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1 Einleitung

1.1 Impfstoffe in der Tumortherapie

Impfstoffe finden routineméaRige Verwendung zur Prévention von bakteriellen und
viralen Infektionen. Ein moderneres und stark beforschtes Anwendungsgebiet des
Prinzips der Immunisierung ist daneben die Therapie von malignen Tumoren, denen
durch andere Therapieverfahren wie Chemotherapie, Strahlentherapie und operative
Entfernung oft nur ungeniigend begegnet werden kann. Zwar gibt es auch in der
konventionellen Tumortherapie Fortschritte, oftmals kann jedoch das entscheidende
Ziel, namlich eine signifikante Verbesserung der Lebenserwartung des Patienten, nicht
erreicht werden. So gilt beispielsweise fir das metastasierte Melanom, dass bei
Anwendung verschiedener Chemotherapeutika die Rate der Patienten mit messbarem
Ansprechen auf die Therapie unter 20% liegt. Randomisierte klinische Studien haben
gezeigt, dass auch mit verschiedenen Kombinationstherapien keine guten Erfolge
bezuglich einer Verbesserung der Lebenserwartung erzielt werden kdnnen [Mandara
2006]. Nach Gabe von Temozolomide und Cisplatin konnte in einer klinischen Phase-
II-Studie die Tumorprogression im Vergleich zur Monotherapie lediglich um
durchschnittlich 72 Tage verzdgert werden, die Gesamtiiberlebenszeit der Probanden
betrug im Schnitt 120 Tage [Tas 2005]. Auch bei anderen Krebserkrankungen wie
beispielsweise dem Lungenkarzinom kénnen Chemotherapien nur unbefriedigende
Therapieerfolge erwirken. Eine kombinierte Therapie mit Carboplatin, Docetaxel und
Gemcitabine konnte im Rahmen einer Studie bei Patienten mit fortgeschrittenem nicht-
kleinzelligem Lungenkarzinom eine Einjahresiiberlebensrate von nur etwa 50% sowie
eine durchschnittliche Uberlebenszeit von etwa 13,5 Monaten bewirken [Pectasides
1999].

Die Dringlichkeit neuer Therapiestrategien in der Onkologie kann mit solchen Daten
verdeutlicht werden. Ein vielversprechender Ansatz, eine Alternative zu herkdmmlichen
Therapiemodalitdten zu finden, ist die aktive Immunisierung mit tumorspezifischen
Antigenen. Hierbei soll die Potenz des kdrpereigenen Immunsystems genutzt werden,
Tumoren effektiv zu bekdmpfen. Die Abwehrzellen sollen — wie bei einer Impfung
gegen Antigene von Mikroorganismen — fir Proteine sensibilisiert werden, die
entweder tumorspezifisch sind oder zumindest von Tumorzellen in starkerem Mafe
exprimiert werden als von gesunden Zellen. Leider sind jedoch die Immunantworten

gegen diese Tumorantigene in der Regel nicht ausreichend fur eine effektive
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Tumorkontrolle. Tumore bedienen sich verschiedener Mechanismen, um dem
Immunsystem zu entkommen. So besagt die Theorie des Cancer Immunoediting, dass
im Zuge eines dreistufigen Entwicklungsprozesses (Elimination = Equilibrium -2
Escape) Tumorzellen selektiert werden, die eine sehr geringe Immunogenitat
aufweisen. Diese Zellen werden vom Immunsystem nicht als kérperfremd erkannt und
kénnen so im Organismus Uberleben. Dies kann unter anderem dadurch erreicht
werden, dass durch eine Anhdufung von Defektmutationen im (3-2-Mikroglobulin-Gen
der stark proliferierenden Tumorzellen die MHC-gebundene Antigenprasentation auf
der Zelloberflache abnimmt. Daneben sind Tumorzellen in der Lage, tumorspezifische
regulatorische T-Zellen mit immunsuppressiven Eigenschaften zu induzieren. Diese
und weitere Mechanismen filhren dazu, dass Tumore also in gewissem Maf3e vom
Immunsystem toleriert werden [Steinman 2003, Rabinovich 2007]. Ziel der
Immuntherapie ist es, diese Toleranz durch Tumorvakzinierung zu durchbrechen. Um
dies zu erreichen bedient man sich einerseits eines bestimmten Typs von Antigen-
prasentierenden Zellen — der dendritischen Zellen (DC) — und zum anderen werden
neue Adjuvantien entwickelt. Adjuvantien sind wirkungsverstarkende pharmazeutische
Hilfsstoffe, die zur Steigerung der Immunantwort auf eine verabreichte Substanz
eingesetzt werden. Sowohl der Einsatz von DC als auch die Verwendung neuer
Adjuvantien konnten dazu beitragen, Erfolge in der Tumortherapie zu erzielen. So
zeigten in einer Tumorvakzinierungsstudie sieben von 16 Melanompatienten eine
signifikante klinische Antwort nachdem sie mit tumorantigenbeladenen DC
(sogenannten ,Mono-DC*, die aus mononukledren Zellen des Blutes gewonnen
wurden) behandelt worden waren. Bei zwei Patienten konnte sogar eine vollstandige
Tumorregression erreicht werden [Nestle 1998]. Ferner konnte in Tierversuchen
gezeigt werden, dass TLR-Liganden, wie CpG-Oligodesoxynukleotide als Adjuvantien
zu einer effektiven Bekampfung von experimentellen Tumoren fiihren [Carpentier 2000,
Kawarada 2001, Heckelsmiller 2002]. Auf der Basis préklinischer Erkenntnisse tber die
potentielle Wirksamkeit von CpG-Oligodesoxynukleotiden im Rahmen der
Tumortherapie wurden klinische Studien mit diesen Adjuvantien durchgefihrt.
Manegold et al. kombinierten das CpG-Oligodesoxynukleotid PF-3512676 mit einer
Taxan/Platin-Standardchemotherpie. 111 unbehandelte Patienten, die an einem nicht-
kleinzelligen Bronchial-Karzinom erkrankt waren, wurden in zwei Gruppen unterteilt
und erhielten entweder die Taxan/Platin-Standardchemotherpie oder die Kombination
aus PF-3512676 und Taxan/Platin. Die Patienten, welche die Taxan/Platin-
Standardchemotherpie erhielten, zeigten eine Ansprechrate von 19 %, die
durchschnittliche Gesamtiberlebensrate lag bei 6,8 Monaten. Bei den Patienten, die
zusétzlich das CpG-Oligodesoxynukleotid PF-3512676 erhalten hatten, lag die
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Ansprechrate bei 38 %, die durchschnittliche Uberlebenszeit bei 12,3 Monaten
[Manegold 2008].

Damit die Erfolge bei der Bekdmpfung von Krebserkrankungen in dieser Richtung
weiter ausgebaut werden kdnnen, ist die Erprobung neuer Adjuvantien Gegenstand

aktueller Forschung.

1.2 Dendritische Zellen (DC)

1.2.1 DC als Bindeglied zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem

Das Immunsystem des Saugers kann in das unspezifische (angeborene) und das
spezifische, adaptive Immunsystem unterteilt werden. Ersteres ist fir die schnelle
Reaktion auf Pathogene verantwortlich, wéahrend letzteres fur die spezifische
Bekampfung eines bestimmten potentiellen Pathogens und fiir die Etablierung des so
genannten immunologischen Gedachtnisses zustandig ist. Eine Sonderstellung in
diesem System nehmen die DC ein, die ein Bindeglied zwischen der unspezifischen

und der spezifischen Abwehr darstellen.

DC sind professionelle antigenprasentierende Zellen, die sich aus hdmatopoetischen
Zellen im Knochenmark ableiten. Dort differenzieren sie sich aus Vorlauferzellen unter
dem Einfluss bestimmter Wachstums- und Differenzierungsfaktoren wie GM-CSF
(granulocyte macrophage colony stimulating factor) oder Flt-3-Ligand (fms-like tyrosine
kinase-3 ligand). Es lassen sich funktionell drei Differenzierungsstufen unterscheiden:
DC-Vorlaufer, unreife DC und reife DC [O’Neill 2004, Karsunky 2003].

Unreife DC sind als eine Art Wéachterzellen in verschiedensten Geweben zu finden und
haben in diesem Zustand die ausgepragte Fahigkeit, Antigene durch Phagozytose,
Endozytose oder Pinozytose aufzunehmen. So wird durch diese Zellen standig das
Vorhandensein korpereigener, aber auch kérperfremder, mdoglicherweise von
Pathogenen stammender Molekille geprift. Verschiedenartige Rezeptoren auf der
Zelloberflache dienen dabei der Aufnahme diverser Partikel, die sowohl von
kérpereigenen Zellen als auch von Mikroorganismen stammen koénnen. So besitzen
DC beispielsweise F.-Rezeptoren um Immunkomplexe aufzunehmen, Scavenger-
Rezeptoren (beispielsweise CD36) um Hitzeschockproteine absterbender Zellen oder
apoptotische Zellen selbst zu phagozytieren und C-Type Lectin-Like Rezeptoren (LLR)
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fur die Aufnahme verschiedener Pathogene. Zu diesen LLR gehdren beispielsweise
der Macrophage-Mannose-Receptor (MMR), DEC-205 oder DC-SIGN, ein Rezeptor,
der fur die Erkennung von HIV1 verantwortlich ist [Peiser 2002, Cambi 2003,
Geijtebeek 2000].

Neben diesen der Antigenaufnahme dienenden Rezeptoren befinden sich in der
Membran der DC auch so genannte Toll-like-Rezeptoren (TLR). Sie sind auf die
Erkennung von Fremdantigenen spezialisiert, fihren jedoch — anders als die LLR —
nicht zu deren Phagozytose, sondern zur Aktivierung der DC. Diese Aktivierung kann
ferner durch Ligandenbindung von Zytokinrezeptoren (beispielsweise fir TNF-a) bei
Vorhandensein einer Entziindung bzw. einer Gewebsschadigung oder durch Zell-Zell-
Kontakte zwischen DC und anderen Abwehrzellen (beispielsweise CD40-CD40L-
Interaktionen) erfolgen und stellt ein Gefahrensignal fur die DC dar [lto 2009,
Hernandez 2007].

Die Aktivierungssignale induzieren eine Reihe zellbiologischer Prozesse, die unter dem
Begriff ,DC-Reifung” zusammengefasst werden. Dabei verliert die DC ihre
Phagozytoseféhigkeit und gewinnt dafir das Potential, durch eine veranderte
Expression von Chemokinrezeptoren (CCR) von einem Entziindungsherd in regionale
sekundare lymphatische Organe (beispielsweise Lymphknoten) zu migrieren. Reife DC
exprimieren den Chemokinrezeptor 7 (CCR7), dessen Liganden CCL19 und CCL21
von T-Lymphozyten in Lymphknoten und von hochendothelialen Venolen sekundéarer
lymphatischer Organe exprimiert werden [O’Neill 2004]. CCR7 wird auch als lymph
node homing receptor bezeichnet [Langenkamp 2000]. Reife DC haben daruber hinaus
die Fahigkeit, aufgenommene Antigene zu prozessieren und die entstehenden Epitope
in hoher Dichte, gebunden an MHC-Molkile, auf der Zelloberflache zu présentieren.
Dabei besitzen die DC die besondere Fahigkeit, exogene Antigene nicht nur mit Hilfe
von MHC-II-Molekiilen, sondern auch gebunden an MHC-I-Molekulen, zu présentieren.
Die Prasentation exogener Antigene in Verbindung mit MHC-I wird als
Kreuzprasentation bezeichnet [Mellman 2001]. Eine weitere wichtige Veranderung, die
mit der DC-Reifung einhergeht, ist die verstarkte Expression kostimulatorischer
Molekiile wie CD80, CD83 oder CD86 auf der Zelloberflache. Diese Molekile dienen
der Interaktion mit anderen Abwehrzellen, insbesondere T-Lymphozyten. So interagiert
CD86 beispielsweise mit CD28 sowie CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4) auf der Oberflache von T-Zellen [Fuse 2006, Lozanoska-Ochser 2008].
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Die ausgepragte Fahigkeit auf Pathogene vermittelt durch Mustererkennungs-
Rezeptoren (pattern recognition receptors) zu reagieren und nach Aktivierung in
drainierende Lymphknoten zu migrieren, wo sie aufgenommene Antigene T- und B-
Zellen prasentieren, machen DC zu einem Bindeglied zwischen dem angeborenen und
dem adaptiven Immunsystem. In sekunddren lymphatischen Organen, wie
beispielsweise Lymphknoten, treten DC mit T-Lymphozyten in direkten Kontakt und
prasentieren ihnen die aufgenommenen Antigene. Im Fall einer Aktivierung der DC
werden die T-Zellen, die einen passenden T-Zell-Rezeptor besitzen, durch Bindung an
den Antigen-MHC-Komplex und durch Kontakt zu den kostimulatorischen Molekilen
der DC aktiviert. Durch die Fahigkeit der DC zur Kreuzprasentation kénnen sie nicht
nur mit CD4" T-Zellen, sondern auch mit CD8" T-Zellen, den Vorlaufern zytotoxischer
T-Zellen, in Kontakt treten. So werden die antigenspezifischen T-Lymphozyten aktiviert
und zur Proliferation angeregt, wodurch die Etablierung einer an das jeweilige
Pathogen angepassten Immunantwort, inklusive der Bildung von Ged&chtniszellen,
erfolgt. Da verschiedene Fremdantigene verschiedene Immunantworten erfordern,
steuern DC die Art der T-Zell-Reaktion. Je nachdem, welcher Stimulus auf die DC
einwirkt, kénnen sie durch Freisetzung entsprechender Zytokine die Differenzierung
der T-Zellen beeinflussen. Schiitten DC beispielsweise nach Kontakt zu LPS IL-12p70
aus, so entwickeln sich CD4" T-Lymphozyten vorwiegend zu Tp-Zellen, die IFN-y
produzieren und damit die Differenzierung von zytotoxischen T-Zellen férdern. Nehmen
DC dagegen Antigene von Eiern aus Schistosoma auf, bleibt die Freisetzung von IL-12
aus und es erfolgt eine Ty,-Polarisation, die eine humorale Immunantwort zur Folge hat
[O'Neill 2004]. DC kénnen neben T-Zellen auch B-Zellen und NK-Zellen aktivieren
[Balazs 2002, Ferlazzo 2004].

DC induzieren nicht nur Immunantworten, sondern tben auch tolerogene Funktionen
aus. Auch in intaktem Gewebe nehmen sie Antigene aus ihrer Umgebung auf und
prasentieren diese, wobei es sich dabei in der Regel um koérpereigene Antigene
handelt, gegen die eine Immunantwort unerwiinscht ist. Da in diesem Fall kein Kontakt
der DC zu pathogenassoziierten molekularen Mustern (pathogen associated molecular
pattern, PAMP) oder proinflammatorischen endogenen Gefahrensignalen (damage
associated molecular pattern, DAMP) stattfindet, erfolgt kein aktivierendes Signal und
die Zellen verweilen im unreifen Zustand. Dennoch kbdnnen sie mit naiven T-
Lymphozyten in Kontakt treten, sofern diese den passenden T-Zell-Rezeptor fir das
prasentierte Selbstantigen besitzen. Dieser Kontakt fihrt jedoch zur Toleranzinduktion.
DC kénnen Antigene also in einer immunogenen oder in einer tolerogenen Art und

Weise prasentieren, je nachdem ob sie zugleich Kontakt zu Gefahrensignalen haben
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oder nicht [Finkelman 1996]. Ob bestimmte Subtypen von DC auch im reifen Zustand
tolerogen sein kénnen, ist umstritten [Villadangos 2005]. Eine Toleranzinduktion erfolgt
dadurch, dass reaktive T-Zellen keine Uberlebenssignale von DC erhalten. Dariiber
hinaus koénnen tolerogene DC die Vermehrung von regulatorischen T-Zellen (Treg-

Zellen) induzieren, die wiederum immunsuppressiv wirken [Steinman RM 2003].

1.2.2 Subtypen dendritischer Zellen bei Mausen

Die vorliegende Arbeit basiert auf Tierversuchen, die an Mausen durchgefihrt wurden.
Bei Mausen, wie auch bei Menschen, lasst sich die Gesamtheit der DC in
Subpopulationen unterteilen. Die verschiedenen DC-Typen unterscheiden sich
voneinander  hinsichtlich ihres  Potentials zur  Antigenprasentation, ihres
Zytokinproduktionsmusters und in der Art und Weise, wie sie mit anderen Zellen

interagieren.

Alle DC leiten sich von Vorlauferzellen aus dem Knochenmark ab. Dabei ist der
genaue Entstehungsweg der einzelnen Subtypen noch unvollstandig aufgeklart. Es gibt
zwei Modelle fiir die Entstehung der DC-Vielfalt: Das funktionale Plastizitdtsmodell geht
davon aus, dass die DC einer gemeinsamen Linie angehdren und die Subtypen je
nach &ufBeren Gegebenheiten ineinander Ubergehen konnen. Das spezialisierte
Zellreihenmodell geht dagegen von mehreren, sich separat entwickelnden Zellreihen
aus, welche DC unterschiedlicher Spezialisierung hervorbringen [Shortman 2002]. Fur
beide Modlle finden sich Belege. Einerseits kdnnen sowohl aus myeloiden wie auch
aus lymphoiden hamatopoetischen Vorlaufern alle DC-Subtypen — sowohl myeloid als
auch lymphoid — hervorgehen [Shortman 2002], was fir das erstgenannte Modell
sprechen wirde. Andererseits lassen sich diese dann nicht mehr ineinander
uberfuhren [Kamath 2000]. Da noch recht wenig iiber die Ubergangsformen zwischen
fruhen Vorlaufern und Endprodukten bekannt ist, lasst sich schwer sagen, wann eine
Trennung der Entwicklungslinien verschiedener DC-Subtypen stattfindet. Ferner ist die
Frage, inwieweit bestimmte DC unter besonderen Bedingungen auf alternativen
Wegen entstehen koénnen, Gegenstand aktueller Forschung. So nimmt man
beispielsweise an, dass DC in vivo auch aus Monozyten hervorgehen kénnen, wenn im
Organismus eine Entziindung stattfindet [Naik 2006, Ginhoux 2006].

DC und ihre Subtypen lassen sich anhand der Expression von Oberflachenmarkern

identifizieren und unterscheiden. Es handelt sich dabei um zellmembransténdige
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Proteine, die verschiedene Funktionen erfullen, beispielsweise die der Vermittlung von
Zell-Zell-Kontakten oder der Aufnahme von Antigenen. Ein Oberflachenmolekil, das
sich auf allen bisher bekannten DC von Mausen findet, ist CD11c, ein fibrinogen-

bindendes Adhasionsmolekiil aus der Familie der Integrine [Murphy 2007].

Man unterscheidet zunachst zwei Gruppen von DC, die im angloamerikanischen
Sprachgebrauch als tissue-derived dendritic cells beziehungsweise blood-derived
dendritic cells bezeichnet werden. Erstere findet man nur in den Lymphknoten,

wahrend letztere sowohl in den Lymphknoten als auch in der Milz zu finden sind.

1.2.2.1 Gewebe-abgeleitete DC (Tissue-derived dendritic cells)

Die Untergruppe der tissue-derived DC der Haut lasst sich unterteilen in die
interstitiellen DC und die Langerhans-Zellen (LC). LC wurden bereits im Jahre 1868
durch Langerhans entdeckt [Langerhans]. Beide Subtypen lassen sich in der Haut
finden und wandern von dort sowohl im steady state als auch verstarkt unter dem
Einfluss von Fremdantigen in die Lymphknoten der Haut [Iltano 2003], weshalb sie
auch als migratorische DC zusammengefasst werden.

Interstitielle DC sind auf den bindegewebigen Teil der Haut — die Dermis — beschrénkt.
Sie kommen ferner in Geweben anderer Organe vor, von wo aus kontinuierlich eine

Migration dieser Zellen in regionale Lymphknoten stattfindet [Henri 2001].

Die Langerhans-Zellen sind in der epithelialen Schicht der Haut, der Epidermis,
ansassig und finden sich zuséatzlich in Lymphknoten, welche die Lymphe der Haut
drainieren. Sie bilden ein dichtes Netzwerk von Abwehrzellen, das - zusammen mit
dem Organ Haut - die gesamte Korperoberflache als erste Barriere gegen aul3ere
Umwelteinflisse schutzt. Ob Langerhans-Zellen im Lymphknoten selbst mit T-Zellen in
Kontakt treten, um diese zu aktivieren, oder ob sie in der Haut internalisierte Antigene

zu anderen DC-Typen transportieren, ist letztlich nicht geklart [Ginhoux 2006].

Ein Oberflachenmolekil, das von beiden migratorischen DC-Subtypen exprimiert wird,
ist CD205, ein Rezeptor aus der Gruppe der Typ-I-Transmembranproteine, der die
Internalisierung und die Prasentation von Antigenen vermittelt [Jiang 1995, Wang

2009]. Dabei exprimieren interstitielle DC moderate Mengen und LC hohe Mengen



8 Einleitung

dieses Molekuls. Die Langerhans-Zellen exprimieren im Lymphknoten ferner schwach
CD8aq, die interstitiellen DC hingegen nicht. In der Haut exprimieren LC ebenfalls kein
CD8a [Henri 2001].

Zusammen machen die migratorischen DC einen betréachtlichen Teil der im Haut-
drainierenden Lymphknoten vorhandenen DC aus, wobei genaue Zahlen in der
Literatur schwer zu finden sind. Etwa 20% aller Lymphknoten-DC entfallen auf die
interstitiellen DC [Shortman 2002]. Fir die Langerhans-Zellen finden sich in
verschiedenen Veroffentlichungen Zahlen zwischen 25% [Henri 2001] und 33%
[Shortman 2002]. Die Variabilitit beruht dabei wohl nicht zuletzt auf den
unterschiedlichen genetischen Hintergriinden der M&use. Die Zahlen gelten fir
gesunde Labormause.

1.2.2.2 Blut-abgeleitete DC (Blood-derived dendritic cells)

Auch die blood-derived DC lassen sich weiter in Subtypen unterteilen, die sich aus
einer unterschiedlichen Expression von Oberflichenmolekiilen ergeben. Eine
Untergruppe stellen die CD8a." DC dar, die auch als lymphoide DC bezeichnet werden
und als einzige der blood-derived DC CD8a exprimieren. Die CD8a-Expressionsstarke
ubertrifft deutlich die der Langerhans-Zellen. Auch CD8a" DC besitzen den
Oberflachenmarker DEC-205. Urspringlich ging man davon aus, dass sie nur aus
lymphoiden Vorlaufern hervorgehen. Inzwischen weil3 man, dass sie auch aus
myeloiden Vorlaufern entstehen konnen [Shortman 2002]. CD8a" DC nehmen eine
zentrale Rolle ein, da sie eine ausgepragte Fahigkeit zur Kreuzprasentation besitzen.
Einige Jahre galten die CD8a* DC als die einzige Population, die in vivo
aufgenommenes Antigen Gber MHC-I-Molekiile prasentiert. So kamen den Haan und
Mitarbeiter in ihrer im Jahre 2000 veroffenlichten Arbeit zu dem Schluss, dass nur
CD8a" DC, nicht jedoch CD8a DC in vivo zur Aktivierung von CTL durch
Kreuzprasentation in der Lage sind [den Haan 2000]. Zu einem ahnlichen Ergebnis
kamen Pooley et al. in einer Veroffentlichung aus dem Jahr 2001 [Pooley 2001]. Diese
Ansicht wurde spéater von anderen Wissenschaftlern angezweifelt. Schulz & Reis e
Sousa kamen zu dem Ergebnis, dass auch CD8a” DC unter bestimmten Umstanden
zur Kreuzprasentation in der Lage sind [Schulz 2002]. Eine besondere Stellung wurde
den CD8a" DC auch von anderen Autoren zugeschrieben, die beobachtet hatten, dass
sie unter bestimmten aktivierenden Bedingungen viel mehr IL-12p70 produzieren als

andere DC-Typen. Allerdings stammen diese Beobachtungen aus in-vitro-Versuchen
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und héngen von der Art des verwendeten Stimulus ab [Pulendran 2001]. Der Anteil der
CD8o" DC an der Gesamtheit der DC im Lymphknoten betragt etwa 17 % [Shortman
2002].

Unterschieden werden die eben beschriebenen lymphoiden DC von den myeloiden
DC, die ihren Namen der Expression des myeloiden Markers CD11b (auch unter der
Bezeichnung Mac-1 bekannt) verdanken, der bei den CD8a" DC nicht zu finden ist
[Anjuére 1999]. Myeloide DC besitzen auf ihrer Oberflache weder CD8a noch CD205.

Daneben existieren noch weitere Subtypen von DC, die sich funktionell und
morphologisch von den anderern Subpopulationen abgrenzen. Die plasmazytoiden DC
(pDC) sind durch ihre morphologische Ahnlichkeit zu Plasmazellen sowie die
Expression von CD45 (B220) und LY-6C (Grl) gekennzeichnet. lhnen fehlt der
myeloide Marker CD11b. In C57BL/6-Mausen machen sie nur einen kleinen Teil der
DC aus [Nakano 2001]. Im Gegensatz zu anderen DC exprimieren plasmazytoide DC
nur schwach CD11c. Charakteristisch fir plasmazytoide DC ist die Produktion von Typ-
I-Interferon und IL-12 auf einen viralen Stimulus hin, was vermuten lasst, dass sie vor
allem bei der Induktion einer Immunantwort gegen Viren eine Rolle spielen. Das
Potential dieser Zellen, Antigene zu prasentieren und T-Zellen zu aktivieren, scheint
sehr gering zu sein [Asselin-Paturel 2001]. Dennoch konnten sie auch bei der
Tumorbek&mpfung eine Rolle spielen. Suto und Mitarbeiter konnten zeigen, dass
plasmazytoide DC nach Stimulierung mit IL-4, einem Zytokin, welches eine T,-
Polarisation bewirkt, IFN-y produzieren, welches der Tp,-Polarisation entgegenwirkt
[Suto 2005]. Durch Steuerung der Immunantwort in Richtung einer T,;-Polarisation mit
Hilfe von IFN-y kdnnten plasmazytoide DC zur Entstehung von zytotoxischen T-Zellen
beitragen. In Abgrenzung zu den plasmazytoiden DC fasst man die zuvor

beschriebenen Subtypen unter der Bezeichnung ,konventionelle DC* zusammen.

Eine Ubersicht tber die verschiedenen DC-Subtypen und ihrer Oberflachenmarker gibt
Tabelle 1.

DC-Subtyp CD11lc CDllb CD8a CD45 CD205 Ly6C MHCII
Interstitielle DC +++ ++ = - ++ B T+
Langerhans-Zellen +++ + ++ - +++ - +++
Lymphoide DC +++ = +++ o + - +
Myeloide DC +++ ++ - - - - +
Plasmazytoide DC ++ - [+ ++ = ++ +

Tabelle 1: Verschiedene DC-Subtypen in Lymphknoten und deren Oberflachenmarker.
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1.2.3 Therapeutischer Einsatz von DC in der Tumortherapie

Wie in Kapitel 1.1 bereits angesprochen, ist es der korpereigenen Immunabwehr
moglich, Tumorzellen zu erkennen und zu eliminieren. Darauf deuten unter anderem
Falle spontaner Tumorriickbildungen hin [Nakajima 2006]. Der Grund, warum sich
Tumore dennoch etablieren kdnnen, liegt in der Tatsache, dass die Tumorzellen einen
standigen Wettkampf mit dem Immunsystem fuhren. Wenn es Tumorzellen gelingt,
dem Immunsystem durch geeignete SelbstschutzmaBnahmen zu entkommen, kénnen
sie vom Immunsystem ungestért existieren und proliferieren. Dabei spielen
verschiedene Mechanismen eine Rolle, so zum Beispiel das in Kapitel 1.1
beschriebene Immunoediting oder die Schaffung eines tolerogenen Mikromilieus [Zou
2005]. Teilweise gehen Tumorzellen sogar aktiv gegen das Immunsystem vor,
beispielsweise indem sie den Fas-Liganden exprimieren und damit bei T-Zellen

Apoptose induzieren [Ibrahim 2006].

Bei der Beseitigung kranker — das heil3t virusinfizierter oder entarteter — Zellen spielen
CTL eine entscheidende Rolle. Sie erkennen Antigene mit einer Lange von 8-10
Aminoséauren, die ihnen - an die Peptidbindungsstelle von MHC-I-Molekilen gebunden
— prasentiert werden [Pamer 1998]. Fir diese Antigenprasentation sind die DC von
zentraler Bedeutung, denn nur sie haben die Fahigkeit, exogene Antigene in Form von
Peptid-MHC-I-Komplexen zu prasentieren, was fur die Induktion von CTL erforderlich
ist. Andere Antigen-prasentierende Zellen hingegen prasentieren exogene Antigene
ausschlieRlich auf MHC-1I-Molekiilen und kénnen somit nur CD4" T-Zellen aktivieren.
Dies liegt darin begriindet, dass DC Uber einen Mechanismus verfligen, der es ihnen
erlaubt, aufgenommene Antigene vom Endosom in das Zytosol freizusetzen. Damit
gelangen die exogenen Antigene in den zytosolischen Prozessierungsprozess, der in
der Assoziation von Peptiden mit MHC-I-Molekilen endet und bei anderen Zelltypen
nur fur endogene Proteine zuganglich ist. Der genaue Transportmechanismus, der
Antigene vom Endosom in das Zytosol befordert, ist unbekannt. Rodriguez et al.
schlieBen eine unspezifische Permeabilisierung der endosomalen Membran aus und
postulieren einen neuen, speziellen Membrantransportmechanismus oder die
Permeabilisierung eines speziellen postendosomalen Vesikels, in das nur kleinere
Molekile gelangen [Rodriguez 1999]. Dieser Transportmechenismus scheint auf DC
beschrankt zu sein. Zwar gibt es auch Veréffentlichungen tber die Kreuzprasentation
durch andere antigenprasentierende Zellen, etwa Makrophagen, jedoch ist sie dort nur
unter unphysiologischen Bedingungen mdglich, beispielsweise bei extrem hoher

Antigenkonzentration, Induktion der Makropinozytose durch externe Stimuli oder durch
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artifizielle Permeabilisierung der Endosomenmembran [Norbury 1997, Moore 1988,
Rodriguez 1999].

Die beschriebenen Eigenschaften der DC machen diese interessant fur die
Immuntherapie von Tumoren. Denn es ist die zellulare CTL-vermittelte Immunantwort,
die Krebszellen effektiv beseitigen kann, und DC haben dank ihrer Fahigkeit zur
effizienten Kreuzpréasentation das Potential, diese Art der Immunantwort zu induzieren.
Mit DC-Vakzinen besteht also die Méglichkeit, Tumoren mit Hilfe des Immunsystems

zu bekampfen.

Sowohl in Tierversuchen als auch in klinischen Studien konnte mehrfach gezeigt
werden, dass diese Form der Tumortherapie grundsatzlich funktionieren kann.
Beispielsweise vakzinierten Thurner und Mitarbeiter Melanompatienten mit DC, die in
vitro aus autologen Monozyten hergestellt und mit Tumorantigen beladen worden
waren. Bei 8 von 11 Probanden konnte eine signifikante Vermehrung
antigenspezifischer CD8" T-Zellen beobachtet weden. Eine Regression von
Metastasen trat bei 6 Patienten ein, wobei histologische Untersuchungen von
ricklaufigen Hautmetastasen eine Infiltration mit CD8" T-Zellen zeigten, die sich bei
den Patienten auch durch Erythembildung und Juckreiz bemerkbar gemacht hatten.
Eine weitere sehr interessante Beobachtung dieser Studie war, dass persistierende
Hautmetastasen durch ein Fehlen der Expression des Antigens, gegen welches
vakziniert wurde, gekennzeichnet waren. Die Impfung mit nur einem Antigen birgt somit
also die Gefahr einer Selektion der Tumorzellen, die dieses Antigen nicht oder nicht
mehr exprimieren. Erwahnenswert ist ferner die Tatsache, dass bei dieser Studie keine

nennenswerten Nebenwirkungen auftraten [Thurner 1999].

Im Jahr 2001 verdffentlichten Fong et al. eine klinische Studie, im Rahmen derer sie
Patienten mit CEA-exprimierenden Tumoren mit Hilfe von DC gegen CEA
(Carcinoembrionic  Antigen) geimpft hatten. Dieses Antigen wird von vielen
gastrointestinalen Tumoren sowie dem nicht-kleinzelligen Bronchialkarinom exprimiert.
Zunachst wurden die DC im Blut der Patienten durch systemische Gabe von FIt3L
expandiert, anschlieRend isoliert, in vitro mit dem Peptid CEAsos.613 (610D) inkubiert,
bevor sie dann den Patienten wieder injiziert wurden. Einer von insgesamt 12
Patienten zeigte eine Totalremission, die langer als zehn Monate bestehen blieb. Bei
einer Patientin bildete sich eine Lungenmetastase vollstandig zuriick. Ein dritter
Proband konnte von einem Teil seiner Lebermetastasen befreit werden [Fong 2001].
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Diese Erfolge sind besonders hervorzuheben, da CEA als ein onkofetales Protein, das
wahrend der Embryonalzeit auch von gesunden Zellen exprimieret wird,

vergleichsweise schwach immunogen ist.

Trotz dieser Erfolge bleiben Immuntherapien von Tumoren noch deutlich hinter den
Erwartungen zurlick. Manche Ansétze sind Chemotherapien lediglich hinsichtlich der
geringeren Nebenwirkungen Uberlegen, konnen aber keine Verbesserung der
Uberlebensdauer der Patienten bewirken. Andere Tumorimpfstoffe fiilhren zwar zu
einer besseren Uberlebensrate als Standardchemotherapien, der Unterschied ist
jedoch relativ gering [Finn 2003]. Bei der im vorangehenden Absatz beschriebenen
Patientin mit Remission der Lungenmetastasen entwickelten sich 10 Monate spéter
intraabdominelle Metastasen. Zwei weitere Patienten derselben Studie konten durch
die Vakzinierung stabilisiert werden, das heil3t die Tumormarker im Serum stiegen
nicht weiter an und die Tumorherde weiteten sich nicht aus. Allerdings hielt diese
Stabilisierung nur drei beziehungsweise sechs Monate an [Fong 2001]. Schadendorf et
al. fuhrten bisher als einzige eine randomisierte klinische Phase-I1I-Studie durch, deren
Ziel es war, die Uberlegenheit einer DC-basierten Immuntherapie gegeniiber einer
Standardchemotherapie mit Dacarbazin bei Melanompatienten zu demonstrieren. Sie
verwendeten dabei reife Mono-DC, die mit tumorrelevanten Peptiden beladen und
anschlieRend den Patienten lymphknotennah subkutan verabreicht wurden. Die
Uberlegenheit der DC-Vakzine gegeniiber der Standardchemotherapie konnte in dieser
Studie nicht belegt werden, wodurch der Enthusiasmus fur die DC-Therapie stark
gebremst wurde [Schadendorf 2006]. Die Beispiele verdeutlichen, dass vor allem die
Induktion einer Langzeitimmunitdt gegen die Tumoren noch eine groR3e

Herausforderung darstellt.

1.3 Adjuvantien in der Tumortherapie

Eine Erweiterung des DC-basierten Therapieverfahrens ist die Kombination einer
Tumorvakzine auf DC-Basis mit dem immunstimultorischen Effekt eines Adjuvans ex
vivo. Grundlage dieses Ansatzes ist die Beobachtung, dass starker ausgereifte DC ein
groRReres T-Zell-Aktivierungspotential besitzen als schwéacher ausgereifte (vgl. Kapitel
1.2). Diese Ausreifung von DC kann unter dem Einfluss von Adjuvantien erfolgen. Der
Begriff Adjuvans bezeichnet eine Substanz, die bei gemeinsamer Applikation mit einem
Antigen eine Verstarkung der Immunantwort auf dieses Antigen hervorruft. Diese
Verstarkung kann beispielsweise eine erhdhte Bildung von antigenspezifischen

Immunglobulinen oder eine starkere Proliferation von spezifischen T-Zellen beinhalten.
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Ferner sind Adjuvantien in der Lage, Immunantworten zu lenken, das heil3t
beispielsweise, eine Ty;-Polarisation der Immunantwort zu bewirken. Als Adjuvantien
werden in der Medizin unter anderem Aluminiumverbinungen, Mineraldle und im
Tierexperiment das sogenannte Freund’sche Adjuvans (bestehend aus inaktivierten
Mycobakterien in einer Wasser-Ol-Emulsion) verwendet. Daneben befinden sich
neuere Substanzen in klinischer Erprobung, wie etwa CpG-Oligodesoxynukleotide
[Krieg 2004, Vollmer 2009].

Die meisten Arbeitsgruppen verwenden in vitro generierte und mit Antigen beladene
DC fir ihre Vakzinierungsstudien. Dabei entsteht fir jeden Patient ein individueller
Impfstoff, beispielsweise wenn die DC aus dessen eigenen Monozyten hergestellt
werden [Schuler 2003, Cerundolo 2004]. Da sich herausgestellt hat, dass die
Aktivierung der DC fir die Induktion einer effektiven Immunantwort von entscheidender
Bedeutung ist, werden entsprechende Aktivierungsschritte in den Herstellungsprozess
mit eingeschlossen [de Vries 2003]. Die Herstellung solcher individueller, ex vivo
generierter Vakzine ist jedoch sehr aufwendig und bedarf teurer Verfahren, wie zum
Beispiel der Zytapherese, und entsprechend zertifizierter Labore. Deshalb wird nach
neuen Strategien gesucht, die es ermdglichen, DC in vivo mit Tumorantigenen zu
beladen und zugleich zu aktivieren. Auf diese Weise konnte ein zellfreies,
kostengtinstigeres Produkt hergestellt werden, das nicht mehr fir jeden Patienten
individuell zusammengesetzt sein misste und damit besser fur Patienten zuganglich

ware.

1.3.1 Immunstimulatorische Komplexe (ISCOM) - Zusammensetzung und

Eigenschaften

Ein vielversprechender Ansatz hierfiir ist die Verwendung des ISCOMATRIX™-
Adjuvans. Dabei handelt es sich um eine Weiterentwicklung von sogenannten
Immunstimulatorischen Komplexen (ISCOMs), die erstmals durch Morein et al.
beschrieben wurden [Morein 1984]. Das ISCOMATRIX™-Adjuvans besteht aus
Saponin, Cholesterin und Phospholipiden (Dipalmitoylphosphatidylcholin), die sich
unter geeigneten Bedingungen (pH=6,2, 25°C) zu etwa 40 nm groR3en Partikeln
zusammenlagern. Ein entscheidender Bestandteil ist dabei das immunstimulatorische
Saponin, das aus der Rinde des Quillaia-saponaria—Baumes gewonnen wird. Durch die
Komplexierung des Saponins mit Cholesterin und Phospholipiden kann die
hamolytische Aktivitdt des Saponins deutlich reduziert werden. Zugleich werden die
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Stabilitat und die Fahigkeit, Antigene zu binden, erhéht [Maraskovsky 2004, Pearse
2005, Schnurr 2005].

1.3.2 ISCOM-Vakzine in der Tumortherapie

Wird das ISCOMATRIX™-Adjuvans mit einem Antigen assoziiert, so entsteht eine
ISCOM-Vakzine. Solche Vakzine wurden in der Vergangenheit bereits erfolgreich in
Mausmodellen und klinischen Studien getestet. So wurde ISCOMATRIX™
beispielsweise mit dem Tumorantigen NY-ESO-1 assoziiert, welches unter anderem
von Melanomen, Mammakarzinomen und Prostatakarzinomen exprimiert wird. Mit
Ausnahme von bestimmten Zellen des Hodens, der Ovarien und des Trophoblasten
kommt NY-ESO-1 in gesundem Gewebe nicht vor. In Tierexperimenten konnte gezeigt
werden, dass NY-ESO-1/ISCOMATRIX™ sowohl in vitro als auch in vivo ein hohes
Potential besitzt, antigenspezifische Immunantworten zu induzieren. Deutlich geringer
fielen die Immunantworten aus, wenn ldsliches NY-ESO-1-Protein verwendet wurde
[Maraskovsky 2004, Schnurr 2005].

Im Zuge einer klinischen Studie mit Melanompatienten konnte gezeigt werden, dass
die NY-ESO-1/ISCOMATRIX™-Vakzine bei einem deutlich héheren Prozentsatz der
Probanden eine Immunantwort auslést als losliches NY-ESO-1. Die Immunantwort
wurde anhand des Titers spezifischer Antikérper und an der Zahl spezifischer T-Zellen
nach mehrmaliger Vakzinierung gemessen. Nur 25% der mit unadjuvantiertem Protein
behandelten Patienten zeigten einen Anstieg des Antikorpertiters. Im Gegensatz dazu
konnte bei 100% der Patienten ein Anstieg beobachtet werden, wenn NY-ESO-1 mit
ISCOMATRIX™ formuliert wurde. Ferner wurde bei geimpften Probanden ein
Hypersensitivitatstest der Haut durchgefiihrt. Dazu erfolgte eine intradermale
Applikation von NY-ESO-1-Protein. Wéahrend in der Kontrollgruppe (Protein ohne
ISCOMATRIX™) nur einer von 16 Probanden eine Hautreaktion zeigte, waren es in der
Gruppe der Personen, die zuvor mit der ISCOMATRIX™-Tumorvakzine behandelt
worden waren, 10 von 16. Die Autoren der Studie kamen daruber hinaus zu dem
Ergebnis, dass ISCOMATRIX™-basierte Impfstoffe ausreichend sicher fir die
Anwendung am Menschen und gut vertraglich sind [Davis ID 2004].
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1.3.3 OVA/ISCOM - eine ISCOMATRIX™-Vakzine mit Ovalbumin als Modellantigen

In den Experimenten, die Grundlage dieser Arbeit sind, wurde eine Modellvakzine
verwendet, die aus ISCOMATRIX™ und damit assoziiertem OVA-Protein besteht. Um
eine bessere Formulierung von OVA mit dem lipophilen ISCOMATRIX™-Adjuvans zu
erreichen, wurde das OVA-Protein mit Palmitylsdure verestert. OVA eignet sich gut fir
Versuche mit Mausen, da eine bestimmte immundominante Aminosauresequenz aus
dem Protein bekannt ist, die auf MHC-I-Molekiilen prasentiert wird, das H-2k(b)-
restringierte Peptid SIINFEKL. Ferner gibt es transgene Méause, deren T-Zellen einen
fur SIINFEKL-H-2k(b)-Komplexe spezifischen T-Zell-Rezeptor besitzen, so genannte
OT-1-Mause. Mit Hilfe der genannten Komponenten lasst sich die Effektivitat der
Antigenprasentation durch DC quantitativ ermitteln und die Vakzine praklinisch

optimieren.

1.4 Ziele und Fragestellungen der Arbeit

Ein besseres Verstandnis der Wirkungsweise von ISCOMATRIX™-basierten Vakzinen
ist eine wichtige Voraussetzung fir die weitere Optimierung und damit fir deren
rationalen klinischen Einsatz im Rahmen der Tumortherapie. Folgende Fragen sollten

in dieser Arbeit untersucht werden:

1. Von welchen Zellen des Immunsystems wird die ISCOM-Vakzine nach subkutaner

Injektion aufgenommen?

2. Welchen Einfluss haben ISCOM-Vakzine auf den Aktivierungsgrad von DC und

anderen Abwehrzellen im drainierenden Lymphknoten?
3. Wie verandert sich das Zytokinmilieu im drainierenden Lymphknoten?

4. Kann durch eine Impfung mit einer OVA/ISCOM-Vakzine eine effektive zellulare und
humorale Immunantwort etabliert werden?
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2 Material und Methoden

2.1 Substanzen

2.1.1 Ovalbumin (OVA)

Als Modellantigen wurde fur die Versuche dieser Arbeit das Glykoprotein OVA
verwendet. Dabei handelt es sich um das Hauptprotein in Hihnereiern [Huntington
2001]. OVA besteht aus 385 Aminoséauren und hat ein Molkulargewicht von 45 kD
[Nisbet 1981]. Es ist immunologisch in der Maus sehr gut charakterisiert. Fir Mause
des Stammes C57BL/6 ist fur OVA ein MHC-I-restringiertes Epitop (SIINFEKL)
bekannt, gegen welches durch Vakzinierung eine Immunantwort induziert werden
kann. OVA wurde von der Firma Sigma bezogen und von der Firma CSL Limited
(Australien) aufgereinigt. In kommerziellen Testkits war im aufgereinigten Protein LPS
unterhalb der Nachweisgrenze.

2.1.2 ISCOMATRIX™-Adjuvans

ISCOMATRIX™-Adjuvans wurde freundlicherweise von ISCOTEC AB, Australien, einer
Firma der CSL Limited Company, Melbourne, Australien, zur Verfligung gestellt. Es
besteht aus Saponin, Cholesterin und dem Phospholipid Dipalmitoylphosphatidylcholin.
Diese Bestandteile lagern sich durch hydrophobe Kréafte unter geeigneten
Bedingungen (25 °C, pH 6,2) zusammen und ergeben 40 nm groRRe, kéfigartig
strukturierte Partikel, die bei einer Lagerung von 2 — 8 °C Uber mindestens zwei Jahre
stabil bleiben [Maraskovsky 2004, Pearse 2005].

2.1.3 OVA/ISCOM-Vakzine

Daneben wurde von CSL Limited ISCOMATRIX™-assoziiertes, palmityliertes
Ovalbumin (OVA/ISCOM) bereitgestellt. Zur Herstellung wurden 6,6 mg/ml OVA in 50
mM Na,CO3- / 5 % Deoxycholsaurelésung geldst (pH = 9). Palmitylsaure (Sigma
Aldrich) wurde in einer Konzentration von 10 mg/ml in Dimethylformamid geldst. Davon
wurden 50 pl zu 950 pl OVA-Lésung gegeben. Palmityliertes OVA wurde dann mittels
Gel-Permeations-Chromatographie aufgereinigt. Fir einzelne Versuche wurde OVA
zusatzlich mit dem Fluorochrom Alexa488 konjugiert, damit es mittels
durchflusszytometrischer Analyse nach Aufnahme in zu untersuchende Zellen sichtbar

gemacht werden konnte. Palmityliertes OVA wurde durch Formulierung mit Saponin
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(ISCOPREP, CSL Limited), Phospholipiden und Cholesterin mit ISCOMATRIX™
assoziiert (OVA/ISCOM-Vakzine).

2.2 Versuchstiere

Fur alle Versuchsvorhaben, die dieser Arbeit zu Grunde liegen, wurde gemaf § 8,
Absatz 1 des Tierschutzgesetzes (TierSchG) fur die Bundesrepublik Deutschland in
der Fassung der Bekanntmachung vom 25.05.1998 (BGBI | S. 1105) ein
Tierversuchsantrag an die Regierung von Oberbayern gestellt. Dieser Antrag wurde
gemaf 8 9, Absatz 1, Satz 4 TierSchG bewilligt (Aktenzeichen 55.2-1-54-2531.8-119-
05).

Fir die Versuche wurden 8 - 10 Wochen alte weibliche C57BL/6-Mause mit einem
Gewicht von 20 - 22 Gramm verwendet. Die Tiere wurden von der Firma Harlan
Winkelmann, Borchen, Deutschland, bezogen und frihestens nach einer einwdchigen
Akklimatisierungsphase in der neuen Umgebung flr Versuche herangezogen. Die
Méause wurden in einem geschlossenen, den Hygieneanforderungen entsprechenden
Tierstall der Medizinischen Klinik Innenstadt der Universitdt Miinchen gehalten. Die
Versorgung und Pflege der Tiere einschliellich der Futterung mit Pelletfutter und
Wasser ad libidum erfolgte durch ausgebildete Tierpfleger. Es wurden maximal 8
Mause pro Kafig gehalten. Bei einer Raumtemperatur von 22°C und einer
Luftfeuchtigkeit von 65 % wurde ein zwolfstiindiger Hell-Dunkel-Rhythmus mit Hilfe
einer automatischen Zeitschaltuhr eingehalten. Die Versuche wurden stets tagsiiber
durchgefihrt.

2.3 Praktische Durchfiihrung der Versuche

2.3.1 Anasthesie der Mause und Beendigung der Versuche

Die Anasthesie der Mause erfolgte unter Verwendung des Inhalationsnarkotikums
Isofluran (1 — Chlor - 2,2,2 — trifluorethyl - difluormethylether) (Forene™, Abbott GmbH,
Wiesbaden), welches sowohl gut hypnotisch als auch muskelrelaxierend wirkt und auf

Grund seiner relativ geringen Blutldslichkeit schnell anflutet [Kloss 2004, Karow 2009].
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Dazu wurden die Tiere in einen Glasbehélter gesetzt, der mit Isofluran getréankten
Zellstoff enthielt und durch einen Deckel verschlieBbar ist. Auf diese Weise konnte eine
maximal 30-60 Sekunden dauernde Betaubung der M&use erreicht werden. Die
Inhalationsnarkose erfolgte entweder um eine eventuell durch Abwehrbewegungen
entstehende Verletzung der Tiere zu vermeiden oder um durch zervikale Dislokation

den Tod der Maus herbeizufiihren.

2.3.2 Subkutane Injektionen

Zur Charakterisierung der Effekte von ISCOMATRIX™ auf die Zellen des
drainierenden Lymphknotens wurde das Adjuvans - teilweise mit, teilweise ohne
assoziiertes OVA — subkutan im Bereich der hinteren Extremitat der Mause appliziert.
Fur Versuche, die zur Analyse der Antigenaufnahme durch Abwehrzellen durchgefiihrt
wurden, kam die Fluorochrom-gekoppelte Vakzine (mit Alexa488 assoziiertes OVA)
zum Einsatz. Verwendet wurden fur die Injektion sterile 300 pl - Spritzen (Microfine U —
100 - Insulinspritzen, BD, Franklin Lakes, NJ, USA). Es wurde stets ein Volumen von
20 pl verabreicht, das aus der salinen Lésung PBS (Dulbecco’s PBS, Thermo Scientific
Pierce Protein Research Products, IL, USA) und darin geléstem ISCOMATRIX™ (1,6
Hg) beziehungsweise OVA/ISCOM (0,1 pug/1,6 pg) bestand.

2.3.3 Praparation der Lymphknoten

Im Abstand von vier bis maximal 120 Stunden nach der Injektion erfolgte die Entnahme
der poplitealen Lymphknoten, die das entsprechende Hautgebiet um den Injektionsort
drainierten. Dazu wurden die Mause wie oben beschrieben narkotisiert und durch
zervikale Dislokation getdtet. Nach grindlicher uBerer Desinfektion mit Ethanol (70 %)
und Fixierung der Maus auf einer Arbeitsunterlage erfolgten die Erdffnung des Fells
und das zlgige Freipraparieren der gesuchten Lymphknoten (Abbildung 1). Diese
wurden nach ihrer Entnahme sofort in eine sterile Kulturschale (Falcon”", BD, NJ,
USA) uberfiihrt, in der sich eisgekiihltes Zellkulturmedium (RPMI 1640, Biochrom AG,

Berlin) befand, welches die Austrocknung der Organe verhindern sollte.
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Abbildung 1: Nach Eréffnung der Haut kdnnen die poplitealen Lymphknoten (*) im
subkutanen Fettgewebe aufgesucht und freiprapariert werden. Zu sehen sind in der
Abbildung auch die inguinalen Lymphknoten (**) der Maus.

2.3.4 Gewinnung der Zellen aus dem Lymphknoten und Zellzahlung

Mit Hilfe eines Skalpells und sehr feiner Pinzetten wurde die Kapsel der Lymphknoten
eroffnet um dann die Zellen aus dieser Kapsel heraus zu l6sen und mittels einer
Pipette heraus zu spulen. Dazu wurden etwa 400 pl eisgekiihlten Zellkulturmediums
verwendet. Die sich in den Kulturschalen ergebenden Zellsuspensionen wurden dann
mit einer Pipette in sterile 2,0-ml-Eppendorf-GefaRe Uberfiihrt und diese mit Eis
gekuhlt.

AnschlieBend erfolgte eine Zellzdhlung. Zu diesem Zweck wurden jeweils 10 pl
Zellsuspension in einer 96-Well-Platte (BD, NJ, USA) im Verhaltnis 1:10 mit
Trypanblau-Losung (Sigma, Minchen) (90 pl) versetzt. Von der entstehenden
Suspension wurden dann wiederum 10 pl in eine Neubauer-Zéahlkammer (Assistent,
Sondheim) pipettiert, um die Zellzahl unter dem Lichtmikroskop zu bestimmen. Gezéahlt
wurden dabei stets nur intakte Zellen, das heif3t solche, die den Farbstoff Trypanblau
nicht aufnahmen. Durch Multiplikation der Zelldichte mit dem Volumen der Probe ergibt
sich die absolute Zellzahl fur das jeweilige Organ.
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2.3.5 FACS-Analyse von Oberflachenantigenen

Die Durchflusszytometrie, auch FACS-Analyse (fluorescence-activated cell sorting)
genannt, ermdglicht es, mittels fluoreszierender Marker verschiedene Zellpopulationen
voneinander zu unterscheiden und zu quantifizieren. Hierzu werden die Zellen mit
Fluorochrom-markierten Antikdrpern versetzt, die gegen definierte
Oberflachenmolekile gerichtet sind. Im Durchflusszytometer passieren die Zellen dann
einzeln einen Laserstrahl, wodurch einerseits Streulicht entsteht und andererseits bei
den Zellen, welche die zum Antikérper passenden Oberflachenmolekiile tragen, auch
Fluoreszenzsignale emittiert werden. Man unterscheidet zwischen Vorwartsstreulicht
(forward scatter), welches von einer Linse gesammelt wird, die im Verlauf des
Laserstrahls liegt, und Seitwartsstreulicht (sideward scatter), welches von einer Linse
gesammelt wird, die im rechten Winkel zum Laserstrahl angebracht ist. Das Streulicht
wird photometrisch detektiert und gibt Aufschluss tber die ZellgréRe (forward scatter)
beziehungsweise die Granularitat der Zellen (sideward scatter). Es kdnnen bei Geréten
mit zwei verschiedenen Lasern bis zu vier sich in der Art des gekoppelten Farbstoffs
unterscheidende Antikérper gleichzeitig verwendet werden. Das von ihnen emittierte
Licht wird nach Passage von Lichtfiltern von verschiedenen Photodetektoren registriert,
wodurch die verschiedenen Signale getrennt aufgenommen und quantitativ analysiert

werden kénnen.

Um die relativen Anteile verschiedener Zellpopulationen an der Gesamtzellzahl mittels
Durchflusszytometrie bestimmen zu kdnnen, wurden jeweils gleiche Volumina der
verschiedenen Proben einer Versuchsreihe in FACS-ROhrchen uberfihrt und
anschlieRend mit den entsprechenden Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern inkubiert.
Dabei wurde die jeweilige Antikdrperlésung der Zellsuspension in der Regel in einem
Volumenverhéltnis von 1:100 zugesetzt. Die Inkubation erfolgte unter Lichtausschluss
bei 4°C fur etwa 20 Minuten.

Bei allen Versuchen wurde zu jedem der in Tabelle 2 genannten spezifischen
Antikdrper ein isotypengleicher Kontrollantikbrper ohne spezifische Bindungsregion,
aber mit gleichem Fluorochrom, in gleicher Konzentration verwendet, um die
Fluoreszenz, die aus unspezifischer Bindung des F.-Teils an die Zelle resultiert, von

der Fluoreszenz subtrahieren zu kénnen, die aus spezifischer Bindung resultiert.
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Oberflachenmarker | Art des gebundenen Fluorochroms Hersteller

CD3 Allophycocyanin (APC) BD (NJ, USA)

CD4 R-Phycoerythrin (PE) BD (NJ, USA)

CD8a R-Phycoerythrin (PE) BD (NJ, USA)

CD11b Peridinin chlorophyll protein (Per-CP) | BD (NJ, USA)

CD11c Allophycocyanin (APC) BD (NJ, USA)

CD19 R-Phycoerythrin (PE) BD (NJ, USA)

CD69 Fluoreszein Isothiocyanat (FITC) Caltag GmbH (Hamburg)
CD86 Fluoreszein Isothiocyanat (FITC) BD (NJ, USA)

LY6G Fluoreszein Isothiocyanat (FITC) BD (NJ, USA)

MHC-II R-Phycoerythrin (PE) Caltag GmbH (Hamburg)

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten FACS-Antikorper.

Um eine unspezifische Bindung der spezifischen Antikdrper an F.-Rezeptoren der
Zellen zu minimieren, wurden diese mit Antikbrpern gegen CD16 und CD32 (Caltag
GmbH, Hamburg) vorbehandelt, welche nicht mit einem Fluorochrom assoziiert waren.
Dadurch lieR sich die Hintergrundfluoreszenz bei der FACS-Analyse reduzieren. Als
Kontrollfarbung diente ein mit Fluoreszenzfarbstoff markierter isotypengleicher IgG-

Antikdrper ohne spezifischen Fa,-Teil.

Nach der Inkubation wurde die Zellsuspension (etwa 100 pl) mit 3 - 4 ml PBS versetzt
und bei 4°C und einer Zentrifugalbeschleunigung von 370 g drei Minuten lang
zentrifugiert, um die Zellen von Uberschussigen, nicht gebundenen Antikdrpern zu
trennen. Nach Abkippen des Uberstandes und erneuter Resuspension in etwa 100
zurtickgebliebener Flussigkeit wurde dieser Waschschritt wiederholt. Schlief3lich
erfolgte die Analyse der Zellen mit Hilfe eines FACS-Calibur-Gerates (Becton
Dickinson, Heidelberg), welches mit zwei Lasern (Anregungswellenlangen 488 nm

beziehungsweise 635 nm) ausgestattet ist.
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2.3.6 Nachweis intrazellularer Zytokine mittels FACS

Die in den Abschnitten 2.3.4 und 2.3.5 beschriebenen Vorgehensweisen zur
Verarbeitung der Lymphknotenzellen sowie zur Analyse von deren
Oberflachenmarkern wurden fiir den Nachweis intrazellularer Proteine folgendermaf3en
modifiziert: Die Lymphknoten wurden nach ihrer Entnahme zwei- bis dreimal mit dem
Skalpell angeschnitten und dann sofort in Eppendorfgefde mit 300 pl Medium
Uberfiihrt, welches auf 37°C vorgewarmt worden war und das makrozyklische Lakton
Brefeldin A (Sigma-Aldrich, Munich, Germany) in einer Konzentration von 1 pg/ml
enthielt. Brefeldin A inhibiert den anterograden Proteintransport in der Zelle, indem es
den Vesikeltransport des Golgi-Apparats hemmt [Nebenfuhr 2002]. Ziel dieser
Vorgehensweise war es, durch eine Hemmung der Sekretion von Zytokinen eine
intrazellulare Anreicherung derselben zu erreichen, um ihren Nachweis mittels
Durchflusszytometrie zu erleichtern. Die Zellen wurden dazu zunachst fiir eine Stunde
nicht aus ihrem Gewebsverband gelést, um mdglichst physiologische Bedingungen
aufrechtzuerhalten. Danach wurden die Zellen wie oben beschrieben in Suspension
gebracht und weitere drei Stunden mit Brefeldin A inkubiert, wozu nochmals 100 pul der
Brefeldin-A-Losung zugegeben wurden. Die Temperatur von 37°C wurde mit Hilfe

eines Warmeblocks beibehalten.

Nach Ablauf von insgesamt vier Stunden wurde die Suspension drei Minuten lang bei
4°C und einer Zentrifugalbeschleunigung von 370 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig mit einer Pipette entfernt und verworfen. Das Zell-Pellet wurde dann in 100 pl
PBS-Losung resuspendiert, welche die gewilinschten gegen Oberflachenmarker
gerichteten fluoresziereneden Antikdrper enthielt (Verhaltnis 1:100). Nach 20 Minuten
Inkubation unter Lichtausschluss und bei 4°C erfolgte die Zugabe von 150 pl
Paraformaldehyd-Lésung (Konzentration: 2 %, Losungsmittel: PBS, Paraformaldehyd-
Pulver von Fluka, Munchen), um die Zellen zu fixieren. Nach einer 15-minutigen
Einwirkung bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss wurden die
Zellsuspensionen in FACS-R6hrchen tberfuhrt und diese mit PBS (3 ml) aufgefullt, um
erneut zu zentrifugieren (3 min, 4°C, 370 g) und Uberschiissiges Paraformaldehyd und
ungebundene Antikdrper zu entfernen. Das Zell-Pellet wurde nach Absaugen des
Uberstands in 150 ul Saponinlésung (Fluka, Miinchen, 0,5 % in PBS) resuspendiert,
welche als Zusatz bovine serum albumin (BSA) (Konzentration: 0,5 %) enthielt.
Saponin fiihrt zu einer Permeabilisierung der Zellmembran, so dass eine Diffusion
fluorochrom-gekoppelter Antikorper, die gegen intrazelluléare Proteine gerichtet sind, in
die Zelle ermdglicht wird. Nach Zugabe des gewilinschten Anti-Zytokin-Antikérpers

wurde erneut fur 15 Minuten bei Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert. Tabelle 3
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zeigt die Antikorper, die zum intrazelluldren Nachweis von Zytokinen verwendet

wurden.

Zytokin Art des gebundenen Fluorochroms | Hersteller

IFN-y Fluoreszein Isothiocyanat (FITC) Caltag GmbH (Hamburg)
IL-12p40/70 | R-Phycoerythrin (PE) BD (NJ, USA)

Tabelle 3: Verwendete Antikdrper zur Intrazellularfarbung.

Nach erneutem Abzentrifugieren der Zellen und Verwerfen des Uberstandes wurden
die Zellen noch zweimal mit 3 ml PBS gewaschen, bevor dann die FACS-Analyse
folgte.

2.3.7 Auswertung der FACS-Daten

Die Erhebung und vorlaufige Auswertung der FACS-Daten erfolgte mit Hilfe der
CellQuest-Software (BD, Franklin Lakes, NJ, USA). Zur genaueren Analyse wurde die
FlowJo-Software der Version 6.4.7 fir Macintosh-Computer (Tree Star Inc., OR, USA)

verwendet.

2.3.8 Zytokindetektion mittels ELISA

Zum Nachweis der Zytokinproduktion von Leukozyten aus Lymphknoten wurden
mittels ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) Zytokinkonzentrationen im
Uberstand von Zellsuspensionen gemessen. Zunachst wurde den Versuchstieren die
Vakzine beziehungsweise das Adjuvans subkutan verabreicht. Nach einem Zeitintervall
von 24 Stunden erfolgte dann die Gewinnung der Zellen des drainierenden
Lymphknotens wie in Abschnitt 2.3.4 beschrieben. Jeweils 2x10° Zellen wurden dann
in 200 ul Zellkulturmedium (RPMI 1640, Biochrom AG, Berlin) aufgenommen, welches
mit 20 mM L-Glutamin (PAA, Linz), 100 U/ml Penicillin (PAA, Linz), 100 pg/ml
Streptomycin (PAA, Linz) sowie fetalem Kélberserum (10 Vol%) (Gibco BRL, Paisley,
GB) supplementiert war (im Folgenden als Vollmedium bezeichnet). Das Kélberserum
(FCS) wurde vorher bei 56°C fir 30 Minuten warmebehandelt, um
Komplementfaktoren zu inaktivieren. Zur Vermeidung unspezifischer Stimulation
wurden endotoxinarme Substanzen verwendet. AulRerdem wurden alle Arbeitsschritte
unter einer Sterilbank (Lamin Air HB 2448, Heraeus, Minchen) durchgefuhrt. Die
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Suspensionen lagerten dann in einer 96-Loch-Platte fir 24 Stunden bei 37°C im
Brutschrank. Am n&chsten Tag wurden die Uberstinde in EppendorfgefaRe

aufgenommen und die Zellen verworfen.

Die Detektion und Quantifizierung von Interleukin-6 (IL-6) im Uberstand erfolgte mit
Hilfe eines OptEIA™-Mouse-IL-6-ELISA-Sets (BD Biosciences Pharmingen, CA, USA)
gemafl den Angaben des Herstellers. Zunéchst wurden die Kulturschalenbtden einer
96-Mikrowell-Platte (iber Nacht bei einer Temperatur von 4°C mit je 100 pl eines gegen
IL-6 gerichteten Antikorpers inkubiert und beschichtet. Nach griindlichem Waschen mit
Waschpuffer (PBS mit 0,05 % Tween-20) wurde mit FCS-Lésung (10 % in PBS) eine
Stunde lang geblockt. Nun wurden je 100 pl der verschiedenen Uberstéande einer
Versuchsreihe sowie je 100 ul einer Standardreihe von Proteinlésungen mit bekannter
Konzentration auf die Platten aufgetragen. Letztere dienten zur Eichung bei der
spateren Messung. Nach erneuter Inkubation (zwei Stunden bei Raumtemperatur) und
anschlieRendem Waschen erfolgte die Zugabe eines zweiten gegen IL-6 gerichteten
und mit Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Antikérpers. Es wurde
wiederum eine Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem
grundlichem Waschen wurden die Proben jeweils mit 100 pl eines Substratgemisches
aus Tetramethylbenzidin (TMB) und Wasserstoffperoxid (beide waren Bestandteile Teil
des ELISA-Sets) beschickt. Die daraufhin ablaufende chemische Reaktion, bei der
unter dem Einfluss des oben genannten Enzyms aus dem Chromogen TMB ein
farbiges Endprodukt entsteht, wurde durch Zugabe von je 50 pl Schwefelsaure (2 N
H,SO,) pro Well nach 30 Minuten gestoppt. Die resultierende Farbintensitét in jedem
Well war so der Menge des zu untersuchenden Zytokins (IL-6) in der Probe oder in den
Standardlosungen proportional. Mit einem photometrischen ELISA-Reader (LB940
Multilabel Plattenleser, Berthold Technologies, Bad Wildbad,

Deutschland) erfolgte die Messung der IL-6-Konzentrationen der einzelnen Proben.

2.3.9 Farbung nach Pappenheim

Zur morphologischen Differenzierung der Zellen der drainierenden Lymphknoten diente
die Pappenheim-Farbung (benannt nach Artur Pappenheim, 1870 - 1916). Dazu
wurden die Organe wiederum 24 Stunden nach der Verabreichung der Vakzine
entnommen und unmittelbar weiterverarbeitet. Mit Hilfe eines Skalpells wurden die
Lymphknoten mdglichst mittig in zwei Halften geteilt, um dann die Schnittflachen auf
einem Objekttrager auszustreichen. Dadurch blieben — &hnlich wie bei einem
Blutausstrich — Zellen auf dem Glas haften ohne sich zu Uberlagern. Anschlieend


http://de.wikipedia.org/wiki/Artur_Pappenheim�
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wurden die Ausstriche fiir einige Minuten luftgetrocknet, bevor sie fir drei Minuten in
einer Farbekammer in May-Grinwald-Lésung (May-Grunwalds Eosin-Methylenblau-
Lésung, Hollborn, Leipzig) lagerten. Als néchstes wurden die Objekttrdger mit
destilliertem Wasser gespult, bevor sie erneut fir weitere 15 Minuten in einer
Farbekammer lagerten, die diesmal Giemsa-Gebrauchslésung (Azur-Eosin-
Methylenblau-Lésung, Hollborn, Leipzig) enthielt. Zuletzt wurden die Praparate wieder
mit destilliertem Wasser gespilt und dann luftgetocknet. Basische Farbstoffe wie
Methylenblau bilden in wassriger Losung aktive Farbstoffanteile mit positiver Ladung
und farben daher Zellbestandteile mit negativer Ladung. Der saure Farbstoff Eosin
bildet in wassriger Losung dagegen aktive Farbstoffanteile mit negativer Ladung und
bindet somit an Eiwei3strukturen mit positiver Ladung [Ddrner 2003]. Die Praparate

konnten dann mittels Lichtmikroskopie betrachtet und fotographiert werden.

2.3.10 Analyse der Vakzine-induzierten CD8" T-Zell-Antwort

Um zu bestimmen, ob und in welchem Ausmaf die ISCOM-Vakzine in der Lage ist,
eine spezifische, von zytotoxischen T-Lymphozyten getragene Immunantwort zu
induzieren, wurde folgende Vorgehensweise gewahlt: Die Versuchstiere erhielten zu
Versuchsbeginn eine subkutane Vakzinierung mit der OVA/ISCOM-Vakzine, die 0,1 pg
OVA-Protein enthielt. Nach einem Zeitintervall von einer Woche wurde die Prozedur im
Sinne einer Impfauffrischung wiederholt. Weitere sieben Tage spéter erfolgte dann die
Entnahme der Milzen der Mause. Die Organe wurden in 50-ml-Bluecap-Behalter
(Falcon, BD Bioscience, NJ, USA), welche mit eisgekihltem Kulturmedium gefullt

waren, aufgenommen.

Nachdem sie von Fett- und Bindegewebe befreit waren, erfolgte die Zerkleinerung der
Milzen mit Hilfe eines Skalpells in einer Zellkulturschale. Mit Hilfe des Kolbens einer
10-ml-Einweg-Kunststoffspritze (HSW GmbH, Tuttlingen) wurden die Gewebestiicke
mit sanftem Druck durch ein Zellsieb mit einer Maschenweite von 70 um (Falcon™ cell
strainer, BD Bioscience) gepresst. Zwischendurch wurde immer wieder mit Vollmedium
gespiilt (insgesamt 20 ml). Die Suspension wurde in einem 50-ml-Bluecap-Behélter
aufgefangen und anschlieBend bei einer Temperatur von 4°C und einer
Zentrifugalbeschleunigung von 350 g fir vier Minuten zentrifugiert. Nach Verwerfen
des Uberstands erfolgte die Beseitigung von Erythrozyten aus dem Zellpellet durch
Resuspendierung in 4 ml Erylysepuffer (Ortho-Clinical Diagnostics GmbH,
Neckargemiind). Nach funf Minuten wurde die Lysereaktion durch Zugabe von 30 ml
Vollmedium gestoppt, erneut zentrifugiert und anschlielend die Zellzahl ermittelt.
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Danach wurden von jeder Milz 5x10° Zellen zusammen mit je 100 pl Vollmedium in
eine 96-Well-Platte pipettiert. Anschlieend erfolgte eine einstiindige Inkubation der
Zellen mit dem MHC-I-restringierten OVA-Peptid SIINFEKL (1 pg/ml) bei 37°C im
Brutschrank, gefolgt von weiteren drei Stunden Bebritung nach Zugabe von Brefeldin
A (1 pg/ml).

Um den prozentualen Anteil der SIINFEKL-spezifischen CD8* T-Lymphozyten an der
Gesamtzahl der Splenozyten zu ermitteln, erfolgte dann zunachst eine Inkubation mit
FACS-Antikbrpern gegen das Oberfachenmolekil CD8a. Dann erfolgte eine
Intrazellularfarbung von IFN-y mit Hilfe von FITC-gekoppelten FACS-Antikdrpern nach
Permeabilisierung der Zellen mittels Saponin (wie in Abschnitt 2.3.6 beschrieben).
SchlieBlich wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert und die Frequenz
OVA-spezifischer CTL bezogen auf die Gesamtpopulation der CD8" T-Lymphozyten
mittels FloJo-Software bestimmt.

2.3.11 Bestimmung der zytotoxischen Aktivitat SIINFEKL-spezifischer CTL

Die zytolytische Aktivitat der antigenspezifischen CTL wurde mit Hilfe SIINFEKL-
beladener Splenozyten quantifiziert. Ein Teil der Milzzellen von C57BL/6-M&usen
wurde mit SIINFEKL (1 pg/ml) beladen und mit CFDA-SE (Carboxyfluorescein-
diacetate-succinimidyl-ester, Sigma Aldrich, USA) in der Konzentration von 1 pM
markiert. Der andere Teil der Milzzellen blieb ohne Peptidbeladung und wurde mit
CFDA-SE in der Konzentration von 10 pM markiert. Beladene und unbeladene
Splenozyten wurden zu gleichen Teilen vermischt. Jede Maus bekam 10° Zellen aus
diesem Gemisch intravenos verabreicht, nachdem sie zuvor zweimal im Abstand von
einer Woche entweder mit der OVA/ISCOM-Vakzine oder mit PBS (Kontrolle)
vakziniert worden war. 16 Stunden nach Ubertragung der Splenozyten wurde den
Mausen peripheres Blut abgenommen. Der relative Anteil der verschiedenen
Splenozytenpopulationen konnte mittels FACS-Analyse anhand der unterschiedlichen
CFDA-SE-Konzentrationen bestimmt werden. Die antigenspezifische Lyse wurde dann
folgendermalien berechnet: 100 — [(% peptidbeladener Zellen im Blut OVA/ISCOM-
vakzinierter Tiere / % unbeladener Zellen im Blut OVA/ISCOM-vakzinierter Tiere) / (%
peptidbeladener Zellen im Blut PBS-behandelter Tiere / % unbeladener Zellen im Blut
PBS-behandelter Tiere)] x 100.
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2.3.12 Tumorinduktion

Die Melanom-Zelllinie B16/F10-OVA (H2-K") wurde uns freundlicherweise von Herrn
Dr. J. Hess aus Erlangen zur Verfliigung gestellt. Die Zellen wurden in DMEM-L6sung
(Dulbecco’s modified eagle medium, Thermo Scientific Pierce Protein Research
Products, IL, USA), die 10 % FCS, 1 % L-Glutamin, 0,1 mg/ml| Streptomycin und 100
U/l Penicillin enthielt, kultiviert. Zur Tumorinduktion wurden den M&usen jeweils 10°
B16-OVA-Zellen (in 100 pl PBS) subkutan in die Flanke injeziert. Die Tumorgréf3e
wurde dreimal pro Woche bestimmt. Ab einer TumorgréRRe von 225 mm? oder &uf3eren

Anzeichen von Leiden wurden die Mause getotet.

2.3.13 Bestimmung der Anti-OVA-Antikérper-Titer im Serum

Um die Effektivitdt der durch die ISCOM-Vakzine induzierten spezifischen
Antikdrperbildung zu quantifizieren wurden die Mause zweimal mit I6slichem OVA-
Protein beziehungsweise mit der OVA/ISCOM-Vakzine geimpft. Der zeitliche Abstand
zwischen den Vakzinierungen betrug eine Woche. Weitere drei Wochen spéater wurden
dann die Anti-OVA-Antikorper-Titer im Blutserum der Mause bestimmt. Hierzu wurde
den Tieren enthommenes Vollblut zehn Minuten lang bei 6000 g zentrifugiert.
Anschlielend wurden jeweils zwei Serumproben pro Maus parallel analysiert. Mit den
Serumproben (Verdiinnung 1:200 in PBS) wurden 96-Loch-ELISA-Platten (Costar™,
Corning Inc., N.Y., USA) beschickt, die zuvor Uber Nacht mit OVA-Protein (10 pg/ml in
PBS) bei 4°C inkubiert und anschlieRend mit 0,05 % Tween 20 (in PBS) gewaschen
worden waren. Nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurden die ELISA-
Platten gewaschen und anschlie@Rend mit Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten
Antikdrpern (Ziege-Anti-Maus-Antikérper, Biozol, Deutschland) gegen IgG, IgG;
beziehungsweise 19G,, (Verdinnung 1:2000 in PBS) beschickt. Nach erneutem
Waschen wurde SIGMAFAST™-OPD-Lésung (Sigma-Aldrich, USA) zugegeben. Die
resultierende Farbreaktion wurde dann nach zehn Minuten mittels 2 N Schwefelsaure
gestoppt bevor die Proben abschlieRend mit dem photometrischen ELISA Reader
(LB940, Multilabel Plattenleser, Berthold Technologies, Bad Wildbad, Deutschland)
analysiert wurden.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswirkungen von ISCOMATRIX™ auf die zellulare

Zusammensetzung des drainierenden Lymphknotens

3.1.1 GroRRenzunahme des drainierenden Lymphknotens nach subkutaner Injektion von
ISCOMATRIX™

Um den Einfluss des ISCOMATRIX™-Adjuvans auf die zellulire Zusammensetzung
des den Injektionsort drainierenden Lymphknotens zu untersuchen, wurden zehn
Gruppen von Versuchstieren zu je finf Mausen gebildet. Die Tiere der Gruppe 1
blieben unbehandelt (Kontrollgruppe). Die anderen Méause erhielten entweder 0,1 pg
OVA in 20 ul PBS (Gruppen 2 - 4), 0,1 ug OVA/1,6 ug ISCOMATRIX™ in 20 pl PBS
(Gruppen 5 - 7) oder 1,6 pg ISCOMATRIX™ in 20 pl PBS (Gruppen 8 - 10). Die
Untersuchung der Lymphknoten erfolgte dann zu drei verschiedenen Zeitpunkten (4,
12 und 24 h) nach der Injektion. Eine Ubersicht zu der Versuchsanordnung zeigt
Tabelle 4.

Gruppe | Verabreichte Substanz (je in 20 pl PBS) | Zeitpunkt der LK-Entnahme
1 PBS 24 h

2 OVA (0,1 pg) 4 h nach Injektion
3 OVA (0,1 pg) 12 h nach Injektion
4 OVA (0,1 pg) 24 h nach Injektion
5 OVA/ISCOM (0,1 ug /1,6 pg) 4 h nach Injektion
6 OVA/ISCOM (0,1 ug /1,6 ug) 12 h nach Injektion
7 OVA/ISCOM (0,1 ug /1,6 pg) 24 h nach Injektion
8 ISCOMATRIX™-Adjuvans (1,6 pg) 4 h nach Injektion
9 ISCOMATRIX™-Adjuvans (1,6 ug) 12 h nach Injektion
10 ISCOMATRIX™-Adjuvans (1,6 ug) 24 h nach Injektion

Tabelle 4: Versuchsanordnung: Die Entnahme der Lymphknoten (LK) erfolgte 4, 12
bzw. 24 Stunden nach der Injektion.
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Die subkutane Injektion sowohl der ISCOM-Vakzine als auch des ISCOMATRIX™-
Adjuvans (ohne Antigen) fiihrte zu einer makroskopisch sichtbaren Vergréf3erung des
drainierenden Lymphknotens innerhalb von 24 Stunden. Dagegen war der
Lymphknoten einer mit OVA-Protein behandelten Maus nicht von dem einer
unbehandelten Maus zu unterscheiden. Abbildung 2 zeigt normale und vergrdfR3erte
Lymphknoten im Vergleich.
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Abbildung 2: Auf der linken Seite sind zwei native popliteale Lymphknoten auf
Millimeterpapier gezeigt. Rechts sind die deutlich vergrofRerten Lymphknoten von mit
der ISCOM-Vakzine behandelten Mausen zu sehen.

Die VergroRerung der Lymphknoten ist auf eine massive Rekrutierung verschiedener
Leukozytenpopulationen zuriickzufilhren. In Abbildung 3 ist die Kinetik der
Zellrekrutierung innerhalb der ersten 24 Stunden nach der subkutanenen Applikation
der oben genannten Substanzen dargestellt. In Ubereinstimmung mit den oben
beschriebenen makroskopischen Veranderungen zeigte sich nur nach Injektion der
ISCOM-Vakzine bzw. des ISCOMATRIX™-Adjuvans eine bedeutende Zunahme der
Gesamtzellzahl im draininerenden Lymphknoten. Nach Verabreichung von OVA alleine
veranderte sich die Zellzahl hingegen nicht signifikant gegeniiber der eines nativen
Lymphknotens. Ein besonders deutlicher Anstieg war im Zeitraum zwischen 12 und 24
Stunden nach der Injektion fiir die ISCOM-Vakzine und das ISCOMATRIX™-Adjuvans
zu verzeichnen. Die beschriebenen Veranderungen lieRen sich nur im drainierenden
Lymphknoten der entsprechenden Injektionsstelle nachweisen. Ferner gelegene bzw.
kontralaterale Lymphknotenstationen blieben unbeeinflusst (Daten nicht gezeigt). Auch
zeigten sich im Bereich der Injektionsstelle keinerlei makroskopische Veranderungen,
die auf eine lokale Entziindungsreaktion hinweisen wiirden. So konnten weder eine

Schwellung noch eine Rétung der Haut beobachtet werden.
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Abbildung 3: Nach Injektion der ISCOM-Vakzine bzw. des ISCOMATRIX™-Adjuvans
zeigte sich eine signifikante Zunahme der Zellzahl im drainierenden Lymphknoten. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden die drainierenden LK entfernt und zu einer
Zellsuspension verarbeitet. Anschlieend wurde die Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-
Zahlkammer ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte von je 5 Mausen =
Standardabweichung (SD); *P < 0,05, n.s. = nicht signifikant.

3.1.2 Rekrutierung verschiedener Leukozytenpopulationen in den drainierenden
Lymphknoten nach Injektion von ISCOMATRIX™

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde untersucht, durch welche Zelltypen die LK-
VergréRerung verursacht wird. Dazu wurden die Lymphknoten 24 Stunden nach der
subkutanen Injektion der in Abschnitt 3.1.1 aufgeflihrten Substanzen zu
Zellsuspensionen verarbeitet, welche dann mit fluoreszierenden Antikdrpern gegen
definierte  Zelloberflachenmolekiile inkubiert wurden. Es zeigte sich, dass
Lymphozyten, welche den Haupanteil der Zellen eines nativen Lymphknotens
ausmachen, auch die dominante Population unter den einwandernden Zellen
darstellen. Die Zahl der B-Lymphozyten (CD19") stieg um den Faktor 5,1 an, wéhrend
die Zahl der CD4" T-Zellen und der CD8" T-Zellen um den Faktor 3,0 beziehungsweise
2,5 zunahm (Abbildung 4).
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Abbildung 4. Die ISCOM-Vakzine induziert einen starken Anstieg der
Lymphozytenzahl im drainierenden LK. 24 h nach Injektion der Vakzine wurden die
drainierenden LK entfernt und zu einer Zellsuspension verarbeitet. Anschlieend wurde
die Suspension mittels FACS-Analyse analysiert. B-Zellen (CD3" CD19%), T-
Helferzellen (CD3* CD4"), CD8" T-Zellen (CD3* CD8"). Dargestellt sind die Mittelwerte
von je 5 Mausen * SD; *P < 0,05.

Wie in Abbildung 5 gezeigt wird, verschob sich unter dem Einfluss der ISCOM-
Vakzine das Verhéltnis zwischen B-Lymphozyten und T-Lymphozyten innerhalb von 24
Stunden zu Gunsten der B-Lymphozyten. Wahrend der relative Anteil der B-Zellen von
36 % (£ 10 %) auf 48 % (+ 5 %) zunahm, fiel der prozentuale Anteil der T-Zellen von
60 % (£ 8 %) auf 42 % (+ 6 %). OVA-Protein ohne Adjuvans fiihrte zu keiner
signifikanten Veranderung. Das Verhaltnis zwischen CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen
blieb unter dem Einfluss der ISCOM-Vakzine unveréndert.
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Abbildung 5: Prozentualer Anteil der B- bzw. T-Zellen an der Gesamtzellzahl im
drainierenden Lymphknoten (links) und prozentualer Anteil der CD4" bzw. CD8" T-Zell-
Subtypen an der Gesamtzahl der T-Zellen im drainierenden Lymphknoten (rechts). 24
h nach Injektion der Vakzine wurden die drainierenden LK entfernt und zu einer
Zellsuspension verarbeitet. AnschlieBend wurde die Suspension mittels FACS-Analyse
analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von je 5 M&usen * SD; *P < 0,05.

Im Rahmen der durchflusszytometrischen Analyse des drainierenden Lymphknotens
lieBen sich neben Lymphozyten auch Zelltypen der sogenannten angeborenen Abwehr
als Teil der immigrierenden Zellpopulation nachweisen. So wurden nach der
Behandlung der Mé&use mit der |ISCOM-Vakzine beziehungsweise dem
ISCOMATRIX™-Adjuvans im drainierenden Lymphknoten Ly6G*/CD11b* Zellen
gefunden, die in nicht drainierenden Lymphknoten nicht nachweisbar waren
(Abbildungen 6 und 7). Um diese Zellen genauer zu charakterisieren wurden —
analog zur  herkdbmmlichen  Herstellung von  Blutausstrichpraparaten  —
Lymphknotenausstriche auf Objekttragern hergestellt und mit May-Griinwald-Giemsa-
Farbelésung angefarbt (Farbung nach Pappenheim). Bei der mikroskopischen
Untersuchung zeigte sich, dass es sich bei den Ly6G*/CD11b* Zellen in erster Linie um

polymorphkernige neutrophile Granulozyten handelt (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Lymphknotenausstrich einer Maus mit zwei polymorphkernigen,
neutrophilen Granulozyten (—). 24 h nach Injektion der Vakzine wurden die
drainierenden LK entfernt. Nach Eréffnung der Lymphknoten mittels Skalpell wurde auf
einem Objekttrager ein Ausstrichpréparat angefertigt und mit May-Griunwald-L6sung
angefarbt (nach Pappenheim). VergroRerung: 400-fach.

In Abbildung 7 ist die Zellzahl der 24 Stunden nach Vakzinierung im drainierenden
Lymphknoten vorhandenen Granulozyten (Ly6G*/CD11b" Zellen) dargestellt (linkes
Diagramm). Ferner wird im mittleren Diagramm der Einfluss von ISCOMATRIX™-
Adjuvans auf die Zahl der NK1.1*/CD3 natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) gezeigt.
Deren Population vergrofRRerte sich innerhalb von 24 Stunden nach der Applikation der
ISCOM-Vakzine bzw. des ISCOMATRIX™-Adjuvans um den Faktor 13,4.— Injizierte
man hingegen nur das OVA-Protein, so war kein signifikanter Anstieg der NK-Zellzahl
im drainierenden Lymphknoten zu beobachten. Dem rechten Diagramm ist zu
entnehmen, dass sowohl die Vakzine als auch das Adjuvans auch die Einwanderung
von NK1.1*/CD3" natirlichen Killer-T-Lymphozyten (NKT-Zellen) induzierten. Innerhalb
von 24 Stunden stieg deren Zahl auf das 11,3-fache an. Nach der Injektion von OVA-
Protein alleine konnte ebenfalls kein signifikanter Anstieg der NKT-Zellzahl verzeichnet

werden.
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Abbildung 7: Anstieg der Zahl verschiedener Effektorzellen des angeborenen
Immunsystems im drainierenden Lymphknoten. 24 h nach Injektion der Vakzine
wurden die drainierenden LK entfernt und zu einer Zellsuspension verarbeitet.
Anschlieend wurde die Suspension mittels FACS-Analyse analysiert. Granulozyten
(Ly6G*/CD11b"), NK-Zellen (NK1.1*/CD3’), NKT-Zellen (NK1.1*/CD3"). Dargestellt sind
die Mittelwerte von je 5 Mausen + SD; *P < 0,05.

Von zentraler Bedeutung fur die antigenspezifische Aktivierung zytotoxischer T-Zellen
sind DC - inshesondere die CD8a* DC, welche zur Kreuzprasentation befahigt sind
[Heath, 2004]. Deshalb wurde im Zuge dieser Arbeit ein besonderes Augenmerk auf
diese DC-Population gelegt. Es zeigte sich bei der FACS-Analyse, dass die Zahl der
CD11c® DC 24 Stunden nach der Injektion der ISCOM-Vakzine bzw. des
ISCOMATRIX™-Adjuvans auf das 7,8-fache angestiegen war. OVA alleine induzierte
keine signifikante Zunahme der DC. Um genauere Einblicke in die Rolle der DC im
Rahmen der lokalen Reaktion auf die Vakzinierung zu bekommen, erfolgte eine
separate Analyse der CD8a" DC. Die absolute Zahl der CD8a."/CD11c” DC, die 20 %
(= 4 %) der Lymphknoten-DC ausmachten, stieg nach der Injektion der ISCOM-
Vakzine bzw. des ISCOMATRIX™-Adjuvans innerhalb von 24 Stunden auf das 4-fache
an. OVA-Protein alleine induzierte keine signifikante Expansion dieser DC-Population.
Die Zahl der CD8a’/CD11c" DC wuchs auf das 7,6-fache an, wenn die Mause die

Vakzine oder das Adjuvans verabreicht bekamen (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Zellzahl von DC im drainierenden Lymphknoten. 24 h nach Injektion der
Vakzine wurden die drainierenden LK entfernt und zu einer Zellsuspension verarbeitet.
Anschlielend wurde die Suspension mittels FACS-Analyse analysiert. Dargestellt sind
die Mittelwerte von je 5 Mausen + SD; *P < 0,05.

Die Einwanderung der DC erfolgte Uberwiegend zwischen 12 und 24 Stunden nach der
Injektion. Nach 4 -12 Stunden war lediglich eine sehr geringe Zunahme der DC-Zahl im
Vergleich zur Kontrolle zu verzeichnen. In Abbildung 9 ist der Zuwachs der
Lymphknoten-DC-Populationen nach der Injektion der ISCOM-Vakzine in Abh&ngigkeit

von der Zeit dargestellt.
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Abbildung 9: Gezeigt ist die Zellzahl der CD8a" und CD8o DC-Populationen. Zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Applikation der ISCOM-Vakzine wurden die
drainierenden LK entfernt und zu einer Zellsuspension verarbeitet. AnschlieRend wurde
die Suspension mittels FACS-Analyse analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von je
5 Méausen + SD; *P < 0,05.
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3.2 Aktivierung verschiedener Leukozytenpopulationen und
Zytokinproduktion

3.2.1 Aktivierung von Lymphozyten-Populationen durch die ISCOM-Vakzine

Nachdem sich gezeigt hatte, dass ISCOMATRIX™-Adjuvans einen starken Einfluss auf
die zellulare Zusammensetzung des drainierenden Lymphknotens ausubt, sollte
untersucht werden, ob die an der Reaktion auf die Vakzinierung beteiligten Leukozyten
sich hinsichtlich ihres Aktivierungsgrads und ihrer Zytokinproduktion von nativen
Leukozyten unterscheiden. Dazu wurde einerseits die Expression von
Oberflachenmolekiilen, die typischerweise von aktivierten Zellen verstarkt exprimiert
werden, durchflusszytometrisch gemessen. Ferner wurde die Zytokinproduktion mit

Hilfe fluoreszierender FACS-Antikdrper quantifiziert.

Die Verabreichung der ISCOM-Vakzine bzw. des ISCOMATRIX™-Adjuvans alleine
fuhrten zu einer verstarkten Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf diversen
Lymphozyten-Populationen. Sowohl B-Zellen als auch T-Zellen zeigten 24 Stunden
nach der Vakzinierung eine signifikant erhohte CD69-Expression. Dabei fiel die
Steigerung am deutlichsten bei den CD8" T-Lymphozyten aus. Von diesen
exprimierten bei den Kontrolltieren 8 % (+ 2 %) CD69, bei vakzinierten Tieren dagegen
waren es 33 % (+ 5 %). Bei den CD4" T-Zellen stieg der Anteil von 8 % (+ 0,5 %) auf
11,5 % (= 0,5 %), bei den B-Zellen von 3,5 % (= 1 %) auf 6 % (+ 0,5 %) (Abbildung
10).
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Abbildung 10: Prozentualer Anteil der CD69-exprimierenden B- und T-Zellen von
vakzinierten M&usen im Vergleich zu Kontrolltieren. 24 h nach Injektion der Vakzine
wurden die drainierenden LK entfernt und zu einer Zellsuspension verarbeitet.
Anschlieend wurde die Suspension durchflusszytometrisch analysiert. B-Zellen (CD3"
CD19%), T-Helferzellen (CD3" CD4"), CD8" T-Zellen (CD3* CD8"). Dargestellt sind die
Mittelwerte von je 5 Mausen + SD; *P < 0,05.

Eine Zunahme der CD69-Expression wurde ferner bei NK1.1*/CD3" NK-Zellen sowie
NK1.17/CD3* NKT-Zellen beobachtet. Bei den Kontrolltieren exprimierten 6 % (+ 2 %)
der NK-Zellen CD69, dagegen waren es bei den vakzinierten Tieren nach 24 Stunden
41 % (= 8 %). Der Anteil der CD69-exprimierenden NKT-Zellen konnte durch die
Applikation der ISCOM-Vakzine innerhalb von 24 Stunden von 26 % (+ 4 %) auf 53 %
(= 11 %) gesteigert werden. Dass diese Aktivierung im Anschluss an die Vakzinierung
mit der ISCOM-Vakzine bis zu 120 Stunden lang anhélt wird in Abbildung 11
verdeutlicht. Analysierte man die Vakzine-drainierenden Lymphknoten 72 Stunden
nach der Gabe der ISCOM-Vakzine, so zeigte sich ein etwa gleich hoher Anteil
aktivierter Zellen wie nach 24 Stunden. Erst nach 72 Stunden kam es zu einer
allméhlichen Verminderung der Zahl aktivierter NK- und NKT-Zellen. Aber selbst nach
120 Stunden war der Anteil CD69" NK-/NKT-Zellen an der Gesamtmenge der NK-
INKT-Zellen noch signifikant erhéht.
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Abbildung 11: Nach der Vakzinierung kam es zu einer lang anhaltenden Aktivierung
von NK-Zellen und NKT-Zellen. 24 h, 72 h bzw. 120 h nach Injektion der Vakzine
wurden die drainierenden LK entfernt und zu einer Zellsuspension verarbeitet.
Anschlieend wurde die Suspension durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind
die Mittelwerte von je 5 Mausen + SD; *P < 0,05.

Mit Hilfe des intrazellularen Zytokinnachweises mit fluoreszierenden Anti-IFN-y-
Antikdrpern konnte gezeigt werden, dass die NK- und NKT-Zellen nach der
Verabreichung der ISCOM-Vakzine nicht nur den Oberflachenmarker CD69
hochregulieren, sondern auch IFN-y in gesteigertem Mal3e produzieren. In Abbildung
12 ist der prozentuale Anteil der IFN-y-exprimierenden NK-Zellen beziehungsweise
NKT-Zellen 24 Stunden nach der Vakzinierung dargestellt. Im Falle der NK-Zellen
waren dies 16 % (+ 6 %). Bei den Kontrolltieren waren es 1,4 % (£ 0,4 %). Hatten die
Mé&use statt der ISCOM-Vakzine lediglich das OVA-Protein erhalten, so war der Anteil
der IFN-y-produzierenden Zellen mit 2,3 % (= 0,4 %) geringfugig héher als bei den
Kontrolltieren. Ein &hnliches Bild zeigte sich bei den NKT-Zellen. Hier konnte der Anteil
der IFN-y-produzierenden NKT-Zellen durch die Vakzinierung von 1,1 % (+ 0,8 %)
(Kontrolle) auf 7 % (x 1,3 %) gesteigert werden. Verabreichte man nur das OVA-
Protein, so kam es zu keinem signifikanten Effekt.



39 Ergebnisse

| O Kontrolle m OVA = OVA/ISCOM

25

* *

IFN—v" (%)
=
ol

[EnY
o

OFRPNW,AUIUITO N O

NK-Zellen NKT-Zellen

Abbildung 12: Prozentualer Anteil der IFN-y-produzierenden NK- bzw- NKT-Zellen. 24
h nach Injektion der Vakzine wurden die drainierenden LK entfernt und zu einer
Zellsuspension verarbeitet. AnschlieBend wurde eine Intrazellularfarbung fir IFN-y
durchgefiihrt und die Suspension durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind
die Mittelwerte von je 5 Mausen + SD; *P < 0,05.

3.2.2 Einfluss des ISCOMATRIX™-Adjuvans auf die Aktivierung von DC-Populationen

im drainierenden Lymphknoten

Die Induktion effektiver CTL-getragener Immunantworten gegen ein im Impfstoff
enthaltenes Antigen erfordert die Kreuzprésentation dieses Antigens durch aktivierte
DC. Unaktivierte DC bergen hingegen die Gefahr, Immuntoleranz gegeniiber einem
Antigen zu fordern [Steinman 2002], was im Falle eine Tumorvakzine unerwinscht ist.
Es war daher ein Ziel dieser Arbeit, zu untersuchen, ob DC unter dem Einfluss des
ISCOMATRIX™-Adjuvans einen hdheren Aktivierungs- und Reifegrad entwickeln und
zur Aktivierung zytotoxischer T-Lymphozyten in der Lage sind. Zum einen wurde dazu
die Expression von MHC-II und CD86 auf DC mittels FACS-Analyse bestimmt. Zum
anderen wurde die Expression von intrazellularem IL-12p40/p70
durchflusszytometrisch gemessen. Dieses Zytokin lenkt die Immunantwort des
Organismus in Richtung einer Ty;-Dominanz, was fur die Aktivierung zytotoxischer T-

Zellen von Bedeutung ist.

Es zeigte sich eine deutliche Zunahme der Expression von MHC-II innerhalb von 24
Stunden fir CD11c* DC. Abbildung 13 zeigt die Zunahme der MHC-II-Expression. Die
Expression von MHC-II von DC bei den Kontrolltieren wurde als 100% definiert. In
Relation dazu ergab sich fir die Gesamtpopulation der DC 24 Stunden nach der
Injektion der ISCOM-Vakzine eine 2,2-fache MHC-II-Expressionszunahme. Am
ausgepragtesten war der Effekt fiir die Gruppe der CD8a’/CD11c* DC. Dort stieg die
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MHC-II-Expressionsdichte auf das 3,9-fache des Ausgangswertes an. Fir die
Population der CD8a/CD11lc® DC war eine Steigerung auf das 1,9-fache zu
beobachten. Injizierte man den Mausen lediglich OVA-Protein so kam es zu keiner

signifikanten Intensitatszunahme.
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Abbildung 13: Relative MHC-II-Expression der CD11c" DC bei Mausen die mit der
ISCOM-Vakzine geimpft wurden im Vergleich zu unbehandelten Tieren. 24 h nach
Injektion der Vakzine wurden die drainierenden LK entfernt und zu einer
Zellsuspension verarbeitet. AnschlieBend wurde die Suspension durchfluss-
zytometrisch analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von je 5 Mausen + SD; *P <
0,05.

Die Vakzinierung mit der ISCOM-Vakzine fihrte dartber hinaus zu einer verstarkten
Expression des kostimulatorischen Molekils CD86. Auch hier war der Effekt fir die
Gruppe der CD8a’/CD11c” DC am starksten ausgepragt. Abbildung 14 zeigt die
CD86-Expression 24 Stunden nach der Injektion des OVA-Proteins bzw. der ISCOM-
Vakzine. Die Werte sind — analog zur Abbildung 12 — als relative Expressionszunahme

im Vergleich zur Kontrollgruppe dargestellt.



41 Ergebnisse

UKontrolle BOVA B QVA/ISCOM

3,0

o

$25

o 1 [
52,0 * *
u

§ 1’5 n.s. n.s.
O

° 1,0

2>

©0,5

o

o

0 : .
Gesamt-DC CD8*DC CD8 DC

Abbildung 14: Relative CD86-Expression der CD11c* DC bei Mausen die mit der
ISCOM-Vakzine vakziniert wurden im Vergleich zu DC von unbehandelten Tieren. 24 h
nach Injektion der Vakzine wurden die drainierenden LK entfernt und zu einer
Zellsuspension verarbeitet. AnschlieRend wurde die Suspension
durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von je 5 Mausen *
SD; *P < 0,05.

Die CD8a" DC des drainierenden Lymphknotens lieBen sich ferner - nach der
Permeabilisierung der Zellmembranen - mit Antikdrpern gegen IL-12p40/p70 anfarben.
Dieses frihzeitig im Rahmen einer Immunreaktion gebildete Zytokin war bereits 12
Stunden nach der Gabe der ISCOM-Vakzine in den Zellen nachweisbar. Zu diesem
Zeitpunkt waren 11,6 % (+ 2,0 %) der CD8a" DC positiv filr IL-12. Fiihrte man den IL-
12-Nachweis 24 Stunden nach der Vakzinierung durch, so ergab sich fiir die CD8a"
DC ein ahnliches Bild. Der Anteil der IL-12-produzierenden Zellen lag bei 11,8 % (+ 3,9
%). Zu keinem Zeitpunkt konnte dagegen innerhalb der Population der CD8a” DC eine
Zunahme der IL-12-Produktion im Vergleich zu Kontroltieren nachgewiesen werden.
Losliches OVA-Protein induzierte bei keiner der beiden DC-Populationen IL-12
(Abbildung 15).
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Abbildung 15: IL-12 ist bereits 12 Stunden nach Injektion der ISCOM-Vakzine in
CD8a" DC nachweisbar. CD8a” DC produzieren kein IL-12. 12 h bzw. 24 h nach
Injektion der Vakzine wurden die drainierenden LK entfernt und zu einer
Zellsuspension verarbeitet. AnschlieRend wurde eine Intrazellularfarbung fir IL-
12p40/70 durchgefihrt und die Suspension durchflusszytometrisch analysiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte von je 5 Mausen + SD; *P < 0,05, n.s. = nicht
signifikant.

3.2.3 Induktion von IL-6 durch die ISCOM-Vakzine

Fur die Expansion zytotoxischer T-Lymphozyten ist neben IL-12 auch IL-6 von
Bedeutung. Es konnte gezeigt werden, dass Mause, die einen IL-6-Mangel aufweisen,
eine eingeschrankte Bildung von Tpere-Zellen des Typs 1 (Tni-Zellen) zeigen
[McLoughlin 2005, Hurst 2001, Teague 1997, Kovalovich 2001, Kishimoto 1995, Kopf
1995]. Diese wiederum sind fur die Induktion einer zytotoxischen T-Zell-Antwort
erforderlich. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich im drainierenden
Lymphknoten einer vakzinierten Maus vermehrt IL-6 nachweisen lasst. Dazu wurden
die Lymphknoten 24 Stunden nach der Injektion der Vakzine entnommen und zu
Zellsuspensionen verarbeitet. Diese wurden fiir weitere 24 Stunden bei 37 °C inkubiert
und im Uberstand wurde die IL-6-Konzentration mittels ELISA bestimmt. Wie in
Abbildung 16 dargestellt, lag bei den Kontrolltieren die IL-6-Konzentration mit 15
pg/ml im Bereich der Nachweisgrenze des ELISA. Bei Mausen, welche die ISCOM-
Vakzine erhalten hatten, ergab sich eine durchschnittliche IL-6-Konzentration von
1876,1 (+ 205 pg/ml) pg/ml. Deutlich niedrigere Werte wiesen die Mause auf, die
I6sliches OVA-Protein erhalten hatten. Hier lag die durchschnittliche IL-6-Konzentration
bei 123,1 pg/ml (+ 27,3 pg/ml).



43 Ergebnisse

2500
[ * 1

2000 *
£
> 1500
e
© 1000
=

500 —%
0 i

Kontrolle OVA OVA/ISCOM

Abbildung 16: IL-6-Konzentration im Uberstand von Einzelzellsuspensionen aus
drainierenden Lymphknoten. 24 h nach Injektion der ISCOM-Vakzine wurden die
drainierenden LK entfernt und zu einer Zellsuspension verarbeitet. Nach einer 24-
stiindigen Inkubation bei 37°C wurde im Uberstand die IL-6-Konzentration mittels
ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte von je 5 Mausen + SD; *P < 0,05.

3.3 Zellulare Aufnahme der ISCOM-Vakzine durch

Leukozytenpopulationen des drainierenden Lymphknotens

3.3.1 Zellulare Aufnahme der ISCOM-Vakzine durch DC

Da es fur die Induktion von zytotoxischen T-Zell-Antworten erforderlich ist, dass DC
Antigen aufnehmen, prozessieren und auf MHC-I-Molekiilen kreuzprasentieren, wurde
untersucht, ob die ISCOM-Vakzine von DC des drainierenden Lymphknotens
aufgenommen wird. Dazu wurde eine ISCOM-Vakzine verwendet, bei der OVA mit
dem fluoreszierenden Farbstoff Alexa-488 assoziiert wurde (OVApexasss/|SCOM). Zum
Vergleich stand l6sliches Alexa-488-assoziiertes OVA-Protein zur Verfiigung. Die
zelluldre Aufnahme der Vakzine beziehungsweise des loslichen Proteins wurde mittels
FACS-Analyse quantifiziert. In Abbildung 17A ist ein Beispiel einer solchen FACS-
Analyse gezeigt. Im linken Diagramm sind CD8a." und CD8a CD11c¢* DC-Populationen
zu erkennen. Im Beispiel wurde bei der Analyse der Daten auf die CD8a* DC ein Gate
gesetzt. Diese Zellen wurden dann hinsichtlich der Antigenaufnahme untersucht. Im
mittleren Diagramm ist das Ergebnis fur eine Kontrollmaus gezeigt, welche kein
fluoreszierendes Antigen bekommen hat. Das rechte Diagramm zeigt die
Antigenaufnahme durch CD8a" DC nach Injektion der ISCOM-Vakzine (20 % der
Zellpopulation).
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Die Entnahme der Lymphknoten erfolgte bei dieser Versuchsreihe vier, zwolf
beziehungsweise 24 Stunden nach der subkutanen Injektion der oben genannten
Substanzen. Bereits vier Stunden nach der Applikation konnten DC detektiert werden,
die fluoreszierendes Antigen aufgenommen hatten. 6,6 (+ 1,2) % aller CD11c" DC
hatten das l6sliche OVA-Protein aufgenommen und 8,7 (+ 2,3) % die ISCOM-Vakzine.
Zwischen zwolf und 24 Stunden nach der Injektion stieg der Anteil der Zellen, welche
die Vakzine endozytiert hatten auf 15,4 (+ 6,4) %. Der Anteil der DC, die l6sliches
OVA-Protein aufgenommen hatten blieb dagegen etwa gleich. Die Aufnahme der
ISCOM-Vakzine durch DC war also signifikant effizienter als die des Idslichen Proteins.

Interessanterweise war die Aufnahme der ISCOM-Vakzine durch die CD8a” DC
besonders effektiv. 24 Stunden nach der Injektion hatten 19,8 (+ 3,8) % dieses DC-
Subtyps das Antigen aufgenommen. Hatten die Mause statt der Vakzine losliches
Protein erhalten, so lag die Antigenaufnahme durch die CD8a* DC bei 15,3 (+ 5,4) %.
In Abbildung 17B sind die beschriebenen Ergebnisse graphisch dargestellt.

Von den CD8a DC wurde die ISCOM-Vakzine deutlich effektiver aufgenommen als
I6sliches OVA-Protein. 24 Stunden nach der Injektion hatten 5,6 (= 3,4 %) der CD8a’
DC l6sliches OVA-Protein aufgenommen. Die ISCOM-Vakzine hingegen hatten 14,4 (+
6,5) % der CD8a’ DC aufgenommen.
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Abbildung 17: (A) Durchflusszytometrische Analyse der Antigenaufnahme durch
CD11c" DC im drainierenden LK. Bei der Kontrollmaus ist keine Antigenaufnahme
nachweisbar (0 %), bei der vakzinierten Maus lasst sich in 20 % der CD8a." DC des
drainierenden LK fluoreszierendes Antigen nachweisen. (B) Prozentualer Anteil der
CD11c" DC die nach verschiedenen Zeitintervallen fluoreszierendes Antigen
aufgenommen haben. Vier, zwdlf bzw. 24 h nach Injektion der Vakzine wurden die
drainierenden LK entfernt und zu einer Zellsuspension verarbeitet. Anschlieiend wurde
die Suspension durchflusszytometrisch analysiert. Die Fluoreszenzintensitatsgrenze
wurde stets so definiert, dass der Anteil der positiven Zellen bei den Kontrollen unter
1% lag. Dargestellt sind die Mittelwerte von je 5 M&usen + SD; *P < 0,05, n.s. = nicht
signifikant.
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3.3.2 Endozytose der ISCOM-Vakzine durch Granulozyten

Neben den DC nahmen auch die in Folge der Vakzinierung in den drainierenden
Lymphknoten eingewanderten neutrophilen Granulozyten (Ly6G*/CD11b") die ISCOM-
Vakzine auf. Untersuchte man die Granulozyten 24 Stunden nach der Injektion des
fluoreszierenden Antigens, so zeigte sich, dass 25,1 (+ 6,6) % der Zellen die Vakzine

aufgenommen hatten (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Aufnahme der ISCOM-Vakzine durch Ly6G*/CD11b" Granulozyten im
drainierenden LK. 24 h nach Injektion der Vakzine wurden die drainierenden LK
entfernt und zu einer Zellsuspension verarbeitet. AnschlieBend wurde die Suspension
mittels FACS-Analyse analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von je 5 Mausen +
SD; *P < 0,05.

Weder bei B-Lymphozyten noch bei T-Lymphozyten bzw. NK-Zellen konnte wahrend
des gesamten Zeitraums eine Antigenaufnahme nachgewiesen werden.
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3.4 Induktion einer antigenspezifischen CTL-Antwort durch die
OVA/ISCOM-Vakzine

Um die Effektivitat der ISCOM-Vakzine beziglich der Induktion von CTL zu bestimmen,
wurde die Frequenz OVA-spezifischer CD8" T-Zellen im peripheren Blut bzw. in der
Milz quantifiziert. Es erfolgten zwei subkutane Injektionen der OVA/ISCOM-Vakzine.
Zwischen den Impfungen wurde ein Zeitintervall von einer Woche eingehalten. Eine
Woche nach der zweiten Vakzinierung wurden dann Blut bzw. die Milzen der Mause
entnommen und zu Zellsuspensionen verarbeitet. Die Lymphozyten wurden dann mit
dem H2-K-restringierten OVA-Peptid SIINFEKL inkubiert bevor mit Hilfe einer
intrazellularen Anfarbung des Zytokins IFN-y mittels fluoreszierender FACS-Antikérper
der Anteil SIINFEKL-spezifischer CD8" T-Zellen durchflusszytometrisch ermittelt
wurde. Kontrolltiere erhielten entweder PBS oder I8sliches OVA-Protein.

Die FACS-Analysen ergaben, dass die OVA/ISCOM-Vakzine eine hocheffiziente
Proliferation von antigenspezifischen CTL induzierte. 7,5 (+ 1,5) % aller CD8" T-Zellen
der Milz hatten sich durch das Peptid SIINFEKL zur IFN-y-Synthese anregen lassen,
was der Frequenz OVA-spezifischer CTL entspricht. Bei Kontrolltieren war der Anteil
SIINFEKL-spezifischer T-Zellen dagegen unterhalb der Nachweisgrenze (< 0,05 %).
Verwendete man als Vakzine |6sliches OVA-Protein, so lag der Anteil SIINFEKL-
spezifischer CTL ebenfalls unter 0,05 %. Auch eine Steigerung der OVA-Dosis um den
Faktor 100 brachte keine relevante Zunahme des prozentualen Anteils OVA-
spezifischer CTL, was die insuffiziente Induktion von CTL durch l6sliches Protein
reflektiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19: (A) Induktion antigenspezifischer CTL: Sieben Tage nach der zweiten
Vakzinierung mit der OVA/ISCOM-Vakzine wurden die Milzen enthommen und zu
Einzelzellsuspensionen verarbeitet. Nach der Stimulation der Milzzellen mit dem Peptid
SIINFEKL erfolgte der intrazellulare IFN-y-Nachweis mittels FACS-Analyse. Links ist
ein Beispiel fur Kontrolltiere gezeigt, das rechte Diagramm ist reprasentativ fir
vakzinierte Tiere. (B) Der Anteil OVA-spezifischer CTL nach Vakzinierung mit I8slichem
OVA (30 pg) lag unterhalb der Nachweisgrenze. Dagegen bewirkte die ISCOM-
Vakzine (0.1pg OVA) eine effiziente Induktion von OVA-spezifischen CTL. Dargestellt
sind die Mittelwerte von je 5 Mausen * SD; *P < 0,05.
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3.5 Zytotoxische Aktivitat OVA-spezifischer CTL

Im né&chsten Schritt wurde die funktionelle zytotoxische Aktivitat der durch die
Vakzinierung mit der ISCOM-Vakzine induzierten OVA-spezifischen CTL quantifiziert.
Zu diesem Zweck wurden den Mausen je 10° Splenozyten intravends Ubertragen, von
denen die Halfte mit SIINFEKL-Peptid beladen war, die andere Halte nicht. Um die
beiden Splenozytenpopulationen unterscheiden zu kénnen wurden sie vorher mit
verschiedenen Konzentrationen des durchflusszytometrisch detektierbaren Markers
CFSE angefarbt. Die spezifische Lyse der SIINFEKL-beladenen Milzzellen wurde an
den Tagen 10 und 35 nach der zweiten Vakzinierung ermittelt. Zehn Tage nach der
zweiten Vakzinierung betrug die antigenspezifische Lyse der Splenozyten 85 %. An
Tag 35 nach der zweiten Vakzinierung betrug die spezifische Lyse immer noch 62 %.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: In-vivo-Elimination SIINFEKL-beladener Splenozyten durch OVA-
spezifische CTL. Die Mause wurden an den Tagen O und 7 mit der OVA/ISCOM-
Vakzine geimpft. Zehn beziehungsweise 35 Tage nach der zweiten Vakzinierung
wurden den Mausen SIINFEKL-beladene, CFSE-markierte Splenozyten Ubertragen.
Jeweils nach 16 Stunden wurde den Tieren Blut abgenommen und die spzifische Lyse
der Splenozyten durchflusszytometrisch bestimmt (vgl. 2.3.11). Dargestellt sind die
Mittelwerte von je 5 Mausen + SD.
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3.6 Antitumorale Immunitéat gegen OVA-exprimierende Tumore

In einem weiteren Schritt wurde getestet, ob die OVA/ISCOM-Vakzine einen effektiven
Schutz vor OVA-exprimierenden Tumoren verleihen kann. Dazu wurden zwei Gruppen
von Mausen verwendet, wobei die Tiere der ersten Gruppe unbehandelt waren
(Kontrolltiere), wahrend die Tiere der zweiten Gruppe zuvor zweimal mit der ISCOM-
Vakzine behandelt worden waren. 21 Tage nach der zweiten Vakzinierung wurden den
Mausen jeweils 10° OVA-exprimierende B16-Melanomzellen (MO5-Zellen) subkutan in
die Flanke verabreicht. Es zeigte sich, dass die zuvor geimpften Tiere gegen die
Entwicklung eines OVA-exprimierenden Melanoms zu 100% geschiitzt waren, wahrend
die unbehandelten Tiere friihzeitig rasch wachsende Tumore entwickelten. An Tag 17
nach der Tumorzellinjektion hatte sich bei den unbehandelten Tieren ein
durchschnittlich 180 mm? groRer Tumor entwickelt. Die vakzinierten Tiere wurden tiber
einen Zeitraum von 100 Tagen beobachtet und blieben wahrend dieses Zeitraums

vollstéandig tumorfrei. Die Ergebnisse sind in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Entwicklung OVA-exprimierender B16-Tumore bei vakzinierten
beziehungsweise unbehandelten M&ausen. 30 Tage nach der zweiten Impfung mit der
OVA/ISCOM-Vakzine wurden den Ma&usen je 10° MO05-Melanomzellen subkutan
verabreicht. Wahrend geimpfte Tiere Uber den gesamten Beobachtungszeitraum
tumorfrei blieben, entwickelten die unbehandelten Tiere rasch einen Tumor. Dargestellt
sind die Mittelwerte von je 5 Mausen * SD.
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3.7 Induktion OVA-spezifischer Antikdrper durch die ISCOM-

Vakzine

Um die Effektivitat der ISCOM-Vakzine hinsichtlich der Induktion OVA-spezifischer
Antikdrper zu bestimmen, wurden die Mause zweimal im Abstand von einer Woche mit
PBS (Kontrolle), OVA, beziehungsweise mit der OVA/ISCOM-Vakzine vakziniert.
Weitere drei Wochen spéter (Tag 28) wurden die Serumspiegel spezifischer 19G-, 1gG;
und 1gG,,-Antikdrper gemessen. Bei Mausen, die mit der OVA/ISCOM-Vakzine geimpft
wurden, kam es zu einem deutlichen Anstieg OVA-spezifischer IgG-Antikorper
gegeniiber Kontrolltieren, wobei die 19G;-Subklasse dominierte, wahrend die 19G2,-
Antikdrper-Konzentration deutlich weniger zunahm. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei
Tieren, die mit OVA-Protein allein geimpft wurden keine signifikante 1gG-Antikrper-
Antwort. Die Ergebnisse sind in Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Nach zwei Vakzinierungen mit PBS, OVA oder der OVA/ISCOM-
Vakzine (jeweils 0,3 pg OVA) im Abstand von einer Woche wurde die Konzentration
von IgG-Antikdrpern (und den Subklassen IgG; und 1gG,,) im Blutserum an Tag 28
mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte von je 5 M&usen + SD; *P <

0,05.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.1.1 Rekrutierung von Leukozytenpopulationen in den ISCOM-Vakzine drainierenden

Lymphknoten und deren Aktivierung

Um den lokalen immunstimuatorischen Effekt einer ISCOM-Vakzine auf die
Leukozytenpopulationen in vivo zu charakterisieren, wurden PBS, ldsliches OVA-
Protein, eine OVA/ISCOM-Vakzine oder ISCOMATRIX™ ohne Antigen Ma&usen
subkutan injiziert, nach verschiedenen Zeitintervallen die drainierenden Lymphknoten
entfernt und hinsichtlich der zellularen Zusammensetzung, der Expression von
Aktivierungsmarkern auf der Zelloberflache von Leukozyten sowie deren
Zytokinproduktion analysiert. Sowohl ISCOMATRIX™ alleine als auch die
OVA/ISCOM-Vakzine induzierten innerhalb von 24 Stunden eine ausgepragte
VergroRerung des drainierenden Lymphknotens, was auf eine Zunahme der Zellzahl
um den Faktor 4 im Vergleich zu Lymphknoten einer mit PBS oder OVA behandelten
Maus zurtickgefiihrt werden konnte. Die FACS-Analyse ergab einen Anstieg der B-
Zellen um den Faktor 5, der CD4" T-Zellen um den Faktor 3 sowie der CD8" T-Zellen
um den Faktor 2,5. Der CD4'/CD8"-Quotient &nderte sich dabei nicht signifikant.
Ferner nahm nach Injektion der OVA/ISCOM-Vakzine beziehungsweise des
ISCOMATRIX™-Adjuvans die Zahl der Effektorzellen des angeborenen Immunsystems
deutlich zu. Die Anzahl der NK-Zellen stieg um den Faktor 13, die der NKT-Zellen um
den Faktor 11. Interessanterweise wurden auch neutrophile Granulozyten in den
drainierenden Lymphknoten rekrutierert, was bei den Kontrolltieren nicht der Fall war.
Der immunstimulatorische Effekt war auf die drainierenden Lymphknoten beschrankt
und unterschied sich nicht signifikant fir die ISCOM-Vakzine und das ISCOMATRIX™-
Adjuvans ohne Antigen.

ISCOMATRIX™-Adjuvans induzierte neben der Zunahme der Zellzahl auch eine
ausgepragte Aktivierung sowohl von Effektorzellen des angeborenen als auch des
adaptiven Immunsystems. So fand sich eine Hochregulation des Aktivierungsmarkers
CD69 auf B-Zellen, CD4" T-Zellen, CD8* T-Zellen, NK-Zellen und NKT-Zellen.
AuBerdem konnte eine gesteigerte IFN-y-Produktion durch NK- und NKT-Zellen
beobachtet werden. Somit vermitteln ISCOM-Vakzine einen potenten

immunstimulatorischen Effekt im drainierenden LK.



Diskussion 54

4.1.2 Antigenaufnahme und Aktivierung dendritischer Zellen im Vakzine-drainierenden
Lymphknoten

Das ISCOMATRIX™-Adjuvans induzierte eine 7-fache Zunahme von DC im
drainierenden Lymphknoten. Die Zahl der CD8a DC stieg um den Faktor 7,6 und der
CD8a" DC um den Faktor 4. Die Immigration der DC erfolgte Uberwiegend im Zeitraum
zwischen zwélf und 24 Stunden nach der Injektion. Das ISCOMATRIX™-Adjuvans
fuhrte ferner zu einer Aktivierung der DC mit einer verstarkten Expression von MHC-II
und CD86. Dieser Effekt war bei den CD8a" DC am starksten ausgepragt. Zudem
induzierte die Vakzine in CD8a" DC die Produktion von IL-12, ein Zytokin, welches bei
der Induktion einer CTL-Antwort eine zentrale Rolle spielt. Studien mit Fluorochrom-
markiertem OVA-Protein ergaben, dass 15,4 % der DC im drainierenden Lymphknoten
nach 24 Stunden die OVA/ISCOM-Vakzine inkorporiert hatten, losliches OVA-Protein
hingegen nur 6,6 % der DC. Interessanterweise hatten sogar 20 % der CD8a* DC, eine
auf die Kreuzprasentation spezialisierte DC-Population, die Vakzine inkorporiert. Somit
scheint ein effektives in vivo Targeting von DC mit ISCOM-Vakzinen méglich zu sein,
was mit einer dramatisch erhéhten Anzahl aktivierter und Antigen-aufnehmender DC
einhergeht.

4.1.3 Induktion antigenspezifischer CTL

Ein zentrales Ziel der Arbeit war festzustellen, ob ISCOM-Vakzine effektive CTL-
Antworten induzieren. Nach zwei Vakzinierung mit der OVA/ISCOM-Vakzine betrug der
Anteil OVA-spezifischer CTL durchschnittlich 7,5 % aller CD8" T-Zellen. Im Vergleich
hierzu induzierte 16sliches OVA-Protein sogar in 100-fach héherer Konzentration keine
messbare CTL-Antwort. Wie in vivo-Zytotoxizitdtsassays zeigten, waren die CTL in der
Lage, peptidgepulste Targetzellen zu erkennen und effektiv abzutéten. An den Tagen
10 und 35 nach zweimaliger Vakzinierung lag die spezifische Lyse bei 80 % bzw. 60 %
der Targetzellen. Die ISCOM-Vakzine verlieh den Mausen dartber hinaus einen
prophylaktischen Schutz gegen Tumore. So entwickelten ungeimpfte Mause nach
Tumorzellinjektion rasch OVA-exprimierende B16-Melanome, wahrend vakzinierte

Tiere Uber Uber den Beobachtungszeitraum von 100 Tagen tumorfrei blieben.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse vor dem Hintergrund der

aktuellen Literatur

4.2.1 Antitumorale Aktivitat des Immunsystems und ihre Grenzen

Der Grundgedanke hinter der Entwicklung einer Tumorvakzine ist die Erkenntnis, dass
das Immunsystem grundsatzlich in der Lage ist, maligne entartete Zellen zu erkennen
und zu eliminieren [Dunn 2004]. Verschiedene Mechanismen kdnnen jedoch dazu
fihren, dass es den Tumorzellen gelingt, dem Immunsystem zu entkommen und zu
proliferieren (tumor immune escape). Zu diesen Mechanismen gehdren die
Ausschittung apoptoseinduzierender oder immunsupprimierender Substanzen (z.B.
VEGF, TGF-B), die Toleranzinduktion durch die Aktivierung regulatorischer T-Zellen
[Zou 2006, Jarnicki 2006], sowie die verminderte Expression von MHC-I-Molekiilen.
Letztlich kommt es dadurch zu einer Selektion der Tumorzellen, welche die geringste
Immunogenitat aufweisen. Dieser Vorgang wird auch als Immunoediting bezeichnet
[Dunn 2004, Rabinovich 2007]. Auch im Falle einer Etablierung eines soliden Tumors
kann eine Aktivitdt des Immunsystems beobachtet werden. So koénnen im
Tumorgewebe zytotoxische T-Zellen nachgewiesen werden [Galon 2006]. Diese
scheinen jedoch aufgrund der tumorinduzierten Immunsuppression keine ausreichende
Aktivitat aufzuweisen. Die Idee hinter der Generierung einer Tumorvakzine ist die
Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Aktivierung und Hemmung des
Immunsystems in der Umgebung eines Tumors auf die Seite der Aktivierung. So soll
durch eine Verstarkung der Immunantwort die Potenz des kdrpereigenen

Immunsystems zur Bekémpfung von Malignomen genutzt werden.

In einer Reihe von Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass diese Toleranz
gegenlber Tumoren durch eine Vakzinierung mit DC durchbrochen werden kann. In
klinischen Studien konnte die prinzipielle Wirksamkeit einer Vakzinierung mit DC
bezuglich immunologischer und klinischer Endpunkte demonstriert werden [Thurner
1999]. Die Therapieerfolge waren in der Regel jedoch nur von limitiertem Umfang und
von kurzer Dauer. Viele Autoren, die sich mit der Thematik der DC-basierten
Vakzinierung auseinandersetzen kommen zu dem Schluss, dass es sich hierbei um
eine vielversprechende Methode handelt, die jedoch bisher eindeutiger Belege fiir eine
nachhaltige klinische Wirksamkeit schuldig geblieben ist [Schuler 2003]. Hierflr gibt es
eine Vielzahl moglicher Ursachen. So verwenden die meisten Arbeitsgruppen im

Rahmen experimenteller und vor allem klinischer Studien ex vivo generierte DC, wie
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beispielsweise die sogenannten Mono-DCs, die durch eine in-vitro-Kultur von
Monozyten in Anwesenheit bestimmter Zytokine (z.B. GM-CSF und IL-4) gewonnen
werden kdnnen. Zwar sind die Methoden der DC-Gewinnung standig weiterentwickelt
worden, so dass inzwischen innerhalb von 48 Stunden reife Mono-DC mit einer
Reinheit von Uber 95 % generiert werden kdnnen [Dauer 2003], aber dennoch handelt
es sich dabei um Zellen, die unter unphysiologischen Bedingungen gerneriert werden
und aus dem komplexen Kontext des Immunsystems — zumindest voriibergehend -
entfernt werden. Ein weiteres Problem bei der Generierung von DC stellt die
Verwendung von Zytokinen dar, die auch unerwiinschte Effekte haben kénnen. So
wurden in klinischen Studien DC verwendet, die unter dem Einfluss von Prostaglandin
E, (PGE,) generiert wurden. PGE, unterdriickt jedoch die Sekretion von IL-12p70,
wodurch die Fahigkeit zur T-Zellaktivierung gemindert wird [Kalinski 2001].

Ein Schritt in die richtige Richtung kdnnte dabei die Verwendung eines Adjuvans sein,
das es ermdglicht, sich die DC zu Nutze zu machen, ohne sie dabei aus ihrem
physiologischen Milieu zu entfernen. Ein solches Adjuvans sollte fur die Induktion von
CTL-Antworten folgende Eigenschaften haben: es sollte als Trégersubstanz fur ein
vollstandiges Protein fungieren, die Vakzine sollte effektiv. von DC in vivo
aufgenommen werden und diese aktivieren sowie die Kreuzprésentation der
Proteinantigene fordern. Zudem muss die Vakzine aus medizinischer Sicht sicher und
gut vertraglich sein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das ISCOMATRIX™-Adjuvans verwendet. Dabei
handelt es sich um eine Weiterentwicklung der urspringlich von Morein et al.
beschriebenen immunstimulierenden Komplexe (immunostimulating complex,
JSCOM*, [Morein 1984]). Die urspriinglichen ISCOM™-Vakzine konnten nur mit Hilfe
amphipathischer Proteine mit einem zentralen lipophilen Abschnitt generiert werden,
was die Auswahl der verwendbaren Proteine deutlich einschrénkte. Das moderne
ISCOMATRIX™ kann hingegen mit praktisch jedem Protein assoziiert werden
[Maraskovsky 2009]. In mehreren klinischen Studien wurde die gute Vertraglichkeit von
ISCOMATRIX™ demonstriert, die unter anderem darauf zuriickzufiihren ist, dass keine
tierischen Bestandteile enthalten sind. Inzwischen wurde die Vakzine an Uber 1300
Patienten mit chronischen Virusinfektionen oder Tumorerkrankungen erprobt, ohne
dass schwerwiegende Nebenwirkungen aufgetreten sind [Drane 2007, Maraskovsky
2009]. Um die immunologischen Mechanismen, die der Vakzinierung mit
ISCOMATRIX™-basierten Vakzinen zu Grunde liegen, naher charakterisieren zu
kénnen, wurde eine OVA/ISCOM-Vakzine generiert, welche in dieser Arbeit verwendet
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wurde. Nachfolgend werden die Effekte diskutiert, die nach der in-vivo-Applikation der
ISCOM-Vakzine beobachtet werden konnten.

4.2.2 Konzentrierung verschiedener Immunzellpopulationen im drainierenden

Lymphknoten

Eine Voraussetzung fur die Induktion einer nachhaltigen Immunreaktion ist die
Interaktion der verschiedenen Zelltypen des Immunsystems im Kontext des zu
bekampfenden Fremdantigens. So kann beispielsweise die Aktivierung zytotoxischer
T-Zellen oder die Bildung langlebiger T-Gedé&chtniszellen nicht ohne deren direkte oder
indirekte Wechselwirkung mit T-Helfer-Zellen erfolgen [Schoeneberger 1998, Wang
2003, Sun 2003]. Die T-Helfer-Zellen selbst benétigen ebenfalls aktivierende Signale,
beispielsweise von DC, die wiederum mit anderen Abwehrzellen interagieren [Moser
2000]. Es wird vermutet, dass die Wechselwirkung zwischen DC und NK-Zellen eine
wichtige Rolle im Rahmen der immunvermittelten Tumorabwehr spielt. So kdnnen reife
DC die IFN-y-Produktion durch NK-Zellen induzieren [Fernandez 1999]. Umgekehrt
kénnen NK-Zellen die Reifung von DC fordern und sie zur Zytokinproduktion anregen
[Gerosa 2002]. Um derartige Wechselwirkungen zu ermdglichen ist es erforderlich,
dass die verschiedenen Zellen des Immunsystems in einem gemeinsamen
Reaktionsmilieu zusammentreffen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das
ISCOMATRIX™-Adjuvans eine effektive Rekrutierung von Immunzellen sowohl des
angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems in den drainierenden
Lymphknoten bewirkt. Der makroskopisch sichtbar vergrof3erte Lymphknoten wies 24
Stunden nach der Injektion des ISCOMATRIX™-Adjuvans bzw. der ISCOM-Vakzine
eine deutlich erhdhte Zellzahl auf. B- und T-Lymphozyten, die auch im nativen
Lymphknoten die Mehrzahl der Zellen ausmachen, stellten dabei die dominierenden
einwandernden Populationen dar. Daneben konnten NK-Zellen, NKT-Zellen,
Granulozyten und verschiedene DC-Subtypen nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass
der drainierende Lymphknoten im Anschluss an die subkutane Injektion des
ISCOMATRIX™-Adjuvans das Reaktionszentrum einer komplexen Immunreaktion

darstellt.

Von besonderer Bedeutung fiir eine erfolgreiche Vakzinierung dirfte der deutliche
Expansion der DC-Population um den Faktor 7,7 sein. Martin-Fontecha et al. konnten
zeigen, dass eine effektive Migration von DC in den drainierenden Lymphknoten die
Voraussetzung fur eine suffiziente Aktivierung von T-Zellen ist. Sie transferierten
CFSE-markierte transgene T-Zellen mit einem spezifischen T-Zell-Rezeptor in syngene

Mé&use und injizierten dann aktivierte DCs, die mit dem relevanten OVA-Peptid beladen
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waren unter die Haut. AnschlieBend wurde die Aktivierung der T-Zellen anhand der
CFSE-Verdiunnung durch Zellteilung gemessen. Eine Halbierung der Zahl der
injizierten DC fuihrte dabei zu einer vierfach verringerten T-Zell-Proliferation [Martin-
Fontecha 2003].

4.2.3 Dauer der DC-Migration von der Haut in den drainierenden Lymphknoten

In klinischen Studien zur Immuntherapie von Tumoren wurden die Kenntnisse, mit Hilfe
welcher Zytokine sich die Reifung und Migration von DC induzieren lasst, am Patienten
angewendet. Schadendorf et al. fuhrten eine randomisierte klinische Phase-IlI-Studie
durch, deren Ziel es war, die Uberlegenheit einer DC-basierten Immuntherapie
gegenlber einer Standardchemotherapie mit Dacarbazin bei Melanompatienten zu
demonstrieren. Sie verwendeten dabei Mono-DC, die mit Hilfe von TNF-a, IL-13, IL-6
und PGE; zur Reifung gebracht wurden. Diese wurden dann mit tumorrelevanten
Peptiden beladen und anschlieBend den Patienten lymphknotennah subkutan
verabreicht. Die Uberlegenheit der DC-Vakzine gegeniiber der Standardchemotherapie
konnte in dieser Studie nicht belegt werden, wodurch der Enthusiasmus fir die DC-
Therapie stark gebremst wurde [Schadendorf 2006]. Fir den fehlenden Therapieeffekt
kommen zahlreiche Griinde in Frage. Es ist denkbar, dass DC-basierte
Immuntherapien noch nicht optimal funktionieren, weil die Kenntnisse tber die Reifung
und Migration von DC noch nicht ausreichend sind. Mdglicherweise hat der Prozess
der DC-Generierung und der DC-Reifung ex vivo bei dieser Studie zu lange gedauert,
so dass die Migrationsféhigkeit und die Zytokinproduktion der Zellen nicht mehr optimal
waren [Andrews 2008]. In einer klinischen Studie wurden den Patienten DC, die mit
einem radioaktiven Tracer markiert waren, subkutan injiziert. Die Migration dieser DC
in den drainierenden Lymphknoten wurde dann mittels Bildgebung nachverfolgt. Dabei
zeigte sich, dass die DC-Migration etwa 1-2 Tage dauerte und nur ein geringer
Prozentsatz der Zellen den Lymphknoten erreichte [Morse 1999, Ridolfi 2004]. Es
wurde ferner gezeigt, dass Mono-DC, die mit Peptiden beladen wurden, ihre Fahigkeit
zur T-Zellstimulation nach ein bis zwei Tagen nahezu vollstandig verlieren, ein
Nachteil, der in dieser Studie durch Beladung der DC mit Proteinantigen beseitigt
werden konnte [Schnurr 2005]. Méglicherweise ist jedoch die aufwandige und
kostspielige ex-vivo-Generierung und Antigenbeladung von DC gar nicht erforderlich,
da sowohl in der Haut als auch im lymphatischen Gewebe DC in grof3er Anzahl
vorhanden sind. Es erscheint vorteilhaft, die DC nicht aus ihrem physiologischen Milieu
zu entfernen, sondern in vivo auszunutzen. In der vorliegenden Arbeit kam es
innerhalb der ersten zwolf Stunden nach der Injektion der ISCOM-Vakzine zu einer
Zunahme der DC-Zahl im drainierenden Lymphknoten um den Faktor 1,7, in den
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folgenden zwdélIf Stunden um den Faktor 7,7 bezogen auf den Ausgangswert (O h). Es
dauerte also circa 12 Stunden, bis die ersten migratorischen DC der Haut den Impfstoff
aufnahmen, die Fahigkeit zur Migration erlangten und den drainierenden Lymphknoten
erreichten. Diese Beobachtung steht in Einklang mit den Ergebnissen, die Allan et al.
2006 publizierten. Sie behandelten die Haut von Mausen mit dem
durchflusszytometrisch nachweisbaren Farbstoff FITC und Dibutylphthalat, welches als
ein starker Induktor der DC-Migration bekannt ist [Macatonia 1987]. Innerhalb der
ersten 8-12 Stunden beobachteten Sie die Ankunft der ersten dermalen DC im
drainierenden Lymphknoten. Innerhalb der folgenden 12 Stunden kam es zu einer
deutlich gesteigerten Immigration (Zunahme um etwa den Faktor 6 gegeniiber den
ersten 12 Stunden). In den folgenden 24 Stunden blieb die Zahl FITC* DC konstant
und nahm dann wieder ab [Allan 2006]. Es ist anzunehmen, dass innerhalb der
Beobachtungszeit in erster Linie dermale DC in den Lymphknoten einwanderten, da
die Vakzine sub-/intradermal injiziert wurde. Fiur die in der Epidermis angesiedelten
Langerhans-Zellen wurde eine Migrationsdauer von 24 — 72 h beschrieben
[Kissenpfennig 2005, Allan 2006].

4.2.4 Effektive Aufnahme der ISCOM-Vakzine durch CD8a* DC

DC sind eine heterogene Gruppe antigenprasentierender Zellen, die eine Art
immunologisches Uberwachungsnetzwerk in praktisch allen Geweben bilden, standig
Antigene aus ihrer Umgebung aufnehmen und zwischen kérpereigenen und fremden
Strukturen unterscheiden kodnnen [Villadangos 2007]. lhnen wird aufgrund ihrer
Fahigkeit zur Kreuzpréasentation eine bedeutende Rolle bei der Induktion antitumoraler
Immunitat zugeschrieben [Mellman 2001]. Bei Mausen sind vor allem die CD8a" DC
darauf spezialisiert, durch die Antigenprasentation auf MHC-I-Molekiilen
antigenspezifische zytotoxische T-Zellen zu aktivieren und zur Expansion anzuregen
[den Haan 2000, Allan 2003]. Ob auch Langerhanszellen zur Induktion von CTL
befahigt sind ist umstritten [Allan 2003, Stoitzner 2008]. Die effektive Aufnahme und
Prozessierung der Vakzine durch CD8a* DC ist daher von Bedeutung. Es konnte
gezeigt werden, dass 24 h nach der subkutanen Injektion der ISCOM-Vakzine circa 20
% der CD8a" DC im drainierenden Lymphknoten die Vakzine inkorporiert hatten. Ein
Grund, warum ISCOMATRIX™-assoziiertes Antigen so effektiv von DC aufgenommen
wird dirfte die Partikelgrof3e des Adjuvans sein. Mit einem Durchmesser von 40-50 nm
ghneln die ISCOMATRIX™-Paritkel viralen Partikeln, auf die das Immunsystem
spezialisiert ist. So konnten Fifis et al. unter Verwendung von Polystyrene-
Nanopartikeln zeigen, dass diese PartikelgréRe am besten geeignet ist, um eine

Aktivierung von DC und zytotoxischen T-Zellen zu induzieren [Fifis 2004].
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Die Aufnahme der ISCOM-Vakzine konnte auch bei den CD205/CD8a’ DC, die
tiberwiegend dermalen DC entsprechen [Allan 2006], beobachtet werden. Vermutlich
aktivieren dermale DC nicht direkt zytotoxische T-Zellen im drainierenden
Lymphknoten, sondern dienen als Transportvehikel, welche die ISCOM-Vakzine oder
Bestandteile davon auf DC8a® DC im drainierenden Lymphknoten (ibertragen. So
konnten Allan et al.,, nachdem sie die Haut von Mausen mit Herpes-simplex-Viren
infiziert hatten, zeigen, dass eine Aktivierung spezifischer zytotoxischer T-Zellen nur
nach MHC-l-abhangiger Antigenprasentation durch CO8 * DC im Lymphknoten
erfolgte, nicht jedoch durch die dermalen DC oder Langerhanszellen. Blockierten sie
aber die Migration der dermalen DC zum drainierenden Lymphknoten, so wurde die
Aktivierung der CTL unterbunden. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass migratorische
DC das Antigen zum drainierenden Lymphknoten transportieren und es dort auf CD8a"
Lymphknoten-DC Ubertragen, die es dann MHC-I-gebunden den CTL prasentieren
[Allan 2006]. Diese Theorie steht auch in Einklang mit der gangigen Meinung, dass die
Kreuzprasentation eine spezialisierte Funktion der CD8a” DC ist [den Haan 2000,
Pooley 2001].

4.2.5 Induktion der DC-Reifung durch ISCOMATRIX™

Die Reifung der DC ist charakterisiert durch eine Abnahme der Antigenaufnahme, die
Migration in lymphatische Organe sowie einen terminalen Differenzierungsprozess, bei
dem sich DC in Zellen umwandeln, die auf die Aktivierung von T-Lymphozyten
spezialisiert sind. Voraussetzung fur die CTL-Aktivierung ist die Expression von
kostimulatorischen Molekilen, wie z.B. CD80 und CD86, auf der DC-Oberflache
[Banchereau 1998, O’Neill 2004]. Experimentelle und klinische Studien haben gezeigt,
wie wichtig die Aktivierung der DC im Rahmen der Immuntherpie von Tumoren fur die
Induktion einer effektiven Immunantwort ist. So haben de Vries et al.
Melanompatienten mit peptidgepulsten DC behandelt, wobei die Hélfte der Patienten
reife, die ander Halfte unreife DC erhielt. Nur bei den Patienten, die mit reifen DC
behandelt worden waren, zeigte sich eine effektive zellulare und humorale
Immunantwort [de Vries 2003]. Antigenprasentation durch unreife DC birgt gar das
Risiko einer Toleranzinduktion. So gehort die Akkumulation unreifer DC zu einem der
Mechanismen, durch die Tumore sich gegen das Immunsystem schitzen [Gabrilovich
1997, Wakkach 2003, O'Neill 2004]. Daher sollten Adjuvanz-basierte Tumorvakzine
nicht nur effektiv von DC aufgenommen werden, sondern auch zu einer Aktivierung
und Reifung der DC fiihren. Nach der subkutanen Injektion der ISCOM-Vakzine zeigte
sich eine erhdhte Expression der Reifemarker MHC-II und CD86 auf den DC im

drainierenden Lymphknoten. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt auf die
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adjuvante Wirkung des ISCOMATRIX™-Adjuvans zuriickzufiihren ist. Injizierte man
das OVA-Protein ohne ISCOMATRIX™, so zeigte sich keine gesteigerte Expression
dieser Aktivierungsmarker. Interessanterweise ist dieser DC-aktivierende Effekt nur in
vivo nachweisbar. Werden DC in vitro mit der ISCOM-Vakzine inkubiert, findet keine
relevante DC-Reifung statt [Maraskovsky 2004].

4.2.6 Kreuzprasentation der ISCOM-Vakzine auf MHC-I

DC haben die einzigartige Fahigkeit, exogenes Antigen nicht nur auf MHC-II-
Komplexen, sondern auch auf MHC-I-Komplexen zu prasentieren, ein Vorgang, der
Kreuzprasentation genannt wird. Auf diese Weise kdnnen DC eine integrierte T-Zell-
Antwort hervorrufen, an der sowohl CD4" als auch CD8" T-Lymphozyten beteiligt sind,
was die Voraussetzung fir eine optimale Aktivierung von CTL und die Induktion von
Gedachtniszellen ist [Banchereau 1998, O'Neill 2004]. Die Antigenbeladung von DC im
Rahmen einer Tumorvakzinierung sollte darauf abzielen, eine effektive
Kreuzprasentation und somit die Aktivierung antitumoraler CTL zu induzieren. Dass
ISCOMATRIX™-gebundenes OVA-Protein nach subkutaner Applikation effektiv
kreuzprasentiert wird, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden. So fiihrte die zweimalige
Vakzinierung mit der OVA/ISCOM-Vakzine zur Induktion spezifischer CTL, welche sich
durch Inkubation mit dem OVA-Peptid SIINFEKL in vitro aktivieren und zur IFN-y-
Synthese stimulieren lieRen. Bei unbehandelten M&usen lag der Anteil OVA-
spezifischer CTL in der Milz unterhalb der Nachweisgrenze (<0.05%), wahrend er bei
vakzinierten Tieren auf durchschnittlich 7,5 % anstieg. Diese zytotoxischen T-Zellen
zeigten lytische Aktivitdt gegeniiber SIINFEKL-beladenen Splenozyten. AuRerdem
konnte die Vakzinierung den Mausen einen prophylaktischen Schutz vor OVA-
exprimierenden Tumorzelllinien verleihen. Eine effektive Kreuzpréasentation einer
ISCOM-Vakzine durch DC konnte auch beim Menschen nachgewiesen werden. Unter
Verwendung humaner Mono-DC, die mit NY-ESO-1/ISCOMATRIX™ beladen wurden,
konnte zudem gezeigt werden, dass die Kreuzprasentation uber mindestens drei Tage
anhalt [Schnurr 2005]. Eine derart lang anhaltende Kreuzprasentation erhéht sehr
wahrscheinlich die Chancen einer produktiven Interaktion zwischen DC und Antigen-
spezifischen T-Zellen im Vakzine-drainierenden Lymphknoten.

4.2.7 IL-12-Produktion durch DC

IL-12 besitzt eine zentrale Funktion in der Induktion einer T-Helferzell-1(Thy)-

Immunantwort, die durch eine verstarkte Produktion des Zytokins IFN-y
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gekennzeichnet ist. Es fordert die Differenzierung von naiven CD4" T-Helfer-Zellen,
NK-Zellen und NKT-Zellen zu IFN-y-produzierenden Zellen und reduziert die IL-4-
vermittelte Suppression der IFN-y-Synthese. Dies fiihrt letztlich zu einer gesteigerten
zytotoxischen Aktivitdt von NK-Zellen, NKT-Zellen sowie von CTL, also zu einer
gesteigerten zellvermittelten Abwehr, wie sie im Rahmen der Tumorbekdmpfung
erforderlich ist [Macatonia 1995, Heufler 1996, Carnaud 1999, Smith 2004]. Bereits
1994 demonstrierten Trinchieri et al., dass IL-12 eine T-Zell-vermittelte antitumorale
Wirkung besitzt, die auf einer Induktion der IFN-y-Synthese beruht [Trinchieri 1994].
Villacres-Eriksson et al. fanden heraus, dass die Verabreichung von Anti-IL-12-
Antikdrpern nach der Vakzinierung mit ISCOM-Vakzinen zu einer reduzierten
Produktion spezifischer Antikdrper fihrte [Villacres-Eriksson 1997]. Smith et al.
konnten zeigen, dass die antigenspezifische Immunantwort nach Vakzinierung mit
ISCOM-Vakzinen bei IL-12-Knock-out-Mausen deutlich verringert ist [Smith 1999].
Unklar blieb in der Studie von Smith et al., von welchen Zellen das IL-12 nach der
Vakzinierung gebildet und sezerniert wird. In der vorliegenden Arbeit konnte
nachgewiesen werden, dass IL-12p40/70 ab etwa 12 Stunden nach der subkutanen
Vakzinierung mit der ISCOM-Vakzine von den CD8a" DC im drainierenden
Lymphknoten gebildet wird. CD8a” DC hingegen bildeten kein IL-12. Somit kommt den
CD8a* DC nicht nur durch ihre Fahigkeit zur Kreuzprasentation, sondern auch durch
die Synthese von IL-12 eine besondere Rolle im Rahmen der Induktion einer

antigenspezifischen, zytotoxischen T-Zell-Antwort zu.

4.2.8 IFN-y-Sekretion durch aktivierte NK- und NKT-Zellen nach Injektion der ISCOM-

Vakzine

In Folge der Vakzinierung mit der ISCOM-Vakzine konnte im drainierenden
Lymphknoten eine erhdhte Zahl aktivierter NK-Zellen und NKT-Zellen gemessen
werden. Die Aktivierung dieser Zellen spiegelte sich in einer erhdhten Expression des
Oberflachenmarkers CD69 wider. Martin-Fontecha et al. konnten zeigen, dass durch
Adjuvantien, die eine verstarkte Rekrutierung von NK-Zellen in den drainierenden
Lymphknoten bewirken, eine starker ausgepragte Tni-Immunantwort induziert wird als
durch Adjuvantien, die nicht zu einer signifikanten Immigration dieser Zellen fuhren
[Martin-Fontecha 2004]. Passend dazu konnte gezeigt werden, dass nach der
Applikation der ISCOM-Vakzine die NK- und NKT-Zellen im drainierenden
Lymphknoten das Tx;-Zytokin IFN-y exprimierten. Die Wirkung von IFN-y besteht unter
anderem darin, dass es die MHC-I-vermittelte Antigenprésentation durch

antigenprasentierende Zellen wie DC steigert und somit die Antigenerkennung durch



Diskussion 63

CTL verbessert [Schroder 2004]. Hieraus resultiert eine Verstarkung der
zellvermittelten Immunantwort auf das jeweilige Fremdprotein. Die Bandbreite und die
Menge der prasentierten Antigene werden wahrscheinlich durch einen IFN-y—
induzierten Ersatz des normalen Proteasoms durch das Immunproteasom erhéht
[Groettrup 2001]. Auch die Antigenprasentation durch Tumorzellen wird unter dem
Einfluss von IFN-y gesteigert. Ferner induziert IFN-y im Sinne eines positiven
Feedback-Mechanismus die Produktion von IL-12 durch DC und unterhalt dadurch die
Verlagerung des Tp;-Tho-Gleichgewichts auf die Seite des Thi-Phénotyps [Schroder
2004, Jonasch 2001].

NK-Zellen und DC kénnen sich somit im drainierenden Lymphknoten gegenseitig
aktivierend beeinflussen. DC kénnen durch die Sekretion von Zytokinen wie IL-12 und
IL-18 (das nach der Injektion der ISCOM-Vakzine auch im drainierenden Lymphknoten
nachweisbar ist [Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe]) NK-Zellen in den
drainierenden Lymphknoten rekrutieren, diese aktivieren und zur Produktion des Tp;-
Zytokins IFN-y anregen [Fernandez 1999, Martin-Fontecha 2004]. NK-Zellen wiederum
verstérken die Antigenpréasentation sowie die IL-12-Sekretion durch DC [Gerosa 2002].
Letztlich resultiert eine antigenspezifische Immunantwort, die von zytotoxischen T-
Zellen getragen ist, so dass die antigenprasentierenden DC als Vermittler zwischen
dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem betrachtet werden kdnnen.

Die ISCOM-Vakzine induzierte einen Anstieg der NKT-Zellzahl im drainierenden
Lymphknoten um den Faktor 11,3. Zudem aktivierte sie in dieser Zellpopulation die
Synthese von IFN-y. Welche Rolle NKT-Zellen bei der Tumorabwehr spielen ist nicht
eindeutig geklart. Es zeichnet sich jedoch ab, dass sie in vivo funktionell mit den NK-
Zellen verknupft sind und dass die Aktivierung des einen Zelltyps zur Aktivierung des
anderen flhrt. Die urspringliche Meinung, dass nur NK-Zellen eine lytische Aktivitat
gegeniiber Tumorzellen zeigen, wohingegen NKT-Zellen eine vornehmlich
regulatorische Funktion haben, musste korrigiert werden. Vielmehr scheinen beide
Zelltypen beide Funktionen zu haben und dabei zu kooperieren [Cui 1997, Kawano,
1998]. So konnte gezeigt werden, dass NKT-Zellen eine rasche IFN-y-vermittelte
Aktivierung von NK-Zellen (erhdhte Expression von CD69 und IFN-y) bewirken
[Carnaud, 1999]. Mause mit einem Mangel an NKT-Zellen zeigen eine verminderte
antitumorale Immunantwort. Cui et al. konnten demonstrieren, dass die Pravention von
Lebermetastasen eines B16-Melanoms mit IL-12 von der Anwesenheit von NKT-Zellen
abhangig ist [Cui 1997].
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4.2.9 Induktion einer humoralen Immunantwort durch die ISCOM-Vakzine

Fir eine effektive antitumorale Aktivitdt des Immunsystems ist neben der zellularen
Immunantwort eine gleichzeitige humorale, antikdrpervermittelte Immunantwort von
Bedeutung. Hierdurch kdnnen Uber die zellvermittelte Zytotoxizitdt hinausgehende
Effektormechanismen in Gang gesetzt werden, wie beispielsweise die
Komplementaktivierung oder die Antikdrper-vermittelte Zytolyse durch Zellen des
unspezifischen Immunsystems [Drane 2007]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass durch die Vakzinierung mit der ISCOM-Vakzine OVA-spezifische 1gG;— und
1gG,q-Antikérper induziert werden. Mit diesen Ergebnissen Ubereinstimmend konnte
von Maraskovsky et al. gezeigt werden, dass ISOMATRIX™-basierte Impfstoffe eine
gemischte Ty;-/Tho-Zytokinantwort hervorrufen und spezifische Antikérper sowohl des
IgG;- als auch des 1gG,,-Isotyps induzieren [Maraskovsky 2004].

4.2.10 ISCOMATRIX™-vermittelte Entziindungsreaktion im drainierenden
Lymphknoten

Die Injektion der ISCOM-Vakzine beziehungsweise des ISCOMATRIX™-Adjuvans
fuhrte zu einer lokalen Entziindungsreaktion im drainierenden Lymphknoten. Dort
konnten neutrophile Granulozyten sowie die proinflammatorischen Zytokine IFN-y, IL-
1B [Ergebnis aus der eigenen Arbeitsgruppe] und IL-6 nachgewiesen werden. Diese
lokale inflammatorische Reaktion ist fiir die Induktion einer effektiven Immunantwort
von Bedeutung. So konnte gezeigt werden, dass die Migration von DC in den
drainierenden Lymphknoten von der Anwesenheit proinflammatorischer Zytokine wie
IL-18 und IL-6 abhéangig ist [Cumberbatch 2001]. IL-6 ist darUber hinaus an der
Induktion der DC-Reifung beteiligt [Schadendorf 2006, Maraskovsky 2009]. Ein
proinflammatorisches Milieu wirkt sich ferner auf Lymphozyten aus, die sich wéhrend
einer Entzindungsreaktion vermehrt im drainierenden Lymphknoten einfinden und
zugleich am Verlassen des lymphatischen Gewebes gehindert werden [Cahill 1976,
Mackay 1992]. Hierdurch erh6éhen sich sowohl die Zahl als auch die Verweildauer der
T-Lymphozyten im lymphatischen Gewebe und dadurch die Wahrscheinlichkeit
produktiver Interaktionen zwischen antigenprasentierenden Zellen und spezifischen T-
Zellen. In IL-6-Knockout-Mausen sind die T-Zell-Rekrutierung in den drainierenden
Lymphknoten sowie die Entwicklung und Aktivierung von CTL gestdrt [McLoughlin
2005, Hurst 2001, Teague 1997, Kovalovich 2001, Kishimoto 1995, Kopf 1995]. Ein
weiterer Vorteil der Induktion einer Entziindungsreaktion im Rahmen der
Immuntherapie von Tumoren konnte ein positiver Einfluss auf das peritumorale
immunsuppressive Milieu sein. Immunsuppressive Zytokine und regulatorische T-
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Zellen verhindern, dass antitumorale Effektorzellen in der Umgebung des Tumors ihre
Wirkung entfalten [Dunn 2004, Rabinovich 2007]. Proinflammatorische Zytokine
kdénnen diese tumorinduzierte Immunsupression verringern [Andrews 2008]. So konnte
fir IL-6 eine hemmende Wirkung auf immunsuppressive CD4*/CD25" regulatorische T-
Zellen (T.eg) demonstriert werden [Pasare 2003].

4.2.11 Reduktion der Antigendosis durch Verwendung von ISCOMATRIX™

In mehreren Tierversuchsstudien konnte gezeigt werden, dass das ISCOMATRIX™-
Adjuvans eine deutliche Reduktion der Antigendosis einer Vakzine ermdglicht, ohne
deren Effektivitdt zu verringern. So konnten Boyle et al. unter Verwendung von
ISCOMATRIX™ die Proteindosis einer Vakzine gegen Glykoprotein-120 (gp120)
gegenlber einem gp120-Impfstoff auf der Basis von Aluminiumhydroxid (Al(OH)z) um
den Faktor 100 senken ohne die Effektivitat der Impfung zu reduzieren [Boyle 2007]. In
der vorliegenden Arbeit erméglichte das ISCOMATRIX™-Adjuvans den Einsatz sehr
geringer Proteinmengen. Mit 0,1 pug OVA-Protein lieRen sich die oben beschriebenen
Effekte wie die Zytokininduktion, die Kreuzprésentation sowie die Rekrutierung von
Effektorzellen in den drainierenden Lymphknoten induzieren, wenn OVA mit
ISCOMATRIX™ assoziiert war. Wurde nur OVA injiziert, blieben diese Effekte aus. Der
Anteil antigenspezifischer zytotoxischer T-Zellen, der nach zweimaliger Verabreichung
der ISCOM-Vakzine bei 7,5 (x 1,5) % lag, betrug nach zweimaliger Gabe des OVA-
Proteins weniger als 0,1 %. Eine Steigerung der OVA-Dosis um den Faktor 100 fihrte
zu keiner signifikanten Erhéhung der Effektivitat. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen,
dass sich mit Hilfe der ISCOM-Vakzine bei einer Proteinmenge von 0,3 pg die Bildung
von Antikérpern induzieren l&asst, wohingegen diese ausbleibt, wenn nur das l6sliche
OVA ohne ISCOMATRIX™ verwendet wird, auch wenn die Proteinmenge auf 300 pg

gesteigert wird.

Die Reduktion der Proteindosis durch die Verwendung eines potenten Adjuvans
ermdglicht die Produktion ausreichender Mengen eines Impfstoffs auch dann, wenn die
Bereitstellung des entsprechenden Proteinantigens aufgrund eines schwierigen
Herstellungsprozesses quantitativ limitiert ist oder wenn die Nachfrage sehr hoch ist,
so zum Beispiel im Falle einer Pandemie. Ferner eréffnen geringe Proteindosen die
Méglichkeit kombinierte Impfstoffe gegen mehrere Antigene herzustellen, was sonst
aufgrund der limitierten Proteinmasse, die an ein Adjuvans gekoppelt werden kann,
nicht moglich wére [Boyle 2007]. Letzteres ist fur die Entwicklung einer Tumorvakzine
von Bedeutung, da Tumore durch Mutationsprozesse Zellen hervorbringen kénnen, die

die urspringlich synthetisierten Proteine nicht mehr exprimieren und damit dem
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Immunsystem entgehen (tumor immune escape) [Rabinovich 2007]. Somit erscheinen
ISCOM-Vakzine geeignet, polyvalente Impfstoffe, z.B. gegen Infektionskrankheiten

oder Tumore, zu generieren.

4.3 Klinische Bedeutung von ISCOMATRIX™-basierten

Vakzinen

Mit Hilfe gentechnischer Verfahren kénnen heutzutage Tumorantigene als vollstandige
Proteine rekombinant hergestellt werden, was die Produktion spezifischer Impfstoffe
gegen Tumorproteine maoglich macht. Losliches Protein allein hat nur eine geringe
immunogene Potenz und muss deshalb mit Substanzen formuliert werden, die eine
Steigerung der Immunantwort bewirken, so genannte Adjuvantien. Bis heute gibt es
nur sehr wenige, fir die Anwendung am Menschen zugelasse Adjuvantien. Das am
haufigsten eingesetzte Adjuvans Alum verbessert die Induktion von Antikorper-
Antworten, hat aber auf die Induktion von CTL keinen signifikanten Einfluss [Rook,
1998, Hanly 1995, Neuzil 1997]. Deshalb ist es erforderlich, dass neue Substanzen mit
Eigenschaften entwickelt werden, die den Anspriichen an ein effektives Adjuvans zur
Herstellung von Tumorvakzinen gentigen und gleichzeitig ausreichend sicher und

vertraglich sind, um Anwendung am Menschen finden zu kdnnen.

Das ISCOMATRIX™-Adjuvans hat immunmodulierende Wirkungen und fiihrt zur
Rekrutierung, Aktivierung und Reifung von antigenpréasentierenden Zellen und
Effektorzellen des Immunsystems in vivo. Vermittler dieser Wirkungen sind
proinflammatorische Zytokine wie IL-13, IL-6, IL-12 und IFN-y. Neben der
immunmodulierenden Wirkung hat ISCOMATRIX™ eine Tragerfunktion. Durch die
Kombination von ISCOMATRIX™ mit einem Protein entsteht eine ISCOM-Vakzine.
ISCOMATRIX™ kann mit vollstindigen Proteinen assoziiert werden, die eine Vielzahl
an MHC-I und MHC-II-Epitopen beinhalten [Schnurr 2005] und fordert die Aufnahme
der Vakzine durch antigenprésentierende DC. Dort findet eine Translokation des
Antigens ins Zytosol der Zelle statt, was zu einer effektiven Kreuzprasentation fihrt
[Schnurr 2009]. Letztlich entsteht eine verstérkte, gemischte zelluldre und humorale

Immunantwort [Maraskovsky 2009].

Erste klinische Studien zur Immuntherapie von Tumoren mit autologen DC wurden

bereits vor uUber zehn Jahren durchgefuhrt, nachdem in Tierexperimenten effektive
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Immunantworten  demonstriert worden waren [Hsu 1996]. Nach ersten
vielversprechenden Ergebnissen zeigte sich, dass lang anhaltende Erfolge die
Ausnahme waren. Je groRer die zu behandelnden Tumore waren, desto geringer war
das Ansprechen der Therapie. In einer klinischen Phase-llI-Studie aus dem Jahr 2006
konnte die bessere Wirksamkeit von DC-Vakzinen gegeniiber der Standard-
Chemotherapie bei Melanompatienten nicht nachgewiesen werden [Schadendorf
2006]. Fur den ausbleibenden Erfolg kommen zahlreiche methodische Ursachen in
Frage. So ist die Verwendung ex vivo generierter DC problematisch, da diese
hinsichtlich Morphologie, Aktivierung und Funktion nicht den DC in vivo entsprechen.
So konnte gezeigt werden, dass sich Mono-DC, die in die Haut injiziert werden, von
dermalen DC hinsichtlich der Expression von Oberflachenmarkern wie CD52
unterscheiden [Ratzinger 2003]. Ferner ist die Rekrutierung von Mono-DC nach
subkutaner Injektion in den drainierenden Lymphknoten sehr ineffizient, wodurch nur
eine sehr geringe Anzahl der DC mit antigenspezifischen T-Zellen interagieren kénnen
[Verdijk 2009]. AuRerdem wurden Uberwiegend MHC-I-restringierte Peptide eingesetzt,
die gegeniiber Proteinen als Quelle fir Tumorantigen entscheidene Nachteile, wie
Limitationen durch die HLA-Restriktion und relativ kurze Bindung an MHC-I-Molekilen

auf den DC, mit sich bringen.

Tumorvakzine auf der Basis von ISCOMATRIX™ haben den Vorteil, dass die DC nicht
aus ihrem physiologischen Milieu entfernt werden mussen, um mit Antigen beladen
und aktiviert zu werden. In vivo kdnnen Differenzierungsprozesse und Zell-Zell-
Interaktionen stattfinden, die in vitro nicht auftreten. So kommt es beispielsweise bei
der Exposition humaner DC gegeniiber ISCOMATRIX™ in vitro nur zu einer
schwachen Steigerung der CD86- und MHC-II-Expression auf der Zelloberflache,
wohingegen eine ausgepragte Expressionssteigerung bei DC im drainierenden
Lymphknoten zu sehen ist, wenn ISCOMATRIX™ subkutan injiziert wird [Drane 2007).
Eine Aktivierung von DC ex vivo birgt auBerdem die Gefahr, dass die Injektion in den
Organismus zum falschen Zeitpunkt geschieht, wenn die Zellen noch nicht ausreichend
aktiviert sind oder bereits die Fahigkeit zur Migration wieder abnimmt [Andrews 2008].
ISCOMATRIX™ bietet die Méglichkeit, in vivo in das Immunsystem einzugreifen und
die Schwierigkeiten, die sich bei einer DC-Manipulation ex vivo ergeben, zu umgehen.
Weitere Vorteile zellfreier Vakzine sind geringere Herstellungskosten sowie eine
bessere Verfligbarkeit, da keine aufwéndigen Verfahren wie die Zytapherese zur
Gewinnung autologer Zellen erforderlich sind. AulRerdem sind klinische Studien besser
vergleichbar, da Qualitatsschwankungen bei der Herstellung entfallen, die dann

auftreten, wenn Zellen von verschiedenen Spendern an verschiedenen Zentren
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gewonnen werden missen [Dauer 2008]. Aufgrund seiner ausgepragten
immunmodulierenden Eigenschaften ist es denkbar, eine Tumorvakzine auf der Basis
von ISCOMATRIX™ entwickeln zu konnen, ohne auf immunstimulierende TLR-
Liganden angewiesen zu sein. Dies kdnnte sich in so fern als Vorteil erweisen, als fir
ISCOMATRIX™ bereits in klinischen Studien eine gute Vertraglichkeit und Sicherheit
nachgewiesen wurde [Drane 2007] und eine Impfstoffzulassung durch die Kombination
mit anderen Substanzen sicherlich erschwert wirde. Es wurden bereits Gber 1000
Patienten mit ISCOMATRIX™-basierten Vakzinen behandelt, ohne dass schwere
Nebenwirkungen aufgetreten sind.

ISCOMATRIX™-Vakzine wurden in klinischen Studien der Phasen | und Il erprobt, so
dass Aussagen Uber Pharmakokinetik, Pharmakodynamik und die Vertraglichkeit
gemacht werden konnen [Drane 2007]. Ein signifikanter Wirkungsnachweis bei
Tumorpatienten steht noch aus. Phanomene wie cancer immune escape, cancer
immunoediting und cancer immunosupression [Rabinovich 2007] werden auch bei der
Anwendung von ISCOMATRIX™ in der Tumortherapie Schwierigkeiten bereiten. Ob
sich ISCOMATRIX™ als Adjuvans durchsetzen kann bleibt abzuwarten und hangt
unter anderem davon ab, ob sich Wege finden lassen, die immunsupprimierende
Aktivitat von Tumoren, die umso ausgepragter ist, je gréRer der Tumor ist [Tuettenberg
2006], weiter zu verringern. Denkbar ist beispielsweise eine Kombination von
ISCOMATRIX™ mit Standard-Chemotherapeutika [Menard 2008, Zitvogl 2008], TLR-
Liganden [Napolitani 2005, Jacobs 2010] oder mit der Depletion regulatorischer T-
Zellen durch Cyclophosphamid [Jacobs 2010]. Denkbar ist auch der kombinierte
Einsatz mit einer Chemo- oder Radiotherapie zur Eliminierung residualer Tumorzellen
[Dauer 2008].

Wenn die komplexe Funktionsweise des Immunsystems mit seiner Vielfalt an
Effektorzellen sowie deren Mediatoren und Wechselwirkungen besser verstanden wird,

koénnte eines Tages der Durchbruch bei der Immuntherapie von Tumoren gelingen.
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5 Zusammenfassung

Eine der Herausforderungen beim Design einer effektiven Tumorvakzine ist die
Entwicklung eines Adjuvans, das es ermoglicht, dendritische Zellen (DC) in vivo mit
Antigenen zu beladen und so zu aktivieren, dass eine effektive, T-Zell-vermittelte
Immunantwort resultiert. Ein vielversprechender Ansatz ist die Verwendung des
ISCOMATRIX™-Adjuvans, einer Substanz aus der Gruppe der ISCOMs, mit der
bereits erste Erfolge in tierexperimentellen und klinischen Studien erzielt werden
konnten. Um die klinische Anwendung von ISCOM-Vakzinen zu optimieren bedarf es
eines besseren Verstandnisses der Wirkungsweise dieses Adjuvans. In dieser Arbeit
wurde im Mausmodell der immunstimulatorische Effekt des ISCOMATRIX™-Adjuvans
auf verschiedene Leukozytenpopulationen in vivo charakterisiert. Zu diesem Zweck
wurden nach der Vakzinierung die drainierenden Lymphknoten entnommen und
hinsichtlich der zellularen Zusammensetzung, der Zellaktivierung und des

Zytokinmilieus analysiert.

ISCOMATRIX™-Adjuvans induzierte die Einwanderung von Effektorzellen des
angeborenen sowie des adaptiven Immunsystems in den drainierenden Lymphknoten,
darunter verschiedene DC-Populationen, natirliche Killerzellen und natirliche Killer-T-
Zellen, sowie CD4" und CD8" T-Zellen. Die Zellen wiesen einen aktivierten Phanotyp
auf und exprimierten Thl-Zytokine wie Interferon-y und Interleukin-12. Eine ISCOM-
Vakzine mit dem Modellantigen Ovalbumin (OVA) wurde effektiv von DC im Vakzine-
drainierenden Lymphknoten aufgenommen, insbesondere von CD8a® DC, die
besonders zur Kreuzprasentation befahigt sind. Es resultierte eine potente, durch
zytotoxische T-Zellen (CTL) vermittelte Immunantwort, was sich unter anderem in einer
hohen Frequenz OVA-spezifischer CTL im Blut vakzinierter Mause widerspiegelte.
Diese CTL zeigten lytische Aktivitat gegenuber antigenbeladenen Zielzellen und
verliehen den Mausen einen effektiven prophylaktischen Schutz gegeniiber OVA-

exprimierenden Tumorzellen.

Bis zum heutigen Tage ist fir die meisten Tumorerkrankungen im fortgeschrittenen
Stadium noch keine befriedigende Therapiemdglichkeit verfuigbar. Eine
vielversprechende neue Therapieform ist die Immuntherapie von Tumoren mit
Vakzinen, die CTL-Antworten gegen tumorspezifische Antigene induzieren. Hierflr wird

ein Adjuvans benttigt, das den immunsuppressiven Mechanismen von Tumoren
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effektiv entgegenwirkt. Die Verwendung von ISCOMATRIX™ hat in klinischen Studien
bereits erste klinische Erfolge beziglich der Induktion von T-Zellantworten bei
Tumorpatienten gezeigt. ISCOM-Vakzine gelten derzeit als hoffnungsvolle Kandidaten
fur die Tumorvakzinierung. Die Charakterisierung der Wirkungsmechansimen, wie in
der vorliegenden Arbeit vorgenommen, kann hoffentlich die Optimierung
ISCOMATRIX™-basierter Vakzine erméglichen, um letzlich neue Therapieoptionen fiir
tumorkranke Patienten zu etablieren.
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7 Verzeichnis der Abklirzungen, Akronyme und

Einheiten

BFA
BSA
°C
CCL
CCR
CD

CD40-L
CEA
CpG
CTL
DAMP

DC
DC-SIGN

DEC-205
ELISA

FACS
Fab-TeiI

Fc-Rezeptor

FCS
Flt-3
GM-CSF
gpl20
HIV

IFN

Brefeldin-A

Bovine serum albumin, Albumin aus Rinderserum

Grad Celsius

Chemokinrezeptorligand

Chemokinrezeptor

Cluster of differentiation, Differenzierungsmarker an der
Oberflache von Zellen

CD40-Ligand

Carcinoembrionic antigen
Cytosin-phosphatidyl-Guanosin

Cytotoxic T lymphocyte, zytotoxischer T-Lymphozyt
Damage associated molecular pattern, bei Zellschadigung
freigesetzte Molekile, die dem Immunsystem Gefahr
signalisieren

Dendritic cell, dendritische Zelle

DC-specific ICAM-3-grabbing nonintegrin, DC-
spezifisches Oberflachenadhasionsmolekiil (CD209)
Dendritic and Epithelial Cells 205 (=CD205)
Enzyme-linked immunosorbent assay, enzymgekoppelter
Immunabsorptionstest

Fluorescence-activated cell sorter, Durchflusszytometer
Antigenbindender Teil eines Antikdrpers, ab steht fur
,antigen-binding’

Rezeptor, der den nicht antigenbindenden Teil eines
Antikorpers (Fc-Teil) bindet. F steht fur ,Fragment’, ¢ steht
fur ,crystallizable’

Fetal calf serum, fotales Kéalberserum

fms-like tyrosine kinase-3 ligand
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Glykoprotein 120 (HIV-assoziiertes Protein)

Humanes Immundefizienz-Virus

Interferon

Immunglobulin
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IKDC

IL
ISCOM

kD
LC
LK
LLR
LPS
MFI

MHC

Hg

pl

ml
mM
MMR

Mono-DC
NK-Zelle
NKT-Zelle
nm

oT-1
PAMP
PBS

pDC

P9
OVA

Interferon-producing killer dendritic cell, Interferon-
produzierende Killer-DC

Interleukin

Immunostimulating complex, Immunstimulatorischer
Komplex

Kilodalton (atomare Masseneinheit)

Langerhans cell, Langerhans-Zelle

Lymphknoten

Lectin-like Receptor, Lektin-dhnlicher Rezeptor
Lipopolysaccharid

Mean fluorescence intensity, mittlere
Fluoreszenzintensitéat

Major Histocompatibility Complex,
Haupthistokompatibilitdtskomplex

Mikrogramm (10°® Gramm)

Mikroliter (10°® Liter)

Milliliter (10°® Liter)

Millimolar

Macrophage-Mannose-Receptor, Mannoserezeptor von
Makrophagen

Aus Monozyten abgeleitete dendritische Zellen
Naturliche Killerzelle

Natirliche Killer-T-Zelle

Nanometer

Mausstamm, der transgen fir einen OVA-Peptid-
spezifischen T-Zellrezeptor ist

Signifikanzniveau

Pathogen-associated molecular pattern,
pathogenassoziierte molekulare Muster
Phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte
Salzlésung

Plasmacytoid dendritic cell, plasmazytoide dendritische
Zelle

Pikogramm

Ovalbumin
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SIINFEKL Oktapeptid mit folgender Aminosauresequenz: Serin-
(Isoleucin), -Asparagin-Phenylalanin-Glutamat-Lysin-
Leucin

Th-Zelle T-Helfer-Zelle

TLR Toll-like receptor

TMB Tetramethylbenzidin

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor a

U/ml Units per milliliter (MaR fur biochemische Enzymaktivitat)
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