [Dauer, 2003a]. Fur eine erfolgreiche Tumorimmuntherapie
mit DCs miuissen die verwendeten DCs vor allem in der Lage sein, eine Tumor-
spezifische zytotoxische T-Zell-Antwort zu induzieren. Diese Eigenschaft wurde bisher

fur die FastDCs nicht vollstandig analysiert und ist Teil der vorliegenden Arbeit.
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1.5. Strategien zur Verbesserung des FastDC-Protokolls

In den letzten Jahren wurde intensiv an der Optimierung der DC-Generierung aus Mo-
nozyten gearbeitet. Dabei stand immer die Untersuchung der Differenzierungs- und
Aktivierungsphase im Vordergrund, aber nur sehr selten wurde die Dauerhaftigkeit des
Reifezustandes und das Uberleben der DCs analysiert. Als ein Reifekriterium wurde
das Beibehalten der phanotypischen Reife nach Zytokinentzug festgelegt, ein Hinweis
auf terminale Differenzierung [Palucka, 1998; Romani, 1996; Thurner, 1999]. Diese
Stabilitatstests wurden aber nur flir maximal ein bis zwei Tage durchgefihrt und die
DCs anschlie®end nicht im Detail analysiert. Soweit bekannt, hat sich nur eine Arbeits-
gruppe genauer mit dem Uberleben von DCs, die nach der Generierung ohne weitere
Zytokine kultiviert wurden, Uber einen langeren Zeitraum beschéaftigt [Feuerstein,
2000]. Obwohl im Allgemeinen davon ausgegangen wird, dass reife DCs vollstandig
ausgereifte Zellen sind, die sich nicht mehr in unreife Vorstufen umwandeln kénnen,
wurde das noch nicht im Detail untersucht. Desweiteren fehlen auch konkrete Untersu-
chungen dazu, ob Veranderungen der Zytokine oder Aktivierungssignale in der DC-
Kultur Einfluss auf Uberleben und Aufrechterhaltung der phanotypischen Reife haben.
Da Stabilitat, Uberleben und vollstandige Ausreifung wichtige Kriterien fiir eine effizien-
te DC-Vakzinierung sind, wurden diese Punkte im zweiten Teil der Arbeit fur das

FastDC-Protokoll analysiert.

Von mehreren anderen Arbeitsgruppen wurde beschrieben, dass man mit GM-CSF
und IFN-a in vitro innerhalb klrzerer Zeit reife DCs generieren kann, die im Gegensatz
zu den Standard-moDCs (IL-4 und GM-CSF) besser dazu geeignet seien, eine Ty1-
Immunantwort und CTL vermittelte zytotoxische Immunreaktion zu induzieren
[Gabriele, 2004; Parlato, 2001; Santini, 2000]. Zusammen mit IFN- gehort IFN-o der
Familie der Typ-I-Interferone an, die als frihe Antwort auf eine virale Infektion von ver-
schiedenen Zellen wie Monozyten/Makrophagen, dendritischen Zellen und Fibro-
blasten gebildet werden. Urspringlich wurden sie durch ihre antivirale Wirkung be-
kannt, wobei sie zusatzlich noch antiproliferative und vielfaltige andere immunregulato-
rische Aktivitaten besitzen (Ubersicht: [De Maeyer und De Maeyer-Guignard, 1998;
Herberman, 1997]). Auch unsere Arbeitsgruppe hat die moDC-Generierung mit IFN-a
untersucht. Der Vergleich von moDCs generiert mit GM-CSF und IFN-a oder mit GM-
CSF und IL-4 zeigte, dass die moDCs mit IFN-a eine geringere IL-12 Produktion besit-
zen, eine verminderte Expression von CCR-7, CD83 und CD86 aufweisen und weniger

effektiv die Proliferation von allogenen oder Antigen-spezifischen autologen T-Zellen
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induzieren kdnnen. Die Endozytose-Kapazitat war in beiden DC-Gruppen gleichwertig
[Dauer, 2003b]. Mégliche Griinde fiir die Diskrepanz der genannten Befunde sind mdg-
licherweise die unterschiedlich verwendeten Zytokinkonzentrationen oder die benutz-
ten verschiedenen Typ-I-Interferone. Wie von unserer Arbeitsgruppe gezeigt, fihrte die
Differenzierung der moDCs mit GM-CSF, IL-4 und zusatzlich IFN-a. zu einer einge-
schrankten IL-12 Produktion. Ansonsten waren sie jedoch mit den GM-CSF/IL-4 DCs
vergleichbar [Dauer, 2003b]. Demnach ist IL-4 ein wichtiges Zytokin zur DC-
Generierung in vitro, aber moglicherweise hat IFN-a einen zusatzlichen positiven Effekt

auf die Stimulation einer Ty1-Immunantwort in vivo.

1.6. Fragestellung

Hauptziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der FastDCs in Bezug auf das Auslo-
sen einer Tumorantigen-spezifischen zytotoxischen T-Zell-Antwort. Obwohl schon ver-
gleichende Untersuchungen zwischen moDCs und FastDCs durchgefihrt wurden
[Dauer, 2003a], war formal noch nicht bewiesen, dass FastDCs auch tatsachlich in der
Lage sind, Tumorantigen-spezifische CTLs zu induzieren. Im ersten Teil der Arbeit
wurde dieser Punkt untersucht und zugleich eine vergleichende Analyse zwischen den
bisher verwendeten moDCs und den FastDCs durchgefiihrt. Der Schwerpunkt des
Vergleichs lag hierbei auf der Ausbeute und Reinheit der DCs, ihrer Zytokinproduktion
und ihrer Fahigkeit zur Induktion einer Antigen-spezifischen Immunantwort. Im zweiten
Teil wurde untersucht, ob es mdglich ist, Stabilitdt und Reife der FastDCs weiter zu
verbessern. Dabei wurde analysiert, inwieweit der Einsatz zusatzlicher immunregulato-
rischer Zytokine wie IFN-a bei der DC-Generierung Einfluss auf spatere Reife, Zyto-
kinproduktion und Kapazitat zur Induktion von T-Zell-Proliferation hat. Insgesamt kann
man die vorliegende Arbeit somit in zwei Themenkomplexe unterteilen: Der direkte
Vergleich von FastDCs mit moDCs und eine mdgliche Verbesserung des FastDC -
Protokolls in Bezug auf Stabilitat und Reife der genannten Zellen. Folgend Fragestel-

lungen wurden bearbeitet:

o Ist es moglich mit FastDCs Tumor-spezifische CTLs zu primen und sind

FastDCs den moDCs in dieser Hinsicht ebenbrtig?

e Unterscheiden sich FastDCs von moDCs in Bezug auf Ausbeute, Reinheit und

Zytokinproduktion?
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Beeinflussen unterschiedliche Zytokine und Aktivierungsstimuli die Stabilitat

und Reife von FastDCs?

Wenn dies der Fall ist, wie wirkt sich das auf Zytokinproduktion und Fahigkeit

zur T-Zell-Aktivierung aus?
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2. Material und Methoden

2.1. Zellular-immunologische Methoden

2.1.1.  Zellkultur von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes

21.11. Allgemeine Zellkulturbedingungen

Alle Zellkulturen erfolgten in einem Begasungsbrutschrank bei einer Temperatur von
37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und einem 5 %igen CO,/Luftgemisch. Alle Experimente
und Handhabungen mit Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in einer Lamina-Air-

Flow vorgenommen.

2.1.1.2. Blutabnahme

Mononukleare Zellen wurden aus dem peripheren Blut gesunder Spender gewonnen.
Fur jeden Versuch wurde jeweils vier freiwilligen, gesunden Spendern 200 ml peripher-
vendses Vollblut abgenommen. Dafir wurden 50 ml Spritzen zuerst mit je 100 ul Hepa-
rin pro 10 ml Blut gefiillt und anschlieRend zur Blutabnahme verwendet. Das gewonne-
ne Blut wurde anschlieRend sofort unter sterilen Bedingungen fir die Zellisolation be-

nutzt.

2.1.1.3. Isolation von mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut

Die Isolation mononuklearer Zellen des peripheren Blutes, auch PBMCs (peripheral

blood mononuclear cells) genannt, erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation.

Das Blut eines Spenders wurde zu je 25 ml auf sterile 50 ml Réhrchen verteilt, und mit
0,9 %igem NaCl auf insgesamt 45 ml aufgeflllt. Vorsichtig, um Schaumbildung zu
vermeiden, wurde der Inhalt vermischt. In frischen 50 ml Réhrchen wurden je 15 ml
Ficoll vorgelegt, diese dann vorsichtig mit je 30 ml Blut/NaCl Gemisch lberschichtet, so
dass sich die Phasen nicht vermischten, und anschlieltend zentrifugiert (1000 g, 20°C,

20 Minuten (min), Beschleunigung 1, Bremsung 1). Nach der Dichtegradientenzen-
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trifugation fand man folgende Schichtung von oben nach unten in den 50 ml Réhrchen
vor: Plasma, Schicht aus mononukledren Zellen, Ficoll und Erythrozyten. Granulozyten
sedimentieren, genauso wie Erythrozyten, aufgrund ihrer héheren Dichte in bezie-
hungsweise unter das Ficoll. Die Thrombozyten bleiben in der Plasmaschicht. Vorsich-
tig wurde nun die Schicht der mononuklearen Zellen in ein frisches 50 ml Réhrchen
pipettiert, mit 0,9 %igem NaCl auf 45 ml aufgefullt, und wiederum zentrifugiert (520 g,
20°C, 15 min, Beschleunigung 9, Bremsung 4). Anschlieend folgten zwei Wasch-
schritte, um die PBMCs von Thrombozyten und Plasmabestandteilen zu reinigen. Hier-
fur wurde der Uberstand dekantiert, das Zellsediment in kleinen Volumina NaCl re-
suspendiert, und je vier Réhrchen mit Zellen eines Spenders in ein 50 ml Réhrchen
gegeben, welches wiederum auf 45 ml mit NaCl aufgefillt und zentrifugiert (300 g, 4°C,
10 min, Beschleunigung 9, Bremsung 4) wurde. Dieser Schritt wurde wiederholt, so
dass am Ende insgesamt nur noch ein Réhrchen mit Zellen pro Spender Ubrig blieb.
Nach der abschlieRenden Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Zell-
sediment in 20 ml DC-Medium (siehe 2.3.7.1) resuspendiert. Jeweils 5 ml dieser Zell-
suspension wurden auf eine Zellkulturflasche (550 ml) verteilt, in denen je 15 ml DC-

Medium vorgelegt waren.

21.1.4. Gewinnung von gereinigten Monozyten Uber Adharenz-Selektion

Monozyten besitzen als einzige in der PBMC Fraktion die Fahigkeit zur Adharenz, so
dass sie sich an den Boden der Zellkulturflasche anhaften kénnen, was man sich im

Folgenden fiir die Isolation dieser Zellen zu Nutzen machte.

Damit die Monozyten optimale Bedingungen fiir die Adharenz hatten, wurden die in
DC-Medium resuspendierten PBMCs eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Dabei
wurden die 550 ml Kulturflaschen liegend gelagert, um den Monozyten eine mdglichst
grolie Oberflache fir die Haftung zu bieten. Anschlielend wurde das Medium mit der
nicht-adharenten Fraktion der PBMCs, hauptsachlich aus Lymphozyten bestehend,

abgenommen und flr zusatzliche Zellisolationen aufbewahrt.

Um die am Boden der Zellkulturflasche haftenden Monozyten zu reinigen, wurden 15
ml zimmerwarmes PBS in die Flaschen gegeben. Durch vorsichtiges Schwenken der
Flasche in der Horizontalebene konnten die Monozyten von restlichen Lymphozyten
befreit werden. Nach einer Wiederholung dieses Vorgangs wurden 20 ml frisches DC-

Medium zu den Monozyten gegeben und diese Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. In
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dieser Zeit l6sten sich die Zellen vom Flaschenboden ab und konnten am Folgetag
einfach mit der Pipette in ein frisches 50 ml Réhrchen geerntet werden. Noch in der
Flasche haftende Zellen wurden mit 15 ml kaltem PBS und durch vorsichtiges Schaben
mit einem Zellschaber vom Flaschenboden gelést und zu den Ubrigen Monozyten in
das 50 ml Réhrchen gegeben. Zuletzt wurde die Flasche nochmals mit kaltem PBS
gespult und dieses auch dem Roéhrchen zugefligt. Die so geernteten Monozyten wur-
den zentrifugiert, gezahlt und auf eine Konzentration von 1 Million/ml DC-Medium ge-
bracht.

2.1.1.5. Generierung von dendritischen Zellen aus Monozyten

2.1.1.5.1. Das Standard-moDC-Protokoll

Um moDCs aus dem peripheren Blut der Spender (n=8) zu generieren, wurde das so
genannte ,Standard“-Protokoll verwendet [Schuler, 2003]. Die dadurch erhaltenen DCs
werden im Weiteren mit moDCs abgekurzt. Hier soll nur kurz auf den Unterschied zum
folgenden, genau aufgeschlUsselten, Protokoll der FastDCs eingegangen werden. Die
Monozyten wurden mit IL-4 und GM-CSF fur funf Tage inkubiert und anschlieRend mit
Interleukin-1B (IL-1pB), Prostaglandin E, (PGE;) und Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) Gber
zwei Tage zu dendritischen Zellen ausgereift. Wie von unserer Arbeitsgruppe gezeigt,
ist Interleukin-6 als Aktivierungsstimulus nicht von Bedeutung [Dauer, 2003a] und wur-
de weggelassen. In einer Versuchsanordnung mit vier Spendern wurden moDCs zu-
satzlich an Tag 3 und Tag 5 der Differenzierungsphase mit den gleichen Mengen an IL-
4 und GM-CSF wie zu Anfang versetzt und anschliel’end Uber 24 oder 48 Stunden

aktiviert.

2.1.1.5.2. Das FastDC-Protokoll

Fur die Generierung von DCs aus Monozyten wurde jedoch hauptsachlich das in unse-
rem Labor etablierte Protokoll der FastDCs [Dauer, 2003a] angewendet. Der Vortell
hierbei ist, dass die Generierung vom Monozyt zur reifen dendritischen Zelle in nur 48

Stunden im Vergleich zu sieben bis neun Tagen beim Standard-Protokoll moéglich ist.

Uber Adharenz gewonnene Monozyten wurden nach dem Ernten gezahlt und auf eine

Konzentration von etwa 1 Million/ml DC-Medium eingestellt. Deren weitere Kultivierung
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erfolgte in 6-Loch Platten, wobei pro Loch 2 Millionen Zellen, also 2 ml dieser Zellsus-
pension, angesetzt wurden. Die Zellen wurden mit 500 |U/ml IL-4 und 1000 IU/mI GM-
CSF fir 24 Stunden im Brutschrank inkubiert, wodurch es zur Ausdifferenzierung der
Monozyten in unreife dendritische Zellen kam [Dauer, 2003a]. In insgesamt 20 Kulturen
wurde zusatzlich IFN-a (500 1U/ml) mit IL-4 und GM-CSF zur Differenzierung verwen-
det.

Der Differenzierungsphase folgte eine 24- bis 36-stiindige Aktivierungsphase, in der
die unreifen dendritischen Zellen mit proinflammatorischen Mediatoren zu reifen DCs
aktiviert wurden. Dafir wurde die Kombination von 1 uM PGE,, 1000 IU/ml TNF-a und
10 ng/ml IL-1B verwendet. Bei 4 Zellkulturen wurden zusatzlich zu den proinflamma-
torischen Mediatoren die Stimuli CD40-L (500 ng/ml) und IFN-y (1000 1U/ml) fur die
letzten 12 bis 24 Stunden der Aktivierung zugefigt.

Nach der Aktivierungsphase der Zellen im Brutschrank wurden die nun fertig ausdiffe-
renzierten und stimulierten FastDCs geerntet. Der Mediumiberstand wurde vorsichtig
entnommen und fiir spatere Zytokinmessungen bei -20°C eingefroren. Die Zellen wur-
den in 1ml kaltem PBS mit einem Zellschaber vom Boden der Kulturplatte gelést und
geerntet. Nach weiterem zweimaligen Spulen mit je 1ml kaltem PBS wurden die Zellen
zentrifugiert (300g, 4°C, 10min), um sie von Zytokinresten zu befreien, und in frischem

DC-Medium aufgenommen.

21.1.6. Beladung von dendritischen Zellen mit Antigen

Zur Induktion Antigen-spezifischer T-Zellen in autologen Kokulturen mit DCs wurden

die dendritischen Zellen mit einem geeigneten Antigen beladen.

In acht Kulturen wurde das Recall-Antigen Tetanustoxoid (TT), also ein dem Immun-
system schon bekanntes Antigen, verwendet. Tetanustoxoid (5 ug/ml) wurde zeitgleich
mit den Zytokinen IL-4 und GM-CSF zu Beginn der Differenzierungsphase der
FastDCs zu den Monozyten gegeben. In vier Zellkulturen wurden die Peptide Melan-A
(Mel) und HIV-Pol (Pol) zur Beladung der FastDC und der moDCs eingesetzt. Fir die
Beladung der DCs mit diesen spezifisch hergestellten Peptiden ist keine Prozessierung
notig, und die Peptide kénnen innerhalb kurzer Zeit durch MHC-I-Komplexe prasentiert
werden. Aus diesem Grund wurden sowohl Melan-A (10 uM) als auch HIV-Pol (10 uM)

jeweils nur flr die letzten vier Stunden der Aktivierungsphase zu den DCs gegeben.
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21.1.7. Charakterisierung von dendritischen Zellen nach zytokinfreier Kultivierung

Um die Oberflachenmarker, die terminale Differenzierung, die Reife und Stabilitat, die
Zytokinproduktion von FastDCs und ihre Fahigkeit zur Induktion von T-Zell-Proliferation
zu untersuchen, wurden FastDCs ohne weiteren Einfluss von Zytokinen kultiviert, das

so genannte wash-out Verfahren [Berger, 2002; Feuerstein, 2000].

Ausgereifte FastDCs wurden geerntet und durch das Spulen mit kaltem PBS und an-
schlielender Zentrifugation gewaschen. Diese nun von Zytokinen befreiten FastDCs
wurden in einer Konzentration von 1 Million/ml in frischem DC-Medium aufgenommen
und ohne weiteren Zusatz von Zytokinen im Brutschrank bei 37°C kultiviert. In insge-
samt acht Kulturen wurden wash-out Verfahren von zwei bis fliinf Tagen durchgefihrt.
Alle 24 Stunden wurden die Zellen phanotypisch auf Uberleben und Oberflaichenmar-

ker durchflusszytometrisch untersucht und das Zytokinprofil ermittelt.

2.1.1.8. Bestimmung von Zellzahl und Vitalitat

Lebende Zellen wurden mit dem Trypanblau-Ausschlusstest dargestellt. Lebendige
Zellen kénnen den Farbstoff ausschlieRen und farben sich nicht an, wohingegen in tote
Zellen Trypanblau eindringt und sie blau anfarbt. Es wurden Verdinnungen der Zellen
mit Trypanblau hergestellt und je ein Aliquot von 10 ul unter das Deckglas einer Neu-
gebauer-Zahlkammer gegeben. Die Verdinnung wurde so eingestellt, dass etwa 50
Zellen pro Quadrant sichtbar waren. Ausgezahlt wurden alle vier Quadranten, und die

Zahl vitaler Zellen wurde folgendermalden berechnet:

Zellzahl pro Milliliter = Mittelwert aus den 4 Quadranten x 10000 x Verdunnungsfaktor.

2.1.1.9. Isolation von T-Zellen mittels der magnetischen Zellsortierung

Zur Uberpriifung der Fahigkeit der unterschiedlich generierten DCs zur Aktivierung von
T-Zellen wurden T-Zellen aus der nicht-adharenten Fraktion der mononuklearen Zellen
mit der Magnetic Activated Cell Sorting (MACS)-Methode isoliert. Hierbei werden die
Zellen mit speziellen Antikdrpern markiert, die an paramagnetische Mikropartikel ge-

koppelt sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Negativ-Selektion durchgefuhrt, bei der in zwei

aufeinander folgenden Schritten alle Zellen der nicht-adharenten Fraktion auer den T-
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Zellen markiert und aussortiert wurden. Zunachst wurden die nicht-adhdrenten Zellen
zentrifugiert und nach dem Dekantieren des Uberstandes fir 5 min bei Raumtempera-
tur mit 5 ml osmotisch wirksamem Erythrozyten-Lyse-Reagenz (siehe 2.3.2.) inkubiert,
um darin noch enthaltene Erythrozyten zu lysieren. Nach einem darauf folgenden
Waschschritt mit NaCl wurden die Zellen in MACS-Puffer (siehe 2.3.7.1.) suspendiert
und durch Filtration mit einem 40 um Nylonfilter gereinigt. AnschlieRend wurden die
Zellen gezahlt und abermals zentrifugiert, bevor sie dann in MACS-Puffer suspendiert
wurden (80 pl/10” Zellen).

Fir die erste Markierung wurden die Zellen mit Hapten-Antibody-Cocktail (10 pl/10’
Zellen) inkubiert (10 min, 4°C). Dieser Hapten-Antibody-Cocktail enthalt eine Mischung
aus Hapten-gekoppelten Antikérpern gegen CD11b, CD16, CD19, CD36 und CD56
und bindet so an alle Zellen mit Ausnahme der T-Zellen, die auf diese Weise unberuhrt
bleiben. Nach zweimaligem Waschen mit MACS-Puffer und Suspension der Zellen in
MACS-Puffer (80 pl/10” Zellen) folgte der zweite Markierungsschritt durch Inkubation
(15 min, 4°C) mit paramagnetisch markierten Anti-Hapten-MicroBeads (10 pl/10” Zel-
len), die an die ersten Antikérper binden. Anschlielend wurde die markierte Zellsus-
pension noch einmal gewaschen, die Zellen in MACS-Puffer resuspendiert (500 pl/10®
Zellen) und auf eine Trennsdule gegeben, die eine paramagnetische Matrix enthielt.
Die Saule wurde in dem Magnetfeld eines starken Permanentmagneten platziert, mit
MACS-Puffer angefeuchtet und die markierte Zellldsung in die Saule gegeben. Durch
die paramagnetischen Partikel an den markierten Zellen blieben diese in der Matrix
hangen, wohingegen die unmarkierten T-Zellen ungehindert die Saule passieren konn-
ten und unten aufgefangen wurden. Durch mehrmaliges Spulen der Saule mit MACS-
Puffer wurden alle restlichen nicht markierten Zellen zusatzlich noch ausgewaschen.
Mit einem Stempel kénnen dann alle markierten Zellen aul3erhalb des Magneten aus
der Matrix der Saule gedriickt werden. Sowohl die markierte als auch die unmarkierte
Zellfraktion lasst sich anschlieRend in Kultur nehmen, wobei hier ausschlieRlich die
unmarkierten T-Zellen weiter verwendet wurden. Die so gewonnenen T-Zellen waren
eine Mischung aus allen T-Zell-Subpopulationen und werden als pan-T-Zellen be-

zeichnet.

Fur die Isolation von ungepragten (naiven) T-Zellen und von T-Gedachtniszellen (me-
mory T-Zellen) wurde ebenfalls die magnetische Aufreinigung mittels der negativen
Selektion gewahlt. Naive T-Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache die Isoform
CD45RA von CD45, wohingegen T-Gedachtniszellen die Isoform CD45R0 besitzen.
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Bei der negativen Selektion von ungepragten T-Zellen wurden dementsprechend beim
zweiten Markierungsschritt zusatzlich noch CD45R0-MicroBeads zu den Anti-Hapten-
Antikdrpern hinzugefugt. Fur die negative Selektion von T-Ged&achtniszellen wurden
CD45RA-MicroBeads eingesetzt.

2.1.1.10. Kokultur von dendritischen Zellen mit autologen T-Zellen

Um in vitro Antigen-spezifische T-Zellen zu induzieren, wurden die T-Zellen Uber eine
gewisse Zeit mit autologen Antigen prasentierenden dendritischen Zellen in Kokultur
gebracht. Das Verhaltnis der DCs zu T-Zellen betrug in der Kokultur 1:10. Die Kokultur
von gereinigten T-Zellen und dendritischen Zellen wurde in 12-Loch Platten mit je 3 ml
Volumen angelegt. Zur Optimierung des gewtlnschten Antigen-spezifischen T-Zell-
Wachstums wurde die Kokultur mit 25 IU/ml Interleukin-2 (IL-2) und 10 ng/ml Interleu-

kin-7 (IL-7) angereichert.

Bei einem Versuchsprotokoll mit vier Spendern wurde eine Kokultur von pan-T-Zellen
und Melan-A-beladenen moDC bzw. FastDCs angesetzt. Diese wurde zweimal im wo-
chentlichen Abstand mit frisch generierten Antigen-beladenen DCs restimuliert. Insge-
samt wurden die T-Zellen mit dem gewunschten Antigen dreimal konfrontiert. Als Kon-
trolle dienten Kokulturen, die stets mit unbeladenen DCs restimuliert wurden und Ko-
kulturen, bei denen die erste Restimulation mit Melan-A-beladenen DCs, die zweite
Restimulation jedoch mit HIV-Pol-beladenen DCs erfolgte. Jeden zweiten Tag wurde
die Halfte des Mediums abgenommen und durch dieselbe Menge an frischem DC-
Medium mit gleicher Konzentration IL-2 und IL-7 ersetzt. Die Uberstéande der Kokultu-
ren wurden 48 Stunden nach Ansetzen und 48 Stunden nach Restimulation mit fri-

schen DCs entnommen und bei -20°C flr spatere Zytokinmessungen eingefroren.

In zwei anderen Versuchsanordnungen mit je vier Spendern wurden Kokulturen mit
Tetanustoxoid-beladenen FastDCs und autologen naiven T-Zellen bzw. pan-T-Zellen
angesetzt. Als Kontrollen dienten Kokulturen mit unbeladenen DCs. Diese Kulturen

wurden nur Uber eine Woche aufrechterhalten.

2.1.1.11.  Kultivierung der T2-Zellen

Die lytische Spezifitat der CTLs wurde mit so genannten T2-Zellen Uberprift. T2-Zellen

sind Tumorzellen, die keinen transport associated with antigen processing (TAP) besit-
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zen. Dieser ist notwendig, um die im Zytosol durch das Proteasom entstandenen Pep-
tide in das endoplasmatische Retikulum (ER) zu transportieren, wo der Zusammenbau
des Peptids mit dem MHC-I-Molekil stattfindet. Dieser Komplex wird anschlieRend
Uber den Golgi-Apparat in exozytotischen Vesikeln an die Zelloberflache transportiert.
Die MHC-I-Molekile der T2-Zellen enthalten keine endogenen Peptide und kénnen
deshalb von auf’en mit den gewilinschten Peptiden effizient beladen werden. Die Zich-
tung der T2-Zellen erfolgte in 250 ml Kulturflaschen mit T2-Zell-Medium. Sie wurden
regelmafig lichtmikroskopisch auf Anzeichen von mikrobieller Verunreinigung und
Zelluntergang kontrolliert. Ein- bis zweimal woéchentlich, dem Wachstum der Zellen
angepasst, wurden die Zellen aus den Flaschen geerntet und zentrifugiert. Anschlie-
Rend wurde ungefahr ein Drittel der Zellen mit frischem Medium auf je eine neue Fla-
sche verteilt. Eine mogliche Kontamination mit Mykoplasmen wurde durch das Bayeri-
sche Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, Dienststelle Oberschleil3-

heim, ausgeschlossen.

2.1.2. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie mittels eines Fluorescence-activated cell sorters (FACS) er-
mdglicht es, Zellen anhand ihres Phanotyps zu unterscheiden und zu quantifizieren.
Mit dieser Methode wurden Zellpopulationen auf Reinheit, Vitalitdt, Oberflachenantige-
ne und intrazelluldre Molekule untersucht. Sie diente auch zur Charakterisierung spezi-

fischer T-Zell-Rezeptoren.

21.21. Allgemeines Funktionsprinzip

Die zu untersuchenden Zellen werden mit fluoreszierenden Antikdrpern gegen ein ge-
wlnschtes Oberflachenantigen markiert und in einem laminaren Flissigkeitsstrom hin-
tereinander einzeln durch einen Laserstrahl geflihrt. Zelleigenschaften wie Gréle,
Form, Membranoberflache und intrazellulare granuldre Bestandteile fihren zu einer
Lichtstreuung, die von je einer Linse in Verlaufsrichtung des Laserstrahls (Vorwarts-
streulicht) und einer rechtwinklig dazu angebrachten (Seitwartsstreulicht) gesammelt
und photometrisch detektiert wird. Das Vorwartsstreulicht wird wesentlich durch die
ZellgroRe, das Seitwartsstreulicht durch die intrazellulare Granularitat bestimmt. Die
gewlnschte Zellpopulation kann anhand dieser Kriterien ausgewahlt und weiter auf

ihre Fluoreszenzeigenschaften untersucht werden.
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Das Chromophor an den fiir die Oberflachenmarkierung verwendeten Antikdrpern wird
durch den Laserstrahl zur Emission von Lichtquanten angeregt, die durch eine Linse
gesammelt werden. Filter trennen das gesammelte Licht nach Wellenlangenbereichen
und lenken es zu unterschiedlichen Detektoren. So kénnen die Signale mehrerer ver-
schiedener Fluoreszenzfarbstoffe getrennt aufgenommen und quantitativ ausgewertet
werden. Die Fluoreszenzintensitat ist dabei proportional zur Anzahl der pro Zelle ge-

bundenen Antikdrper und damit zur Anzahl der untersuchten Oberflachenmolekiile.

Bei der direkten Immunfluoreszenz werden Fluorochrom-gekoppelte Antikérper ver-
wendet, die direkt an Oberflachenmolekile binden. Bei dem Verfahren der indirekten
Immunfluoreszenz werden die Zellen in einem ersten Schritt mit einem unmarkierten
Antikorper inkubiert und erst in einem zweiten Schritt mit einem Fluorochrom-
gekoppelten Antikorper gefarbt, der gegen den F.-Teil des ersten Antikorper gerichtet

ist.

Die Auftrennung der verschiedenen Fluoreszenzfarben durch die Lichtffilter gelingt nicht
vollstdndig, da sich die Spektren der eingesetzten Farbstoffe zum Teil Uberlappen.
Diese Uberlappung wird durch Kompensation korrigiert, indem von jedem registrierten
Fluoreszenzsignal der Anteil abgezogen wird, der durch Uberlappung entsteht. Hierzu
werden bei jedem Versuch Kontrollproben hergestellt, bei denen jeweils nur eine Ei-
genschaft mit einem bestimmten Fluorochrom angefarbt ist, wahrend die anderen Fluo-
rochrome, gebunden an geeignete Isotypen-Antikérper, als Negativkontrolle dienen.
Hierbei wird sichtbar, wie stark ein bestimmtes Fluorochrom in die anderen Kanéale
hineinstrahlt, was die Kompensation erméglicht. Ebenso kann mit Hilfe der Isotypen die
Signalverstarkung der einzelnen Kanéle so justiert werden, dass sich Zellen mit ent-
sprechenden Antigenen bzw. Eigenschaften qualitativ und quantitativ unterscheiden

und vergleichen lassen.

Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe und die dazuge-

horigen maximalen Emissions- und Exzitations-Wellenlangen:

Fluoreszenzfarbstoff Exzitation Emission
Fluorescein-lsocyanat (FITC) 495 nm 525 nm
Phycoerithrin (PE) 565 nm 578 nm
Allophycocyanin (apc) 650 nm 660 nm
Peridinin-Chlorophyll-A-Protein (PerCP) 488 nm 680 nm
Alexa Fluor 488 488 nm 519 nm
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2.1.2.2.  Bestimmung der Reinheit und des Uberlebens

Monozyten beziehungsweise dendritische Zellen wurden morphologisch von anderen
PBMCs durch die so genannte Life-gate-Analyse unterschieden. Die Zellen wurden
durchflusszytometrisch auf GréRe und Granularitdt untersucht, wodurch Monozyten
und dendritische Zellen eindeutig charakterisiert und von Lymphozyten, Erythrozyten,

toten Zellen und Zellfragmenten unterschieden werden kénnen.

Durch die Berechnung der einzelnen Fraktionen ist es mdglich, das Uberleben und die

Reinheit der dendritischen Zellen in Bezug auf die restlichen PBMCs zu bestimmen.

2.1.2.3. Bestimmung der Oberflachenmarker

Phanotypisch konnten die Zellen mittels der FACS-Methode hinsichtlich der Expression

ihrer Oberflachenantigene untersucht werden.

Dafiir wurden etwa 1x10°-5x10° Zellen in einem FACS-Rohrchen zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und die Zellen in 200 ul (PBS + FCS 3 Vol%) resuspendiert. Zur
Farbung wurden die Zellen fir 15-30 Minuten bei 4°C unter Lichtausschluss mit FITC-,
PE-, PerCP- oder apc-gekoppelten Antikérpern inkubiert (direkte Fluoreszenz) und

anschlielend mit PBS gewaschen.

Fir die Untersuchung des Chemokinrezeptors 7 (CCR-7) wurde eine indirekte dreifa-
che Farbung benutzt. Zuerst wurden die Zellen mit einem flir CCR-7 spezifischen nicht
gefarbten Ratten-Antikdrper markiert. Im zweiten Schritt wurde ein mit Biotin gekoppel-
ter Anti-Ratte Antikdrper hinzugegeben, der an den ersten bindet. Durch die Zugabe
eines fluoreszierenden Streptavidin-apc Konjugats, welches an Biotin bindet, wurde die

Farbung vervollstandigt.

Die Fluoreszenzintensitat wurde mit einem FACSCalibur gemessen und anschliel3end

mit Hilfe der Cell Quest Software analysiert.

2.1.2.4. Analyse intrazellularer Zytokine

Zur durchflusszytometrischen Analyse des intrazellularen Molekuls IFN-y ist es nétig
die Zellwand durchldssig zu machen, damit die Antikdrper gegen intrazelluldres IFN-y
ins Zellinnere gelangen kdnnen. Durch die vorherige Fixierung der Zellen wurde die

Zellintegritat wahrend dieses Vorgangs erhalten.
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Als erstes wurden die zu farbenden Zellen mit Brefeldin-A (1 pug/ml) fur vier Stunden im
Brutschrank inkubiert, damit die produzierten Zytokine die Zelle nicht mehr verlassen
kénnen. Nach Ablauf der Inkubation wurde zur Charakterisierung der Zellen ein Fluo-
reszenz-gekoppelter Antikorper flr das Oberflachenantigen CD8 zu den Zellen gege-
ben. AnschlieRend wurden die Zellen gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand voll-
standig entfernt. Mit 100 ul Paraformaldehyd (Lésung A, Fix & Perm-Reagenz) fur 15
min bei Raumtemperatur wurden die Zellen fixiert und anschlielend mit PBS zweimal
gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen in 100 ul saponinhaltiger Losung (L6sung B,
Fix & Perm-Reagenz) 15 min bei Raumtemperatur suspendiert und der entsprechende
Antikorper fur die intrazellulare Messung von IFN-y hinzugefiigt. Nach erneutem zwei-
maligem Waschen mit PBS wurde die Analyse der Zellen dann, wie oben beschrieben,
durchgefiihrt.

2.1.2.5. Identifizierung HLA-A2 positiver Zellspender

Fir die Beladung der DCs mit Melan-A oder HIV-Pol wurden HLA-A2 positive Spender
bendtigt, da beide Peptide HLA-A2 restringiert sind. PBMCs freiwilliger Blutspender
wurden durchflusszytometrisch mit einem an Fluoreszenz-gekoppelten spezifischen
Antikorper gegen das Oberflachenmolekil HLA-A2 typisiert. Als Kontrolle dienten
PBMCs von Spendern mit bekanntem HLA-A2 Typus.

2.1.2.6. Polymere MHC-I-Molekdle

Mit Hilfe von polymeren MHC-I-Molekilen ist es moglich, die Antigenspezifitat von T-
Zell-Rezeptoren mit der FACS-Methode zu analysieren [Altman, 1996]. Lésliche, an
Biotin gekoppelte, MHC-I-Molekille werden mit Epitopen bekannter Aminosaurese-
quenz beladen und jeweils acht bis zwolIf dieser Gebilde an ein Fluoreszenz-markiertes
Streptavidin gebunden, wodurch ein polymerer MHC-I-Peptid-Komplex entsteht. Durch
die stabile Bindung an die Polymere lasst sich die T-Zell-Subpopulation mit Antigen-
spezifischen Rezeptoren von den restlichen abgrenzen. Zusatzliche Farbung mit ande-
ren Oberflachenantikdrpern Iasst eine genauere Charakterisierung dieser spezifischen

T-Zellen zu.

Im ersten Schritt wurden Melan-A tragende MHC-I-Molekiile mit Strep-Tactin®-PE und
PBS+0,5% BSA flr 45 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Zwischenzeitlich wurden
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die T-Zellen zentrifugiert und der Uberstand vollstandig dekantiert. Sie wurden danach
in 50 ul des hergestellten Streptamergemisches aufgenommen und unter eben ge-
nannten Bedingungen weitere 45 min inkubiert. 15 bis 20 Minuten vor Ablauf dieser
Zeit wurden zusatzlich konventionelle Oberflachenantikérper hinzugegeben. Nach
zwei- bis dreimaligem Waschen wurden die gefarbten Zellen durchflusszytometrisch

analysiert.

2.1.3. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Die Zytokine IL-4, IL-12, IL-18, IFN-y und IL-10 im Uberstand der unterschiedlichen

Zellkulturen wurden mit einem ultrasensitiven ELISA bestimmt.

Am Abend vor der Messung wurden die Vertiefungen einer 96-Loch Platte mit einem
Protein-spezifischen Antikorper (Capture-Antibody) beschichtet, der fest an der Plas-
tikoberflache bindet. Mit einer Plastikfolie abgedeckt wurde die Platte Gber Nacht im
Kihlschrank aufbewahrt. Tags darauf wurden zellfreie Kultur-Uberstdnde abgenom-
men, bei Bedarf entsprechend mit assay diluent verdinnt, und davon Proben in die
beschichteten Vertiefungen pipettiert. Zusatzlich wurde eine titrierte Standardreihe mit
genau bekannter Proteinkonzentration hergestellt und auf die Platte aufgetragen. Nach
einer zweistlindigen Inkubationszeit ist das vorhandene Protein an die Antikorper ge-
bunden. Es folgten drei Waschschritte bevor ein zweiter biotinylierter Antikérper hinzu-
gegeben wurde, der an ein anderes Epitop des schon gebundenen Proteins bindet.
Nach 30 Minuten folgte ein weiterer Waschschritt und anschlieffend wurde ein Strepta-
vidin-Peroxidase-Konjugat hinzugefiigt, welches an Biotin bindet. Durch Ausbildung
mehrerer Biotin-Streptavidin Briicken pro Antikérper wird eine Signalverstarkung und
somit eine héhere Sensitivitit erreicht. Uberschiissiges Konjugat wurde durch einen
weiteren Waschschritt entfernt. Die Peroxidase katalysiert mit einem anschlief3end zu-
gegebenen Farbstoff eine quantifizierbare Reaktion. Die Farbintensitat kann mittels
eines ELISA-Readers abgelesen werden. Sie ist proportional der Proteinkonzentration,

die mit der Standardreihe quantifiziert werden kann.

214. Enzyme-linked immunospot assay (ELISPOT)

Im Gegensatz zum ELISA, mit dem die Konzentration von Zytokinen im zellfreien Uber-

stand bestimmt wird, werden im ELISPOT die Zytokin sezernierenden Zellen selbst
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erfasst. Dadurch wird eine Aussage Uber die Anzahl der Zytokin produzierenden Zellen
mdglich. Eine Membran wird mit Antikérpern gegen das fragliche Zytokin beschichtet
und dann werden die Zellen aufgebracht. Das von einer Zelle sezernierte Zytokin bin-
det unmittelbar auRerhalb der Zelle an den Antikdrper. Nach Abwaschen der Zellen
kann dann an den Stellen, an denen sich eine Zytokin sezernierende Zelle befunden
hat, das Antikoérper-gebundene Zytokin als Farbpunkt (spot) dargestellt werden. Jeder

spot entspricht somit jeweils einer Zytokin sezernierenden Zelle.

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode nur zur Bestimmung von IFN-y produ-
zierenden T-Zellen eingesetzt. Als erstes wurden fir den ELISPOT vorgesehene 96-
Loch Nitrozellulose-Platten mit Antikdrper gegen IFN-y beschichtet (Capture-Antibody,
100 wl/Vertiefung), mit einem Deckel abgedeckt und tUber Nacht im Kihlschrank inku-
biert. Uberschiissige Antikdrper wurden durch dreimaliges Waschen mit ELISPOT-
Waschpuffer (siehe 2.3.7.1.) entfernt. Anschlielend erfolgte eine zweistlindige Inkuba-
tion bei Raumtemperatur mit ELISPOT-Block-Puffer (200 ul/Vertiefung). Nach dreimali-
gem Waschen wurden die Vertiefungen mit je 200 ul DC-Medium gefullt, welches bis

zur Beladung mit Zellen die Vertiefungen anfeuchtete.

Die zu untersuchenden T-Zellen wurden separat im Verhaltnis 10:1 mit Antigen bela-
denen DCs angesetzt und je 100 pul dieser Suspension in Triplikaten auf die Platte auf-
gebracht. Die eingesetzte Zahl variierte zwischen 6,25-50 x 10° T-Zellen pro Vertie-
fung. Die Platte wurde mit Alufolie umhdllt fir 18 Stunden im Brutschrank inkubiert
[Kalyuzhny und Stark, 2001]. Nachdem das von den T-Zellen produzierte IFN-y an die
Antikérper gebunden war, konnten die Zellen durch viermaliges Waschen von den auf
der Platte gebundenen Zytokinen entfernt werden. Ein zweiter, biotinylierter, gegen
IFN-y gerichteter Antikérper (Detection-Antibody, 100 ul) wurde in die Vertiefungen
pipettiert und die Platte Gber Nacht bei 4° aufbewahrt. Nach dreimaligem Waschen am
nachsten Tag wurden die Vertiefungen mit je 100 ul Streptavidin-Alkalischer-
Phosphatase, welche an Biotin bindet, fir zwei Stunden bei Raumtemperatur kultiviert.
Nochmals wurde dreimal gewaschen bevor letztlich 100 ul eines Substrates
(BCIP/NBT-Chromogen) pro Vertiefung zugegen wurden, wodurch die Interaktion der
alkalischen Phosphatase mit dem Reagenz eine Farbreaktion auslost. Unter Lichtaus-
schluss wurden die Platten 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Reaktion
durch destilliertes Wasser gestoppt wurde. Nach vollstandigem Trocknen der Platten-
membranen wurden die Ergebnisse mit Hilfe eines Lichtmikroskops, das lber eine Vi-

deokamera an einen Computer angeschlossen war, mit dem Computerprogramm KS-
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ELISPOT ausgewertet. In einzelnen Fallen wurden die Ereignisse unter dem Lichtmik-

roskop von Hand ausgezahilt.

2.1.5. [*H]-Thymidin Proliferationstest

Inwieweit DCs autologe und allogene Lymphozyten zur Proliferation anregen kénnen,
wurde mit dem [*H]-Thymidin Proliferationstest untersucht. Hierbei wird den zu unter-
suchenden Lymphozyten mit Tritium markiertes Thymidin angeboten. Dieses integrie-
ren die Lymphozyten bei ihrer DNA-Synthese in gleicher Menge in die neu gebildete
DNA wie das unmarkierte physiologische Analogon. Der Einbau ist abhangig von der
DNA-Syntheserate und damit ein Maf} fiir die Proliferation. Der Vorteil im Vergleich zu
anderen Methoden besteht darin, dass durch die Messung der DNA-Synthese die Pro-
liferation in einem sehr friihen Stadium gemessen wird, in dem sich die Zellen noch

nicht vollstandig dupliziert haben missen.

Frisch generierte dendritische Zellen wurden auf eine Konzentration von 10°/ml und
nicht-adharente Zellen (=NAZ: B-Zellen, NK-Zellen, pan-T-Zellen) auf 2x10%ml einge-
stellt. In eine 96-Loch Platte wurde mit jeweils 200 ul Gesamtvolumen pro Vertiefung
ein Gemisch aus beiden Zellen aufgebracht. Dabei wurden die beiden Zellpopulationen
so gemischt, dass es den Verhaltnissen DC/NAZ von 1:20-1:320 entsprach. Es wur-
den Quadruplikate jeder einzelnen Bedingung angefertigt, aus denen spater der Mit-
telwert errechnet wurde. Als Kontrolle dienten NAZ, die ohne DC-Stimulus nur in Medi-
um kultiviert wurden. Fir 5 Tage wurden die Platten im Brutschrank inkubiert und an-
schlieRend mit 1 pCi/Vertiefung [°H]-Thymidin fiir weitere 18 Stunden im Brutschrank
kultiviert. In der Zeit konnten die nicht-adharenten Zellen das markierte Thymidin in ihre
DNA einbauen. Der Einbau von [°H]-Thymidin in die DCs konnte ausgeschlossen wer-
den, da diese vollstandig differenzierte Zellen sind und deshalb nicht mehr proliferie-
ren. Nach den 18 Stunden wurden die Zellkulturen mit einem Micro 961 Harvester ge-
erntet, auf Filter transferiert, von Uberschissigem Thymidin befreit und dann Uber meh-
rere Stunden getrocknet. Anschlieliend wurden sie in Plastiktiten eingeschweif3t und
mit Szintillationsflissigkeit impragniert. Die radioaktive Strahlung der Zellen wurde in
einem Szintillationszahler in counts per minute (cpm) gemessen. Anhand der gemes-
senen cpm war somit eine Quantifizierung und ein Vergleich der Proliferationsrate der

Lymphozyten mdglich.
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2.1.6. Zellvermittelter Zytotoxizitatstest

Der *"Chrom-Lyse-Test ist eine quantitative Methode, mit der die Aktivitat von Effektor-
zellen, wie beispielsweise zytotoxische T-Zellen, gegenlber Zielzellen ermittelt werden
kann. Daflr werden Zielzellen, hier T2-Zellen, mit 'Chromat®* inkubiert, wobei die Ziel-
zellen das *'Chromat®* aufnehmen und zu ®'Chromat® reduzieren. Das reduzierte
*IChromat® wird nur in geringem MaRe abgegeben und kann von anderen Zellen nicht
aufgenommen werden. Bei der Koinkubation von CTLs als Effektor- und T2-Zellen als
Zielzellen wird das *'Chrom bei der Zytolyse von den Zielzellen in das umgebende Me-
dium abgegeben und kann in diesem mit einem y-Zahler gemessen werden. Die Men-
ge des freigesetzten °'Chroms ist proportional der Menge der lysierten Zielzellen und

lasst dadurch einen Riickschluss auf die zytotoxische Aktivitat der Effektorzellen zu.

Zur Durchfuhrung des Tests wurden die T2-Zellen zuerst fur vier Stunden mit den Pep-
tiden Melan-A oder Pol beladen, geerntet, zentrifugiert, in 100 ul reinem AB-Serum
aufgenommen und eine Stunde bei 37°C mit Na,’'CrO* (100 pCi pro 1-2x10° Zellen)
unter gelegentlichem Aufschitteln inkubiert. Nach viermaligem Waschen wurden je
5x10° T2-Zellen in den Vertiefungen einer 96-Loch Platte mit gewaschenen CTLs ge-
mischt. Es wurden jeweils Triplikate angefertigt. Das Gesamtvolumen jeder Vertiefung
betrug 200 pl und das Verhaltnis von Effektor- zu Zielzellen (E/T Verhaltnis) wurde von
80:1 auf 20:1 herunter titriert. Nach vier Stunden Inkubation bei 37°C wurden jeweils 50
ul Uberstand pro Ansatz entnommen, in Kunststoffrohrchen lbertragen und in einem v-

Zahler (y-Counter) die radioaktiven Zerfélle Gber eine Minute gemessen.

Fir beide unterschiedlich beladenen T2-Zellen wurde die Spontanfreisetzung von
*'Chrom durch alleinige Inkubation der Zielzellen mit Medium und die Maximalfreiset-

zung durch Zugabe des Detergenz Triton-X (1%) bestimmt.

Die Auswertung erfolgte computergestitzt mittels einer Microsoft-Exel Tabellen Kalku-
lation. Dabei wurde die Starke der Zytotoxizitat der Effektorzellen in Prozent spezifi-

scher Lyse angegeben. Die spezifische Lyse wurde mit folgender Formel berechnet:

Experimentelle *'Cr-Freisetzung [cpm] — spontane °'Cr-Freisetzung [cpm]

% spezifische Lyse =

Maximale 51Cr-Freisetzung [cpm] — spontane 51Cr-Freise’[zung [cpm]
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2.2. Molekularbiologische Methoden

Die Zytokinproduktion der FastDCs wurde nicht nur auf Proteinebene sondern auch auf

der Ebene der messenger-Ribonukleinsdure (MRNA) untersucht.

2.2.1. Isolation zytoplasmatischer Ribonukleinsaure

Zur Extraktion zytoplasmatischer Ribonukleinsdure (RNA) (n=8) wurde eine gleiche
Zahl FastDCs, die mit oder ohne IFN-o generiert worden waren, in 200 ul PBS geldst.
Durch Zugabe von 400 pl eines Lyse-/Bindepuffers wurden die Zellen lysiert und
zugleich die RNAasen inaktiviert. AnschlieRend wurden die Proben auf eine Saule mit
einem Glasvlies gegeben und bei 8000 g fir 15 Sekunden zentrifugiert. Der Durchlauf
konnte danach verworfen werden, da die Nukleinsduren im Vlies hangen geblieben
waren. Die verbliebene Desoxyribonukleinsaure (DNA) wurde durch Zugabe von 100 pl
DNAase-Losung in 15 Minuten bei Raumtemperatur verdaut. Die verdaute DNA und
restliche DNAase-Losung konnten durch drei Waschschritte aus dem Vlies entfernt
werden. Nach Zugabe von 500 ul Waschpuffer | und Zentrifugation bei 8000 g fur 15
Sekunden erfolgte die Zugabe von 500 ul Waschpuffer Il und nochmalige Zentrifugati-
on fur 15 Sekunden bei 8000 g. Am Ende wurde ein letzter Zentrifugationsschritt mit
200 ul Waschpuffer Il fir 2 Minuten bei 13000 g durchgefiihrt. Die RNA konnte dann
mit 50 ul Eluationspuffer und einer Zentrifugation von 1 Minute bei 8000 g aus dem

Vlies herausgeldst werden. Die extrahierte RNA wurde bei -20°C aufbewahrt.

2.2.2. Reverse Transkription

Damit die RNA in der PCR (Polymerase-Kettenreaktion) amplifiziert werden konnte,
musste sie zuerst revers transkribiert und in einen copyDNA (cDNA)-Einzelstrang um-
geschrieben werden. Hierzu wurde der First-Strand cDNA Synthesis kit von Roche
verwendet. Der Reaktionsansatz setzte sich aus folgenden Reagenzien mit der ange-
gebenen Endkonzentration zusammen: 10 mM Tris, 50 mM KCI, 5 mM MgCl,, 1 mM
Deoxynucleotide Mix, 0,04 Aso U Oligo-p(dT)15 Primer, 50 U RNAase Inhibitor und 20
U AMV Reverse Transkriptase. 16,4 ul der gewonnenen RNA aus den FastDCs wur-
den mit 23,6 ul des First-Strand Reaktionsmixes fir zehn Minuten bei 25°C inkubiert

und anschlieRend fir 60 min auf 42°C erhitzt. Zur Vermeidung einer spateren Interfe-
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renz der AMV Reversen Transkriptase und der PCR, wurde der Reaktionsansatz am
Ende flr 5 min auf 99°C erhitzt um die AMV zu denaturieren. Als letztes folgte noch

eine funfminatige Abkuhlung auf 4°C.

2.23. Polymerase-Kettenreaktion

2.2.3.1. Allgemeines Funktionsprinzip

Mit dem Verfahren der PCR ist es mdglich, ein spezifisches DNA-Stlick aus einem
komplexen Nukleinsauregemisch wie genomische DNA, Plasmid-DNA oder cDNA zu
amplifizieren. Diese spezifische, zu amplifizierende DNA-Matrize wird hierbei auch als
template bezeichnet. Die Reaktion erfolgt mit Hilfe einer thermostabilen
DNA-Polymerase, der Tag-Polymerase, und einem sequenzspezifischen Oligonukleo-
tid-Primerpaar, das den Enden des templates homolog ist. Bei der Reaktion werden
folgende drei Schritte durchlaufen: 1. Denaturierung und bei doppelstrangiger DNA
Aufschmelzen der beiden Strange der Matrizen-DNA (Denaturierung), 2. Spezifische
Hybridisierung der Primer an die homologe Zielsequenz auf der DNA (Anlagerung) und
3. Von den Primern ausgehende DNA-Synthese (Elongation). Das so synthetisierte
DNA-Fragment dient in der darauf folgenden Amplifikationsrunde als Matrize fur den
anderen Primer. Dadurch ist in mehreren aufeinander folgenden Zyklen eine exponen-
tielle Anreicherung einer beliebigen DNA-Sequenz, die zwischen den beiden Primern
liegt, moglich. Wenn es sich bei der Vorlage, dem template, der zu amplifizierenden
Sequenz um ein Stiick RNA handelt, die zuvor in cDNA umgeschrieben wurde, spricht

man auch von der Reversen-Transkription-PCR (RT-PCR).

2.2.3.2. Reverse-Transkription-Polymerase-Kettenreaktion zum Nachweis

bestimmter Zytokine in den FastDCs

Fur die Amplifikation der mRNA von IL-12(p35), IL-18, IL-12(p19) und B-Aktin wurden

folgende Primer-Oligenukleotide verwendet (Applied Biosystems, Norwalk, CT).
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MRNA Sequenz (5" — 3) Referenz

IL-18 Vorwarts | GCTTGAATCTAAATTATCAGTC [Takahata, 2001]
Ruckwarts | GAAGATTCAAATTGCATCTTAT

IL-12(p35) | Vorwarts | CGGACCGGAGGTCTTTCTGG [Song, 2000]

Rickwarts | CCTCAGTTTGGCCAGAAACC

IL-12(p19) | Vorwarts AGCAGCTCAAGGATGGCACTCAG | [Wesa und Galy,
Rickwarts | CCCCAAATTTCCCTTCCCATCTA | 2002]

B-Actin Vorwarts TGCCCTGAGGCACTCTTCCA [Kaminski, 1996]
Rickwarts | TTGCGCTCAGGAGGAGCAAT

Die lyophilisierten Primerpaare wurden in 1 ml Aqua dest. aufgenommen, in kleine Por-
tionen aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt. Zur Durchfiihrung der PCR wurde ein Ge-
misch von 50 ul Gesamtvolumen fir jede Probe angefertigt, das sich wie folgt zusam-
mensetzte: 40,75 ul Aqua dest., 5 ul PCR-Puffer (10-fach konzentriert), 1 ul dNTP, 1 ul
Vorwarts- und 1 pl Ruckwarts-Primer, 0,25 pl Tag-Polymerase und 1 pl cDNA-

template.

Die Proben wurden in kleine Plastikgefalie pipettiert, gemischt, vorsichtig kurz zentrifu-
giert, so dass keine Reste am Roéhrchenrand verblieben und in den Thermocycler ge-
stellt, um die Reaktion zu starten. Die Kammern des Thermocyclers wurden fir 5 min
mit 95°C vorgeheizt, damit es zur vollstdndigen Denaturierung des templates kam. Fur
die Amplifikation der verschiedenen mRNAs wurden dann verschiedene Zykluszahlen
und Temperaturen gewahlt, damit die Unterschiede spater bei der gelelektrophoreti-
schen Auftrennung besser sichtbar waren. p-Actin-mRNA wurde mit 25 aufeinander
folgenden Zyklen von einer Minute bei 95°, einer Minute bei 60°C und einer Minute bei
72°C amplifiziert. Mit IL-18-mRNA wurde genauso vorgegangen, allerdings waren es
hier 30 Zyklen. Die Amplifikation von IL-12(p19)-mRNA fand in 30 Zyklen von je einer
Minute bei 95°, einer Minute bei 56°C und einer Minute bei 72°C statt und die von IL-
12(p35)-mRNA in 35 Zyklen von je einer Minute bei 95°, einer Minute bei 62°C und
einer Minute bei 72°C. Am Ende jeder vollstandig abgelaufen RT-PCR folgte noch eine
letzte Phase von einmalig finf Minuten bei 72°C, damit die Tag-Polymerase genug Zeit

hatte, jeden Strang vollstandig zu Ende zu synthetisieren.
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224. Gelelektrophorese

Fir die Auftrennung der DNA-Fragmente wurde ein 1,5 %iges Agarosegel hergestellt.
Daflr wurden 1,95 g Agarose in 130 ml TBE-Puffer gelést und zum Kochen gebracht,
so dass eine klare Flissigkeit entstand. Danach wurden 5 ul Ethidiumbromid unterge-
rihrt und das Gemisch in eine vorgefertigte Gelwanne gegossen und bei Raumtempe-
ratur 1 Stunde lang ausgekuhlt. Nach Einbringen in die Elektrophoresekammer wurde
das Gel mit TBE-Puffer Uberschichtet und der Kamm aus dem Gel entfernt. In die Gel-
taschen wurden 20 pl der PCR-Produkte und 4 pl eines 6-fach konzentrierten Lade-
Puffers gefullt. Der Ladepuffer enthielt einen blauen Farbstoff, der das Einbringen in
die Taschen erleichterte, und Glycerin, welches durch seine hdhere Dichte das Absin-
ken des Gemisches auf den Taschenboden zur Folge hatte. Ein elektrisches Feld mit
einer festen Spannung von 80 Volt und einer variablen Stromstarke wurde angelegt, so
dass sich die DNA-Fragmente auftrennten. Da Ethidiumbromid in die Nukleotidstrange
interkaliert, war eine Kontrolle der Fragmentauftrennung unter UV-Licht (366 nm) mdg-
lich. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele unter UV-Licht mit einer

Polaroidsofortbildkamera fotografiert.

2.3. Reagenzien, Chemikalien und Gerate

2.3.1. Geréte
Gerat Name Firma
96 Well Harvester Micro 96 Harvester Skat_ron Instruments (Is-
maning, D)
Begasungsbrutschrank BBD 6220 Heraeus (Hanau, D)
. Becton Dickinson (San
Durchflusszytometer FACSCalibur Jose, CA, USA)
Eismaschine - Ziegra (Isernhagen, D)
Elektrophoresekammer Bio-Rad (Miinchen, D)
Dynatech-Laboratories
ELISA-Reader MRX (Guernsey, GB)
ELISPOT Mikroskop Axioplan2 Carl Zeiss (Jena, D)
ELISPOT Programm KS-ELISPOT Zeiss (Gottingen, D)
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ELISPOT Videokamera 3CCD Color Video Camera | Sony (Kéln, D)
Filme Polaroid geeignet Dinkel (Minchen, D)
Sterilbank LaminAir® (HB 2472 S) Heraeus (Hanau, D)
Fotoapparat MP-4 Land Camera Polaroid (Offenbach, D)
s - Miltenyi Biotec (Bergisch
MACS-Gerat MidiMACS Gladbach, D)
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss (Jena, D)
pH-Meter pH 330 WTW (Weilheim, D)
Pipetierhilfe Pipetus® Hirschmann® (Eberstadt,

D)

Thermocycler

T3-Thermocycler

Biometra (Géttingen, D)

Tischzentrifuge

National Labnet Co
(Woodbridge, NJ, USA)

UV-Lichttisch

2011 Macrovue Transillu-
minator

LKB Gromma

Janke & Kunkel GmbH

Vortexer VF 2 (Staufen, D)
Scaltec Instruments GmbH

Waage SBC 21 (Heiligenstadt, D)
Zentrifuge Omnifuge 2 ORS Heraeus (Hanau, D)
Zentrifuge Centrifuge 5417 R Eppendorf (Hamburg, D)

1205 Betaplate Liquid
p-Counter Scintilatioaneta (?ounter Wallac Oy (Turku, FL)
y-Counter éti?]t\/evrlzard 3_Gamma Wallac Oy (Turku, FL)
2.3.2. Chemikalien
Name Firma
Agarose Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA

BD PharM Lyse™ Erythrozyten Lyse-

Reagenz

Becton Dickinson (San Jose, CA, USA)

Betaplate Scint

Perkin Elmer (Boston, MA, USA)

Brefeldin A

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

Dimethylsulfoxid (DMSO)

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

Ethanol

Merck (Darmstadt, D)

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA

Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure (EDTA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
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FACSClean Becton Dickinson (San Jose, CA, USA)
FACSFlow™ Becton Dickinson (San Jose, CA, USA)
FACSRinse Becton Dickinson (San Jose, CA, USA)

Heparin-Natrium

Braun (Melsungen, D)

Sucrose Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Triton-X Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Trypanblau Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Tween® 20 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
2.3.3. Radioaktive Chemikalien

Name Firma

[H]-Thymidin (1nCi/20pl)

Amersham (Freiburg, D)

*Chrom [Na,*'CrO,4] (1mCi/ml)

PerkinElmer Life Sciences (Boston, MA,
USA)

2.3.4. Reagenziensatze

Zellisolation mittels der MACS-Methode

Name

Firma

CD45RA MicroBeads, Human

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)

CD45R0O MicroBeads, Human

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)

Pan T Cell Isolation Kit, Human

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)

Bestimmung von Zytokinen mittels ELISA und ELISPOT

Name

Firma

ELISPOT Blue Colour Module

R&D Systems (Wiesbaden, D)

Human IFN-y Development Module
(ELISPQOT)

R&D Systems (Wiesbaden, D)

Human IFN-y ELISA

Becton Dickinson (San Jose, CA, USA)

Human IL-10 ELISA

Becton Dickinson (San Jose, CA, USA)

Human IL-12p40 ELISA

Becton Dickinson (San Jose, CA, USA)

Human IL-12p40/p70 ELISA

Bender Med Systems (Wien, A)

Human IL-12p70 ELISA; high sensitive

R&D Systems (Wiesbaden, D)
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Human IL-18 ELISA

Bender MedSystems (Wien, A)

Human IL-4 ELISA

Becton Dickinson (San Jose, CA, USA)

Bestimmung von intrazellularen Zytokinen mittels der Durchflusszytometrie

Name

Firma

Fix & Perm

Caltag (Kaumberg, A)

Isolation von RNA, Herstellung von cDNA und PCR Utensilien

Name

Firma

dNTP

Promega (Madison, WI, USA)

First strand cDNA synthesis kit

Roche (Mannheim, D)

High pure isolation kit

Roche (Mannheim, D)

PCR-Puffer (10x)

Roche (Mannheim, D)

Taqg-Polymerase

Roche (Mannheim, D)

2.3.5. Materialien fur die Zellkultur

Plastikmaterialien

Name

Firma

10 ml Réhrchen (Red cap)

Sarstedt (Numbrecht, D)

1 ml Spritzen

BD Labware (Millville, NJ, USA)

200 pl Réhrchen

Biozym (Hamburg, D)

5-/10-/50-ml Pipetten

Bibby Sterilin LTD (Staffordshire, GB)

50 ml Perfusor Spritzen

BD Labware (Millville, NJ, USA)

550, 250 ml Kulturflaschen

Greiner (Frickenhausen, D)

6-/12-/24-/48-/96-Loch Flachboden
Zellkulturplatten

Falcon BD Labware (Millville, NJ, USA)

96-Loch Rundboden-Platten

Falcon BD Labware (Millville, NJ, USA)

Eppendorf-Gefalte

Eppendorf (Hamburg, D)

FACS-R6hrchen

Falcon BD Labware (Millville, NJ, USA)

MACS Separation Columns LS

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)

Millititer-ELISPOT-Kulturplatten

Millipore (Bedford, MA, USA)

Pipettenspitzen

Sarstedt (Nimbrecht, D)
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Polypropylen Réhrchen (50ml) (blue cap)

Greiner (Frickenhausen, D)

Printed Filtermat A

Wallac Oy (Turku, FL)

Sample Bag for use with 1205 Betaplate

Wallac Oy (Turku, FL)

Sterile FACS-Rohrchen

Falcon BD Labware (Millville, NJ, USA)

Sterile Nadeln gelb

BD Labware (Millville, NJ, USA)

Sterilfilter 40 um

Falcon BD Labware (Millville, NJ, USA)

Sterilfilter MACS

Falcon BD Labware (Millville, NJ, USA)

Zellschaber Sarstedt (Nimbrecht, D)
Lésungen
Name Firma

Bovines Serum-Albumin (BSA)

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

Ficoll Hypaque

Biochrom (Berlin, D)

Fotales Kalberserum (FCS)

Gibco-Invitrogen (Paisley, GB)

Humanes AB-Serum

BioWhittaker (Walkersville,MD, USA)

Humanes Serum Albumin 20% (HSA)

Baxter (UnterschleiRheim, D)

L-Glutamin PAA (Linz, A)
Penicillin PAA (Linz, A)
Phosphate-buffered-saline (PBS) PAA (Linz, A)
RPMI 1640 Biochrom (Berlin, D)
Streptomycin PAA (Linz, A)

2.3.6.

Zytokine, Wachstumsstimulatoren und Stimulanzien

Name

Firma

Calcium-lonomycin

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

CD40-Ligand (CD40-L)

Immunex (Seattle, WA, USA)

Granulocyte-macrophage-colony-
stimulating-factor (GM-CSF) Leukine®

Immunex (Seattle, WA, USA)

Interferon-a. (IFN—o)

Strathmann Biotech (Hannover, D

Interferon-y (IFN—y)

Strathmann Biotech (Hannover, D

Interleukin-1p (IL-1B)

Strathmann Biotech (Hannover, D

Interleukin-2 (IL-2)

)
)
)
)

Strathmann Biotech (Hannover, D

Interleukin-4 (IL-4)

Promega (Madison, WI, USA)
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Interleukin-7 (IL-7) Strathmann Biotech (Hannover, D)
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Phytohamagglutinin (PHA) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Prostaglandin E, (PGE,) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Tumornekrosefaktor-o (TNF-o) R&D Systems (Wiesbaden, D)
2.3.7. Zellkulturmedien, Lésungen und Puffer

2.3.71.  Zellkultur, FACS, ELISPOT, ELISA

DC-Medium ELISPOT-Waschpuffer

RPMI 1640

+ 2 Vol% AB-Serum
+ 2 mM L-Glutamin
+ 100 IU/ml Penicillin

PBS
+ 0,05 Vol% Tween20

+ 100 ug/ml Streptomycin ELISPOT-Blockpuffer
, PBS
T2-Zell Medium + 5 Vol% Sucrose
0,

RPMI 1640 +1Vol% BSA
+ 10 Vol% FCS
+ 2 mM L-Glutamin ELISA-Waschpuffer
+ 100 IU/ml Penicillin
+ 100 pg/ml Streptomycin PBS

+ 0,05 Vol% Tween 20
MACS-Puffer

ELISA Assay diluent
PBS
+2 mM EDTA PBS
+ 0,5 Vol% HSA + 10 Vol% FCS
pH 7,2-7,4

CCR-7 Farbung Puffer
Streptamer Puffer PBS
+3Vol% FCS

PBS
+ 0,5 Vol% BSA
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2.3.7.2. cDNA, PCR

Lyse-/ Bindepuffer

4,5 M Guanidiniumchlorid
50 mM Tris-HCI

30 Vol % Triton X-100

pH 6,6

in Wasser

Waschpuffer |

5 M Guanidiniumchlorid
20 mM Tris-HCI

60 Vol % Ethanol

pH 6,6

in Wasser

Elutions-Puffer

Nuclease-freies steriles Wasser

DNase Inkubationspuffer

1 M NaCl

20 mM Tris-HCI
10 mM MnCl,
pH 7,0

in Wasser

Waschpuffer Il

20 mM NaCl

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

in Wasser

TBE-Puffer

100 mM Tris-Base
100 mM Tris-Borat
2 mM EDTA

pH 8,3

in Wasser

2.3.8. Antikdrper und Streptamere MHC-I-Komplexe

Antikorper Klon Isotyp Herkunft

Anti CD14 MS5E2 Maus 1gGz,, K B/D Pharmingen
Anti CD3 UCHT 1 Maus IgG4, k B/D Pharmingen
Anti CD4 RPA-T4 Maus 1gG4, « B/D Pharmingen
Anti CD40 5C3 Maus 1gG4, « B/D Pharmingen
Anti CD45R0 UCHC 1 Maus 1gGz,, k B/D Pharmingen
Anti CD45RA HI100 Maus IgGa, k B/D Pharmingen
Anti CD56 B159 Maus IgGy, k B/D Pharmingen
Anti CD8 RPA-T8 Maus IgGy, k B/D Pharmingen
Anti CD80 L307.4 Maus IgG4, k B/D Pharmingen
Anti CD83 HB15e Maus 1gG4, « B/D Pharmingen
Anti CD86 2331/FUN-1 Maus 1gG4, « B/D Pharmingen
Anti HLA-A2 BB7.2 Maus IgGap, k B/D Pharmingen
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Anti HLA-DR L243 Maus I1gGa, K Becton Dickinson

Anti HLA-DR, DP, DQ Tu 39 Maus 19G2,, « B/D Pharmingen

(MHC II)

Biotin Anti-Rat 1gG., RG7/1.30 Maus 1gGy, k B/D Pharmingen

IFN-y Alexa 488 Fluor B27 Maus IgG, Caltag

Isotyp Maus IgG, k MOPC 21 Maus IgGy, B/D Pharmingen

Isotyp Maus IgGz, k G155-178 Maus IgGz,, « B/D Pharmingen

Isotyp Maus IgGzp, k 27-35 Maus IgGy, « B/D Pharmingen

Maus IgG1 Isotyp Alexa Caltag

Fluor 488

Rat-Anti CCR-7 1gGa, 3D12 Ratte- 1IgG2, Prof. R. Forster
(Hannover, D)

Streptavidin- APC Streptavidin B/D Pharmingen

Polymerer MHC-I-Komplex (Streptamere)

Herkunft

MHC-I-Strep HLA-A*0201, Mart 1, ELAGIGILTV

IBA (Géttingen, D)

Strep-Tactin-PE

IBA (Géttingen, D)

2.3.9. Peptide

Peptid Peptid-Sequenz (N—-C) HLA-Typ Referenz

HIV Poly76.484 ILKEPVHGV HLA-A2 [Ogg, 1998]
Melan-Ags 35 A27L ELAGIGILTV HLA-A2 [Valmori, 1998]

Das mit dem malignen Melanom assoziierte Differenzierungsantigen Melan-A/MART-1
enthalt ein T-Zell Epitop mit der Sequenz ELAGIGILTV und wird als Melan-Axs 35 be-
zeichnet. Es besitzt durch eine Substitution von Leucin (L) statt Alanin (A) an der Posi-

tion 27 eine hohere Immunogenitat als das physiologische Peptid. Hergestellt wurde

dieses Peptid von der Firma Jerini (Berlin, D).

Aulerdem wurde das HIV Peptid HIV-Pol eingesetzt, welches vom GSF Forschungs-
zentrum Munchen (Dr. Arnolds, Miinchen, D) synthetisiert wurde. Durch HPLC-Analyse
konnte in beiden Fallen eine Reinheit der Peptide von Gber 90% gesichert werden. Die
lyophilisierten Peptide wurden bis zu ihrem Einsatz in 2,5 % DMSO-Ldsung bei —20°C

aufbewahrt. Im weiteren Verlauf werden diese beiden Peptide mit Mel und Pol be-

zeichnet.
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2.3.10. Antigen

Antigen Firma

Tetanustoxoid Statens Serum Institut (Kopenhagen, Da-
nemark)

2.3.11. Zelllinie

Zelllinie | Zellart Herkunft Referenz

Humane lymphoblastoide Zell- | American Type Culture

T2 linie, positiv fiir HLA-A2 Collection (ATCC)

[Salter, 1985]

T2-Zellen sind TAP-inaktivierte Zellen, die einfach mit Peptiden zu beladen sind, wel-
che dann als Peptid-MHC-I-Komplex immunregulatorischen Zellen prasentiert werden
kénnen. In der vorliegenden Arbeit wurden T2-Zellen mit den Peptiden Mel und Pol

beladen.

2.3.12. Statistische Analyse

Bei den Experimenten mit Mehrfachwerten oder mehreren Spendern sind die Ergeb-
nisse als arithmetisches Mittel und Standardfehler des Mittelwertes (standard error of
mean, SEM) angegeben. Die statistische Signifikanz der Unterschiede einzelner Er-
gebnisse wurde mit dem zweiseitigen Student-Test fir paarige Stichproben Uberprift.
Statistische Signifikanz wurde bei Werten von p<0,05, p<0,01 bzw. p<0,001 ange-
nommen und durch Markierung mit * bis *** gekennzeichnet. Alle statistischen Berech-
nungen wurden mit Microsoft-Exel vorgenommen. Die Analysen der FACS-Daten wur-
de mit Cell-Quest-Software und die ELISA Messungen mit Claris-Works erstellt. Alle
anderen statistischen Berechnungen und die graphische Darstellung der Daten wurden
mit Microsoft-Exel und Microsoft-Power-Point (Microsoft Cooperation, CA, USA) vorge-

nommen.
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3. Ergebnisse

3.1. Direkter Vergleich von FastDCs mit moDCs

3.1.1. Versuchsaufbau der dreiwdchigen Kokultur (Abbildung 1)

Von vier Spendern wurden moDCs generiert (finf Tage Ausdifferenzierung und zwei
Tage Aktivierung, siehe 2.1.1.5.1.). Denselben Spendern wurde drei Tage vor Beendi-
gung des moDC Protokolls erneut Blut abgenommen und daraus FastDCs (Differenzie-
rungs- und Aktivierungsphase jeweils nur 24 Stunden) gewonnen. In den letzten vier
Stunden der Aktivierungsphase wurden sowohl den Fast- als auch den moDCs das
Peptid Melan-A zur Antigenaufnahme zugeflihrt. Nachdem in beiden DC Gruppen die
Aktivierung vollendet war, wurden beide DC Gruppen geerntet, gezahlt und durchfluss-
zytometrisch auf ihre Reife und Reinheit hin untersucht. Anschlielend wurden die ge-
wonnen DCs mit pan-T-Zellen fir drei Wochen kokultiviert. Im wéchentlichen Abstand
wurden die Kokulturen mit frisch generierten, Antigen-beladenen DCs vom gleichen
Spender restimuliert. Am Ende wurde mit unterschiedlichen Methoden untersucht, ob

Melan-A-spezifische T-Zellen induziert wurden, die auch ihre Zielzellen lysieren kon-

nen.
Melan-A beladene Restimulation mit Peptid
FastDCs und beladenen FastDCs oder Melan-A spezifische
moDCs moDCs CTLs ?

L ot
\ Tag Tag Tag »éﬁ
0 7 14 E?ﬁ
—— Autologe Kokultur [ D?X »ﬁﬁ
!

@ / =Streptamere
® ! “IFN-y FACS
@ Zytokine  Zytokine Zytokine *ELISPOT

pan T-Zellen =Zytotoxizitat

Abbildung 1: Versuchsaufbau zum Vergleich der Induktion Antigen-spezifischer zyto-
toxischer T-Zellen durch moDCs und FastDCs.
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3.1.1.1. Ausbeute und Reinheit

Als erstes wurde untersucht ob sich FastDCs von moDCs in Bezug auf Reife oder
Reinheit unterscheiden. Zudem interessierte die Ausbeute ausgereifter DCs bei den

zwei Protokollen.

Anhand der Oberflachenmarker, die durchflusszytometrisch bestimmt wurden, konnte
festgestellt werden, dass sowohl FastDCs als auch moDCs phanotypisch das typische
Muster ausgereifter DCs aufweisen: CD14", CD83*, CD80*, CD86""®, MHC-II"® (Abbil-
dung 2).

[%] [%] [%]
100} 100 100
80 80 80
2 60 1 J 601 S 601 O moDC
3 40 3 40 3 40 B FastDC
20 - 20 1 20 -
0 0 _I__l___ 0

Abbildung 2: Sowohl das FastDC- als auch das moDC-Protokoll ergibt ausgereif-
te dendritische Zellen. Dendritische Zellen wurden nach Vollendigung des jeweiligen
Protokolls geerntet und durchflusszytometrisch analysiert (n=4).

Im Gegensatz zu den moDCs wiesen die FastDCs jedoch eine 5-10%ig hohere Rein-
heit auf (Abbildung 3A, B).

Die Ausbeute der jeweiligen Protokolle wurde mit Hilfe der Neugebauer Zahlkammer
bestimmt, indem man auszahlte wie viele Zellen der eingesetzten Monozyten nach
Durchfuihrung des jeweiligen Generierungsprotokolls noch vital waren. Auch hier war
das FastDC-Protokoll dem Standard Uberlegen, da man eine deutlich hdhere Ausbeu-

te, bis zu 35% mehr, als mit dem moDC-Protokoll erzielen konnte (Abbildung 3B).

Um auszuschlief3en, dass die niedrigere Ausbeute der moDCs durch zu geringe Zyto-
kinmengen wahrend der Differenzierungsphase bedingt war - sie bekamen dieselbe
Menge an IL-4 und GM-CSF wie FastDCs, waren aber einen vielfach langeren Zeit-
raum in Kultur- wurde ein weiterer Versuch durchgeflhrt. Hier wurden FastDCs und
moDCs generiert und zusatzlich moDC-Kulturen angesetzt, die sowohl zu Beginn als
auch an Tag 3 und Tag 5 der Differenzierungsphase IL-4 und GM-CSF hinzugefiigt

bekamen. Dabei zeigte sich jedoch, dass die zusatzlichen Zytokine keine wesentliche
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Besserung der moDC-Ausbeute bewirkten und das FastDC-Protokoll weiter Uberlegen
war. In Abbildung 3C sieht man, dass die Ausbeute bei moDCs 36% und 38% bei je-
nen mit zusatzlich IL-4/GM-CSF betrug. Im Vergleich dazu lieRen sich 64% der Mono-
zyten in FastDCs umwandeln. Auch wurde untersucht, ob sich die Ausbeute der
moDCs durch Verkurzung der Aktivierungsphase von 48 Stunden auf 24 Stunden ver-
andert, was jedoch keinen Unterschied ergab. Im Gegensatz zu den Zellen aus Abbil-
dung 3A und 3B waren die dendritischen Zellen in Abbildung 3C nicht mit Melan-A-

Antigen beladen.

Obwohl die Ausbeute in verschiedenen Experimenten unterschiedlich ausfiel und nicht
immer statistische Signifikanzen aufwies, wurde mit dem FastDC-Protokoll immer eine
um etwa 20% erhdhte Ausbeute gegenuber dem moDC-Protokoll erreicht. (Abbildung
3C; p=0,055 flr FastDC im Vergleich zu moDCs und p=0,067 fiur FastDCs im Vergleich
zu moDCs+IL-4/GM-CSF).

A B C
FastDC (%) 0 moDCs 0 moDCs
4 °/ | FastDC o moDCs+IL-4/GM-CSF
100- — 100
Ml FastDC
80 - < 80 -
o — 2
60 1 3 60 1
7 moDCs %
40 < 40
(@)
a
20 1 20
0 0
_— . .
FSC Ausbeute  Reinheit

Abbildung 3: Das FastDC-Protokoll ergibt eine hthere Ausbeute und Reinheit als
das moDC-Protokoll. Die Life-Gate Analyse der FACS-Messungen ergab den prozen-
tualen Anteil lebendiger FastDCs und moDCs und die Reinheit der Zellpopulationen.
Die Ausbeute wurde festgestellt, indem unter dem Lichtmikroskop gezahlt wurde wie
viele der zu anfangs einsetzten Monozyten nach Vollendung des jeweiligen Protokolls
noch vital waren. (3A: Life-Gate Analyse eines reprasentativen Spenders von insge-
samt vier; 3B: Mittelwerte + SEM der Ausbeute und Reinheit von vier Spendern, die
insgesamt dreimal zur Generierung von FastDCs und moDCs fiir die dreiwdchige Ko-
kultur Blut spendeten; **p<0,01, ***p<0,001). Um zu niedrige Zytokinmengen als Grund
fur die geringe Ausbeute bei den moDCs auszuschlie3en, wurden in einem unabhan-
gigen Versuch moDCs generiert, die an Tag 3 und 5 der Differenzierungsphase noch-
mals IL-4 und GM-CSF zugesetzt bekamen. (3C: Mittelwert + SEM von vier Spendern).
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3.1.1.2. Das Zytokinprofil der dendritischen Zellen und der T-Zellen

Nach abgeschlossener Generierung der beiden DC-Populationen wurden die Uber-
stdnde entnommen und mittels ELISA die Zytokine IL-18 und IL-12, beide starke Induk-
toren einer Typ Ty1-Immunantwort [Langenkamp, 2000; Nakanishi, 2001], darin be-
stimmt. AuBerdem wurden regelmaRig zu verschiedenen Zeitpunkten (48 Stunden
nach Ansetzen der Kokultur und 48 bis 96 Stunden nach erster und zweiter Restimula-
tion) die Uberstande der Kokulturen auf ihren Zytokingehalt hin untersucht. Dabei wur-
den die Zytokine IFN-y und IL-4 bestimmt.

Insgesamt waren die in allen DC Uberstédnden gemessenen IL-12(p70) Konzentratio-
nen sehr niedrig. Es zeigte sich aber, dass die FastDCs trotzdem beinahe doppelt so-
viel Zytokin produzierten wie die moDCs (Abbildung 4 oben links). Auch zeigten die
FastDCs eine Tendenz zu einer héheren IL-18 Produktion als die vergleichbaren
moDCs (Abbildung 4 oben rechts). IL-10 lag fast bei allen Bedingungen unter der
Nachweisgrenze des verwendeten ELISAs (Daten nicht gezeigt). Die Antigenbeladung
der FastDCs und moDCs hatte in unserem Experiment keinen relevanten Einfull auf

die Produktion der gemessenen Zytokine.

In den Kokulturen hingegen konnte eine gesteigerte Produktion von IFN-y nachgewie-
sen werden, wenn Melan-A-beladene DCs verwendet wurden. Dabei spielte es jedoch
keine Rolle, ob fiir die Sensitivierung FastDCs oder moDCs verwendet worden sind
(Abbildung 4 unten links). IL-4 konnte in keiner Kokultur in nennenswerten Mengen

nachgewiesen werden (Abbildung 4 unten rechts).

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der Zytokinuntersuchungen darauf hin, dass
beide DC-Populationen, sowohl FastDCs als auch moDCs, die induzierte Immunreakti-

on vorwiegend in eine Ty1-gewichtete Richtung lenken.
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Abbildung 4: Die von DCs und Kokultur gewonnenen Uberstande zeigen eine
Tul-gewichtete Immunantwort. Obere Zeile: Die Uberstidnde der FastDCs und
moDCs fiur die IL-12(p70) und IL-18 Messungen wurden sofort nach jeweils abge-
schlossener Generierung gewonnen. Untere Zeile: Wie unter 2.1.1.10 erlautert, wur-
den CD3" pan-T-Zellen mit autologen Antigen-beladenen oder unbeladenen FastDCs
und moDCs im Verhaltnis 10:1 in Kokultur gebracht. IFN-y und IL-4 wurden 96 Stunden
nach der ersten Restimulation in den Uberstanden bestimmt. Die Zytokinmessung er-
folgte mit ELISA. Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM aus vier Spendern.

3.1.1.3. Induktion Peptid-spezifischer CD8" T-Zellen

Drei Tage nach der zweiten Restimulation der autologen Kokultur mit frisch generierten
Melan-A-beladenen FastDCs und moDCs wurde die spezifische Bindung der CD8" T-
Zellen an MHC-I/Melan-A Streptamere, und damit die Spezifitdt der T-Zell-Rezeptoren,
untersucht. Als Kontrolle dienten pan-T-Zellen, die niemals in vitro Kontakt zu dendriti-
schen Zellen gehabt hatten, und T-Zellen aus Kokulturen mit unbeladenen Fast- und
moDCs. Der Anteil der Melan-A-spezifischen CD8" CTLs betrug in beiden Kulturen
etwa 15% (Abbildung 5B). Die FastDCs und moDCs waren also gleichwertig hinsicht-
lich der Induktion Peptid-spezifischer CD8" Zellen. In den Kontrollexperimenten mit
reinen T-Zellen und mit T-Zellen, die mit unbeladenen DCs kokultiviert wurden, konn-
ten hingegen keine Streptamer bindenden Melan-A-spezifischen T-Zellen nachgewie-

sen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5: Die Anzahl Melan-A/Streptamer bindender CD8" T-Zellen ist nach
Kokultur mit FastDCs und moDCs gleich. Autologe T-Zellen wurden zweimal resti-
muliert mit unbeladenen FastDCs (A: oben links), unbeladenen moDCs (A: unten
links), Melan-A-beladenen FastDCs (A: oben rechts) und Melan-A-beladenen moDCs
(A: unten rechts). Drei Tage nach der zweiten Restimulation mit Melan-A-beladenen
oder unbeladenen DCs wurde durchflusszytometrisch untersucht, inwieweit die CD8"
T-Zellen fahig sind, spezifische Bindungen mit MHC-I/Melan-A Streptameren einzuge-
hen (B: Daten zeigen Mittelwert + SEM von vier Spendern).

Parallel dazu wurde zwei Stunden nach der zweiten Restimulation eine intrazellulare
Farbung von IFN-y bei den T-Zellen durchgefuhrt, um die Anzahl der Antigen-
spezifischen, IFN-y produzierenden T-Zellen im FACS zu quantifizieren. Diese Unter-
suchung zeigte qualitativ die gleichen Ergebnisse wie die Streptamer-Analyse, zeigte
quantitativ allerdings Werte, die nur ungefahr einem Drittel entsprachen (Abbildung 6).
Wie erwartet war die IFN-y Produktion auf die CD8" T-Zellen beschrankt, welche in
Kokultur mit Peptid-beladenen DCs waren. In T-Zellen, die nur mit unbeladenen DCs in

Kultur waren, konnte keine IFN-y Produktion nachgewiesen werden.

FastDCs und moDCs induzieren also gleich gut Antigen-spezifische, IFN-y produzie-
rende CD8" T-Zellen.
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Abbildung 6: Beide DC-Praparationen induzieren vergleichbar viele Melan-A-
spezifische, IFN-y produzierende CD8" T-Zellen. Autologe T-Zellen wurden zweimal
restimuliert mit unbeladenen FastDCs (A: oben links), unbeladenen moDCs (A: unten
links), Melan-A-beladenen FastDCs (A: oben rechts) und Melan-A-beladenen moDCs
(A: unten rechts). Mit der FACS-Methode wurde zwei Stunden nach der zweiten
Restimulation die Anzahl der IFN-y produzierenden CD8" T-Zellen analysiert (B: Daten
zeigen Mittelwert £ SEM von vier Spendern).

3.1.1.4. Induktion einer Ty1-gewichteten Immunantwort

Die Bildung von IFN-y bei stimulierten T-Zellen wurde auch mittels ELISPOT unter-
sucht. Fur die Analyse wurden unmittelbar vor der zweiten Restimulation T-Zellen aus
den Kokulturen entnommen und in den fir den ELISPOT speziellen 96-Loch Platten

mit frischen Fast- und moDCs restimuliert. Als Kontrollen dienten
a) unstimulierte, nur in Medium kultivierte T-Zellen

b) T-Zellen aus den Kokulturen mit unbeladenen DCs, welche mit denselben unbe-

ladenen DCs oder mit denselben Melan-A-beladenen DCs restimuliert wurden

c) T-Zellen aus Kokulturen mit Melan-A-beladenen DCs, welche mit denselben un-
beladenen DCs restimuliert wurden oder mit DCs, welche mit einem irrelevanten
Peptid (HIV-Pol) beladen waren.
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Zur Kontrolle der Testqualitat wurde die Abweichung der Proben von ihrem Mittelwert
berechnet. Fur die verschiedenen Protokolle war die mittlere Abweichung von jeweils

vier Spendern <11%.

Im ELISPOT zeigte sich, dass Antigen-spezifische IFN-y produzierende T-Zellen nur
dann nachgewiesen werden konnten, wenn die Zellen aus Kokulturen mit Melan-A-
beladenen Fast- oder moDCs stammten und die T-Zellen mit denselben Melan-A-
beladenen DCs restimuliert wurden. T-Zellen koinkubiert mit Melan-A-beladenen Fast-
oder moDCs waren nicht in der Lage IFN-y zu produzieren, wenn sie mit denselben

unbeladenen oder HIV-Pol-beladenen DCs restimuliert wurden (Abbildung 7A).

Restimulation FastDC

DC

25x103 eingesetzte T-Zellen

Kein Antigen ;.-"" 8.

Abbildung 7A: Analyse der Stimulation der IFN-y Bildung von T-Zellen im
ELISPOT (Ausschnitt einer 96-Loch Platte). T-Zellen aus Kokulturen mit Melan-A-
beladenen DCs wurden zuerst mit denselben frischen Melan-A-beladenen DCs resti-
muliert. Fir die zweite Restimulation wurden DCs vom gleichen Spender verwendet,
die mit keinem Antigen, mit Melan-A oder mit HIV-Pol Antigen beladen waren. Das
Verhaltnis T-Zellen zu DCs betrug bei der Restimulation 10:1. Von den Ansatzen wur-
den Triplikate angefertigt. Das reprasentative Beispiel eines Spenders zeigt, dass nur
die Restimulation mit Melan-A-tragenden DCs bei den T-Zellen zu einer IFN-y Produk-
tion fuhrt.

Die Anzahl der Punkte ist gleichzusetzen mit der Anzahl IFN-y produzierender Zellen.
Bei T-Zellen, die mit Melan-A-beladenen DCs in Kokultur waren, und die mit HIV-Pol-
beladenen DCs restimuliert wurden, entsprach der Wert in etwa dem von ganzlich un-
stimulierten T-Zellen (nicht abgebildet). Die Ergebnisse aus der ELISPOT-
Untersuchung bestatigten die Befunde aus der FACS-Analyse, dass beide DC-
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Populationen eine vergleichbare Anzahl von Melan-A-spezifischen IFN—y produzie-
renden T-Zellen induzieren kénnen. Im ELISPOT war die ermittelte Fraktion jedoch
geringer als in der FACS-Analyse. Von 25000 T-Zellen wurden nach Restimulation mit
Antigen-beladenen moDCs 1,2% IFN-y produzierende Zellen nachgewiesen und 1,4%
nach Restimulation mit Antigen-beladenen FastDCs. In den jeweiligen Kontrollgruppen
mit HIV-Pol Antigen betrug die Rate nur 0,4%. (Abbildung 7B).

Wie in Abbildung 7B gezeigt, waren bei 25000 eingesetzten T-Zellen die FastDCs in
der Lage, signifikant mehr IFN-y produzierende T-Zellen zu induzieren als moDCs. Zu-
sammengefasst kann man sagen, dass Peptid-beladene FastDCs die Fahigkeit besit-
zen, eine Tumorantigen-spezifische Immunantwort vom Ty1-Typ hervorzurufen und

dabei den moDCs nicht unterlegen sind.

B
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50000 25000 12500 T- Zellen

Abbildung 7B: Mit FastDCs geprimte T-Zellen produzieren Antigen-spezifisch
IFN-y. Quantitative Auswertung der ELISPOT-Analysen, bei denen eine unterschiedli-
che Zahl von T-Zellen mit unterschiedlich beladenen DCs zum zweiten Mal restimuliert
wurden (Mel=DC-Beladung mit Melan-A, Pol=DC-Beladung mit HIV-Pol). Die IFN-y
Bildung wurde durch Melan-A stimuliert. Nach Stimulation mit dem Kontroll-Peptid HIV-
Pol wurden weniger IFN-y spots gefunden, ihre Anzahl war vergleichbar der Anzahl
nach Restimulation mit unbeladenen DCs (Daten nicht gezeigt). Dargestellt sind die
Mittelwerte £+ SEM von vier Spendern.
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3.1.1.5. Lytische Aktivitat der Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen

Mit einem Standard *'Chrom Release assay wurde vier Tage nach der zweiten Resti-
mulation die Zytotoxizitat der T-Zellen aus der Kokultur mit Melan-A-beladenen Fast-
oder moDCs uberprft. Daflr wurden T2-Zellen mit Melan-A oder mit dem, fir T-Zellen
unbekannten, HIV-Pol Antigen beladen und als Zielzellen verwendet. Dabei zeigte sich,
dass T-Zellen aus der Kokultur mit Melan-A-beladenen FastDCs eine hohere lytische
Aktivitdt gegen Melan-A-tragende T2-Zellen aufwiesen als T-Zellen aus der Kokultur
mit moDCs (Abbildung 8A). HIV-Pol-beladene T2-Zellen wurden von Melan-A geprim-
ten T-Zell Populationen nur in geringfligigem Masse lysiert, unabhangig davon, ob in
der Kokultur Fast- oder moDCs waren (Abbildung 8A). Um auszuschlielden, dass die
hohere Lyserate auf eine Erhdhung der unspezifischen Lyse zuriickzufihren war, wur-
de die Lyserate von HIV-Pol-Peptid-tragenden T2-Zellen von der Melan-A-beladener
T2-Zellen subtrahiert (Abbildung 8B). In den niedrigeren Effektor/Zielzell Verhaltnissen
40:1 und 20:1 konnte man erkennen, dass T-Zellen aus der Koinkubation mit FastDCs
signifikant besser ihre Zielzellen lysieren konnten als die vergleichbaren T-Zellen aus
Kokulturen mit moDCs. Ingesamt betrachtet scheint es so, dass sowohl Fast- als auch
moDCs in der Lage sind, Antigen-spezifische T-Zellen zu induzieren, wobei T-Zellen,
die mit FastDCs inkubiert werden, eine effektivere Lyse der relevanten Zielzellen be-

wirken.
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Abbildung 8: Zytotoxische T-Zellen lysieren ihre Zielzellen besser, wenn FastDCs
statt moDCs zum priming verwendet wurden. Vier Tage nach der zweiten Restimu-
lation wurde die lytische Kapazitat der zytotoxischen T-Zellen aus den Kokulturen mit
einem *'Cr-release Assay analysiert. Die T-Zellen wurden aus den Kokulturen mit Me-
lan-A-beladenen Fast- und moDCs geerntet und in verschiedenen Verhaltnissen mit
Melan-A oder HIV-Pol-beladenen T2-Zielzellen, welche mit °'Cr markiert waren, inku-
biert. Nach vierstiindiger Inkubation wurden die Uberstéande entnommen und in einem
y-counter die °'Cr-Aktivitit darin gemessen, was der lytischen Kapazitit entsprach. A:
Gesamtlyse durch zytotoxische T-Zellen. B: Spezifische Lyse (die unspezifische Lyse-
rate von HIV-Pol-beladenen T2-Zellen wurde subtrahiert von der mit Melan-A-
beladenen). Die Daten zeigen die Mittelwerte £ SEM von vier Spendern. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001.
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3.2. Modifizierung des FastDC-Protokolls und Analyse der Zellen

3.2.1. FastDCs in zytokinfreier Kultur

3.2.1.1. Phanotypische Reife der unterschiedlichen FastDCs

Nachdem festgestellt worden ist, dass FastDCs den moDCs in keiner Weise unterle-
gen, sondern teils Uberlegen sind, stellte sich die Frage, ob es mdglich ware, das von
uns benutzte FastDC-Protokoll noch zu verbessern. Dafur wurde zuerst die Differenzie-
rungsphase der DCs variiert. AuRer GM-CSF und IL-4 wurde zusatzlich noch IFN-a
zugefugt. Die FastDCs wurden wie bisher fur 24 Stunden mit IL-4 und GM-CSF
(FastDCs) oder mit IL-4, GM-CSF und IFN-a (IFN-a-FastDCs) inkubiert und anschlie-
Rend fir weitere 24 bis 36 Stunden mit den proinflammatorischen Zytokinen IL-1p,
TNF-o und PGE; aktiviert. AnschlieRend folgte eine so genannte wash-out Kultur. Das
bedeutet, dass die DCs nach Abschluss des Protokolls gewaschen und in purem DC-
Medium ohne weiteren Zusatz von Zytokinen oder Wachstumsfaktoren kultiviert wer-
den. Fur die wash-out Kultur wurde zuerst ein Zeitraum von zwei Tagen gewahlt. Wah-
rend dieser Zeit wurden die DCs zu Beginn der Kultur, nach 24 und nach 48 Stunden
phanotypisch auf ihre Oberflachenmarkerexpression untersucht. Dabei wurde ersicht-
lich, dass der Einfluss von IFN-o zum Zeitpunkt 0, also kurz nach dem ,Waschen®, kei-
nen Einfluss auf das Uberleben der Zellen hatte und beide FastDC-Arten eine homo-
gene Population bildeten (Abbildung 9, linke Seite). Die Expression des Reifemarkers
CD83 von IFN-a-FastDCs war anfangs im Vergleich zu FastDCs nur wenig vermehrt
(Abbildung 9, 2. Spalte von links). Nach der 48-stiindigen wash-out Kultur war die Rei-
femarkerexpression in FastDCs gering abgefallen, wahrend sie unter dem Zusatz von
IFN-o konstant blieb (Abbildung 9, rechte Spalte). Die Reinheit war in beiden Populati-

onen anndhernd gleich.
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Zeitpunkt Null nach 48 Stunden
Reinheit Reifemarker Reinheit Reifemarker
91,0% 84,9%
IL-4 +
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(a2}
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8 93,6% 9)
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GM-CSF 0.2%
e — —_—
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Abbildung 9: Die zytokinfreie Kultivierung uUber 48 Stunden zeigt bei IFN-a-
FastDCs die Tendenz fiir eine stabilere, langer andauernde Reifemarkerexpressi-
on. FastDCs wurden aus Monozyten durch eine 24-stiindige Differenzierungs- und
eine 24- bis 36-stiindige Aktivierungsphase generiert. Einer zweiten Population wurde
in der Differenzierungsphase zusatzlich zu GM-CSF und IL-4 das Zytokin IFN-a beige-
fugt. Die Aktivierung erfolgte in beiden Gruppen mit den proinflammatorischen Mediato-
ren IL-1B, TNF-a und PGE,. Nach Durchlaufen dieses Procedere wurden die DCs ge-
erntet und gewaschen, so dass keine Zytokine mehr vorhanden waren. Eine so ge-
nannte wash-out Kultur wurde im Anschluss angesetzt, in der die DCs alleinig in DC-
Medium ohne weitere Zugabe jeglicher Zytokine kultiviert wurden. Durchflusszyto-
metrisch wurden die DCs anfangs und nach je 24 Stunden untersucht. Dargestellt ist
ein reprasentativer Spender von vier.

3.21.2. Kapazitat von IFN-a-FastDCs zur Induktion von T-Zell-Proliferation

Da die IFN-a-FastDCs nach der wash-out Kultur eine stabilere Reife vermuten liel3en,
stellte sich die Frage, ob sie auch besser geeignet sind, T-Zellen zur Proliferation an-
zuregen. Dies wurde mit einer allogenen gemischten Lymphozytenreaktion untersucht.
Nach einer 48-stiindigen wash-out Kultur wurden beide DC-Gruppen geerntet und mit
allogenen nicht-adharenten Zellen (NAZ) aus der Fraktion der PBMCs inkubiert (haupt-
sachlich Lymphozyten). Wie man in Abbildung 10 sehen kann, waren beide DC-
Gruppen, passend zu ihrem reifen Phanotyp, auch nach 48 Stunden wash-out in der
Lage, eine effektive T-Zell-Proliferation zu induzieren. Die Zugabe von IFN-a. hatte

darauf keinen Einfluss.
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Durch die Zugabe von IFN-a in der Differenzierungsphase liel3 sich zeigen, dass IFN-
o-FastDCs phanotypisch langer ausgereift bleiben und die gleiche Kapazitat zur Induk-

tion von T-Zell-Proliferation haben wie FastDCs ohne IFN-a..

[103 CPM]
200 1

160 - FastDC

-O-  IFN-a—FastDC
120 1

80

40

0 T T T T T
1:20 1:40 1:80 1:160 1:320

Verhaltnis DC/ NAZ

Abbildung 10: FastDCs und IFN-a-FastDCs regen beide gleichermalRen gut T-
Zellen zur Proliferation an. FastDCs wurden entweder durch das etablierte Protokoll
gewonnen oder durch die zusatzliche Gabe von IFN-a in der Differenzierungsphase.
Nach einer 48 Stunden dauernden wash-out Kultur wurden die DCs geerntet und mit
frisch isolierten, allogenen, nicht-adharenten Zellen aus der PBMC-Fraktion fir finf
Tage inkubiert. Dabei wurden verschiedene Mischungsverhaltnisse gewahlt, die von
1:20 bis 1:320 reichten. Nach diesen funf Tagen erfolgte eine 18-stlindige Inkubation
mit [°H]-Thymidin, bevor die Zellen auf Filterpapiere gebracht wurden. AnschlieRend
wurden die Filter getrocknet und nach Zugabe von Szintillationsflissigkeit wurde in
einem [3-Counter die Anzahl der counts per minute ermittelt. Als Kontrollwert dienten
pure NAZ ohne DCs, welche einen cpm-Wert von ca. 12 x 10° ergaben. Dargestellt ist
ein reprasentativer Spender von vier.

3.2.1.3. Optimale Ausreifung der IFN-a-FastDCs

Fir die weitere Charakterisierung der FastDCs, bzw. fuir mdgliche Optimierungen, wur-

den folgende Modifikationen des Generierungsprotokolls verwendet:
e FastDCs mit konventioneller Aktivierung (PGE,, IL1-B, TNF-a)
e |IFN-a-FastDCs mit konventioneller Aktivierung (PGE, IL1-B, TNF-a.)
e FastDCs mit konventioneller Aktivierung plus IFN-y und CD40-L

¢ |FN-a-FastDCs mit konventioneller Aktivierung plus IFN-y und CD40-L
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Alle DC-Populationen wurden anschlief’end Gber 120 Stunden ohne Zytokine weiter-
kultiviert (wash-out). Die von T-Zellen abgeleiteten Stimuli CD40-L und IFN-y wurden
fur die letzten 12 bis 24 Stunden der Aktivierungsphase den DCs zugefligt (so genann-
te sequentielle Stimulation) und dadurch ein Kontakt mit T-Zellen simuliert. Wahrend
der wash-out Kultur wurden die DC-Populationen alle 24 Stunden mit der FACS-
Analyse untersucht. Wie schon beschrieben, zeigte sich bei den IFN-o—FastDCs eine
geringere Abnahme der Reifemarker und kostimulatorischen Molekiile, wobei dies am
deutlichsten bei CD80 zu sehen war (Abbildung 11, p=0,004 IFN-a-FastDCs im Ver-
gleich zu FastDCs nach 96 Stunden wash-out). Desweiteren kam es bei den IFN-
a—FastDCs zu einem verlangsamten Anstieg des Monozytenmarkers CD14. Diese bei
IFN-a—FastDCs beobachteten Effekte konnten durch die sequentielle Aktivierung mit
CD40-L und IFN-y noch verstarkt und somit eine optimale terminale Ausreifung erreicht
werden. Damit konnten die IFN-a—FastDCs ihren ausgereiften Immunphanotyp bis zum
Ende der wash-out Kultur aufrechterhalten, wie in Abbildung 11 gezeigt wird. Nach 96
Stunden ist beispielsweise die mean fluorescence intensity (MFI) von CD80 bei IFN-
a—FastDCs mit CD40-L und IFN-y im Vergleich zu FastDCs mit CD40-L und IFN-y sig-
nifikant erhoht (p=0,007). Auch die Expression von CCR-7 erreichte die héchsten Wer-
te im Falle der erweiterten Differenzierung mit IFN-o. und der sequentiellen Aktivierung
mit CD40-L und IFN-y (p=0,017 fur IFN-a-FastDCs im Vergleich zu FastDCs nach 96
Stunden wash-out Kultur, Abbildung 11).

Die Differenzierung mit GM-CSF, IL-4 und IFN-a und die anschlieende Aktivierung mit
IL-1B, PGE,, TNF-a,, CD40-L und IFN-y erbrachte also die hdchste Ausbeute stabiler,

ausgereifter DCs.
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Abbildung 11: Im Vergleich zu FastDCs weisen IFN-a—FastDCs langer einen rei-
fen Phanotyp auf, welcher durch CD40-L und IFN-y noch gesteigert werden kann.
Monozyten wurden fiir 24 Stunden mit GM-CSF und mit IL-4 behandelt oder zusatzlich
mit IFN-a.. Die darauf folgende 24- bis 36-stlindige Aktivierung erfolgte mit IL-1p, TNF-
o und PGE; oder zusatzlich mit CD40-L und IFN-y, wobei diese Stimuli nur fur die letz-
ten 12 bis 24 Stunden der Aktivierung zu den Zellen gegeben wurden. AnschlielRend
wurden die Zellen gewaschen und in reinem DC-Medium Uber funf Tage kultiviert. Die
Zellen wurden taglich mit der FACS-Methode untersucht, um die Expression von Ober-
flachenmarkern zu bestimmen (Daten zeigen Mittelwerte £+ SEM von vier Spendern,
*p<0,05, **p<0,01).

Ferner wurde Uberprift, inwieweit sich die unterschiedlich generierten DCs in der Fa-
higkeit unterscheiden, eine T-Zell-Proliferation anzuregen. Die verschiedenen DCs

wurden mit allogenen nicht-adharenten Zellen fir finf Tage in Kultur gebracht. An-
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schlieRend wurde die Proliferation der T-Zellen mit Hilfe des [°H]-Thymidin Proliferati-
onstests festgestellt. Dabei zeigte sich, dass die verschiedenen DCs alle die gleiche

Kapazitat zur Induktion von T-Zell-Proliferation besaflien (Abbildung 12).

Phanotypische Ausreifung ist bei DCs also nétig, jedoch nicht allein ausschlaggebend

fur die Aktivierung allogener T-Zellen.

[103 CPM] Differenzierung HlZ] I
80 -
GM-CSF +
60 - IL-4 +
IFN-o; -+ -
40 1 Aktivierung
20 | IL-1, TNF-o, PGE, + +
CD40L/ IFN-y - - +
0 T T T

1:20 1:40 1:80 1:160 1:320
Verhaltnis DC/ NAZ

Abbildung 12: Die T-Zell-Proliferation wird durch die verédnderten Generierungs-
protokolle nicht beeinflusst. Wie unter 3.2.1.3. beschrieben, wurden verschiedene
DCs generiert und anschlie®end mit allogenen nicht-adharenten Zellen der PBMC
Fraktion fur funf Tage in verschiedenen Mischungsverhaltnissen kokultiviert. In einer
gemischten Lymphozytenreaktion wurde die T-Zell-Proliferation mit [*H]-Thymidin ge-
messen. Es zeigte sich in Bezug auf die T-Zell-Proliferation kein Unterschied zwischen
den verschiedenen DC Populationen. Als Kontrolle dienten reine NAZ ohne DC Kon-
takt, die etwa 2x10° cpm lieferten. Dargestellt ist ein reprasentativer Spender von vier.

3.2.2. Hervorrufen einer Ty1-Immunantwort durch IFN-o-FastDCs

Nachdem sich gezeigt hatte, dass IFN-a-FastDCs eine erhdhte Reifemarkerexpression
aufweisen, jedoch den FastDCs in der Induktion zur Proliferation alloreaktiver T-Zellen
nicht Uberlegen sind, wurde ihre Kapazitat zur Aktivierung Antigen-spezifischer IFN-y
produzierender T-Zellen untersucht. Dafir wurden autologe CD3* T-Zellen (pan-T-
Zellen) aus der nicht-adharenten Fraktion der PBMCs mit der MACS-Methode isoliert.
FastDCs und IFN-a-FastDCs wurden entweder mit dem Antigen Tetanustoxoid (TT)
beladen oder nicht beladen, bevor die Stimulation mit den proinflammatorischen Me-
diatoren erfolgte. Danach wurden sie mit T-Zellen flr eine Woche kokultiviert. Nach

Ablauf der Inkubation wurden die T-Zellen mit denselben, frisch isolierten DCs restimu-
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liert, und die IFN-y Produktion der T-Zellen wurde mit der ELISPOT-Methode gemes-
sen. Aus den Uberstanden der frischen Kokulturen und nach Restimulation wurden die
Zytokine mit ELISA bestimmt.

Es zeigte sich ein Anstieg bei der IFN-y Produktion von autologen CD3" T-Zellen, wenn
IFN-a-FastDCs statt FastDCs zur Induktion verwendet wurden (Abbildung 13 A, B). Da
zu keinem Zeitpunkt IL-4, jedoch IFN-y in den Kokulturen nachgewiesen werden konn-
te, ist anzunehmen, dass sowohl IFN-a-FastDCs als auch FastDCs in der Lage sind

eine Immunantwort vom Typ Ty1 hervorzurufen (Abbildung 13C).
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Abbildung 13: Die zusatzliche Ausdifferenzierung mit IFN-a bewirkt die Induktion
einer Tyl-gewichteten Immunantwort gegen das Antigen TT. FastDCs und IFN-a-
FastDCs wurden mit dem Antigen Tetanustoxoid beladen und mit autologen CD3" T-
Zellen kokultiviert. Unbeladene IFN-a-FastDCs und FastDCs dienten als Kontrolle.
Nach einer Woche wurden die T-Zellen mit denselben, frisch isolierten DCs restimu-
liert. Die Anzahl der IFN-y produzierenden T-Zellen wurde bei den drei verschiedenen
eingesetzten T-Zell-Zahlen (6,25, 12,5 und 25 x 10%) aus Triplikaten mit einem automa-
tischen ELISPOT-Lesegerat ermittelt. A: Daten zeigen Mittelwerte + SEM von vier
Spendern, *p<0,05. B: Original Bilder aus der ELISPOT-Platte eines reprasentativen
Spenders. C: Die Uberstande aus der Kokultur wurden 48 Stunden nach Beginn und
48 Stunden nach Restimulation an Tag 7 entnommen und mit ELISA untersucht (Ein
reprasentativer Spender von insgesamt vier ist dargestellt).

Die in A dargestellte Zuordnung der Saulen gilt auch fir Abbildung B und C.

3.2.3. Priming naiver T-Zellen durch IFN-a-FastDCs

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, inwieweit FastDCs und IFN-a-FastDCs
naive T-Zellen auf ein Antigen primen kénnen. Dazu wurden mit der MACS-Methode
autologe CD3*"CD45RA" naive T-Zellen aus der nicht-adharenten Fraktion der PBMCs
isoliert und mit reifen FastDCs und IFN-a-FastDCs eine Woche kokultiviert. Beide DC-
Populationen waren entweder mit dem Antigen TT beladen oder unbeladen. Nach dem
siebten Tag wurden die Kokulturen in den ELISPOT-Platten restimuliert. Zur Restimu-
lation wurden ausschlief3lich mit TT beladene oder unbeladene FastDCs und keine
IFN-a-FastDCs verwendet, um einen mdglichen Effekt auf das priming nicht zu maskie-
ren. Wie man in Abbildung 14 sehen kann, gab es keinen Hinweis darauf, dass sich

IFN-o-FastDCs besser zum primen naiver T-Zellen eignen.
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Abbildung 14: IFN-a-FastDCs bewirken kein besseres priming naiver T-Zellen als
FastDCs. FastDCs und IFN-a-FastDCs wurden mit TT beladen oder blieben unbela-
den und wurden dann mit autologen naiven T-Zellen kokultiviert. Die T-Zellen wurden
nach einer Woche in ELISPOT Platten mit frisch isolierten, TT beladenen oder unbela-
denen FastDCs ohne IFN-a restimuliert. Die Anzahl der IFN-y sezernierenden T-Zellen
wurde aus Triplikaten mit einem automatischen ELISPOT-Lesegerat ermittelt (Oben:
Daten zeigen Mittelwerte £+ SEM von vier Spendern; Unten: Original-Bilder der
ELISPOT-Platte eines reprasentativen Spenders).

3.24. Das Zytokinprofil von FastDCs und IFN-a-FastDCs

Fir die Aktivierung von T-Zellen ist die Produktion immunregulatorischer Zytokine
durch DCs ein wesentlicher Faktor. Wie schon bekannt, sezernieren FastDCs, die mit
den von uns verwendeten proinflammatorischen Zytokinen aktiviert wurden, nur sehr
geringe Mengen des biologisch wirksamen IL-12(p70), was auch durch die Zugabe von
CD40-L und IFN-y nicht gesteigert werden konnte [Dauer, 2003a]. Erganzend dazu
wurde nun untersucht, ob die Zytokinproduktion von IFN-a-FastDCs der von FastDCs

entspricht oder verandert ist.
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Wie Abbildung 15A zeigt, wurden bei IFN-a-FastDCs im Vergleich zu FastDCs geringe-
re Menge an gesamten IL-12, bestehend aus den Homo- und Heterodimeren p40 und
p70, nachgewiesen. Auch die Produktion von biologisch aktivem IL-12(p70), ein Hete-
rodimer aus den Untereinheiten p35 und p40, wurde durch IFN-a nicht verbessert und
war fast nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Passend zu dem Fehlen von nach-
weisbarem IL-12(p70) konnte auch in keiner der beiden DC-Praparationen die Expres-
sion von IL-12(p35) mRNA gefunden werden (Abbildung 15B).

Trotz des Mangels an IL-12(p70), ein ,Schliissel-Zytokin“ fir die Induktion einer Ty1-
Immunantwort [Kalinski, 2001], konnte in den vorherigen Experimenten gezeigt wer-
den, dass IFN-a-FastDCs in der Lage sind, eine Antigen-spezifische Immunreaktion
vom Typ Tyl hervorzurufen und mdglicherweise eine verstarkte Antwort von T-
Gedachtniszellen bewirken. Zudem kdnnen sie, wie FastDCs, Antigen-spezifische zyto-
toxische T-Zellen induzieren, die zur effektiven Lyse von Zielzellen fahig sind [Dauer,
2006]. Es wurden noch weitere Zytokine untersucht, die bekannt dafir sind, eine Ty1-
(IL-18), Ty2- (IL-10), T-Gedachtniszellen- (IL-18, IL-23) oder zytotoxische (IL-15) Im-
munantwort hervorzurufen. Mit der RT-PCR wurde in beiden DC-Populationen die
mMmRNA-Expression von IL-18 und der Untereinheit (p19) von IL-23 untersucht. Jedoch
war bis auf eine spenderabhangige Variabilitat kein klarer Unterschied in den Expres-

sionsmustern der Zytokine zu finden (Abbildung 15B).

Abschlielend sei noch erwahnt, dass nur vernachlassigbar geringe Mengen an IL-10
und IL-15 Protein, wichtige Zytokine fir die Induktion von Ty2-Zellen und CTLs, in den

Uberstanden der beiden DCs nachgewiesen wurden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 15: IFN-a-FastDCs sezernieren vermindert IL-12. FastDCs und IFN-a-
FastDCs wurden generiert. In der oberen Abbildung A wurden die gekennzeichneten
DCs sequentiell mit CD40-L und IFN-y aktiviert. Die Uberstande wurden sofort nach
abgeschloRener Ausreifung (Zeitpunkt 0) und nach 48 bzw. 72 Stunden wash-out Kul-
tur entnommen und mit der ELISA-Methode untersucht. A: Daten zeigen die Mittelwer-
te + SEM von vier Spendern.

B: Aus IFN-a-FastDCs und FastDCs wurde zum Zeitpunkt 0 die gesamt-RNA isoliert
und mit RT-PCR die Expression der Zytokin-mRNAs untersucht. Die Ergebnisse von
zwei Spendern von insgesamt sieben sollen die spenderabhangige Abweichung im
Muster der Zytokin-mRNA-Expression in herkdmmlichen und mit IFN-a generierten
DCs veranschaulichen. Als Kontrolle und Referenz diente die Expression von B-Aktin-
mRNA.



63

4. Diskussion

4.1. Ubersicht uber die experimentellen Befunde

Erstmalig wurde in dieser Arbeit ein direkter Vergleich zwischen moDCs, die nach ei-
nem siebentdgigen Protokoll generiert wurden und den von unserer Arbeitsgruppe
etablierten FastDCs hinsichtlich der Induktion Tumorantigen-spezifischer CTLs durch-
gefuihrt. Dabei zeigten sich die FastDCs den moDCs ebenbiirtig. Bei der Verwendung
des FastDC-Protokolls zeigte sich jedoch, dass sowohl die Ausbeute als auch die
Reinheit dieser DCs im Vergleich zum Standard-Protokoll héher war. Fir die Induktion
von Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen erwiesen sich FastDCs als genauso geeignet
wie moDCs. Auch die Zahl der Antigen-spezifischen, IFN-y produzierenden CD8" T-
Zellen war unabhangig vom DC-Generierungsprotokoll. Bei der ELISPOT-Analyse und
weiteren Zytokinmessungen stellte sich heraus, dass die Kokultur von autologen T-
Zellen mit FastDCs eine Ty1-gewichtete Immunantwort gleicher Quantitat und Spezifi-
tat hervorrief wie die Kokultur mit moDCs. Zytotoxische T-Zellen kokultiviert mit Melan-
A-beladenen FastDCs zeigten wie ihre Vergleichspartner aus den Peptid-beladenen
moDC-Kulturen eine hohe Spezifitat fir ihr Antigen, hatten aber zudem eine hdhere

Iytische Aktivitat gegen Melan-A-tragende Zielzellen.

Fur eine eventuell mdgliche Optimierung der FastDCs, wurde das Protokoll durch Zu-
gabe von IFN-a in der Differenzierungsphase modifiziert. IFN-a. in Verbindung mit IL-4
und GM-CSF wirkte sich positiv auf Uberleben und Reife der FastDCs aus und fiihrte
zu keiner Veranderung ihrer allostimulatorischen Kapazitat zur T-Zell-Proliferation in
der MLR. Auch das priming naiver T-Zellen war unabhangig davon, ob man FastDCs
oder IFN-a-FastDCs verwendete. Beide DCs zeigten die Fahigkeit zur Induktion einer
selektiven Immunantwort vom Typ Ty1. Optimale Ausreifung und stabiles Uberleben
der FastDCs, ohne Rickumwandlung zu Monozyten-/Makrophagen-ahnlichen Vorstu-
fen, wurde durch den Zusatz von IFN-a zu IL-4 und GM-CSF wahrend der Differenzie-
rung und anschlielender sequentieller Stimulation mit proinflammatorischen Mediato-
ren und den T-Zell-abhangigen Stimuli CD40-L und IFN-y erreicht.
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4.2. Ergebnisinterpretation im Vergleich mit der Literatur

4.21. Induktion einer Antigen-spezifischen Immunantwort mit FastDCs

4.211. Bisherige Kenntnisse zur Generierung dendritischer Zellen

Es ist bekannt, dass aus mononuklearen Zellen des peripheren Blutes gesunder Spen-
der dendritische Zellen generiert werden kdénnen [Romani, 1994]. Verschiedene Ar-
beitsgruppen haben unterschiedliche Protokolle zur Generierung ausgereifter DCs ent-
wickelt, die beispielsweise aus einer finf- bis siebentagigen Inkubation mit IL-4 und
GM-CSF fur die Differenzierung vom Monozyten zur unreifen DC und einer darauf fol-
gen Aktivierung zur reifen DC bestehen. Die Stimulation wird fur weitere ein bis drei
Tage durchgefuhrt und kann mit proinflammatorischen Zytokinen, mikrobiellen oder
durch T-Zellen vermittelten Stimuli erfolgen [Caux, 1992; Feuerstein, 2000; Romani,
1994; Sallusto und Lanzavecchia, 1994]. Schuler et al. haben vor einigen Jahren eine
Methode eingefuhrt, die sie als ,Standard“ bezeichnen. Sie beschreibt die Differenzie-
rung von CD14" Monozyten zu DCs durch Inkubation mit IL-4 und GM-CSF und der
Aktivierung mit IL-1B, PGE;, TNF-a und IL-6 [Schuler, 2003]. Unsere Arbeitsgruppe
konnte jedoch zeigen, dass IL-6 bei der Aktivierung von DCs keine tragende Rolle
spielt [Dauer, 2003a], weswegen es im Weiteren flr die DC-Generierung nicht mehr
verwendet wurde. Verschiedene Arbeitsgruppen beschéftigten sich damit, die relativ
lang dauernde DC-Generierung von mindestens einer Woche auf wenige Tage zu ver-
kirzen. Dabei wurden unterschiedliche Protokolle verwendet, wie beispielsweise tran-
sendotheliale-Migration und Inkubation mit Calcium-lonophor oder mit GM-CSF und
zusatzlichen Zytokinvariationen [Czerniecki, 1997; Faries, 2001; Randolph, 1998; Xu,
2003]. Keine der Arbeitsgruppen verglich jedoch diese DCs mit herkdmmlichen
moDCs. Auch unsere Arbeitsgruppe befasste sich mit der Verkirzung des moDC-
Protokolls und konnte zeigen, dass sich innerhalb von 48 Stunden phanotypisch aus-
gereifte DCs generieren lassen [Dauer, 2003a]. Diese FastDCs konnten Antigen auf-
nehmen und prozessieren, IL-12 produzieren und besal’en die Kapazitat zur Stimulati-
on von Antigen-spezifischer T-Zell-Proliferation [Dauer, 2003a]. Es fehlte jedoch bis
jetzt der direkte Nachweis, dass FastDCs in der Lage sind, Antigen-spezifische CTLs

zu induzieren, die ihre Zielzellen effektiv lysieren kénnen.
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4.2.1.2. Stimulation einer Tumorantigen-spezifischen Immunantwort

Um die Kapazitat von FastDCs und moDCs bezuglich der Induktion Tumorantigen-
spezifischer zytotoxischer T-Zellen zu vergleichen, wurde das Modell-Peptid Melan-A
gewahlt. Es ist ein Peptid, das von dem Melanom-assoziierten Differenzierungsantigen
Melan-A/MART-1 abstammt [Valmori, 1998].

Es wurden insgesamt drei unabhangige Endpunkte ausgewahlt, um die Tumorantigen-

spezifische zytotoxische T-Zell-Antwort nachzuweisen:

¢ Bindung von Antigen-spezifischen T-Zellen an fluoreszenzmarkierte MHC-I-

/Melan-A-Komplexe (Streptamere)

e Intrazellulare Farbung von IFN-y in zytotoxischen CD8" T-Zellen (FACS-
Analyse)

e Nachweis der Sekretion von IFN-y der T-Zellen (ELISPOT).

Jede einzelne dieser Methoden ist etabliert und wurde schon von verschiedenen Ar-
beitsgruppen eingesetzt, um eine Antigen-spezifische, von T-Zellen vermittelte Immun-
antwort in vitro zu Uberwachen und zu quantifizieren [Altman, 1996; Asai, 2000; Clay,
2001; Kalyuzhny und Stark, 2001]. Die einzelnen Methoden korrelieren meist gut mit-
einander, unterscheiden sich aber hinsichtlich der nachgewiesenen Anzahl Antigen-
spezifischer T-Zellen. Mehrfach wurde beschrieben, dass die Bindung an MHC-I-
Peptid-Komplexe am sensitivsten ist und damit drei- bis finffach mehr Antigen-
spezifische T-Zellen nachgewiesen werden kénnen als durch ELISPOT oder intrazellu-
lare Zytokinfarbung. [Clay, 2001; Lyerly, 2003; Sun, 2003; Tan, 1999]. Die Ergebnisse
der vorgelegten Arbeit stimmen damit tGberein. Bei der FACS-Analyse der Streptamer-
bindung wurde ein etwa dreifach gréRerer Prozentsatz Melan-A-spezifischer CD8" T-
Zellen detektiert als mit der intrazellularen IFN-y-FACS-Analyse. Der niedrigste Anteil
IFN-y produzierender T-Zellen wurde im ELISPOT gefunden. Dazu passend wurde von
Kuzushima et al. beschrieben, dass der ELISPOT-Test weniger sensitiv im Nachweis
IFN-y spezifischer T-Zellen ist als die FACS-Analyse intrazellularer Zytokine
[Kuzushima, 1999].
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4.2.1.3. Induktion Antigen-spezifischer zytotoxischer T-Zellen durch FastDCs

Durch eine Kokultur von Melan-A-beladenen FastDCs oder moDCs mit autologen
CD3* T-Zellen war es méglich, Melan-A-spezifische CTLs zu induzieren. In dem °'Cr-
Zytotoxizitatstest zeigte sich, dass die CTLs aus der Kokultur mit Peptid-beladenen
FastDCs besser in der Lage waren, mit Melan-A beladene T2-Zellen zu lysieren, als
CTLs aus Kokulturen mit moDCs. Dieser Effekt war am deutlichsten in dem niedrigsten
Verhaltnis von Effektor- zu Zielzellen (20:1) zu sehen. Dass es sich hierbei nicht um
unspezifische Lyse handelte, konnte anhand der geringeren Lyseraten der mit dem
irrelevanten Peptid HIV-Pol-beladenen T2-Zellen nachgewiesen werden. Verunreini-
gungen der Kokulturen mit anderen Effektorzellen wie natlrlichen Killerzellen oder un-
spezifischen T-Zellen konnten durch die FACS-Analyse ausgeschlossen werden. Fur
eine mogliche Erklarung dieser besseren CTL-Induktion wurden die von den DCs pro-
duzierten Zytokine untersucht. In den Uberstdnden der FastDCs wurden, im Vergleich
zu moDCs, leicht erhéhte Mengen an IL-18 nachgewiesen, ein Zytokin, welches syner-
gistisch mit IL-12 die Immunantwort in Richtung Ty1 Typ lenken kann [Nakanishi, 2001;
Stoll, 1998]. Interessanterweise war die Produktion von biologisch wirksamem IL-
12(p70) zwar insgesamt sehr niedrig, aber bei den FastDCs beinahe doppelt so hoch
wie in den vergleichbaren moDCs. Wie schon beschrieben, ist IL-12(p70) ein sehr
wichtiges Zytokin zur Induktion einer Ty1-gewichteten Immunantwort [Gately, 1998;
Trinchieri, 1998; van Seventer, 2002]. Xu et al. haben vor einigen Jahren verschiedene
FastDC-Protokolle zur Generierung von DCs aus Monozyten miteinander verglichen.
Uber Nacht inkubierten sie Monozyten mit GM-CSF und reiften sie fiir weitere 14 bis 20
Stunden entweder mit IFN-y, TNF-o und CD40-L zu so genannten ,DC1“ oder mit IL-4,
IFN-a,, PGE, und CD40-L zu so genannten ,DC2“ aus [Xu, 2003]. In Anlehnung an die
empfohlenen Zytokine von Jonuleit et al. [Jonuleit, 2001] wurden zusatzlich ,CMM-
DCs" generiert (12-stiindige Inkubation mit IL-4 und GM-CSF und 14- bis 20-stlindige
Aktivierung mit IL-13, TNF-a, PGE; und IL-6) [Xu, 2003], ein Protokoll, das dem unse-
rer FastDCs vergleichbar ist. Im Gegensatz zu unseren Untersuchungen zeigten je-
doch Xu et al., dass nicht ,CMM-DCs* sondern nur ,DC1“ die Fahigkeit besallen, gro-
Rere Mengen des biologisch wirksamen IL-12(p70) zu produzieren und so in der Lage
waren, die lytische Kapazitat Antigen-spezifischer CD8" CTLs und deren IFN-y Produk-
tion merklich zu steigern [Dauer, 2003a; Xu, 2003]. Da sowohl in FastDCs als auch in
moDCs insgesamt nur sehr geringe Mengen an IL-12(p70) nachgewiesen wurden,

kann davon ausgegangen werden, dass selbst die Verdopplung der produzierten Men-
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ge wie bei den FastDCs nicht ausreicht, um eine biologische Wirkung zu entfalten.
Dennoch spricht eindeutig flr die Verwendung von FastDCs, dass durch sie hdhere
Iytische Aktivitat von Antigen-spezifischen CTLs induziert wird. Die zugrunde liegenden

Mechanismen bleiben jedoch derzeit noch unbekannt.

4.21.4. Vorteile durch die verbesserte Ausbeute und Reinheit der FastDCs

In den vorliegenden Untersuchungen konnte bestatigt werden, dass die Verwendung
des FastDC-Protokolls eine hohere DC-Ausbeute ergibt als das 7-Tage Standard-DC
Protokoll [Obermaier, 2003]. In den zwei Tagen des FastDC-Protokolls lieRen sich von
den eingesetzten Monozyten etwa 20% mehr in phanotypisch ausgereifte DCs um-
wandeln, als in den sieben Tagen des Standardprotokolls. Eine vorherige Beladung
unreifer DCs mit Antigen, eine wiederholte Gabe von Wachstumsfaktoren oder eine
langere Aktivierung der moDCs hatten keinen Einfluss auf diesen Befund. Aul’erdem
konnte durch das FastDC-Protokoll eine hohere Reinheit der DC-Praparationen er-
reicht werden. Anhand dieser Befunde wird erkennbar, dass man mit dem FastDC-
Protokoll in wesentlich kirzerer Zeit reife DCs mit hoherer Reinheit und Ausbeute ge-
nerieren kann als bisher. Es kédnnen damit nicht nur Zeit und Kosten eingespart wer-
den, sondern es genlgen auch geringere Mengen peripheren Blutes, um dieselbe
Ausbeute wie mit dem Standardprotokoll zu erreichen. Das ist in der Immuntherapie
maligner Tumore ein wichtiger Punkt, da Patienten mit fortgeschrittenen malignen Er-
krankungen oft auch an Anamie leiden. Weitergedacht ware es moglich, dass die Ver-
wendung des FastDC-Protokolls die Generierung von DCs in weitgehend geschlosse-
nen ,Zell-Fabriken* [Berger, 2002; Tuyaerts, 2002] vereinfachen und die Gefahr von
Kontaminationen der in vitro Kulturen durch die verkirzte Zeit minimieren wurde. Es
ware theoretisch denkbar, in diesen ,Zell-Fabriken“ Monozyten durch eine einmalige
gemeinsame Gabe von Wachstumsfaktoren, wie IL-4 und GM-CSF, Antigen und
proinflammatorischen Molekllen innerhalb von 48 Stunden zu reifen, Antigen-

beladenen DCs auszureifen [Obermaier, 2003].
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4.2.2. Modifikation des FastDC-Protokolls

4221. Effekte von IFN-o auf FastDCs

Wie schon ausflhrlich erlautert, konnten durch das FastDC-Protokoll ausgereifte DCs
mit voller Kapazitat zur Stimulation von T-Zellen generiert werden [Dauer, 2003a], die
zudem effektiv Antigen-spezifische CTLs induzieren kénnen. Unabhangig davon wurde
in verschiedenen anderen Arbeitsgruppen nachgewiesen, dass man in kurzer Zeit
phanotypisch ausgereifte DCs erhalt, wenn man Monozyten mit GM-CSF und IFN-a
statt mit IL-4 und GM-CSF inkubiert [Della Bella, 2004; Paquette, 1998; Santini, 2000].
Es wurde gezeigt, dass die mit IFN-a und GM-CSF generierten DCs besser Antigen-
spezifische CD8" CTLs gegen virale oder Tumor-spezifische Antigene induzieren konn-
ten [Gabriele, 2004; Padovan, 2002; Santodonato, 2003]. Angesichts dieser Befunde
stellte sich uns die Frage, ob sich das FastDC-Protokoll durch IFN-o noch optimieren
liele. Aus Versuchen unserer Arbeitsgruppe war bekannt, dass sich weder moDCs
noch FastDCs durch IFN-o. und GM-CSF alleine ausreifen lieRen, sondern auf die An-
wesenheit von IL-4 angewiesen waren, um ihren charakteristischen DC-Phanotyp und
ihr Zytokinmuster auszupragen [Dauer, 2003b; Dauer, 2006]. Aus diesem Grund wur-
den nun die FastDCs mit IL-4, GM-CSF und IFN-a ausdifferenziert. Es zeigte sich,
dass zusatzliches IFN-a zu einer stabileren Reife der DCs fuhrte. Die IFN-a-FastDCs
exprimierten duf3erst geringe Mengen des Monozytenmarkers CD14 und zeigten eine
hohe Expression von CD83, kostimulatorischen Molekilen wie CD80 und CD86, Anti-
gen prasentierenden Molekilen wie MHC-II, sowie von CCR-7 [Banchereau, 2000;
Bender, 1996]. Durch Aktivierung mit proinflammatorischen Zytokinen und zusatzlicher
Stimulation mit den von T-Zellen abgeleiteten Stimuli CD40-L und IFN-y kam es zu
einer weiteren Optimierung des FastDC-Protokolls. Die DCs blieben iber einen langen
Zeitraum stabil, und eine Rickumwandlung in Monozyten-/Makrophagen-ahnliche Vor-
stufen wurde unterdrickt. Bei der funktionellen Untersuchung mit der allogenen ge-
mischten Lymphozytenreaktion nach fertiger Ausreifung und nach 48 Stunden wash-
out Kultur erwiesen sich die IFN-a-FastDCs den FastDCs gleichwertig. Im Widerspruch
dazu beschrieben Paquette et al. bei 7-Tage-IFN-oa-DCs eine verbesserte Kapazitat zur
Proliferation allogener T-Zellen [Paquette, 1998]. Eine mdgliche Erklarung fir diese
Diskrepanz kdnnte sein, dass Paquette et al. eine vielfach héhere Menge an IFN-a zur

Generierung eingesetzt haben oder Unterschiede zu den verwendeten Typ-I-
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Interferonen bestehen [Paquette, 1998]. Da man aber insgesamt mit zwei vollstandig
unterschiedlichen Generierungs-Protokollen gearbeitet hat, bleibt die Vergleichbarkeit
beider Protokolle grundsatzlich fragwirdig. Auch unsere Arbeitsgruppe hat in Anleh-
nung an Paquette et al. [Paquette, 1998] Versuche mit grofleren IFN-a Mengen zur
moDC-Generierung durchgefiihrt, jedoch nur ein vermindertes Uberleben der Zellen

feststellen konnen.

4.2.2.2. Verhalten der FastDCs in der wash-out Kultur

Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurde beschrieben, dass fir das erfolgreiche Aus-
I6sen einer T-Zell-spezifischen Immunantwort vollstandig ausgereifte DCs nétig sind
[Bender, 1996; Reddy, 1997; Romani, 1996; Sallusto und Lanzavecchia, 1994]. Voll-
standig ausgereifte DC missen verschiedene Anforderungen erflllen wie z.B. die sta-
bile Expression von Reifemarkern und das Uberleben in einer ein- bis zweitdgigen
wash-out Kultur [Bender, 1996; Romani, 1996; Thurner, 1999]. Wie die verwendeten
Zytokine und Aktivierungssignale die terminale Ausreifung und das Uberleben der DCs
Uber einen langeren Zeitraum beeinflussen, wurde aber bis jetzt noch nicht genau ana-
lysiert. Nur bei Feuerstein et al., die sich vor allem mit einer optimalen Methode zum
Einfrieren Antigen-beladener DCs fur den klinischen Einsatz befasst haben, sind Daten
Uber das Verhalten von DCs in einer langeren wash-out Kultur zu finden [Feuerstein,
2000]. Feuerstein et al. generierten frische DCs innerhalb von sieben Tagen. Nach vier
Tagen wash-out Kultur zeigten sie eine Uberlebensrate von etwa 30%. Im Gegensatz
dazu erreichten die von uns verwendeten FastDCs und IFN-a-FastDCs nach vier Ta-
gen Kultivierung ohne Zytokine eine Uberlebensrate von 60-70%. Auch bei der Ex-
pression der Reifemarker zeigten sich Unterschiede. Wahrend die DCs von Feuerstein
et al. auch nach einem dreitagigen wash-out einen unverandert reifen Phanotyp mit
minimaler CD14 Expression aufwiesen [Feuerstein, 2000], zeigten unsere FastDCs ab
dem vierten Tag der wash-out Kultur einen verminderten Reifestatus, der durch eine
wieder vermehrt auftretende CD14-Expression und einen Rickgang der CD83-
Expression charakterisiert war. Zusammenfassend kann man feststellen, dass sich die
FastDCs auch nach Entzug der Zytokine als sehr stabil erwiesen, jedoch trotz Aktivie-
rung mit den von Schuler et al. [Schuler, 2003] als optimal definierten Stimuli nur tem-
porar ausgereift blieben. Die Zugabe von IFN-a bei der FastDC-Generierung flhrte in

der wash-out Kultur Uber einen langeren Zeitraum zu einem reifen Phanotyp. Dieser
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Effekt war besonders deutlich zu sehen, wenn die DCs zusatzlich sequentiell mit
CD40-L und IFN-y stimuliert wurden.

4.2.2.3. Stimuli zur terminalen Ausreifung von FastDCs

Die Beobachtung, dass sich FastDCs nach gewisser Zeit in der wash-out Kultur von
einem reifen in einen Monozyten-ahnlichen Phanotyp zurlckverwandelten, veran-
schaulicht, dass temporare Reife nicht gleichzusetzen ist mit einer stabilen terminalen
Ausreifung. Es ist bekannt, dass die Interaktion mit CD40-L auf T-Zellen bei DCs zu
einem ausgereiften Phanotyp mit besserem Uberleben fiihrt [Caux, 1994; Feuerstein,
2000]. In Ubereinstimmung damit konnten auch wir eine hohere Uberlebensrate und
eine stabilere Ausreifung der FastDCs nach zusatzlicher Aktivierung mit CD40-L und
IFN-y nachweisen. Sowohl CD40-L als auch IFN-y sind fir eine suffiziente IL-12 Pro-
duktion in DCs unabdingbar [Snijders, 1998], und so mitverantwortlich fiir das Auslésen
einer DC-induzierten Ty1-gewichteten T-Zell-Antwort. Dieser Effekt tritt unabhangig von
phanotypischer Reife auf [Lapointe, 2000; Mailliard, 2004; Vieira, 2000]. Bezlglich der
Zytokinproduktion ist bekannt, dass in ausgereiften DCs die Fahigkeit zur IL-12(p70)
Produktion nur fur wenige Stunden nach Aktivierung durch CD40-L und IFN-y gestei-
gert werden kann [Kalinski, 1999]. Innerhalb dieses Zeitintervalls sind diese von T-
Helferzellen stammenden Stimuli jedoch von sehr groBer Bedeutung fiir das Uberle-
ben, die Reife und das Muster der Zytokinproduktion der DCs und kénnen somit die

darauf folgende Immunantwort beeinflussen [Langenkamp, 2000; Luft, 2002].

In den wash-out Kulturen konnten auch wir beobachten, dass die alleinige Aktivierung
mit proinflammatorischen Mediatoren nur zu einer vortibergehenden Ausreifung der
FastDCs flhrte. Nach zusatzlichem Kontakt mit CD40-L und IFN-y blieb jedoch sowohl
die Expression von Reifemarkern als auch die IL-12 Produktion iber mehrere Tage
relativ stabil. Deshalb ist anzunehmen, dass der Kontakt zu T-Helferzellen fir die ter-
minale Differenzierung der DCs unerlasslich ist. Weiter konnte gezeigt werden, dass
man durch Zugabe von IFN-a phanotypisch reife DCs generieren konnte, die nach zu-
satzlicher Aktivierung durch CD40-L und IFN-y sehr stabil ausgereift waren und dabei

funktionell nicht beeintrachtigt waren.

Vor einigen Jahren zeigten Gauzzi et al., dass nur unreife im Gegensatz zu aktivierten
DCs in der Lage sind, auf exogenes Typ-I-IFN (o und B) zu reagieren. Schon wenige

Stunden nach Aktivierung mit Lipopolysaccharid, ein potenter bakterieller Stimulus,
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kam es zu einer verminderten Expression der beiden Untereinheiten des Typ-I-IFN-
Rezeptors [Gauzzi, 2002]. Eine kurz nach dem Eintritt eines Krankheitserregers statt-
findende Typ-I-IFN Produktion kénnte somit, zusammen mit anderen proinflammatori-
schen Zytokinen, eine Ausreifung der noch unreifen DCs im Gewebe bewirken, welche
dann die Fahigkeit erlangen, in Lymphknoten zu wandern, um dort T-Zellen zu aktivie-
ren [Banchereau, 2000; McColl, 2002; Randolph, 2001; Sallusto und Lanzavecchia,
2000]. Erst dort findet durch die Interaktion mit T-Helferzellen eine terminale Differen-

zierung und IL-12 Produktion statt.

422.4. Induktion von T-Gedachtniszellen durch IFN-a-FastDCs

Um die durch IFN-a-FastDCs induzierte Immunantwort genauer zu analysieren, wur-
den verschiedene ELISPOT-Tests durchgefiuhrt. Dabei stellte sich heraus, dass IFN-a-
FastDCs vor allem in autologen pan-T-Zellen eine vermehrte IFN-y Produktion als Ant-
wort auf das Antigen Tetanustoxoid induzierten, wohingegen sie das priming ungeprag-
ter T-Zellen nicht verbesserten. Dieser Befund spricht dafiir, dass IFN-a-FastDCs
wahrscheinlich selektiv die Proliferation von CD4'CD45RO* T-Zellen, also T-
Gedachtniszellen, fordern kénnen und nicht das Wachstum von ungepragten
CD4'CD45R0O" T-Helferzellen. Dies passt zu den Ergebnissen von Carbonneil et al.,
die nur eine schwache Proliferation ungepragter CD4*CD45RO" T-Helferzellen beo-
bachten konnten, wenn die DCs zuvor mit Typ-I-IFN behandelt worden waren
[Carbonneil, 2004]. Kdrzlich wurde von unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass IFN-a das
priming von CD8" CTLs durch FastDCs nicht beeinflusst und FastDCs Antigen-
spezifische CTLs induzieren kénnen und gezielt auf Chemokine wie den CCR-7-
Liganden 6Ckine migrieren kénnen [Dauer, 2006]. Unklar ist aber noch, ob IFN-a-
FastDCs eventuell auf CD8" Gedachtnis-CTLs wirken. Aus Versuchen mit plasmazy-
toiden DCs ist allerdings schon bekannt, dass Typ-I-Interferone selektiv eine Immun-
antwort von CD8" Ged&chtnis-T-Zellen bewirken und damit Zytotoxizitat induzieren
kénnen [Rothenfusser, 2004].

4.2.2.5.  Auswirkung von IFN-a auf die Zytokinproduktion der FastDCs

IL-12 ist ein wichtiges Zytokin, welches von reifen DCs gebildet wird und eine ,Schlus-

selrolle bei der Aktivierung des angeborenen und erworbenen Immunsystems ein-
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nimmt [Trinchieri, 1998]. Das biologisch wirksame IL-12(p70) ist ein Heterodimer, das
sich aus den beiden Untereinheiten p35 und p40 zusammensetzt [Gately, 1998]. Es
wird von DCs wéahrend der Interaktion mit Ty-Zellen tber den Kontakt mit CD40/CD40-
L produziert [Cella, 1996; Kalinski, 2001; Snijders, 1998] und verschiebt die ausgeldste
Immunantwort in Richtung Ty1-Typ [Heufler, 1996; Macatonia, 1995]. In den vorgeleg-
ten Untersuchungen wurde beobachtet, dass IFN-a-FastDCs im Gegensatz zu norma-
len FastDCs nur noch verschwindend geringe Mengen an gesamtem IL-12, bestehend
aus der p40 und p70 Untereinheit, und an biologisch aktivem IL12(p70) produzieren,
auch nach Aktivierung mit starken IL-12-Induktoren wie CD40-L und IFN-y. Diese Be-
funde stimmen mit anderen Untersuchungen Uberein, in denen wiederholt beschrieben
wurde, dass IFN-a die IL-12 Produktion in DCs vermindert [Dauer, 2003b; Della Bella,
2004; McRae, 1998]. Die insgesamt niedrige Produktion von IL-12 ist mdglicherweise
auch auf das von uns zur Aktivierung der DCs verwendete PGE, zurlckzuflihren, da
dieses die IL-12 Produktion von DCs vermindern kann [Kalinski, 2001; Mailliard, 2004;
Xu, 2003]. PGE; wurde trotzdem zur DC-Aktivierung verwendet, vor allem um ein
bestmdogliches Reifen und Uberleben zu erreichen [Jonuleit, 1997; Vassiliou, 2004].
Aulerdem entsprach die DC-Generierung so auch dem Ublichen ,Standard“ [Schuler,
2003] und war mit der wash-out Kultur von Feuerstein et al. vergleichbar [Feuerstein,
2000]. Trotz mangelnder IL-12 Produktion waren IFN-a-FastDCs aber genauso wie
FastDCs in der Lage, naive T-Helferzellen und Antigen-spezifische CTLs zu primen
[Dauer, 2006], so dass man daflr einen unbekannten, IL-12(p70)-unabhangigen Me-

chanismus vermuten kann.

Weshalb IFN-a-FastDCs vorzugsweise T-Gedachtniszellen aktivierten, ist noch unbe-
kannt. Méglicherweise spielt dabei die vermehrte Bildung von IL-23 nach Kontakt mit
Typ-I-IFN in den DCs eine Rolle [Nagai, 2003; van Seventer, 2002]. IL-23 ist ein Zyto-
kin aus der IL-12 Familie, das sich aus einer p19 und p40 Untereinheit zusammensetzt
und vorzugsweise auf T-Gedachtniszellen wirkt [Lankford und Frucht, 2003]. Schnurr et
al. konnten in dem Zusammenhang nachweisen, dass PGE; nicht nur die Produktion
von IL-12 vermindert, welches vorzugsweise auf naive T-Zellen wirkt, sondern auch die
Bildung von IL-23 induzieren kann [Schnurr, 2005]. Es war jedoch in unseren Versu-
chen nicht mdglich, eine vermehrte IL-23 oder IL-18 Expression in den IFN-a-FastDCs
nachzuweisen. IL-18 ist ein Zytokin, welches mit IL-12 gemeinsam eine Ty1-
Immunantwort induzieren kann [Nakanishi, 2001] und nach dem Kontakt mit Typ-I-IFN
von DCs vermehrt gebildet wird [Nagai, 2003].
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4.3. Klinische Relevanz der Ergebnisse

Seit Veroffentlichung der ersten klinischen Studie zur zellularen Immuntherapie mit
dendritischen Zellen 1996 [Hsu, 1996] wurde daran gearbeitet, diese Therapieform zu
verbessern. Obwohl in zahlreichen unterschiedlichen experimentellen Ansatzen und
Tiermodellen gezeigt wurde, dass die DC-Vakzinierung eine viel versprechende Be-
handlungsméglichkeit fir Tumorpatienten darstellt, muss die Immuntherapie weiter
standardisiert und optimiert werden, um sie bei Patienten mit geringer Tumorlast ein-
setzen zu koénnen [Cerundolo, 2004; Figdor, 2004]. Bisher hatten die DC-
Generierungs-Protokolle die Nachteile, dass sie sehr zeitaufwendig und durch die gro-
Re Menge bendtigter rekombinanter Zytokine auch sehr teuer waren. Zusatzlich muss-
ten fur eine effektive Ausbeute sehr viele Vorlauferzellen aus dem Blut isoliert werden.
Diese Nachteile haben mdglicherweise mit dazu beigetragen, dass bisher gréliere kili-
nische Studien ausstehen. Zum ersten Mal konnte hier gezeigt werden, dass FastDCs
genauso gut wie Standard-moDCs eine Tumor-spezifische CTL-Antwort induzieren
kénnen. Es kdnnen durch Verwendung des FastDC-Protokolls nicht nur Tumorantigen-
beladene DCs innerhalb kurzerer Zeit und somit kostengunstiger generiert, sondern
auch mehr Zellen mit groRerer Reinheit gewonnen werden. Die groRere Ausbeute er-
moglicht eine geringere Ausgangsmenge Blut und eignet sich deshalb mdglicherweise
fur Tumorpatienten, die oft neben einer Vielzahl von Begleiterkrankungen auch eine

Anamie aufweisen.

Des Weiteren wurden durch die Identifizierung von Zytokinen, welche die Differenzie-
rung und Aktivierung von DCs verbessern, nicht nur wichtige Erkenntnisse zur Physio-
logie der aus Monozyten abgeleiteten FastDCs gewonnen, sondern auch zur Weiter-
entwicklung und Optimierung der DC-Vakzinierung fiir die klinische Anwendung. So
konnte nachgewiesen werden, dass phanotypische Reife reversibel ist und nur durch
unterschiedliche Aktivierungssignale optimales Uberleben und Ausreifung erreicht wird.
Durch Zugabe von IFN-a wurde die terminale Differenzierung eingeleitet und selektiv
die Kapazitat fur die Stimulation einer Ty1-Gedachtniszellen Immunantwort begunstigt.
Dadurch, dass man aus denselben Vorlauferzellen innerhalb kurzer Zeit durch ver-
schiedene Stimuli potente DCs mit unterschiedlichen immunregulatorischen Fahigkei-
ten generieren kann, sind mdglicherweise spezifische Adaptationen der DC-
Vakzinierung je nach gewilnschtem Effekt moglich, wie beispielsweise vermehrtes An-
sprechen der T-Gedachtniszellen mit so genannten ,Prime-boost-Strategies®
[Ramshaw und Ramsay, 2000; Woodland, 2004].



74

5. Zusammenfassung

Dendritische Zellen erkennen in den Korper eingedrungene Pathogene und regen nai-
ve T-Zellen zur Proliferation und Differenzierung in Effektorzellen an. Seit einigen Jah-
ren gibt es Ansatze, dendritische Zellen zur Therapie maligner Tumore zu verwenden.
Ziel ist es, eine gegen den Tumor gerichtete Immunantwort auszulésen, wozu autologe
dendritische Zellen von Patienten in vitro mit Tumorantigen beladen, ausgereift und
dem Patienten reinjiziert werden. Reife dendritische Zellen kénnen in vitro innerhalb
von sechs bis neun Tagen aus Monozyten (moDCs) generiert werden. Von unserer
Arbeitsgruppe wurde ein nur zwei Tage dauerndes Kurzzeit-Protokoll entwickelt

(FastDCs). Mit den vorgelegten Untersuchungen sollte geklart werden,

1. ob sich FastDCs von moDCs unterscheiden hinsichtlich Ausbeute, Reinheit, Zyto-
kinproduktion und der Kapazitat, eine zytotoxische T-Zell-Antwort zu induzieren,
und

2. ob die Reifung und Stabilitdt von FastDCs durch Zugabe von Interferon-a (IFN-a)

und T-Zell-abgeleiteten Stimuli zur Kultur verbessert werden kann.

Zur Generierung von dendritischen Zellen wurden Monozyten aus dem frischen Blut
gesunder Spender isoliert und kultiviert. Fir moDCs betrug die Differenzierungsphase
funf Tage und die Aktivierungsphase zwei Tage, fir FastDCs die Differenzierung 24
Stunden und die Aktivierung 24 Stunden. Die dendritischen Zellen wurden mit Antigen
beladen und die Induktion Antigen-spezifischer T-Zellen quantifiziert. FastDCs und
moDCs wiesen das fur ausgereifte dendritische Zellen typische Muster an Oberfla-
chenmolekilen auf. Gegentiber moDCs zeigten FastDCs jedoch eine héhere Ausbeu-
te, grélere Reinheit und gesteigerte Bildung von immunregulatorischen Zytokinen, die
eine Tyl-gewichtete Immunreaktion bewirken. Die Induktion Tumorantigen-
spezifischer, zytotoxischer T-Zellen durch FastDCs und moDCs unterschied sich nicht.
Durch FastDCs induzierte Tumorantigen-spezifische T-Zellen zeigten jedoch eine ho-
here lytische Aktivitat als durch moDCs induzierte T-Zellen. Die Zugabe von IFN-a zum
Kulturmedium der FastDCs (IFN-a-FastDCs) erbrachte gegeniber dem ,normalen®
FastDC-Protokoll eine grofiere Fraktion phanotypisch reifer DCs uUber einen Beobach-
tungszeitraum von funf Tagen bei Kultur ohne Zytokine oder Wachstumsfaktoren. Die-
ses Ergebnis konnte noch weiter verbessert werden durch Zugabe T-Zell-abgeleiteter

Stimuli. Die Expression der mRNAs fir immunregulatorische Zytokine war in FastDCs
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und IFN-a-FastDCs vergleichbar. Weder die Proliferation allogener T-Zellen noch das
priming autologer naiver T-Zellen wurde durch die erweiterten FastDC-Protokolle be-
einflusst. Antigen-beladene IFN-a-FastDCs induzierten jedoch mehr IFN-y bildende

autologe T-Zellen als ,normale” FastDCs.

Das hier untersuchte verkirzte FastDC-Protokoll erhdht die Ausbeute und Reinheit der
aus Monozyten generierten dendritischen Zellen gegenltber dem Ublicherweise ver-
wendeten moDC-Protokoll. Dadurch werden Zeit und Kosten eingespart und die Ge-
fahr einer Verunreinigung der Kultur vermindert. FastDCs induzierten darliber hinaus
T-Zellen mit vermehrter lytischer Aktivitat. Sie verfUgen somit grundsatzlich Uber die
nétige Eigenschaft fir den Einsatz von dendritischen Zellen in klinischen Studien. Die
Erweiterung des FastDC-Protokolls mit IFN-a steigerte den Anteil stabil ausgereifter
dendritischer Zellen Uber einen langeren Zeitraum ohne Funktionseinschrankung. Die
Verwendung von IFN-a-FastDCs koénnte somit den therapeutischen Effekt einer auf

dendritischen Zellen basierenden Tumorimmuntherapie verbessern.
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7. Verzeichnis der Abkirzungen und Akronyme

APC
apc

BSA

°C

Ci

CCR

CD
CD40-L
cDNA
cpm
CTL

DC

DNA

E

EDTA
ELISA
ELISPOT
ER
FACS
FCS
FITC
FSC

g
GM-CSF
HPLC
HSA

IFN
IFN-a-FastDCs

g

IL
FastDCs
MACS

Antigen-prasentierende Zelle
Allophycocyanin

Bovines Serum Albumin

Grad Celsius

Curie

Chemokinrezeptor

Cluster of differentiation

CD40-Ligand
copy-Desoxyribonukleinsaure

Counts per minute

Zytotoxische T-Zelle

Dendritische Zelle
Desoxyribonukleinsaure

Effektorzelle
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure
Enzyme-linked immunobsorbent assay
Enzyme-linked immunospot assay
Endoplasmatisches Retikulum
Fluorescence-activated cell sorter
Fotales Kalberserum
Fluorescein-lsocyanat

Forward scatter

Erdbeschleunigung
Granulocyte-macrophage-colony-stimulating-factor
High performance liquid chromatography
Humanes Serum Albumin

Interferon

Monozyten-abgeleitete dendritische Zelle (48 Stunden)
plus Interferon-a

Immunglobulin

Interleukin

Monozyten-abgeleitete dendritische Zelle (48 Stunden)
Magnetic activated cell sorting
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Mel
MFI
MHC
min

ml
MLR
moDC
mRNA
NaCl
NAZ
PBMC
PBS
PCR
PE
PerCP
PGE;
PHA
PMA
Pol
RNA
RT-PCR

SEM
ssc
TAP
TBE
TCR
TGF-B
Th
TNF—o
TT

Melan-A Peptid

Mean fluorescence intensitivity
Major histocompatibility complex
Minute(n)

Milliliter

Mixed lymphocyte reaction
Monozyten abgeleitete dendritische Zelle (7 Tage)
Messenger-Ribonukleinsaure
Natrium-Chlorid

Nicht-adharente Zelle(n)
Peripheral blood monocyte cells
Phosphate-buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion
Phycoerithrin
Peridinin-Chlorophyll-A-Protein
Prostaglandin E2
Phytohdmagglutinin
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
HIV-Pol Antigen
Ribonukleinsaure
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
Sekunde(n)

Standard error of mean
Sideward scatter

Transporters associated with antigen processing
Tris-Borat-EDTA
T-Zell-Rezeptor

Tumor growth factor
T-Helferzelle
Tumor-Nekrose-Faktor o
Tetanustoxoid

Zielzelle
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