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1. Einleitung

Maligne Tumorerkrankungen sind nach den kardiovaskuldaren Erkrankungen die
zweithdufigste Todesursache in Deutschland. Weltweit ist das Lungenkarzinom die am
haufigsten zum Tode fiihrende Tumorerkrankung (Becker 2010). In Deutschland ist es bei
beiden Geschlechtern die dritthdufigste Krebserkrankung und hat bei Frauen eine stark
steigende Tendenz.

Das Lungenkarzinom wird in zwei Gruppen unterteilt. Das Kleinzellige Lungenkarzinom
(Small Cell Lung Cancer= SCLC), das einen Anteil von 20% hat und das Nicht-Kleinzellige
Lungenkarzinom (Non-Small Cell Lung Cancer= NSCLC) (Bolonaki et al. 2006), das einen
Anteil von 80% an allen Lungenkarzinomen hat. Zu den NSCLC gehdéren das Plattenepithel-,

das Adeno- und das GroRzellige Lungenkarzinom.

Die aktuelle Therapie des NSCLC erfolgt stadienadaptiert (Heigener et al. 2007). Im Stadium |
wird meist eine operative Therapie vorgenommen. Im Stadium Il wird eine Operation in
Kombination mit einer adjuvanten Chemotherapie durchgefiihrt. Im Stadium Ill wird eine
multimodale Therapie bestehend aus Radio- und Chemotherapie eingesetzt, eventuell in
Kombination mit einer Operation (Martins, R. G. 2005). Ein palliativer Ansatz in Form einer
Chemotherapie ist fiir das Stadium IV vorgesehen. Die Chemotherapie ist meist
zusammengesetzt aus Platinderivaten mit z. B. Taxanen oder Vinorelbinen. Die mittlere
Uberlebenszeit mit alleiniger Chemotherapie liegt nur bei 10 Monaten (Bonomi et al. 2000).
Tyrosinkinaseinhibitoren, wie Erlotinib, die allerdings nur bei der Untergruppe der Patienten
mit EGFR-Mutationen die Uberlebenszeit verlingern (Santarpia et al. 2011) oder
Bevacizumab aus der Gruppe der monoklonalen Antikérper, welche iber die Bindung an den
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) die GefdBneubildung hemmen (Martins, R. G.
2005) sind neue Therapieansatze. Jedoch verbessern diese Therapieansatze die Prognose
der Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC nur begrenzt, weshalb neue Therapieansdtze

untersucht werden missen.

Einen neuen Therapieansatz stellt die zellulare Immuntherapie dar. Tumorzellen exprimieren

Antigene (Tumorassozierte Antigene= TAA), die Zielstrukturen fiir das eigene Immunsystem



enthalten (Van der Bruggen et al. 2002). Um das Immunsystem gegen das Antigen zu
aktivieren, reicht es nicht aus, dass das Antigen von Tumorzellen prasentiert wird, es muss
von antigenpradsentierenden Zellen (APC) prasentiert werden. Dendritischen Zellen (DC)
spielen als die effizientesten APC (Banchereau et Palucka 2005, Sheng et al. 2005) eine
entscheidende Rolle im System der zelluldren Abwehr (Steinman et al. 1991). Ex vivo kann
das Antigen auf DC prasentiert werden, indem die DC mit Peptiden und Proteinen pulsiert
oder mit Plasmiden, DNA sowie RNA transfiziert werden (Huo et al. 2006), um eine
Aktivierung von T-Lymphozyten zu erzeugen. Die TAA werden in DC von Proteasomen in
kleine Peptide zerlegt, im Endoplasmatischen Retikulum auf den
Haupthistokompatibilitaitskomplex (MHC) geladen und auf der Zellmembran den
zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) prasentiert (Vonderheide 2008). Dies fihrt zur
Aktivierung der CTL und Ausschittung von Zytokinen, die zur Lyse der Zellen flhrt, die das
Antigen prasentieren.

Die DC sorgen fiir eine Aktivierung der T-Helferzellen, zytotoxischen T-Lymphozyten und
Natirlichen Killerzellen und bewirken dadurch einen bestmoglichen Antitumoreffekt. Es
wurden aus Monozyten stammende DC genutzt, die zusatzlich zur Induktion der T-
Lymphozyten auch die Antikorperproduktion von B-Zellen regulieren (Lopez-Bravo et
Ardavin 2008). Die DC missen ausgereift sein, um eine bessere T-Zellaktivierung zu erzielen
(Thurner et al. 1999). Der Antitumoreffekt wird effektiver durch reife DC als durch unreife
DC vermittelt (De Vries et al. 2002, Jonuleit et al. 2001). Hierbei haben Studien gezeigt, dass
sich nicht vollstandig gereifte DC gegenliber vollstandig ausgereiften DC am besten eignen
(Aloysius et al. 2009). Die Reifung lasst sich (iber eine vermehrte Expression der
Oberflachenmolekiile CD80, CD83 und CD86 erkennen und kann tiber unterschiedliche Wege
erfolgen. Der bekannteste, der ,,Goldstandard®, ist der Zytokincocktail aus IL-4, GM-CSF, IL-6,
IL-1-beta, PGE, und TNF-alpha (Jonuleit et al. 1997, Jonuleit et al. 2001) mit dem die DC
inkubiert werden. Alternativ kdnnen die DC mit Liganden des Toll-like Rezeptors (TLR) 7 und

8 (TLR7/8L), sowie loslichen Liganden des CD40 (sCD40L) kultiviert werden (Xu et al. 2006).

Ein TAA in der Immuntherapie maligner Tumore ist die humane Telomerase Reverse
Transcriptase (hTERT) (Vonderheide 2002). Es handelt sich hierbei um ein 1132 Aminosduren
langes Protein, an dem sich ein RNA-Anteil befindet (Liu et al. 2010). Dieses Protein sorgt fiir

eine standige Resynthese der Chromosomenenden und bewirkt, dass Zellen im Zellzyklus



nicht in Apoptose gehen, sondern weiterleben. Die Telomerase ist jedoch in der Regel nicht
in gesunden Korperzellen exprimiert (Kim et al. 1994), weshalb Korperzellen nach jedem
Zyklus ein Stiick der Chromosomenenden verlieren und sterblich sind. hTERT wird nur in
Keimbahn-, Embryonal- und Stammzellen gefunden, vor allem aber in mehr als 85% aller
Tumorzellen (Huo et al. 2006). Die Expression der Telomerase in malignen Zellen korreliert
mit dem Tumorwachstum und deren Entwicklung (Hahn, Counter et al. 1999). Hierbei lief3
sich durch die Inhibition der Telomerase sogar eine Minderung oder Beendigung des
Tumorwachstums und ein Ubergang in den Zelltod nachweisen (Hahn et al. 1999; Herbert et
al. 1999). Diese Tatsachen machen hTERT zu einem interessanten Ziel in der Immuntherapie
von Tumorpatienten (Shay et Wright 2006; Harley 2008).

Um eine hTERT-spezifische Antwort der T-Lymphozyten zu aktivieren, muss das hTERT-
Protein, wie alle TAA, in Peptide zerlegt und auf der Zelloberflache als Antigen im MHC Typ |
prasentiert werden (Lev et al. 2002). Diese Prasentation kann von der Tumorzelle selbst oder
auf APC erfolgen. Ein Komplex von Tumorzell-MHC und Peptid mit dem T-Zell-Rezeptor der
T-Lymphozyten fihrt Giber die Freisetzung von Zytokinen, schlieflich zur Zellzerstorung
(Vonderheide 2002).

Das zuerst untersuchte hTERT-Epitop ist das HLA-A2 p540 gewesen, das bei Patienten mit
Melanomen entdeckt worden ist (Vonderheide et al. 1999). Es wurden weitere 25 hTERT-
Epitope entdeckt, wovon 22 im MHC | und 3 im MHC Il prasentiert werden. hTERT wird nicht
nur Giber MHC | sondern auch Gber MHC Il prasentiert (Brunsvig et al. 2006; Schroers et al.
2002 und 2003; Vonderheide 2008), welches T-Helfer Zellen aktiviert und damit die Antwort
der CTL unterstutzt. Mit den hTERT-Peptiden fir HLA-A2, A3, A24 und DR werden 75% der
Patienten abgedeckt und mit den spater entdeckten Peptiden fiir HLA-A1 (Schreurs et al.
2005) weitere 15%. Bis heute wurden Epitope fiur HLA-A1, -A2, -A3, -A24, -B7 und DR 1, 4, 7,
11, 15 gefunden (Adotevi et al. 2006; Arai et al. 2001; Brunsvig et al. 2006; Cortez-Gonzalez
et al. 2006; Kokhaei et al. 2007; Minev et al. 2000; Mizukoshi et al. 2006; Scardino et al.
2002; Schreuers et al. 2005; Schroers et al. 2002; Schroers et al. 2003; Thorn et al. 2007;
Vonderheide et al. 1999; Vonderheide et al. 2001). Damit sind bei 90% der Krebspatienten
immunogene hTERT-Epitope bekannt.

In ex vivo Versuchen konnten bei 8 von 17 Patientinnen mit Mammakarzinom hTERT-
spezifische CTL aktiviert werden, wobei bei gesunden Spendern nur in 38% der Fille T-

Lymphozyten aktiviert werden konnten (Amarnath et al. 2004). In einer Studie mit 27



Myelompatienten wurde bei 2 Patienten nach einer ex vivo Stimulation mit hTERT-Peptiden
eine Aktivierung spezifischer CTL gefunden (Maecker et al. 2005).

In der Therapie maligner Erkrankungen haben Vakzinierungsstudien in den letzten Jahren
zugenommen. Sie lassen sich einteilen in Peptid- / Protein- / Tumorzell- / DNA- oder
rekombinante Virusvakzinierungen, mit denen in vitro oder in vivo DC mit Tumorantigenen
pulsiert werden konnen (Berzofsky et al. 2004). Bei den Vakzinierungen kann ein Einsatz von
Polypeptiden erfolgen, da auf Grund der Expression von unterschiedlichen TAA auf den
Tumorzellen T-Lymphozyten gegen mehrere Epitope aktiviert werden kénnen (Parmiani et
al. 2002).

In der ersten Vakzinierungsstudie mit autologen, ex vivo mit hTERT-Peptid pulsierten DC
lieRen sich bei vier von sieben Patienten mit Mamma- oder Prostatakarzinom spezifische CTL
aktiveren (Vonderheide et al. 2004). In einer anderen Studie bei 19 Patientinnen mit
metastasiertem Mammakarzinom wurde nach subcutaner Injektion von hTERT-Peptiden und
Zugabe von GM-CSF bei 68% der Patientinnen eine spezifische Immunantwort erreicht.
Hierbei produzierten die CTL Interferon-gamma (IFNy) und lysierten ex vivo den Tumor
(Domchek et al. 2007). Bei 14 anderen Patienten mit metastasierten Nieren- und
Colonkarzinomen, sowie Melanomen konnte dies nicht beobachtet werden (Parkhurst et al.
2004). Es folgte nach der Vakzinierung, die jedoch ohne GM-CSF durchgefihrt worden war,
zwar eine hTERT-spezifische Immunantwort bei 50% der Patienten, jedoch lieB sich ex vivo
keine spezifische Tumorlyse nachweisen. Weitere hTERT-spezifische CTL Antworten waren
bei Patienten mit Prostatakarzinomen und Melanomen zu beobachten (Wenandy et al.
2008).

Vakzinierungen mit DC, die mit hTERT-Peptiden beladen waren, wurden in klinischen Phase
I/1l- Studien bei 10 Patienten mit metastasierten Nierenzellkarzinomen durchgefiihrt. Diese
fihrten bei zwei Patienten zu einer Rickbildung der Metastasen, bei einem Weiteren zu
einer Stabilisierung (Mérten et al. 2006). Die Injektion von hoch- und niedrigaffinen hTERT-
Peptiden ergab bei 95% der Patienten mit fortgeschrittenen Tumorerkrankungen eine
hTERT-spezifische Immunantwort, jedoch ohne eine klinische Verbesserung (Mavroudis et al.
2007).

Bei Patienten mit Prostatakarzinom wurden nach Vakzinierungen mit B-Lymphozyten, die
mit hTERT-Peptid beladen waren, dosisabhdngige Immunantworten gefunden (Cortez-

Gonzalez et Zanetti 2007). In weiteren Anséatzen, die DC mit hTERT-mRNA transfiziert hatten,



wurden Immunantworten bei 95% der 20 Patienten gefunden (Su et al. 2005). In einem
weiteren Vakzinierungsversuch mit HLA-Klasse Il restringierten hTERT-Peptiden und GM-CSF
konnten bei 48 untersuchten Pankreaskarzinompatienten bei 63% der Patienten eine CTL-
Aktivierung erreicht werden. Bei Patienten mit positiver Immunantwort war die
Uberlebenswahrscheinlichkeit erhéht (Bernhardt et al. 2006).

Subcutane Vakzinierungen bei Patienten mit NSCLC erfolgten mit Peptidkombinationen hoch
und niedrigaffiner hTERT-Peptide bei 22 Patienten. Eine Immunantwort fand sich bei 76%
der Patienten, die mit einer Uberlebensdauer von ca. 30 Monaten verbunden war. Im
Gegensatz dazu betrug die Uberlebensdauer bei nicht-ansprechenden Patienten nur 4
Monate (Bolonaki et al. 2007). Eine andere Vakzinierungsstudie, die bei 26 Patienten mit
einer Kombination aus MHC | und Il restringierten hTERT-Peptiden sowie GM-CSF
durchgefiihrt worden war, erbrachte eine Immunantwort bei 46% der Patienten und eine

Remission bei einem Patienten (Brunsvig et al. 2006).

Diese zelluldren Immunantworten waren mit klinischem Ansprechen verbunden, aber nur
bei einem Teil der Patienten zu beobachten. Hieraus leitet sich die Forderungen ab,
effektivere Ansatze zur Aktivierung hTERT-spezifischer T-Zellantworten zu finden, um bei
mehr Patienten eine zelluldre Immuntherapie erfolgreich durchfiihren zu kénnen.

Deshalb war Gegenstand der vorliegenden Arbeit die Optimierung der Aktivierung hTERT-
spezifischer T-Lymphozyten bei Patienten mit NSCLC. Dazu wurde die immunstimulatorische
Kompetenz von DC, die mit dem Zytokincocktail ausgereift waren, mit DC verglichen, die mit

TLR7/8L und sCD40L ausgereift waren.



2. Material und Methoden

Alle im Folgenden beschriebenen Versuchsabldaufe wurden gleichermaRen an NSCLC-

Patienten sowie gesunden Spendern unter sterilen Bedingungen (Microflow Safety Cabinet

Modell 51424/5, Nunc) durchgefihrt.
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2.1 Gewinnung von Lymphozyten und Monozyten aus peripherem Blut

Die PBMC wurden aus dem peripheren Blut von Patienten mit Nicht-Kleinzelligem
Lungenkarzinom (Patient 1, 2, 3, 4, 5, 6) (Tab. 1) sowie bei den gesunden Probanden 1-5

gewonnen. Die Blutentnahmen fanden zwischen den Chemotherapiezyklen statt.

Patient | m/w ?:hh:_' Histo. TNM ED Nikotin Therapie Verlauf
T3 1. 3 Zyklen Carboplatin/Taxol
L M | 1935 F:altttﬁzl N2 |08/08| Ja 2.2 Zyklen zlirrigiii
P MX Gemcitabine/Vinorelbin - Frog
T4 1. Carboplatin/Paclitaxel 1. Abbruch allergische Reaktion
5. W 1937 | Grofz. N3 12/08 Nein 2. 4 Zyklen Carl:?oplatln/'Doc'etaxel 2. Abbruch f—zllerglschfe R"eaktlon
M1 3. Carboplatin/Gemcitabine 3. Partielle Remission
4. Erlotinib 4. Progress
T4 1. 4 Zyklen Carboplatin/Paclitaxel
3. M | 1948 F:alttf; N3 |02/09| Ja | 2.42yklen Gemcitabin/Navelbine ; Zgg:zzz
P MO 3. Strahlentherapie -Frog
T3 = T2h06r;kclzlt::1|e 1. kein Tumornachweis
4. M 1953 Adeno NO 02/08 Nein o Y . . 2. kein Tumornachweis
MO Carboplatin/Vinorelbine 3. Progress
3. 6 Zyklen Pemetrexed -Frog
T4 ) ) 1. Partielle Remission
5. M | 1934 F:altttﬁzl N3 | 02/08 | Nein | L-EZyKen ga;t:; ‘::iitl'on/ Paclitaxel | 5} rapieabbruch wegen AZ
P MO ’ Verschlechterung
Platten- T3 1. 6 Zyklen
6. M 1940 enithel N3 05/09 | 80 py Carboplatin/Vinorelbine 1. Teilremission
P MO 2. Strahlentherapie

Tab. 1: Ubersicht der Patienten

Zur Gewinnung der PBMC wurde peripheres, heparinisiertes Blut in einem sterilen 50 ml
Réhrchen (Sarstedt) im 1:1 Verhaltnis mit PBS (Biochrom AG) verdiinnt. Diese Suspension
wurde in einem weiteren 50 ml Réhrchen auf 12,5 ml Ficoll (Biochrom AG) geschichtet (Abb.
1) und anschlieRend bei 1600 U/Min 20 Minuten ohne Bremse bei RT zentrifugiert (Labofuge
400, Heraeus instruments). Es entstand ein Dichtegradient, von dem die mittlere, weiRliche
Schicht, welche Lymphozyten und Monozyten enthalt, mit sterilen, 3,5 ml Transferpipetten
(Sarstedt) abpipettiert wurde. Der abgenommene Interphasering wurde in ein 50 ml
Rohrchen gegeben und zentrifugiert (1600 U/Min, RT, mit Bremse, 5 Min). Danach wurde
der triibe Uberstand abgenommen und die Zellen in PBS resuspendiert. Es folgte eine
erneute Zentrifugation und Abnahme des Uberstandes, bis dieser klar war. Die

resultierenden Zellen waren weitgehend frei von Thrombozyten und Erythrozyten.



2.2 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in 1 ml Medium suspendiert. Hiervon wurden
10 pl abgenommen und in dem Verhaltnis 1:1, 1:10, 1:50 oder 1:100 mit Trypanblau
(Biochrom AG) in einem Eppendorfgefall (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml, Sarstedt) gemischt, so dass
sich 100 Zellen in allen Quadranten zusammen zdhlen lieRen. Dann wurde die Neubauer
Zihlkammer Improved bright-line, 0,1 mm Tiefe, 0,0025 mm? (Marienfeld) vorbereitet,
indem das Deckglas mit Wasser auf dem Objekttrager fixiert wurde. 10 ul des Trypanblau-
Zellgemisches wurden unter das Deckglas gegeben und es folgte das Zahlen der Zellen in
allen vier Quadranten unter dem Mikroskop. In der Trypanblaufdarbung sind tote Zellen
durch eine dunkelblaue Farbung und lebende Zellen durch eine helle Blaufdrbung
gekennzeichnet worden. Die Zellzahl wurde mit der Formel: gezahlte Zellen x Konstante x
Verdinnung / Quadrantenanzahl = Zellzahl/ul (Konstante = 10; Quadrantenzahl = 4)

berechnet.

2.3 Herstellung von Dendritischen Zellen

Die PBMC, héchstens 5 x 10, wurden mit 10 ml Cellgro Dendritic Cell Medium (Cellgenix) in
eine 75 cm? Kulturflasche (Sarstedt) gegeben und fiir 2 h bei 37°C in einem Brutschrank Hera
Cell (Heraeus instruments) in 5% CO, inkubiert. Nach 2 h wurde die Kulturflasche mit 10 ml
PBS gespiilt, um die nicht adhdrenten Zellen herauszulésen. Diese wurden nach der
Bestimmung der Zellzahl kryokonserviert.

Die in der Flasche verbliebenen monozytaren, adharenten Zellen wurden in 10 ml Cellgro mit
400 U/ml IL-4 (R&D-Systems) und 800 U/ml GM-CSF (R&D-Systems) bei 37°C und 5% CO,
6 Tage kultiviert. Am Tag 3 und 5 wurde erneut die oben angegebene Menge IL-4 und GM-
CSF hinzugegeben. Am Tag 6 wurden alle Zellen aus der Flasche durch mehrmaliges Waschen

mit PBS geldst und die Zellzahl bestimmt. Es folgte die Kryokonservierung der Zellen.

2.4 Reifung und Pulsierung der Dendritischen Zellen mit CMV- und hTERT-
Peptiden sowie SEA

Die Dendritischen Zellen wurden aufgetaut und 10° Zellen in 1 ml Cellgro in einer 24-Well-

Platte mit flachem Boden (Nunc) aufgenommen.
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In der Positivkontrollen wurden ausgereifte DC mit 20 ug/ml Staphylococcus aureus
Enterotoxin A (SEA) (Sigma) pulsiert.

Zur Aktivierung CMV- oder hTERT-spezifischer T-Zellen wurde zu den Dendritischen Zellen,
die mit Zytokinen ausgereift werden sollten, 20 pug/ml CMV-Peptidmix PepTivator-CMV pp65
(Miltenyi Biotec) oder 30 pg/ml HLA-restringierte hTERT-Peptide hTERT-derived T cell
epitopes HLA-A1: p325; HLA-A2: p540, p865, p988; HLA-A3: p325; HLA-A24: p461; HLA-DR1,
7, 15: p672 und HLA-DR4, 11, 15: p766 (Eurogentec) gegeben. Der CMV-Peptidmix besteht
aus Uberlappenden Peptiden, welche das gesamte humane CMV-pp65-Protein Giberspannen.
AnschlieBend erfolgte eine Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, fiir 2 h.
Daraufhin wurden 400 IE/ml IL-4 (R&D-Systems), 1000 IE/ml GM-CSF (R&D-Systems), 1000
IE/ml IL-6 (R&D-Systems), 10 ng/ml IL-1-beta (R&D-Systems), 1 pug/ml PGE, (Sigma-Aldrich)
und 10 ng/ml TNF-alpha (R&D-Systems ) zugegeben und die Zellen fiir weitere 24 h inkubiert
(Abb. 1). Die Zytokine wurden durch auf- und abpipettieren im Medium resuspendiert.

Die DC, die mit TLR7/8-Ligand CL097 (InvivoGen) und sCD40-Ligand (Miltenyi Biotec)
behandelt wurden, wurden bei 37°C und 5% CO; zuerst mit 1 pg/ml TLR7/8L und nach 2 h
mit 1 pg/ml sCD40L inkubiert (Abb. 1). Die Inkubation wurde iber weitere 20 h fortgesetzt.
AnschlieRend erfolgt die Pulsierung der Zellen je nach Experiment mit je 30 pug/ml HLA-
restringierten hTERT-Peptiden oder mit je 20 pg/ml CMV-Peptidmix. Dieses inkubierte nach

kraftigem Mischen weitere 2 h bis zu der Zugabe von nicht adhdrenten Zellen.

2.5 Kryokonservierung der Zellen

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen im Einfriermedium, bestehend aus 25 ml RPMI
(Invitrogen), 5 ml DMSO (Appli Chem), 20 ml Humanalbumin (20%) (Biotest Pharma GmbH),
aufgenommen. Zellen kénnen in diesem Medium bei -80°C (iber ca. ein Jahr kryokonserviert
werden. Bei langeren Zeitrdumen sollte die Aufbewahrung in fllissigem Stickstoff bei -196°C
erfolgen, da es sonst zu Einschrankungen der Zellvitalitat kommen kann.

Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Das Pellet wurde in 1 ml Einfriermedium/10’ Zellen gelést und dann wurde je
1 ml des Gemisches in ein zuvor beschriftetes Einfrierrohrchen Cryo Tube TM Vials (Nunc)
gegeben. Diese Rohrchen wurden dann schnellstmdglich in den -80°C Gefrierschrank (Hera

freeze) Gberfihrt.

11



Beim Auftauen wurden entsprechend der Anzahl der Einfrierréhrchen, sterile R6hrchen
(Sarstedt) mit 10 ml PBS vorbereitet und die Zellen aus dem Gefrierschrank kurz in ein
warmes Wasserbad mit 37°C gegeben. Sofort nach dem Auftauen wurden die Zellen in 10 ml
PBS gelost und zentrifugiert (1600 U/Min, RT, 5 Min, mit Bremse). Um das Einfriermedium
vollstindig zu entfernen, wurde der Uberstand abgenommen und zu dem Pellet 10 ml RPMI
gegeben und erneut zentrifugiert. Nach erneuter Abnahme des Uberstandes wurden die

Zellen in Medium aufgenommen.

2.6 Depletion der regulatorischen T-Zellen (T,)

Vor der Stimulation mit Dendritischen Zellen wurden die CD4"/CD25" regulatorischen T-
Zellen von den nicht adharenten, lymphozytdren Zellen nach dem Auftauen sortiert und
entfernt.

Um eine Verklumpung der Zellen zu vermeiden, erfolgte vor der Sortierung die Behandlung
mit DNAse RNase-Free DNase Set (Qiagen), die die von den defekten Zellen freigesetzte DNA
zerlegt und dadurch die Klumpenbildung verringert. Hierflir wurden die Zellen in 5,5 ml eines
Gemisches aus 4 ml RPMI (Invitrogen), 500 pl L-Glutamin (Biochrom AG) und 1 ml FCS
(Biochrom AG) gegeben. Dann wurde 1 ml Puffer, welcher der DNAse beiliegt, sowie 110 pl
DNAse zugesetzt. Dieses inkubierte 10 Min bei Raumtemperatur und wurde anschlieRend
mit PBS gewaschen.

Um die Sortierung der Lymphozyten zu erleichtern, wurden die nicht adharenten
lymphozytiren Zellen in 90 pl/10 Zellen Spezialpuffer gegeben. Der Spezialpuffer bestand
aus 1 ml 2 mM EDTA (Sigma), 249 ml PBS (Biochrom AG) sowie 1,25 ml Humanalbumin (20%)
(Biotest Pharma GmbH) und wurde bei pH 7,4 eingestellt. Dann wurden 10 ul/lO7 Zellen
CD25 MicroBeads (Miltenyi Biotec) zugegeben und diese fiir 15 Min im Kiihlschrank bei 4°C
inkubiert. Es folgte das Auffiillen mit 1 ml/10’ Zellen Spezialpuffer. Im nachsten Schritt
wurden die Zellen zentrifugiert (1600 U/Min, RT, mit Bremse, 5 Min), der Uberstand wurde
abgenommen und die Zellen in 500 pl Spezialpuffer resuspendiert. Bevor sie tber eine LS
Saule Separation Columns LS (Miltenyi Biotec) gegeben wurden, musste diese an den
Magneten gehangt und mit 3 ml Spezialpuffer gespilt werden. AnschlieBend wurde das
Zellgemisch Uber die Sdule gegeben und dreimal mit 3 ml Spezialpuffer gewaschen. Um eine

Verstopfung der Sdule zu vermeiden, wurde der Saule ein steriler Filter Pre-Separation Filters
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(Miltenyi Biotec) aufgesetzt. Die im Auffangbehalter gesammelten Zellen waren die Zellen, in
denen die T,z depletiert sein sollten. Die mit MicroBeads markierten T sollten in der Sdule
am Magneten hdngen geblieben sein. Nach abschlieBender Zellzahlbestimmung folgte die
Aufnahme von 10 Zellen in 1 ml OpTimizer-Medium. OpTimizer-Medium wird hergestellt
durch Mischung von 40 ml OpTimizer T-Cell Expansion SFM (GIBCO), 1040 ul Supplement
(GIBCO), 400 pl L-Glutamin (Biochrom AG) und 400 pl Pen/Strep (Biochrom AG).

2.7 Aktivierung CMV- und hTERT-spezifischer T-Lymphozyten

Fir die erste T-Zell-Stimulation wurden am Tag 8 1x10° ausgereifte, peptidbeladene DC aus
der Well-Platte genommen, in ein 2 ml EppendorfgefdaR gegeben und nach Zentrifugation
(1600 U/Min, RT, mit Bremse, 5 Min) und Abnahme des Uberstandes in 1 ml OpTimizer-
Medium aufgenommen. Dieser Milliliter wurde mit 1 ml OpTimizer-Medium und 1 x 10’
nicht adhdrente Zellen zusammen in ein Loch der 24-Well-Platte gegeben, so dass die beiden
Zellgruppen im Verhaltnis 1:10 aufeinander treffen konnten (Abb. 1).

Die Well-Platte wurde im Brutschrank inkubiert und an jedem zweiten Tag erfolgte eine
Farb- und mikroskopische Kontrolle des Mediums und der Zellen. Wenn das Medium gelb
war, wurde 1 ml des Mediums abgenommen und 1 ml OpTimizer-Medium dazugegeben.

Flir die Restimulation wurden an Tag 14 adharente Zellen aufgetaut, gereift und in einem
Loch der 24-Well-Platte mit HLA-restringierten CMV- oder hTERT-Peptiden beladen. 1 x 10°
dieser Zellen wurden an Tag 15 in ein 2 ml EppendorfgefalR gegeben, zentrifugiert (1600
U/Min, RT, mit Bremse, 5 Min) und in 1 ml OpTimizer-Medium resuspendiert. Am selben Tag
wurden auch die nicht adharenten Zellen aus der Well-Platte genommen, zentrifugiert (1600
U/Min, RT, mit Bremse, 5 Min), 1x10” Zellen/ml in 1 ml OpTimizer-Medium resuspendiert
und je 1 ml mit 1 x 10’ nicht adhirente Zellen in jedes Loch zu 1 x 10° adhirenten,
peptidbeladenen DC gegeben. Am Tag 18 wurden 20 Units/ml (0,2 pg/ml) IL-2 (R&D-
Systems) hinzugegeben.

Vor der letzten Restimulation am Tag 22, 24h vor der Analyse mit dem Durchflusszytometer
wurde die Probe geteilt. Die eine Halfte der nicht adharenten stimulierten Zellen wurde mit
gepulsten DC als Zielzellen inkubiert und die andere Halfte, als Negativkontrolle, mit
ungepulsten DC. Hierbei wurden jeweils DC genommen, die mit Zytokinen oder mit TLR7/8L

und sCD40L gereift worden waren.
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Fir die Positivkontrolle wurden SEA-beladene DC mit T-Lymphozyten fur 24 h in Kultur
genommen und anschlieRend im Durchflusszytometer die intrazellulare IFNy-Produktion

gemessen.

2.8 Durchflusszytometrie

In dem Durchflusszytometer BD FACS Canto (BD) wurden die Streuungseigenschaften des
Lichtes aufgezeichnet, die entstehen, wenn Zellen durch einen Laserstrahl gelenkt werden.
Mit Antikorpern, die gegen intra- oder extrazelluldre Antigene gerichtet sind, wurden in der
vorliegenden Arbeit verschiedene Zellcharakteristika untersucht. Dies waren auf der
Oberflache exprimierte Reifungs- und Aktivierungsmarker sowie intrazellular freigesetzte
Botenstoffe.

Alle Abbildungen im Ergebnisteil basieren auf den Daten durchflusszytometrischer
Messungen und wurden mit Hilfe der Analysesoftware FACSDiva Software Version 6 (BD)
erstellt. Es lieBen sich bei jeder Zelle sechs Eigenschaften darstellen und pro Abbildung
jeweils zwei. Zuerst wurde die GroRe der Zellen im Forward Scatter (FSC) und die
Granularitat im Side Scatter (SSC) erfasst. Die weiteren vier Eigenschaften lieBen sich Uber
deren Antigene mit fluoreszenz-markierten Antikorpern kenntlich machen.

Fir die Uberpriifung einer erfolgreichen Ausreifung der DC wurde eine extrazelluldre
Farbung angefertigt, in der die Expression von Reifungsmarkern auf der Oberflache
gemessen wurde. Drei verschiedene Zellpopulationen wurden untersucht: DC, die mit
Zytokinen ausgereift worden waren, DC, die mit TLR7/8L und sCD40L ausgereift worden
waren und DC, die nicht ausgereift waren. Jeweils 1 x 10° DC wurden in 100 pul PBS im FACS
Réhrchen 5 ml/ Flow Cytometer (Sarstedt) aufgenommen und 10 ul CD80 FITC (BD
Biosciences), 10 ul CD83 PC5 (BD Biosciences) oder 10 ul CD86 PE (BD Biosciences)
hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 20 Min bei 5°C wurden die Proben mit 300 pul PBS
aufgefillt und im Durchflusszytometer analysiert.

Zur Messung der intrazellularen IFNy-Produktion wurden sieben Proben vorbereitet (Tab. 2):
Lymphozyten, die mit hTERT-Peptid stimuliert wurden, die Negativkontrolle sowie die SEA-
Positivkontrolle, jeweils mit DC, die mit Zytokinen und mit DC, die mit TLR7/8L und sCD40L
ausgereift worden waren, untersucht. Die Probe 7 war die Farbekontrolle mit Zellen aus der

Probe der hTERT-peptidstimulierten Lymphozyten.
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Bei Neueinstellung des Durchflusszytometers wurden die Zellen fir die Kompensation neu
gefarbt. Dazu wurden Zellen der Positivkontrollen mit SEA je mit einem Antikdrper (Tab. 2)
gefarbt, um bei diesem Antikdrper die Streueigenschaften des Lichtes in andere Kandle von

anderen Antikdrpern zu beurteilen und zu kompensieren.

Proben Kompensation

1. Lz+ CD8 APC H7: 4 ul (BD Biosciences) 1. Kein Ak
DC hTERT Zytokine

2. Lz+ CD4 PerCPCy5.5: 20 ul (BD Biosciences) 2. CD8 FITC: 10 ul
DC hTERT TLR7/8L und sCD40L (Becton Dickinson)

3. Lz+ CD3 APC: 1 pl (Becton Dickinson) 3. CD4 PerCPCy5.5: 10 pl
DC Zytokine (BD Biosciences)
(Negativkontrolle) IFN gamma FITC: 20 ul (Miltenyi Biotec)

4.1z + 4. CD3 APC: 0,5 pl
DC TLR7/8L und sCD40L (Becton Dickinson)

(Negativkontrolle)

5.Lz+ 5.CD8 APCH7: 2 ul
DC SEA Zytokine (BD Biosciences)

(Positivkontrolle)

6.Lz+
DC SEA TLR7/8L und sCD40L

(Positivkontrolle)

7. Lz (Farbekontrolle) Ungefarbt

Tab. 2: Proben und Antikorper der intrazellularen IFNy-Produktion sowie Kompensationen in der FACS-
Analyse

Fir die Messung von Interferon-gamma (IFNy) wurde 2 h nach der dritten Restimulation
1 ul/ml Brefeldin A (Sigma Aldrich) zur Inhibition der IFNy-Produktion zu den restimulierten
T-Lymphozyten in die 24-Well-Platte gegeben. Spatestens 10 h spater erfolgte die
Zellzahlbestimmung und Farbung.

Es wurden jeweils 10° nicht adhirente Zellen in 100 pl PBS und fiir die Kompensation 5 x 10°
nicht adharente Zellen in 50 ul PBS in Eppendorfgefdllen eingesetzt. Die Gefdlle wurden mit
1 ml PBS aufgefillt und bei 1600 U/Min, 20°C, 5 Min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der
Uberstand abgenommen und 500 ul PBS und 500 pl Inside fix Inside Stain Kit (Miltenyi

Biotec) zum Fixieren der Zellen, zugegeben. Nach griindlichem Vortexen wurden alle Proben
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20 Min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es folgte eine erneute Zentrifugation und
die Abnahme des Uberstandes. AnschlieBend wurden die Zellen erneut mit 1 ml PBS
gewaschen. Dann erfolgte die Zugabe von 1 ml Inside Perm Inside Stain Kit (Miltenyi Biotec),
welches die Zellwand perforiert und permeabilisiert, so dass intrazelluldre Botenstoffe
markiert werden konnten. Nach einer Zentrifugation (1600 U/Min, RT, mit Bremse, 5 Min)
wurde der Uberstand abgenommen, das Pellet in 90 pl Inside Perm resuspendiert und die
Antikorper (Tab. 2), die zuvor titriert worden waren, in der dabei getesteten optimalen
Menge hinzugegeben.

Nach dem Vortexen wurden die Antikorper 15 Min bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert und daraufhin mit 1 ml Inside Perm gewaschen. Nach einer Zentrifugation (1600
U/Min, RT, mit Bremse, 5 Min) wurde das Pellet in 400 ul PBS in einem beschrifteten FACS
Réhrchen 5 ml Flow Cytometer (Sarstedt) aufgenommen und innerhalb von 12 h gemessen.
Fir die extrazelluldre Farbung der CD137 Separation wurden die sieben Proben genommen,
von denen je 10° Zellen in 100 wl PBS und 5 x 10° Zellen fiir die Kompensation in 50 pl
gegeben wurden. Es wurden die gleichen Antikérpermengen wie bei der intrazellularen IFNy-
Farbung hinzugegeben, jedoch in der Kompensation im 2. Rohrchen 10 ul CD8 PE (Becton
Dickinson) und in den Proberdhrchen 1. bis 6. kein IFNy, sondern 20 ul CD137 PE (BD
Biosciences) gefarbt. Es erfolgte nach griindlichem Vortexen eine Inkubation von 15 Min bei
4°C und anschlieRendes Waschen mit 1 ml PBS. Die Zellen wurden in 400 ul PBS in FACS
Rohrchen geben und innerhalb von 12 h gemessen.

Zur Uberpriifung der Depletion regulatorischer T-Zellen wurden vier Zellgruppen untersucht:
Lymphozyten vor Depletion, Zellen, bei denen die T, zweimalig depletiert worden waren
und aussortierte T, sowie eine Farbekontrolle ohne CD25 Antikdrper. Je 10° Zellen wurden
in 100 pl PBS aufgenommen und 0,5 pl CD3 APC (Becton Dickinson), 20 ul CD4 PerCPCy5.5
(BD Biosciences) und 10 ul CD25 PE (Becton Dickinson) hinzugegeben. Die Zellen wurden
anschlieRend in 400 ul BD CellFIX (BD Biosciences) aufgenommen und eine Woche bei +4°C

gelagert.

2.9 Separierung von CD137" T-Zellen

Die Aktivierung von T-Lymphozyten sorgt fiir eine verstirkte Expression des

Oberflichenmarkers CD137. Uber eine Separation mit diesem Oberflichenmarker kdnnen
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somit aktivierte T-Lymphozyten von nicht aktivierten T-Lymphozyten getrennt werden. 1 x
10’ CD137" Lymphozyten wurden in 40 pl Spezialpuffer aufgenommen. Der Spezialpuffer
wird durch Mischung von 1 ml 2 mM EDTA (Sigma), 249 ml PBS (Biochrom AG) sowie 1,25 ml
Humanalbumin (20%) (Biotest Pharma GmbH) hergestellt und ein pH 7,4 eingestellt.
AnschlieBend wurden 10 ul CD137 PE Antikérper (BD Biosciences) zu 10’ Zellen gegeben.
Nach Mischen wurden die Zellen anschliefend 10 Min bei +4°C inkubiert. Danach wurde 1 ml
PBS/10’ Zellen zugegeben und die Zellen gewaschen. Es erfolgte eine Zugabe von 80
Spezialpuffer/lO7 Zellen und 20 pl Anti CD137 PE MicroBeads/10’ Zellen (Miltenyi Biotec).
Nach grindlichem Vortexen wurde dies erneut bei +4°C fur 15 Min inkubiert. Gefolgt von
einem erneuten Waschvorgang mit 1 ml Spezialpuffer/10’ Zellen wurden die Zellen in 500 pl
Spezialpuffer resuspendiert. Vor der Verwendung wurde die LS Saule Separation Columns LS
(Miltenyi Biotec) an dem Magneten fixiert und mit 3 ml Spezialpuffer gespilt. Das
Zellgemisch wurde dann (ber die Sdule gegeben und dreimal mit 3 ml Spezialpuffer
durchgespiilt, die Zellen im Auffangbehilter waren die CD137 Zellen. Um die CD137" Zellen
zu erhalten, wurde die Sdule aus dem Magnet entfernt, 5 ml Spezialpuffer zugegeben und
mit einem Stempel in einen neuen Auffangbehalter durchgedriickt. Dieser Auffangbehalter
enthielt die separierten CD137" Zellen, die erneut gezdhlt und in OpTimizer-Medium
aufgenommen wurden.

Fiir eine Uberpriifung der erfolgreichen Separation mittels Durchflusszytometer entstanden
vier Proben. Eine Probe vor der Separation, eine Probe, in der die CD137" Zellen aussortiert
waren, eine Probe mit den aussortierten CD137" Lymphozyten, sowie eine Firbekontrolle

ohne Zugabe des Antikorpers CD137.

2.10 Expansion von CD137" T-Zellen

Zur Expansion der T-Zellen wurden die Dynabeads Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28
(Invitrogen/Dynal) zuerst in dem mitgelieferten GefaR durch griindliches Vortexen
resuspendiert. AnschlieRend wurde das fiir die Expansion der vorhandenen T-Zellzahl vom
Hersteller empfohlene Volumen Beads abgenommen und in ein Eppendorfgefall gegeben.
Zu dem Volumen wurde 1 ml Spezialpuffer gegeben und das Gemisch nach dem Vortexen ca.
2 Min an den Magneten gehalten, um die magnetischen Dynabeads zu konzentrieren. Die

Losung im Uberstand, in der die Dynabeads geliefert wurden, ist verworfen worden.
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AnschlieBend wurden die T-Zellen in 1 ml OpTimizer-Medium gel6st und zu den Dynabeads
gegeben. Es folgte die Zugabe von 20 U/ml IL-2 und die Inkubation im Brutschrank bei 37°C
und 5% CO,.

Jeden Tag wurde die ZellgroRe und Zellzahl mikroskopisch untersucht und zweimal
wochentlich erfolgte eine Zellzahlbestimmung. Hierbei sollten die Zellen aufgewirbelt
werden, so dass sich die Dynabeads neu verteilten. Wenn das Medium gelb wurde, wurde im
Ruhezustand ein Teil des alten Mediums entfernt und mit neuem aufgefillt, welches

zusatzlich mit IL-2 versetzt war.

2.11 Analyse CD137" T-Zellen im Chromfreisetzungstest

+Peptide
+Chrom (Cr) ‘ %O Lk O
T2 Zelle cr

Chrom-
freisetzungstest O
Cr

: O Separation von O
CcD137’
T-Lymphozyten

CD137 und CD137"
T-Lymphozyten

Abb. 2: Chromfreisetzungstest mit vorheriger Separation von CD137" T-Lymphozyten
Im Chromfreisetzungstest wurde die Radioaktivitat gemessen, die aus chrombeladenen T2-
Zellen, die mit hTERT- oder CMV-Peptid gepulst waren, nach Zerstérung durch T-

Lymphozyten freigesetzt wurde. Die T-Zellen waren mit DC, die mit hTERT- oder CMV-Peptid

gepulst waren, zuvor liber drei Wochen stimuliert worden.
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Zu Beginn wurden 2 Lécher einer 24-Well-Platte mit je 1 ml R10 und 1 x 10° T2- Zellen (ATCC)
befullt. R10 besteht aus 500 ml RPMI (Invitrogen), 2 mM L-Glutamin (Biochrom AG), 50 ml
FCS (Biochrom AG) und 5 ml Pen/Strep (Biochrom AG). Die T2-Zellen wurden zuvor im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO; in dem T2-Medium gelagert, das aus 40 ml RPMI, 4,4 ml
FCS, 0,4 ml Pen/Strep und 0,4 ml L-Glutamin besteht. Zu diesen Zielzellen wurde in ein Loch
20 pg/ml HLA-A2-restringiertes hTERT-Peptid gegeben, die Zielzellen im anderen Loch
blieben unbeladen. Anstelle des hTERT-Peptides wurden bei CMV" Spendern 20 pg/ml des
CMV-Peptidmix eingesetzt. Die Zellen wurden fir 1 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert,
anschlielend aus der Well-Platte genommen und jeweils in 15 ml Réhrchen gegeben. Es
folgte eine Zentrifugation (1600 U/Min, RT, mit Bremse, 5 Min) mit darauffolgender
Abnahme des Uberstandes. Im Radioaktivititslabor wurden 100 pl Chrom Natrium chromate
[Cr51] (Hartmann) zu dem Pellet gegeben und dieses 2 h bei 37°C und 5% CO;, im
Brutschrank inkubiert. Dann wurde erneut zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und
10 ml reines R10 hinzugefligt. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt, bis das
Uberschiissige Chrom entfernt und die Zellen gewaschen waren. Es wurden erneut 10 ml R10
zugegeben, so dass sich in 50 pl 5000 chrom- und peptidbeladene T2-Zellen befanden.

Wadhrend der Inkubationszeit der T2-Zellen wurde parallel eine 96-Well-Platte mit
Rundboden (Nunc) vorbereitet. Die Positiv- und Negativkontrollen sowie der experimentelle
Ansatz wurden in je drei Ansdtzen vorbereitet. Diese Ansdtze wurden jeweils mit Peptid
beladenen und unbeladenen T2-Zellen durchgefiihrt. In der Positivkontrolle, welche die
maximale Chromfreisetzung zeigen sollte, wurden 5 x 10° T2-Zellen in 100 pl R10 mit 100 pl
Triton X-100 Detergent (Merck) in ein Loch der 96-Well-Platte gegeben. In der
Negativkontrolle, welche die basale Chromfreisetzung zeigt, wurden 5 x 10° T2-Zellen in
200 pul R10 aufgenommen. In den Ansitzen mit den Patientenzellen wurden 5 x 10° T2-Zellen
in 150 pl R10 mit der hochstmoglichen Anzahl von T-Lymphozyten in 50 pl R10 zusammen
gegeben, so dass das Verhaltnis von Lymphozyten zu T2-Zellen mindestens 10:1 betrug. Die
Well-Platte wurde fiir 3 h im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert und dann 5 Min bei
1600 U/Min und Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieBend wurden 25 pl der Uberstinde
in eine 96-Well-Platte pipettiert. Diese fir den Beta-Counter Micro Beta TriLux (Perkin Elmer)
vorgesehene 96-Well-Platte (Perkin Elmer) war zuvor vorbereitet worden, indem in 18
Locher je 150 pl Optiphase (Perkin Elmer) gegeben worden war. Die Well-Platte wurde mit

einer Plastikfolie abgeklebt und fiir 15 Min auf einen Schiittler (Witeg) mit 900 RPM gestellt.
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AbschlieBend wurde im Beta-Counter in jedem Loch eine Minute die Radioaktivitat der

Chrommenge gemessen und der Mittelwert der jeweils dreifachen Ansatze gebildet.
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3. Ergebnisse

3.1 Ausreifung Dendritischer Zellen

Beim gesunden Spender 5 wurde nach Kultivierung der DC mit Zytokinen, bzw. sCD40L und
TLR7/8L die Expression der Oberflaichenmarker CD80, 86 und 83 gemessen, jeweils im
Vergleich zu einer DC-Population ohne Ausreifung (Tab. 3 und Abb. 3). Die Untersuchung
wurde an dem gesunden Spender 5 vorgenommen, um die Ausreifung exemplarisch
darzustellen.

Bei dem Oberflaichenmarker CD80 wurde ein Anstieg der mittleren Fluoreszenz von 4,71
relativen Einheiten (rE) auf 8,61 rE nach Ausreifung der DC mit Zytokinen gemessen. 13,3 rE
konnten bei den DC nach Ausreifung mit sCD40L und TLR7/8L gemessen werden (Abb. 3 A, D
und G). Der Oberflachenmarker CD86 wies bei den mit Zytokinen ausgereiften DC 17,4 rE
auf, bei den nicht ausgereiften DC 2,22 rE und bei den DC, die mit sCD40L und TLR7/8L
ausgereift waren, einen Anstieg der mittleren Fluoreszenz auf 9,61 rE (Abb. 3 B, E und H). Die
mittlere Fluoreszenz von CD83 stieg von 0,37 rE bei den nicht ausgereiften DC auf 4,06 rE bei

den DC, die mit Zytokinen ausgereift worden waren und auf 1,06 rE bei den DC, die mit

sCD40L und TLR7/8L ausgereift worden waren (Abb. 3 C, F und I).

Nicht ausgereift 4,7 2,2 0,3

Ausgereift mit Zytokinen 8,61 17,4 4,06

Ausgereift mit

13,3 9,61 1,06
sCD40L und TLR7/8L ! ! !
Tab. 3: Expression von Ausreifungsmarkern und kostimulatorischen Molekiilen auf DC

Die Tabelle zeigt die Expression der Oberflaichenmarker CD80, CD86 und CD83 bei nicht ausgereiften DC, sowie
bei DC, die mit Zytokinen oder mit sCD40L und TLR7/8L ausgereift wurden. Die Angaben sind mittlere
Fluoreszenzen in relativen Einheiten [rE].
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Abb. 3 A-C: Unreife DC ” rE

Bei der DC ohne Ausreifung ergibt sich fiir den Reifungsmarker CD80 (A) eine mittlere Fluoreszenz von 4,71 rE,
flir CD86 (B) eine von 2,22 rE und fiir CD83 (C) ergibt sich eine mittlere Fluoreszenz von 0,37 rE.

LU
10

CD80 CD86 CD&3

Zellzahl

Abb. 3 D-F: DC nach Ausreifung mit Zytokinen
Bei der Ausreifung der DC mit den Zytokinen IL1-beta, IL-4, IL-6, PGE ,, GM-CSF und TNF-alpha ergibt sich fiir
CD80 (D) eine mittlere Fluoreszenz von 8,61 rE, fiir CD86 (E) eine von 17,4 rE und fiir CD83 (F) eine mittlere
Fluoreszenz von 4,06 rE.

Zellzahl

CD86 CD&3

Abb. 3 G-I: DC nach Ausreifung mit sCD40L und TLR7/8L
Bei Ausreifung der DC mit sCD40L und TLR7/8L ergibt sich fiir den Reifungsmarker CD80 (G) eine mittlere
Fluoreszenz von 13,3 rE, fir CD86 (H) eine von 9,61 rE und fur CD83 (l) eine mittlere Fluoreszenz von 1,06 rE.
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3.2 Depletion regulatorischer T-Zellen

Bei dem gesunden Spender 4 waren vor der Depletion von allen CD3" Zellen 7,4%
CD47/CD25" (Abb. 4A) und nach zweifacher Depletion 1,7% CD4'/CD25" (Abb. 4B). Die
Proben mit den aussortierten CD4*/CD25" Zellen wiesen nach dem ersten Sortieren 39,9%

CD4*/CD25" Zellen auf (Abb. 4C) und nach dem zweiten Sortieren 12,1% CD4"/CD25" Zellen

(Abb. 4D).
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Abb. 4: Depletion der T,

10

Gezeigt sind die CD3" Zellen, wobei in griin die CD4 Zellen kenntlich gemacht sind, in orange die CD4" Zellen

und in blau die CD4"*/CD25" Zellen.

Vor der T, Depletion sind 7,4% der CD3" Zellen CD47/CD25" (A). Nach der zweifachen Depletion sind 1,7% der
CD3" Zellen CD4%/CD25" (B). Nach der einfachen Depletion sind in der Probe der aussortierten Treg 39,9% der
CD3" Zellen CD4"/CD25" (C). Nach der zweiten Depletion sind in der Probe der aussortierten T,; 12,1% der CD3"

Zellen CD4*/CD25" (D).
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3.3 Aktivierung CMV-spezifischer T-Zellen

3.3.1 CMV-spezifische, intrazelluldre IFNy-Produktion

In der Positivkontrolle wurde bei dem gesunden Spender 5 nach Stimulation mit SEA nach

24 h 10,2% IFNy" CD8" Zellen gemessen (Abb. 5).
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Abb. 5: Stimulation mit SEA und IFNy-Messung
Vor der Stimulation mit SEA wird intrazelluldres IFNy von 0,1% (roter Kreis) der CD8" Zellen produziert (A). Nach
der SEA-Stimulation von 10,3% (roter Kreis) der CD8" Zellen (B).

Nach einmaliger Stimulation mit DC, die mit dem CMV-Peptidmix pulsiert worden waren und
einwdchiger Zellkultivierung wurde bei diesem Spender bei 4,9% der CD8" Zellen eine

intrazelluldre IFNy-Produktion gemessen (Abb. 6).
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Abb. 6: Intrazellulire IFNy-Produktion (roter Kreis) von CD8" Lymphozyten
Nach Stimulation (B) mit DC, die mit CMV-Peptidmix pulsiert worden waren, zeigten 4,9% der CD8" Zellen eine
intrazelluldre IFNy-Produktion. Vor der Stimulation (A) waren es 0% der CD8" Lymphozyten.

3.3.2 CMV-spezifische Zytotoxizitat

Bei dem gesunden Spender 5 wurde die Zytotoxizitdt der Lymphozyten untersucht, die
zweimal mit DC stimuliert waren, die mit dem CMV-Peptidmix beladen und mit Zytokinen
gereift worden waren. AnschlieRend wurden die CD137" Zellen separiert. Die Zellzahl der
CD137" T-Lymphozyten betrug 1,6 x 10° und es folgte eine Expansion der Zellen, die nach
einer Woche eine Zellzahl von 1,3 x 10° T-Lymphozyten ergab. Diese CD137" T-Lymphozyten
wurden im Zytotoxizitats-assay eingesetzt.

Bei unbeladenen T2-Zellen wurde in der Positivkontrolle eine maximale Chromfreisetzung
von 5738,3 cpm registriert. Die Negativkontrolle ergab ohne Zugabe von Lymphozyten bei
den unbeladenen T2-Zellen 520,3 cpm. Bei einem Verhaltnis von einer unbeladenen T2-Zelle
zu 10 CD137" T-Lymphozyten (1:10) wurden 1127,3 cpm gemessen. Dies entspricht einer
Lyse von 11,63% der T2-Zellen. Bei unbeladenen T2-Zellen im Verhiltnis 1:20 wurden 1502
cpm und eine Lyse von 18,81% gemessen. Im Verhadltnis 1:40 registrierte der Betacounter
1724 cpm bei unbeladenen T2-Zellen, welches einer Lyse von 23,07% entspricht.

In der Positivkontrolle mit CMV-Peptidmix beladenen T2-Zellen wurde eine maximale
Chromfreisetzung von 5433cpm gemessen. Die Negativkontrolle ergab ohne Zugabe von
Lymphozyten bei den CMV-peptidmixbeladenen T2-Zellen 595,33 cpm. Bei CMV-

peptidmixbeladenen T2-Zellen wurde im Verhaltnis 1:10 1141 cpm registriert, was eine Lyse
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von 11,28% zeigt. Bei CMV-peptidmixbeladenen T2-Zellen im Verhaltnis 1:20 zeigten sich
1662 cpm und eine Lyse von 22,05%. 2157 cpm wurden bei CMV-peptidmixbeladenen T2-
Zellen im Verhaltnis 1:40 registriert, welches einer Lyse von 32,28% entspricht (Abb. 7). Aus
diesen Daten resultiert eine CMV-spezifische Lyse von 0% im Verhaltnis 1:10, die auf 3,2% im

Verhaltnis 1:20 und auf 9,2% im Verhaltnis 1:40 ansteigt.

@ Lyse der unbeladenen
T2-Zellen

[%]

B Lyse der CMV-
peptidmixbeladenen
T2-Zellen

1:10 1:20 1:40
T2-Zellen : CD137+ T-Lymphozyten

Abb. 7: Zytotoxizitdtsuntersuchung bei dem gesunden Spender 5 mit dem CMV-Peptidmix
Lyse CMV-peptidmixbeladener T2-Zellen, nach Zugabe von CD137° T-Lymphozyten, die mit CMV-
peptidpulsierten DC aktiviert worden waren.

3.4 Aktivierung hTERT-spezifischer T-Zellen

3.4.1 Aktivierung hTERT-spezifischer T-Zellen bei den gesunden Spendern 1-4

Nach Depletion der T,e; und Stimulation der Lymphozyten mit DC, die mit HLA-restringierten
hTERT-Peptiden beladen waren, wurde die intrazelluldre Produktion von IFNy in den
Lymphozyten gemessen. Bei den vier untersuchten gesunden Spendern zeigten 0 bis 0,4%
der CD8" T-Lymphozyten sowie 0 bis 0,3% der CD4" T-Lymphozyten eine IFNy-Produktion
(Tab. 3).
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p540
4 A2 p865 0,1 0,4 0,3 0,4
po8s

p540
1 A2 p865 0,1 0,1 0,1 0,0
p98s

A2 p540
p865 0,0 0,1 0,3 0,0
p98s

A24  p46l 0,0 0,1 0,1 0,2

P540
2 A2 P865 0,0 0,0 0,0 0,0
P988

Tab. 3: Intrazelluldre Produktion von IFNy in Lymphozyten nach Stimulation mit hTERT-Peptid beladenen DC
bei gesunden Spendern

Bei dem gesunden Spender 4 war mit 0,4% IFNy" CD8" Zellen die héchste Zahl aktivierter T-
Lymphozyten detektierbar. Diese Lymphozyten waren mit hTERT-Peptid p540, p865 und
p988 beladenen DC stimuliert worden, die mit sCD40L und TLR7/8L ausgereift worden waren
(Abb. 8E). Die IFNy-Produktion der CD8" Lymphozyten desselben Spenders nach Stimulation
mit DC, die mit Zytokinen ausgereift worden waren, betrug 0,1%. (Abb. 8B). Die IFNy-
Produktion der CD4" Zellen lag nach Stimulation mit DC, die mit Zytokinen gereift worden
waren, bei 0,3% (Abb. 9B) und nach Stimulation mit sCD40L und TLR7/8L gereiften DC bei
0,4% (Abb. 9E).

Bei dem gesunden Spender 1 konnte nach Stimulation mit DC, die mit den hTERT-Peptiden
p540, p865 sowie p988 pulsiert und mit Zytokinen ausgereift worden waren, bei 0,1 % der
CD8" sowie CD4" T-Lymphozyten intrazelluldres IFNy nachgewiesen werden. Nach Ausreifung
mit sCD40L und TLR7/8L waren 0,1% der CD8" Zellen und keine der CD4" Zellen IFNy".

Der gesunde Spender 3 wies nach Stimulation mit DC, welche mit Zytokinen ausgereift und
hTERT-Peptid p540, p865, p988 sowie p461 pulsiert worden waren, keine IFNy" CD8" T-

Lymphozyten auf. Die CD4" T-Lymphozyten waren nach Stimulation mit DC, die mit
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Zytokinen ausgereift und mit hTERT-Peptid p540, p865 sowie p988 pulsiert worden waren,
zu 0,3% IFNy". Bei gleicher Ausreifung und Pulsierung der DC mit dem hTERT-Peptid p461
konnten 0,1% IFNy" CD4" T-Lymphozyten registriert werden. Nach Stimulation mit DC, die
mit sCD40L und TLR7/8L ausgereift und mit hTERT-Peptid p540, p865, p988 sowie p461
pulsiert worden waren, zeigten die CD8" T-Lymphozyten eine IFNy-Produktion von 0,1%. Von
den CD4" T-Lymphozyten produzierten 0,2% IFNy nach Stimulation mit DC, die mit dem
hTERT-Peptid p461 pulsiert und mit sCD40L und TLR7/8L ausgereift worden waren. Es wurde
kein IFNy von den CD4" T-Lymphozyten nach Stimulation mit DC, die mit den hTERT-Peptiden
p540, p865 sowie p988 pulsiert und mit sCD40L und TLR7/8L ausgereift worden waren,
produziert.

Keine IFNy-Produktion der CD4" und CD8" T-Lymphozyten konnte bei dem gesunden

Spender 2 gemessen werden.
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Abb. 8: Gesunder Spender 4: IFNy-Produktion der CD8" T-Lymphozyten nach Stimulation mit DC, die mit
Zytokinen (A, B und C) oder mit sCD40L und TLR7/8L (D, E und F) ausgereift worden waren

In den Abbildungen sind die CD8" Zellen (violett) und die CD8" Zellen (rot), sowie auf der waagerechten Achse
das IFNy dargestellt.

Bei den CD8" T-Lymphozyten, die mit Zytokinen ausgereift waren, wurde in der Negativkontrolle (A) von 0,1%
der CD8" T-Lymphozyten IFNy produziert. CD8" T-Lymphozyten, die mit hTERT-Peptid beladenen DC stimuliert
worden waren, produzierten in 0,2% der Zellen IFNy (B). Die IFNy-Produktion in der Positivkontrolle mit SEA (C)
lag bei 5,4%.

Bei den CD8" T-Lymphozyten, die mit sCDA0L und TLR7/8L ausgereift waren, wurde in der Negativkontrolle (D)
von 0,2% der CD8" T-Lymphozyten IFNy produziert. CD8" T-Lymphozyten, die mit hTERT-Peptid beladenen DC
stimuliert worden waren, produzierten in 0,6% der Zellen IFNy (E). Die IFNy-Produktion in der Positivkontrolle
mit SEA (F) lag bei 5,8%.
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Abb. 9: Gesunder Spender 4: IFNy-Produktion der CD4" T-Lymphozyten nach Stimulation mit DC, die mit
Zytokinen (A, B und C) oder mit sCD40L und TLR7/8L (D, E und F) ausgereift worden waren

In den Abbildungen sind die CD4" Zellen (violett) und die CD4" Zellen (rot), sowie auf der waagerechten Achse
das IFNy dargestellt.

Bei den CD4" T-Lymphozyten, die mit Zytokinen ausgereift waren, wurde in der Negativkontrolle (A) von 0,1%
der CD4" T-Lymphozyten IFNy produziert. CD4" T-Lymphozyten, die mit hTERT-Peptid beladenen DC stimuliert
worden waren, produzierten in 0,4% der Zellen IFNy (B). Die IFNy-Produktion in der Positivkontrolle mit SEA (C)
lag bei 6,7%.

Bei den CD4" T-Lymphozyten, die mit sCD40L und TLR7/8L ausgereift waren, wurde in der Negativkontrolle (D)
von 0,1% der CD4" T-Lymphozyten IFNy produziert. CD4* T-Lymphozyten, die mit hTERT-Peptid beladenen DC
stimuliert worden waren, produzierten in 0,5% der Zellen IFNy (E). Die IFNy-Produktion in der Positivkontrolle
mit SEA (F) lag bei 7,5%.

3.4.2 hTERT-spezifische T-Zellreaktion bei den Patienten 1, 2, 3,4,5und 6

Nach Stimulation der Lymphozyten mit DC, die mit HLA-restringierten hTERT-Peptiden
pulsiert und mit Zytokinen oder sCD40L und TLR7/8L ausgereift worden waren, wurde bei
sechs Patienten die hTERT-spezifische, intrazelluldare IFNy-Produktion gemessen. Zwischen 0
und 1,3% der CD8" T-Lymphozyten und zwischen 0 und 1,4% der CD4" T-Lymphozyten
zeigten eine IFNy-Produktion (Tab. 4).
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A2

p540
p865

5 0988 1,3 0,3 1,4 0,1
A24 p461
A2 p540
p865

4 0988 0,7 0,1 0,1 0,1
DR7 p672
Al p325

2 DR7 0672 0,0 0,1 0,0 0,0
Al p325

6 A24 p461 0,1 0,0 0,1 0,0
DR1 p672
A2 p540
p865

1 p988 0,0 0,0 0,0 0,0
DR1 p672
DR15 p766
A2 p540
p865

3 0988 0,0 0,0 0,0 0,0
A3 p973

Tab. 4: Intrazelluldre Produktion von IFNy in Lymphozyten nach Stimulation mit hTERT-peptidbeladenen DC
bei NSCLC Patienten

Bei Patient 5 waren nach Stimulation mit DC, die mit den HLA-A2 und -A24 restringierten
hTERT-Peptiden p540, p865, p988, sowie p461 beladen und mit Zytokinen ausgereift worden
waren, 1,3% der CD8* Lymphozyten IFN* (Abb. 10B) und 1,4% der CD4" Lymphozyten (Abb.
11B). Nach Ausreifung der DC mit sCD40L und TLR7/8L waren es 0,3% der CD8" Zellen (Abb.
10E) und 0,0% der CD4" Zellen. (Abb. 11E).

Bei Patient 4 lie} sich nach Stimulation mit DC, die mit den hTERT-Peptiden p540, p865,

p988 sowie p672 pulsiert und mit Zytokinen ausgereift worden waren, bei 0,7% der CD8"
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Zellen (Abb. 12B) und 0,1% der CD4" Zellen (Abb. 13B) intrazelluldres IFNy nachweisen. Nach
Ausreifung mit sCD40L und TLR7/8L waren 0,1% der CD8" (Abb. 12E) und 0,1% der CD4"
Zellen (Abb. 13E) positiv fir IFNy.

Bei Patient 2 kam es nach Stimulation mit DC, die mit sCD40L und TLR7/8L ausgereift und mit
den hTERT-Peptiden p325 und p672 pulsiert worden waren, zu einer IFNy-Produktion bei
0,1% der CD8" T-Lymphozyten. Die restlichen untersuchten Lymphozyten dieses Patienten
wiesen keine IFNy-Produktion auf.

Bei dem Patienten 6 konnte nach Stimulation mit DC, die mit Zytokinen ausgereift und mit
den hTERT-Peptiden p325, p461 sowie p672 pulsiert worden waren, eine IFNy-Produktion
bei 0,1% der CD8" sowie CD4" T-Lymphozyten nachgewiesen werden. Die (ibrigen
Lymphozyten dieses Patienten, die mit sCD40L und TLR7/8L gereiften, hTERT-
peptidpulsierten DC stimuliert worden waren, wiesen keine IFNy-Produktion auf. Bei den
Patienten 1 und 3 wurde nach Stimulation mit DC, die mit den hTERT-Peptiden p540, p865,
p988, p672 sowie 766 (Patient 1) und p540, p865, p988 sowie p973 (Patient 3) pulsiert

worden waren, in allen Proben keine Aktivierung gemessen.
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Abb. 10: Patient 5: IFNy-Produktion der CD8" T-Lymphozyten nach Stimulation mit DC, die mit Zytokinen (A,
B und C) oder mit sCD40L und TLR7/8L (D, E und F) ausgereift worden waren

In den Abbildungen sind die CD 8- Zellen (violett) und die CD 8+ Zellen (rot), sowie auf der waagerechten Achse
das IFNy dargestellt.
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Bei den CD8" T-Lymphozyten, die mit Zytokinen ausgereift waren, wurde in der Negativkontrolle (A) von 1,9%
der CD8" T-Lymphozyten IFNy produziert. CD8" T-Lymphozyten, die mit hTERT-Peptid (p540, p865, p988 und
p461) beladenen DC stimuliert worden waren, produzierten in 3,2% der Zellen IFNy (B). Aus der Differenz
errechnet sich eine hTERT-spezifische IFNy-Produktion von 1,3%. Die IFNy-Produktion in der Positivkontrolle
mit SEA (C) lag bei 10,4%.

Bei den CD8" T-Lymphozyten, die mit sCDA0L und TLR7/8L ausgereift waren, wurde in der Negativkontrolle (D)
von 1,1% der CD8" T-Lymphozyten IFNy produziert. CD8" T-Lymphozyten, die mit hTERT-Peptid (p540, p865,
p988 und p461) beladenen DC stimuliert worden waren, produzierten in 1,4% der Zellen IFNy (E). Aus der
Differenz errechnet sich eine hTERT-spezifische IFNy-Produktion von 0,3%. Die IFNy-Produktion in der
Positivkontrolle mit SEA (F) lag bei 8,8%.
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Abb. 11: Patient 5: IFNy-Produktion der CD4" T-Lymphozyten nach Stimulation mit DC, die mit Zytokinen (A,
B und C) oder mit sCD40L und TLR7/8L (D, E und F) ausgereift worden waren

In den Abbildungen sind die CD4" Zellen (violett) und die CD4" Zellen (rot), sowie auf der waagerechten Achse
das IFNy dargestellt.

Bei den CD4" T-Lymphozyten, die mit Zytokinen ausgereift waren, wurde in der Negativkontrolle (A) von 1,1%
der CD4" T-Lymphozyten IFNy produziert. CD4" T-Lymphozyten, die mit hTERT-Peptid (p540, p865, p988 und
p461) beladenen DC stimuliert worden waren, produzierten in 2,5% der Zellen IFNy (B). Aus der Differenz
errechnet sich eine hTERT-spezifische IFNy-Produktion von 1,4%. Die IFNy-Produktion in der Positivkontrolle
mit SEA (C) lag bei 8,5%.

Bei den CD4" T-Lymphozyten, die mit sCDA0L und TLR7/8L ausgereift waren, wurde in der Negativkontrolle (D)
von 0,2% der CD4" T-Lymphozyten IFNy produziert. CD4" T-Lymphozyten, die mit hTERT-Peptid (p540, p865,
p988 und p461) beladenen DC stimuliert worden waren, produzierten in 0,3% der Zellen IFNy (E). Aus der
Differenz errechnet sich eine hTERT-spezifische IFNy-Produktion von 0,1%. Die IFNy-Produktion in der
Positivkontrolle mit SEA (F) lag bei 8,9%.
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Abb. 12: Patient 4: IFNy-Produktion der CD8" T-Lymphozyten nach Stimulation mit DC, die mit Zytokinen (A,
B und C) oder mit sCD40L und TLR7/8L (D, E und F) ausgereift worden waren

In den Abbildungen sind die CD8" Zellen (violett) und die CD8" Zellen (rot), sowie auf der waagerechten Achse
das IFNy dargestellt.

Bei den CD8" T-Lymphozyten, die mit Zytokinen ausgereift waren, wurde in der Negativkontrolle (A) von 0,0%
der CD8" T-Lymphozyten IFNy produziert. CD8" T-Lymphozyten, die mit hTERT-Peptid (p540, p865, p988 und
p672) beladenen DC stimuliert worden waren, produzierten in 0,7% der Zellen IFNy (B). Aus der Differenz
errechnet sich eine hTERT-spezifische IFNy-Produktion von 0,7%. Die IFNy-Produktion in der Positivkontrolle
mit SEA (C) lag bei 12,0%.

Bei den CD8" T-Lymphozyten, die mit sCDA0L und TLR7/8L ausgereift waren, wurde in der Negativkontrolle (D)
von 0,2% der CD8" T-Lymphozyten IFNy produziert. CD8" T-Lymphozyten, die mit hTERT-Peptid (p540, p865,
p988 und p672) beladenen DC stimuliert worden waren, produzierten in 0,3% der Zellen IFNy (E). Aus der
Differenz errechnet sich eine hTERT-spezifische IFNy-Produktion von 0,1%. Die IFNy-Produktion in der
Positivkontrolle mit SEA (F) lag bei 21,2%.
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Abb. 13: Patient 4: IFNy-Produktion der CD4" T-Lymphozyten nach Stimulation mit DC, die mit Zytokinen (A,
B und C) oder mit sCD40L und TLR7/8L (D, E und F) ausgereift worden waren

In den Abbildungen sind die CD4" Zellen (violett) und die CD4" Zellen (rot), sowie auf der waagerechten Achse
das IFNy dargestellt.

Bei den CD4" T-Lymphozyten, die mit Zytokinen ausgereift waren, wurde in der Negativkontrolle (A) von 0,1%
der CD4" T-Lymphozyten IFNy produziert. CD4" T-Lymphozyten, die mit hTERT-Peptid (p540, p865, p988 und
p672) beladenen DC stimuliert worden waren, produzierten in 0,2% der Zellen IFNy (B). Aus der Differenz
errechnet sich eine hTERT-spezifische IFNy-Produktion von 0,1%. Die IFNy-Produktion in der Positivkontrolle
mit SEA (C) lag bei 2,7%.

Bei den CD4" T-Lymphozyten, die mit sCD40L und TLR7/8L ausgereift waren, wurde in der Negativkontrolle (D)
von 0,1% der CD4" T-Lymphozyten IFNy produziert. CD4" T-Lymphozyten, die mit hTERT-Peptid (p540, p865,
p988 und p672) beladenen DC stimuliert worden waren, produzierten in 0,2% der Zellen IFNy (E). Aus der
Differenz errechnet sich eine hTERT-spezifische IFNy-Produktion von 0,1%. Die IFNy-Produktion in der
Positivkontrolle mit SEA (F) lag bei 4,7%.

3.4.3 Separation von CD137* CD8" T-Lymphozyten bei dem Patienten 5

24 h nach der Stimulation nicht adharenter Zellen mit zytokingereiften, hTERT-Peptid (p988,
p540, p865 und p461) pulsierten DC waren 14,0% der CD3* Lymphozyten des Patienten 5
CD8'/CD137". In der Negativfraktion waren nach der MACS-Separation mit den CD137
Antikérpern nur noch 10,6% der Lymphozyten CD8'/CD137". In der Positivfraktion der
MACS-sortierten Lymphozyten waren 94,9% der CD8" Zellen positiv fir CD137 (Abb. 14).
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Abb. 14: Separation CD137" T-Lymphozyten

Die Abbildungen zeigen die CD8 Zellen (orange) und die CD8" Zellen (griin), sowie in der waagerechten Achse
CD137.

Vor der Separation sind 14,0% der CD3" Zellen CD8"/CD137" T-Lymphozyten (A). Nach der Separation sind nur
noch 10,6% der CD3" Zellen CD8'/CD137" T-Lymphozyten (B). Bei den separierten CD3* Lymphozyten sind
94,9% CD8"/CD137" Zellen (C).

3.4.4 Zytotoxizitatsuntersuchung hTERT-spezifischer T-Lymphozyten bei den Patienten 5
und 6

Bei dem Patienten 5 wurde nach einer dreifachen Stimulation der Lymphozyten mit DC, die
mit hTERT-Peptid (p988, p540, p865 und p461) beladen waren, eine Separierung CD137" T-
Lymphozyten durchgefiihrt und diese Zellen auf ihre Fahigkeit, hTERT-peptidbeladene T2-
Zellen zu zerstoren, im Chromfreisetzungstest untersucht. In der Positivkontrolle wurde bei
unbeladenen T2-Zellen 7847 cpm und bei den hTERT-peptidbeladenen T2-Zellen 9402 cpm
gemessen. Die Negativkontrolle wies bei den unbeladenen T2-Zellen 542 cpm und bei den
hTERT-peptidbeladenen T2-Zellen 505 cpm auf. Bei den Patientenzellen, die zuvor dreimal
mit hTERT-peptidpulsierten DC, die mit Zytokinen gereift worden waren, stimuliert worden
waren, lieBen sich bei den ungepulsten T2-Zellen 461 cpm und bei den hTERT-
peptidgepulsten T2-Zellen 475 cpm registrieren. Alle Ergebnisse wurden jeweils aus dem
Mittelwert von drei Proben gebildet, fir die jeweils die gleichen Versuchsbedingungen
galten. Bei den Patientenzellen wurde ein Verhiltnis von 16 CD137" Zellen zu einer T2-Zelle
genutzt. Hieraus ergibt sich eine Lyse der ungepulsten, sowie der gepulsten T2-Zellen von
0%.

Bei T-Lymphozyten, die zuvor mit sCD40L und TLR7/8L gereiften DC stimuliert worden

waren, kam es durch die Chromfreisetzung bei ungepulsten T2-Zellen zu 549 cpm und bei
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hTERT-peptidgepulsten T2-Zellen zu 477 cpm. Auch hier handelte es sich je um den
Mittelwert aus drei Proben und einem Verhiltnis von einer T2-Zelle zu 13 CD137" T-
Lymphozyten. Eine Lyse von 0,5% lieR sich bei den ungepulsten T2-Zellen nachweisen, bei
den hTERT-peptidgepulsten T2-Zellen betrug die Lyse 0% (Abb. 15).

Bei dem Patienten 6 erfolgte der Zytotoxizitdtsversuch wie bei dem Patienten 5 nach
dreiwochiger Zellkultur, jedoch ohne vorherige CD137-Separierung und nur mit T-
Lymphozyten, die zuvor dreimalig mit hTERT-Peptid pulsierten DC stimuliert wurden, welche
mit Zytokinen gereift worden waren. Fir die Stimulation mit den DC und die Beladung der
T2-Zellen wurden folgende hTERT-Peptide benutzt: p325, p461 und p672. Die
Positivkontrolle bei unbeladenen T2-Zellen ergab 1480 cpm und bei hTERT-peptidbeladenen
T2-Zellen 1480 cpm. Bei ungepulsten T2-Zellen ergaben sich in der Negativkontrolle 168 cpm
und bei gepulsten T2-Zellen 150 cpm. Zusammen mit Patientenzellen konnten bei
ungepulsten T2-Zellen 309 cpm fiir die Chromfreisetzung und bei hTERT-peptidgepulsten T2-
Zellen 152 cpm registriert werden. Die T2-Zellen waren mit den T-Lymphozyten im
Verhaltnis 1:40 eingesetzt worden. Hieraus ergab sich eine Lyse der unbeladenen T2-Zellen

von 10,75% und der hTERT-peptidbeladenen von 0,7% (Abb. 15).
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Abb. 15: Zytotoxizitatsuntersuchung bei den Patienten 5 und 6
Bei beiden Patienten konnte keine Lyse von T2-Zellen, die mit hTERT-Peptiden beladen waren, gemessen
werden.
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4. Diskussion

4.1 Pulsierung und Ausreifung der DC

In der vorliegenden Arbeit wurde die Ausreifung von DC exemplarisch bei dem gesunden
Spender 5 untersucht. Hierbei wurde die Expressionsstarke der Oberflachenmarker CD80,
CD83 und CD86 auf den DC gemessen, welche phanotypische Charakteristika reifer DC sind.
Die alteste und am haufigsten verwendete Methode fiir die Ausreifung von DC, der
Goldstandard, ist der Zytokincocktail (Jonuleit et al. 1997, Jonuleit et al. 2001). Die mit dem
Zytokincocktail gereiften DC exprimierten CD83 und CD86 mit einer hohen Fluoreszenz. Die
Expression von CD80 nahm nur leicht zu. Unter den mit sCD40L und TLR7/8L gereiften DC
zeigte sich eine deutlich vermehrte Expression des Reifungsmarker CD86 auf den DC, bei
CD83 und CD80 aber nur eine leicht vermehrte Expression. Die Expression der
Oberflachenmarker ist nur ein Indiz fir die Ausreifung der DC. Einzelne DC kdnnen im
Durchflusszytometer zwar als Zelle identifiziert werden, es kann jedoch nicht beurteilt
werden, inwieweit die DC funktionell ausgereift sind.

Die Ausreifung der DC mit sCD40L und TLR7/8L wird fiir die Aktivierung von T-Lymphozyten
als effektive Kombination beschrieben (Xu et al. 2006). In dieser Studie wird der Ligand
sCD40L zusammen mit einem Ligand fir TLR 7 und 8 genutzt, um eine Aktivierung der DC zu
erreichen. Dieses sorgt flr eine verstarkte IL-12 Produktion und damit eine bessere
Aktivierung CD8" T-Lymphozyten (Xu et al. 2003).

Alternativ konnen DC zusatzlich zu IL-4 und GM-CSF mit Zytokinen wie TNF-a, IFN-a oder der
Kombination aus beiden ausgereift werden (Aloysius et al. 2009). Hierbei stellte sich die
Kombination als beste Ausreifungsmethode heraus (Satthaporn et al. 2008), welches
begriindet wurde mit der hochsten Expression immunregulatorischer Proteine wie IL-10
sowie IL-12 und der erhohten Expression der Oberflaichenmarker CD80 sowie CD40 als
Zeichen der erfolgreichen Ausreifung. Bei der Reifung und Aktivierung der DC erfolgte, wie in
einigen anderen Studien, eine Zugabe von GM-CSF und IL-4 jeden zweiten Tag in den ersten
sechs Tagen (Gilboa 2007, Figdor et al. 2004, Banchereau et Steinman 1998). Eine andere
Studie Uber die Aktivierung hTERT-spezifischer T-Lymphozyten bei gesunden Spendern
berichtet tiber eine Ausreifung der DC in flinf Tagen (Filaci et al. 2006).
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Zelllinien anstelle von patienteneigenen DC kénnen verwendet werden mit dem Vorteil der
unbegrenzten Anzahl von DC, welche eine Alternative zu der begrenzten Zellzahl von
Patienten darstellt. In einer Studie (Santegoets et al. 2006) wurden DC mit verschiedenen
TAA, unter anderem auch hTERT, getestet. Die Antigene konnten auf den Zelllinien stabil und
kontrolliert prasentiert werden und es lief sich kein funktioneller Unterschied zu
monozytaren DC feststellen.

Unterschiede lassen sich in der Anzahl der Tage fiir die Ausreifung erkennen sowie den
Zugaben verschiedener Zytokine, wie IL.-4, GM-CSF, TNF-a, IFN-a und deren Kombinationen
fir eine erfolgreiche Ausreifung der DC.

Der Zeitpunkt der Beladung von DC mit Antigenen und die Herkunft sowie Qualitdt des
Antigens sind relevante Faktoren fiir die Generierung der DC als potente Immunstimulatoren
(Banchereau et Palucka 2005). Die Pulsierung, das heifSt die Beladung der DC mit dem fir
den Spender geeigneten, HLA-restringierten hTERT-Peptid wurde in der vorliegenden Arbeit
mit einer Menge von 30 pg durchgefiihrt. Die Menge des hTERT-Peptides variierte in
anderen Studien von 25 ug (Schmidt et al. 2006) bis 40 ug (Aloysius et al. 2009), wobei auch
diese Menge zu einem klinischen Ansprechen bei 4 von 16 Prostatapatienten nach
Vakzinierung fihrte (Aloysius et al. 2009). In allen Studien wurden die Peptide in DMSO
gelost. Dieses hat eine zytotoxische Wirkung (Brown et al. 1963), welches als Grund fiir eine

schlechtere Aktivierung der T-Lymphozyten im Folgenden in Frage kommt.

4.2 Depletion regulatorischer T-Lymphozyten

Hohe Anzahlen von T,z haben im Tiermodell die tumorspezifische Immunantwort der T-
Lymphozyten gehemmt (Sharma et al. 2006).

In vitro-Studien, welche DC mit der Ausreifung nach dem Goldstandard nutzen, kdnnen eine
Erhéhung der Expression von CD4"/CD25" T-Lymphozyten zur Folge haben. Dies wurde in
einer Studie mit Melanompatienten beschrieben (Banerjee et al. 2006) und stellte sich, auf
Grund der inhibitorischen Wirkung der regulatorischen T-Lymphozyten, als Problem bei der
Aktivierung spezifischer T-Zellen dar. In einer Studie (Asemissen et al. 2006) gelang die
Aktivierung von T-Lymphozyten gegen den Transkriptionsfaktor WT1 erst nach der Depletion
der regulatorischen T-Lymphozyten und 29,3% der T-Lymphozyten waren spezifisch fiir WT-
1.
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Um die inhibitorische Wirkung auf die Aktivierung TAA-spezifischer T-Lymphozyten zu
vermindern, wurden in der vorliegenden Arbeit die T, der nicht adhdrenten Zellen
depletiert (Trzonkowski et al. 2006). In den Untersuchungen wurden bei dem gesunden
Spender 4 die CD4'/CD25" Zellen von 7,4% vor Depletion auf 1,7% nach zweifacher
Depletion reduziert.

Nach gelungenen Depletionen der CD4'/CD25" T-Helfer Zellen in vitro liegen die ersten
Versuche in vivo vor. Es wurde versucht, die Anzahl regulatorischer T-Lymphozyten mit
einem zusammengesetzten Protein, aus IL-2 und Diphterie-Toxin, zu reduzieren. Ein Erfolg
war bei 14 Patienten mit metastasiertem Melanom oder Nierenzellkarzinom nach dieser
Behandlung nicht zu beobachten (Attia et al. 2005). Alternativ kann die Anzahl der T, und
deren inhibitorische Wirkung durch eine geringe orale Dosis Cyclophosphamid vermindert
werden (Lutsiak et al. 2005). Klinische Studien bei 8 Tumorpatienten (6 Patienten mit
Prostatakarzinom, 1 Patient mit Colorektalkarzinom und 1 Patient mit Oropharynxkarzinom)
nach hTERT-Vakzinierungen haben gezeigt, dass es bei 4 Patienten mit Prostatakarzinom, die
eine Treg Anzahl unter 0,5% hatten, zu einer Tumorregressionen gekommen ist (Aloysius et
al. 2009). In diesen Studien korrelierten geringe T,z Zahlen mit einer Tumorregression.

In der vorliegenden Studie waren die hohen Zellverluste ein Problem der Depletion
regulatorischer T-Lymphozyten, verursacht durch starke Verklumpung der T-Lymphozyten.
Die Klumpenbildung wurde stets nach dem Auftauen der nicht adhdrenten Zellen aus der
Kryokonservierung beobachtet. Ursache war, dass auch Granulozyten mit eingefroren
waren, die dabei beschadigt wurden, ihre DNA freisetzten und durch Verklebung der Zellen
zu einer Aggregatbildung fiuhrten (Brinkmann et al. 2004). Diese Klumpenbildung konnte
durch Zugabe von DNAse reduziert, jedoch nicht vollstandig verhindert werden. Andere
Gruppen haben gezeigt, dass durch den Einsatz der DNAse keine Veranderungen der
Zellvitalitat, Expression der Oberflichenmarker, Lymphozytenproliferation oder Induktion

von Zytokinen ausgel6st werden (Garcia-Pineres et al. 2006).

4.3 Aktivierung von hTERT-spezifischen T-Lymphozyten

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Aktivierung hTERT-spezifischer T-Zellen bei gesunden
Spendern sowie bei den Patienten mit NSCLC eine dreimalige Stimulation mit hTERT-

peptidbeladenen DC vorgenommen (Vonderheide et al. 2001, Marten et al. 2006). Fir eine
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bessere Aktivierung hTERT-spezifischer T-Lymphozyten wurde zusatzlich ab dem zehnten Tag
nach der Stimulation der T-Lymphozyten mit den hTERT-peptidbeladenen DC 20 U/ml IL-2

hinzugegeben.

Bei drei von vier gesunden Spendern konnte eine IFNy-Produktion der CD8" T-Lymphozyten
nach Stimulation mit dem hTERT-Peptid gemessen werden. Die IFNy-Produktion war bei den
CD8" T-Lymphozyten, die mit sCD40L und TLR7/8L gereiften DC stimuliert worden waren, bei
drei Spendern positiv und betrug 0,1 bis 0,4%. Sie war bei zwei Spendern nur bei den CD8" T-
Lymphozyten positiv, die mit zytokingereiften DC stimuliert worden waren.

Im Vergleich liel sich bei einer anderen Studie (Filaci et al. 2006) mit 10 gesunden Spendern
nach einer fiinffachen Stimulation keine hTERT-spezifischen CD8" T-Lymphozyten in vitro bei
gesunden Spendern nachweisen. Im Gegensatz dazu wies eine weitere Untersuchung
(Vonderheide et al. 2001) nach einer dreifachen Stimulation bei allen zehn gesunden
Spendern bis 0,3% hTERT-spezifische CD8" T-Lymphozyten nach.

In der vorliegenden Arbeit war ein besseres Ansprechen der hTERT-spezifischen CD8" T-
Lymphozyten gesunder Spender auf DC, welche mit sCD40L und TLR7/8L ausgereift wurden,
zu beobachten. Eine verbesserte Aktivierung von T-Lymphozyten durch die Stimulation mit
DC, welche mit sCD40L und TLR7/8L gereift wurden, wurde auch durch eine andere Studie
festgestellt (Xu et al. 2006). Dies kann moglicherweise erklart werden durch die mit sCD40L
und TLR7/8L gesteigert Produktion des Zytokins IL-12, welches natirlicherweise von DC
produziert wird und fiir eine stirkere Aktivierung von CD8" T-Lymphozyten sowie
Verbesserung der Antigensensitivitat sorgt (Xu et al. 2003).

Unklar ist, warum hTERT-spezifische T-Lymphozyten Uberhaupt aktiviert werden konnten,
obwohl die gesunden Spender zuvor noch nie Kontakt mit dem Tumor-Peptid hatten. hTERT
ist ein Autoantigen, das nicht nur auf Tumorzellen, sondern auch auf anderen gesunden
korpereigenen Zellen, wie den hamatopoetischen Stammzellen, Keimzellen,
Embryonalzellen, Epithelzellen der Epidermis oder der Darmkrypten exprimiert wird (Huo et
al. 2006, Wahn et Meyerson 2001, Shay et Wright 2002). Eine Ursache konnten die
unterschiedlichen Isoformen des Antigens sein (NCBI 2011), weshalb in vitro eine neue
Antwort der T-Lymphozyten erzeugt wird. Dies konnte dadurch bestatigt werden, dass in
vitro aktivierte hTERT-spezifische, zytotoxische T-Lymphozyten nur Tumorzellen angreifen,

nicht jedoch Korperzellen (Scardio et al. 2002, Hernandez et al. 2002). Auch

40



hdamatopoetische Stammzellen werden in vitro durch hTERT-spezifische T-Lymphozyten nicht

lysiert (Vonderheide et al. 1999, Minev et al. 2000).

Bei vier von sechs NSCLC Patienten konnte bei 0,1 bis 1,3% der CD8" T-Lymphozyten eine
IFNy-Produktion nach Stimulation mit dem hTERT-Peptid festgestellt werden. Nach der
Stimulation mit DC, die mit Zytokinen ausgereift worden waren, zeigten die CD8" T-Zellen
von drei Patienten eine hTERT-spezifische IFNy-Produktion bis 1,3%. Bei DC, die mit sCD40L
und TLR7/8L gereift worden waren, wurde bei drei Patienten eine IFNy-Produktion von bis zu
0,7% der CD8" T-Lymphozyten gemessen.

Bei anderen Studien lieRen sich spontan im Elispot hTERT-spezifische T-Lymphozyten bei 18
von 31 (54%) nicht therapierter Patienten mit NSCLC nachweisen (Fabre et al. 2009). Erst
nach der sechsten Vakzinierung in vivo lieBen sich im Elispot bei 87,5% der Patienten mit
NSCLC (Bolonaki et al. 2008) hTERT-spezifische T-Lymphozyten in einer anderen
Untersuchung nachweisen. Vor der Vakzinierung waren keine hTERT-spezifischen T-
Lymphozyten zu finden und nach der Vakzinierung 0,1% hTERT-spezifische T-Lymphozyten.
hTERT-spezifische CD8" T-Lymphozyten lassen sich auch i(iber die Selektion mittels
Tetrameren finden (Altmann et al. 1996). Tetramere sind fluoreszenzmarkiert und bestehen
aus vier HLA-l Molekiilen mit daran gebundenen Antigenen. Bei der Ubereinstimmung des
Antigens mit dem fiir das Antigen-spezifischen T-Zell-Rezeptor auf den T-Lymphozyten,
bildet sich ein Komplex, der im Durchflusszytometer nachgewiesen werden kann. Bei einer
Studie an 27 Myelompatienten (Maecker et al. 2005) lieen sich nach einmaliger ex vivo
hTERT-Peptid Stimulation von T-Lymphozyten lber eine Tetrameranalyse bei zwei Patienten
0,3 bis 0,5% hTERT-spezifische T-Lymphozyten erkennen. Uber 0,15% bis 4,12% hTERT-
spezifische T-Lymphozyten wurden nach bis zu flnf in vitro Stimulationen in einer Studie mit
Zellen einer humanen AML Zelllinie (MUTZ-3) berichtet (Santegoets et al. 2006). In einer
weiteren Studie (Vonderheide et al. 2001) wurde nach dreifacher Stimulation bei 6 von 8
Patienten (3 mit Malignem Melanom, 2 mit Prostatakarzinom, 1 mit Lungenkarzinom, 1 mit
Blasenkarzinom und 1 mit Non-Hodgkin Lymphom) 1 bis 2% hTERT-spezifische T-
Lymphozyten in der Tetrameranalyse nachgewiesen, ohne Stimulation konnten keine hTERT-
spezifischen T-Lymphozyten registriert werden. Bei Patienten mit CML konnte bei 82% der
Patienten natlirlich vorkommende hTERT-spezifische T-Lymphozyten gefunden werden

(Gannage et al. 2005). In einer anderen Studie konnten ohne spezifische Stimulation bei 90%
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der Patienten mit verschiedenen Karzinomen zwischen 0,1 und 1,4% (Filaci et al. 2006)
hTERT-spezifische T-Lymphozyten nachgewiesen werden. Dieser Prozentsatz hTERT-
spezifischer IFNy" T-Lymphozyten ist dem der vorliegenden Arbeit nach dreifacher
Stimulation &hnlich. 0,71% spontan auftretende hTERT-spezifische T-Lymphozyten bei
Patienten mit hepatozellularem Karzinomen bestdtigen weiter das Auftreten der
spezifischen T-Lymphozyten (Mizukoshi et al. 2006). In dieser Arbeit wurden 10 U/ml IL-2
zwei Tage nach Stimulation der T-Lymphozyten zugegeben, fiir eine bessere Aktivierung der
T-Lymphozyten.

In der vorliegenden Arbeit Idsst sich feststellen, dass sich bei den CD8" T-Lymphozyten durch
die Ausreifung der DC mit Zytokinen hdhere IFNy-Produktionen ergaben als nach DC
Ausreifung mit sCD40L und TLR7/8L. Die Ausreifung der DC mit Zytokinen ist daher in dieser
Studie als die bessere Methode zur Aktivierung der CD8" T-Lymphozyten bei NSCLC
Patienten zu beurteilen.

In Immuntherapien durch Vakzinierungen lieRen sich in manchen Studien nur klinische
Ansprechraten von bis zu 10% nachweisen (Rosenberg et al. 2004, Ribas 2006). Auch wenn
eine tumorspezifische T-Zell-Antwort ausgelést wird, muss sie keinen Schutz vor einer
Progression darstellen (Filaci et al. 2006). Dies ist moglicherweise auf lokale
Abwehrreaktionen des Tumors zurlckzufiihren. Es lassen sich eine Reihe von
Inhibitionsmechanismen des Tumors beschreiben (Drake et al. 2006). Ein
Schutzmechanismus des Tumors ist die geringe Expression von MHC Molekiilen, Antigenen,
B2 Mikroglobulinen oder von Transportern zur Prasentation der Antigene. Folge ist, dass der
Tumor nicht von den aktivierten T-Lymphozyten erkannt werden kann (Marincola et al.

2000).

Die unterschiedlichen Aktivierungen der CD8" T-Lymphozyten bei den Patienten lassen sich
auf diverse Ursachen zurickfihren. Eine mogliche Ursache konnte die individuell,
unterschiedliche Zusammensetzung der Untereinheiten des T-Zell-Rezeptors darstellen. Bei
den T-Zell-Rezeptoren kommen in spezifischen variablen Regionen Mutationen vor (Kieke et
al. 1999), welche mit hoherer oder niedriger Affinitat zu den DC einhergehen kdnnen. Das
Alter der Patienten, sowie die unter den Patienten variierenden Therapien bis zum
Untersuchungszeitpunkt haben Einfluss auf das Immunsystem (Dimeo et al. 1997) und

wirken sich dadurch auf die voneinander abweichende Aktivierungsfahigkeit der T-
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Lymphozyten aus. Eine Studie (Goronzy et al. 2001) bestatigte, dass bei Patienten lber 65
Jahre mit einer vermehrten Anzahl von CD8" Zellen ohne Expression von CD28 eine
schlechtere Aktivierung der T-Lymphozyten nachzuweisen war. Hierbei ist der
Oberflachenmarker CD28 der T-Lymphozyten ein fiir die Aktivierung von T-Lymphozyten
wichtiges kostimulatorisches Signal fir die Interleukinproduktion. Weiter supprimieren
Chemotherapien das Immunsystem (Dimeo et al. 1997) und dadurch die T-
Lymphozytenantwort. In einer Studie (Bolonaki et al. 2008) wurde gezeigt, dass ein groRerer
klinischer Erfolg bei einer friih eintretenden Immunantwort und einer geringen Tumorlast
entsteht. Es konnte auch schon in der fetalen Entwicklung ein Abwehrmechanismen
entstanden sein, so dass das Antigen nicht als fremd erkannt wird und keine Immunantwort
dagegen gebildet wird. Dies geschieht, indem der Tumor das hTERT-Antigen exprimiert,
welches schon sehr friihzeitig auf Kérperzellen exprimiert und somit als kérpereigen erkannt
wird (Liu et al. 2010). Die geringe Aktivierungen der T-Lymphozyten kann daher an der
schwachen Immunogenitat des hTERT-Peptides liegen, da es als Selbstantigen erkannt wird
(Huo et al. 2006). Eine bedeutende Rolle fiir die Aktivierung von T-Lymphozyten spielt auch
die Expression von CD152 (CTLA4) auf aktivierten T-Lymphozyten, welche die Interaktionen
mit der Zielzelle unterdriickt (Schneider et al. 2006). Mit der Anzahl der Stimulationen der T-
Lymphozyten bei gesunden Spendern sowie bei Patienten steigt der Prozentsatz spezifischer
T-Lymphozyten. Es konnten zum Beispiel nach fiinf hTERT-spezifischen Stimulationen bis
4,12% hTERT-spezifische T-Lymphozyten (Santegoets et al. 2006) aktiviert werden im
Gegensatz dazu jedoch auch keine hTERT-spezifischen T-Lymphozyten (Filiaci et al. 2006)

nach finf hTERT-spezifischen Stimulationen.

Ein weiteres interessantes Ergebnis lieferte die Untersuchung der IFNy-Produktion der CD4"
T-Lymphozyten. Diese betrug in dieser Studie 0,1 bis 0,4%. Hierbei waren die CD4" T-
Lymphozyten von drei der vier gesunden Spender nach Stimulation mit dem hTERT-Peptid
IFNy". Es konnte eine IFNy-Produktion der T-Lymphozyten nach Stimulation mit
zytokingereiften DC bei drei Spendern und bei den sCD40L und TLR7/8L gereiften DC bei
zwei der vier Spender festgestellt werden. Hieraus ergibt sich, dass die mit Zytokinen
ausgereiften DC sich in dieser Arbeit besser zur Aktivierung hTERT-spezifischer CD4" T-

Lymphozyten bei gesunden Spendern eignen.
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In den Untersuchungen der sechs Patienten mit NSCLC konnte bei drei Patienten nach
Stimulation mit hTERT-Peptiden eine IFNy-Produktion von 0,1 bis 1,4% der CD4" T-
Lymphozyten gemessen werden. Nach der Stimulation mit DC, die mit Zytokinen ausgereift
worden waren, zeigten drei Patienten eine hTERT-spezifische IFNy-Produktion von 0 bis 1,4%
der CD4" Zellen. Bei zwei Patienten konnte nach Stimulation mit DC, die mit sCD40L und
TLR7/8L ausgereift worden waren, bei 0,1% der T-Lymphozyten eine IFNy-Produktion
gemessen werden. Die Ausreifung der DC mit Zytokinen erscheint in dieser Untersuchung fir
die Stimulation von CD4" T-Lymphozyten bei Patienten mit NSCLC geeigneter.

Die IFNy-Produktion der CD4" T-Lymphozyten ldsst sich theoretisch nur durch eine
Prasentation der vorliegenden DR-Peptide (p766, p672) im MHC Il Molekil auslésen
(Schroers et al. 2002, 2003). Es lieR sich allerdings bei den Patienten 1 und 2 unter
Verwendung der HLA-Klasse |l DR-Peptide keine IFNy-Produktion der CD4" T-Lymphozyten
erzeugen. Hingegen lieR sich bei dem Patienten 4 mit dem DR-Peptid eine hTERT-spezifische
IFNy-Produktion bei 0,1% der Lymphozyten aktivieren, sowohl nach Stimulation mit DC, die
mit Zytokinen, als auch nach Stimulation mit DC, die mit sCD40L und TLR7/8L ausgereift
waren. Bei dem Patienten 5 lieR sich eine IFNy-Produktion bei 1,4% der CD4" T-Lymphozyten
nachweisen. Die DC waren jedoch nicht mit DR-Peptiden beladen worden. Ebenso wurden
bei den gesunden Spendern nur HLA-A2 und -A24 restringierte hTERT-Peptide genutzt,
welche nur (iber MHC | prasentiert werden und daher nur CD8" T-Lymphozyten ansprechen
sollten (Schroers et al. 2002, 2003). Eine mogliche Erklarung liegt in der Prasentation von
Peptiden, die normalerweise nur auf HLA-Klasse I-Molekiilen prasentiert werden, auf HLA-
Klasse II-Molekiilen (Chicz et al. 1993). Eine Aktivierung tber umliegende, aktivierte CD8"
Zellen (Bystander-Effekt) kénnte auch die Aktivierung der CD4" T-Lymphozyten erkliren
(Zhou et al. 2011). Studien zeigen, dass die CD4" T-Zellantwort nicht fiir die primare CD8" T-
Zellantwort, sondern fiir die T-Gedachtniszellantwort wichtig ist (Castellino et Germain

2006), welches die Bedeutung der CD4" T-Zellantwort verdeutlicht.

Es konnte in weiteren Vakzinierungs-Studien mit hTERT festgestellt werden, dass es in vivo
zu keinen toxischen Reaktionen an gesunden Zellen, wie Keimzellen, Kérperzellen oder B-
Lymphozyten gekommen ist (Vonderheide et al. 2004, Vonderheide et al. 2001, Minev et al.
2000, Schroers et al. 2002). Weiterhin konnten auch in klinischen Studien nach Vakzinierung

mit hTERT-Peptiden keine Laborverdanderungen, histologischen Veranderungen des
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Knochenmarks oder Reduzierungen der Immunglobuline festgestellt werden (Vonderheide
et al. 2004). Die hTERT-Vakzinierungstherapie wurde als gut vertraglich beschrieben (Marten
et al. 2006). Ebenso wurde in anderen Untersuchungen (Bolonaki et al. 2007) nach der Gabe
des hTERT-Peptides HLA-A2 p572 nur eine Grad | Toxizitdt mit lokalen Hautreaktionen,
leichter Anamie, Fieber und Thrombozytopenie bei 16 von 22 Patienten festgestellt. Ein
Patient entwickelte allerdings eine Toxizitdt zweiten Grades. In anderen Studien wurden
ebenfalls nur leichte Nebenwirkungen nach hTERT-Vakzinierungen beschrieben, z. B. lokale
Hautreaktionen, grippedhnliche Symptome, leichtes Fieber, Schiittelfrost, Schmerzen,
Ubelkeit und Erbrechen (Brunsvig et al. 2006, Bernhardt et al. 2006).

Flr eine weitere Verbesserung der Aktivierung hTERT-spezifischen T-Lymphozyten kommen
mehrere Moglichkeiten in Betracht. Durch das Zufiigen von Adjuvantien, wie den CpG
Oligonukleotiden lieRen sich die Entziindungssignale verstarken (Parmiani et al. 2002). Als
Adjuvantien konnten auch Zytokine wie GM-CSF, IL-2, IL-12 oder Chemokine zusatzlich
gegeben werden (Xu et al. 2003, Domcheck et al. 2006). Ein weiterer Ansatz ist die Gabe von
Antikorpern gegen CD40, CD80, CD134 und CD137 (Melero et al. 2007), die die
unterdriickende Antwort des Immunsystems antagonisieren, bzw. die Aktivierung der
Immunantwort bewirken. Es wurde auch beobachtet, dass neben der zelluldaren
Immunantwort gegen hTERT, bei Patienten anti-hTERT-spezifische Auto-Antikdrper
vorhanden sind, die in einer weiteren Immuntherapie mit bericksichtigt werden kénnten

(Masutomi et al. 2002).

4.4 Zytotoxizitit separierter CD137" T-Lymphozyten

Der Oberflaichenmarker CD137 kann fir die Erkennung, Selektion und Expansion von
aktivierten CD8" T-Lymphozyten (Wolfl et al. 2007) und CD4" T-Helfer-Zellen (Wehler et al.
2008) eingesetzt werden.

In den Zytotoxizitdtsversuchen (Brunner et al. 1968, Henkart, P. A. 1997) dieser Arbeit liel
sich bei steigendem Verhiltnis von T2-Zellen zu CD137" T-Lymphozyten (1:10, 1:20, 1:40)
eine steigende, CMV-spezifische Lyse messen. Die starkste Lyse von 9,21% bei CMV-
peptidmixbeladenen T2-Zellen lieB sich im Verhaltnis 1:40 messen. Bei 1:20 waren es
lediglich 3,24% Lyse und im kleinsten Verhaltnis bei 1:10 war keine Lyse messbar. Im CMV-

Zytotoxizitatsversuch lieB sich die Abhdngigkeit von T2-Zelle zu spezifischen T-Lymphozyten
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gut darstellen, denn gréRere Zellzahlen von CD137" Zellen zu geringeren T2-Zellzahlen
flhrten zu einer starkeren Lyse.

In den Zytotoxizitdatsversuchen bei den Patienten 5 und 6 wurde keine Lyse der hTERT-
peptidbeladenen T2-Zellen durch die hTERT-spezifischen T-Lymphozyten gemessen.
Méoglicherweise ist die Ursache das geringe Verhiltnis zwischen T2-Zellen und CD137" T-
Lymphozyten, die nur eine Inkubation von Effektor- und Zielzellen im Verhiéltnis 1:13, bzw.
1:40 mit unseparierten T-Zellen, ermdglichte. Dieses kdnnte durch eine Expansion der T-
Lymphozyten behoben werden, was in dieser Arbeit nicht gelang. Im Gegensatz zu dieser
Studie konnte in einer anderen Studie (Filaci et al. 2006) die ex vivo Expansion der hTERT
p540-spezifischen T-Lymphozyten erfolgreich durchgefiihrt werden. Denkbar wadre eine
initiale Isolation von hTERT-spezifischen T-Zellen, gefolgt von einer Expansion. Die prazise
Selektion der hTERT-spezifischen, zytotoxischen T-Lymphozyten kdnnte mit Tetramere
gelingen (Brunsvig et al. 2006, Wenandy et al. 2008). Die Funktionalitdt der selektierten T-
Lymphozyten kénnte dann im weiteren Versuch, dem Zytotoxizitatstest, untersucht werden.
Die geringen Zellzahlen bei den Patienten lassen sich dadurch erklaren, dass sich wahrend
der Versuchsdurchfiihrungen alle Patienten in Therapie befanden und damit die Zellzahlen
reduziert waren (Dimeo et al. 1997). In einer anderen Studie war bei einem Verhéltnisse von
1:40 zwischen Tumorzellen und hTERT-spezifischen T-Lymphozyten eine Lyse von 40% zu
beobachten. hTERT-peptidbeladene T2-Zellen wurden nicht Ilysiert, sondern nur
Tumorzellen, die hTERT Uberexprimierten (Su et al. 2002). Nach einer Vakzinierung von
Nierenzellkarzinompatienten konnte eine Lyse von bis zu 90% hTERT-peptidbeladenen T2-
Zellen oder HLA-identer, allogener Nierenkarzinomzellen durch hTERT-spezifische T-
Lymphozyten im Zytotoxizitdtsversuch nachgewiesen werden (Maerten et al. 2006). Hierbei
lag ein Verhaltnis von einer hTERT-peptidbeladenen T2-Zelle zu 80 hTERT-spezifischen T-
Lymphozyten vor.

Als Alternative zu dem Zytotoxizititsversuch mit Chrom ! ist die Farbung mit dem Marker
CD107 beschrieben (Betts et al. 2003). Vorteile sind, dass kein radioaktives Material
verwendet werden muss und nur eine geringere Anzahl von Effektorzellen bendétigt wird, da
jede Zelle einzeln erfasst wird (Mittendorf et al. 2005). Ein Problem im Zytotoxizitatsversuch
ist der Verlust der Vitalitat der Zellen und deren Weiterverwendbarkeit, welches bei der
Verwendung von CD107 ausbleibt. Bei der Degranulation der T-Lymphozyten nach

Aktivierung wird CD107 mit einem spezifischen Antikérper markiert, welches innerhalb der
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Membran zytotoxischer Granula der T-Lymphozyten sitzt und durch die Degranulation auf
die Zelloberflache gelangt. CD107 ist kennzeichnend fir spezifisch lysierende Zellen. Dieses
wurde mit HER2/neu auf T2-Zellen bei Patientinnen mit Mammakarzinom gezeigt

(Mittendorf et al. 2005) und es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zu dem

Chromfreisetzungstest.
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5. Zusammenfassung

Die Behandlung des fortgeschrittenen Lungenkarzinoms ist immer noch mit einer
begrenzten Uberlebensdauer nach den aktuellen Chemo-, Radio- und Antikérpertherapien
assoziiert. Moglicherweise enthalt die zelluldre Immuntherapie
Verbesserungsmoglichkeiten.

Die humane Telomerase Reverse Transcriptase ist ein Antigen, das auf mehr als 85% aller
Tumorzellen exprimiert wird und von zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt werden kann.
Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung, inwieweit sich die T-
Lymphozyten von Patienten mit Nicht-Kleinzelligem Lungenkarzinom gegen das hTERT-
Peptid, prasentiert auf Dendritischen Zellen, am besten spezifisch aktivieren lassen.

Fiir diese Arbeit wurden bei sechs Patienten Dendritische Zellen mit HLA-restringierten
hTERT-Peptiden beladen. Diese peptidbeladenen Dendritischen Zellen wurden mit
unterschiedlichen Reifungsfaktoren, mit Zytokinen oder mit sCD40L und TLR7/8L ausgereift
und zur Aktivierung von Lymphozyten eingesetzt. Die Aktivierung wurde anhand der
intrazelluldren IFNy-Produktion der CD8" T-Lymphozyten durchflusszytometrisch gemessen.
Bei vier von sechs Patienten wurden 0,1 bis 1,3% IFNy" CD8" Zellen gefunden und bei drei
von sechs Patienten 0,1 bis 1,4% IFNy" CD4" Zellen. Die DC, die mit Zytokinen ausgereift
worden waren, aktivierten bei drei Patienten CD4" und CD8" T-Lymphozyten. Es lieRen sich
bei den Patienten 0,1 bis 1,3% IFN* CD8" Zellen und 0,1 bis 1,4% IFN* CD4" Zellen
nachweisen. Die DC, die mit sCD40L und TLR7/8L ausgereift worden waren, aktivierten
ebenfalls bei drei bzw. zwei Patienten die CD8" und CD4" T-Lymphozyten. Es lieRen sich
jedoch nur 0,1 bis 0,3% IFN* CD8" Zellen, sowie 0,1 % IFN* CD4" Zellen nachweisen.

Im anschliefenden Zytotoxizitatsversuch wurde die Funktionalitat der hTERT-spezifischen T-
Lymphozyten untersucht. In diesen Untersuchungen liel sich bei keinem der zwei

untersuchten Patienten eine hTERT-spezifische Lyse nachweisen.
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