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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéaftigt sich mit der \Eicklung von Adjuvantien fur die
antitumorale Immuntherapie mit dendritischen Zellefu diesem Zweck wurden die
synergistische Aktivierung von dendritischen Zel{BxC) durch Kombinationen von Tdlike
Rezeptor (TLR) Liganden und die Eignung von Dexteatikeln als moéglicher Trager in der
Immuntherapie untersucht.

In einem ersten Schritt wurde die Wirkungsbandbreder TLR Liganden LPS
(Lipopolysaccharid), CpG_(¢tosin-ghosphatidyl-Gianosin), PGN_(&ptidodykan) und Poly
(I:C) (Polyinosin:Polycytidyl-Saure) bei der Aktanung von BM-DC [one-narrow
generierten DC) anhand verschiedener Parametersunte. Anschlieend wurden die TLR
Liganden in supoptimalen Konzentrationen in Dredenbinationen miteinander kombiniert,
um syngergistische Effekte auf die Freisetzung Nofh2 nachzuweisen. Es zeigte sich, dal3
alle vier moglichen Kombinationen eine synergistiserstarkte Freisetzung von IL-12 durch
BM-DC induzieren. Es wurde die Kombination aus CPGN und Poly (I:C) ausgewahlt und
in Titrationsexperimenten die Konzentrationen déRTLiganden evaluiert, bei der die
Freisetzung von IL-12 maximal ist. Nachfolgende atehe zeigten, dal’ die synergistische
Produktion von IL-12 nach Stimulation mit CpG undlyP(l:C) durch Zusatz von PGN
dosisabhangig gesenkt wird, wahrend gleichzeiggRdeisetzung von IL-10 Uberproportional
stark ansteigt. Dies resultierte in einer vermitelerTyl-polarisierenden Wirkung der so
stimulierten BM-DCin vitro. In vivo-Versuche mit transferierten Zellen aus T-Zellréaep
transgenen Mausen zeigten eine starke Antigenfsgd® Proliferation nach Applikation
synergistisch aktivierter BM-DC, die mit steigend®&BN-Konzentration geringer wurde. Die
Auslésephase einer Hypersensibilitatsreaktion venzagerten Typ war bei Mausen, die mit
synergistisch aktivierten BM-DC sensibilisiert werdwaren, ebenfalls umso schwacher je
mehr PGN bei der Aktivierung der DC verwendet waraear. Ein Trend, der letztendlich
auch bei der Freisetzung vopnIFZytokinen durch Lymphknotenzellen, die den Mausach
Beendigung der Hypersensibilitatsreaktion entnommaren, bestéatigt wurde.

Die in dieser Arbeit gemachten Untersuchungen rem@eo einen starken synergistischen
Effekt auf die Freisetzung von IL-12 durch DC undaf die Tyl-Polarisierung von T-Zell
Antworten durch eine Stimulation mit der Kombinatiaus CpG und Poly (I:C) sowolm
vitro als auchin vivo. Die Zugabe des dritten TLR Liganden PGN resu#ian einer
vermehrten Produktion von IL-10 und einer Verringey des Effekts durch CpG und Poly
(I:C), was eindeutig auf tolerogene Eigenschafteset Kombination hinweistAul3erdem

zeigen die Daten, dal3 auch die Freisetzung vorOlkyhergistisch erhéht werden kann.



Die Erkenntnisse um eine synergistische Aktiviernng DC durch mehrere TLR Liganden
sollen spater bei Versuchen Anwendung finden, idie sit derin siti-Aktivierung von DC
mit Hilfe von partikularen Adjuvantien beschéaftigeDafir wurden im zweiten Teil der
Arbeit Dextran-basierende Nanopartikel hergestd&l. konnte fluoreszenz-mikroskopisch
gezeigt werden, dal} diese Partikel effektiv von BM-aufgenommen werden. Der Einschlul
von LPS fiihrte zu einer Aktivierung von BM-DC, gagedurch erhthte Expression von
Oberflachenmarkern auf diesen Zellen, und nach Hatan von BM-DC mit OVA-
enthaltenden Partikel konnten diese die Antigerrfisehe Proliferation von TCR-
transgenen T-Zellem vitro undin vivo induzieren. Die Sensibilisierung mit LPS- und OVA-
enthaltenden Dextranpartikeln resultierte nach @aishg einer Hypersensibilitatsreaktion des
verzogerten Typs in einer starken und im Verglemir Sensibilisierung mit |6slichen
Komponten wesentlich nachhaltigeren Immunantwosrxtian-basierende Nanopartikel, in
die LPS und OVA eingeschlossen ist, werden also D@haufgenommen und prozessiert,
was zur Aktivierung der Zellen und zur Préasentati@s Antigens fuhrtln vivo induzieren

diese Partikel eine starkeyT-polarisierte Immunantwort.
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Einleitung 1

Einleitung

1. Das Immunsystem
Multizellulare Organismen haben verschiedenste eigungsmoglichkeiten zur Abwehr

zerstorerischer Mikroorganismen und Neutralisatineigesetzter virulenter Faktoren
entwickelt. Bei den Vertebraten wird diese Aufgalo® einem Immunsystem Gbernommen,
das eine angeborene und eine erworbene Komponesitatb

Phylogenetisch betrachtet ist das angeborene Inystem der wesentlich &altere Teil und
bildet die erste Verteidigungslinie gegen eingedame Mikroorganismen. Neben dem
Einsatz physikalischer Barrieren (Epithelien derutiaund biochemischer ,Kampfstoffe*
(z.B. das antibakteriell wirkende Lysozym der Trdftiessigkeit) verwendet es hierfur im
Wesentlichen drei Strategien der Immunerkennung,atle auf einem beschrankten Satz in
der Keimbahn festgelegter Rezeptoren beruhen. Btegum Einen die Erkennung von
korpereigenen Zellen, die z.B. in Folge des Stsesseer viralen Infektion ein veréandertes
Muster von Markern aufweisen, was die Beseitiguresal Zellen durch das angeborene
Immunsystem nach sich zieht. So kann eine Infekiibar zellautonome Mechanismen die
Apoptose der befallenen Zelle induzieren (1), wadem Erscheinen von Phosphatidylserin
(PS) auf der Oberflache resultiert. Dieses normadexe auf der Innenseite der
Plasmamembran lokalisierte Phospholipid wird vorRe2eptoren auf Makrophagen und
anderen Phagozyten erkannt und fiihrt zur Phagaeytesapoptotischen Zellen (2). Ahnlich
der Erkennung von ajtered self beruht die Detektion von missing seff auf einer
veranderten Expression von Oberflachenmarkern. |&eterem ist allerdings das Fehlen
bestimmter Merkmale das entscheidende Kriterium diine Zerstérung durch Zellen des
Immunsystems. Das bekannteste Beispiel hierfurdast Wechselspiel von MHOm@jor
histocompatibility _ompley I-Molekilen mit den KIR Killer cell immunoglobin-like
receptorg auf natirlichen Killerzellen (NK-Zellen). Alle Zen des Korpers mit einem
Zellkern exprimieren MHC [|-Molekile auf ihrer Obkéhe, mit denen vorwiegend
intrazellular generierte Peptide dem Immunsyste@sgmtiert werden. Auf diese Weise
werden im Falle einer erfolgten Infektion der Zaligrch Viren oder intrazellulare Bakterien
auch Peptide der Eindringlinge patrouillierendenmimmzellen dargeboten. Eine gangige
Strategie, eine hierdurch bedingte Immunerkennungumterbinden, ist die Blockade des
MHC I-Transports zur Zellmembran. Diese MHC I-defiten Zellen werden von NK Zellen
erkannt, denn NK Zellen téten benachbarte Zelletssib, sofern diese nicht durch Bindung

der KIR-Rezptoren an endogene MHC I-Molekule fuoikéll inaktiviert werden. (3).
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Die direkte Erkennung von Mikroorganismen und aadenicht kdrpereigenen Strukturen
(,nonself*), stellt die dritte Saule des angeborenen Immunsystéar und beruht auf der
Detektion von essentiellen und daher stark konsgem Produkten der mikrobiellen
Physiologie. Diese invarianten Strukturen, PAMPatlfijogen-asociated mlecular matterng

genannt, werden nicht vom Wirt produziert und stgdisch flr bestimmte Klassen von
Mikroorganismen. Es war eine der grof3en Leistungen Charles A. Janeway Jr., die
Existenz dieser Muster und ihrer entsprechenderef®een im Immunsystem, die PRRs
(pattern ecognition_eceptory zu postulieren, als die immunologische Fachwelthnvon

einem eher unspezifisch agierenden, angeborenemuhsystem ausging (4). Die am besten

charakterisierte Klasse von PRRs ist die Familielddrs (Toll-like receptors.

2. Die TLR (Toll-like receptor) Familie
Toll wurde das erste Mal als ein Typ | Transmemizaeptor mit einer wichtigen Rolle bei

der dorso-ventralen Entwicklung vd@rosophilaEmbryonen beschrieben (5). Die genauere
Untersuchung des Signaltransduktionsweges von [@rathte bemerkenswerte Homologien
mit dem fir das Immunsystem von Mammalia so wiatigNFKB (nuclear fctor-kB)
pathwayhervor, was letztendlich in der Entdeckung eiretdutsamen Rolle von Toll fur das
Immunsystem von Drosophila mindete. So konnterebiabht Mitglieder der Toll Familie in
Drosophila identifiziert werden (6), von denen nesténs zwei in der Lage sind,
verschiedene Pathogene zu unterscheiden (7;8).

Sozusagen nebenbei wurde auf diese Weise auch renwloge Familie von Toll
Rezeptoren, die sogenannten Toll-dhnlichen RezeptfFLRs) in Mammalia entdeckt (9),
die im humanen System bisher 11 Mitglieder umfaRiR1-11) (10). Alle Mitglieder dieser
Familie liegen als Homo- oder Heterodimere (TLR1#2d TLR2/6) vor, besitzen eine
einzelne Transmembran-Doméane, eine aminoterminalecih-reiche, (LRRJeucine-ich
repea) extrazellulare Doméane, welche der Ligandenbindudgent, sowie eine
carboxyterminale, intrazellulare Domane, die flig &ignaltransduktion zustandig ist. Diese
bezeichnet man aufgrund der grof3en Homologie zuzgtoplasmatischen Doméane des
Interleukin-1 Rezeptors (IL-1R) als Toll/IL-1R (T)®oméne (11).

2.1. Die Spezifitdt der TLRs
Die extrazellulare Domane von TLRs besteht aus3.8@pien der LRR, wobei jedes 24-29

Aminosauren umfafldt. Die LRR bilden zusammen einfeibenformige Formation, deren

konkave Oberflache vermutlich direkt der Erkennaieg verschiedenen PAMPs dient. Eine
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bemerkenswerte Eigenschaft der TLRs ist es, trotf3ey Homologien der LRR keine
Liganden untereinander zu teilen und gleichzeitign eveites Spektrum strukturell
unterschiedlicher Molekile durch einen einzigendpear abzudecken (10).

TLR1/2 und TLR2/6: Diese Heterodimere sind auf Brgennung und Unterscheidung von

triacylierten bzw. diacylierten Lipopeptiden spdiziart. Dieser scheinbar banale Unterschied
markiert eine differenzierte Detektion von Gramipeen Bakterien und Mycobakterien
(12;13). Die Kollaboration mit nicht-TLR Rezeptorete Dectin-1 (endritic cell-associated
c-type lectinl) ermdglicht dem TLR2 eine weitere Diversifiziagu der Erkennung von
PAMPs wie z.B. Zymosan, eine Zellwand-Komponente Mefen (14).

TLR3: Wahrend der Replikation der meisten Viren dwizu irgendeinem Zeitpunkt
doppelstrangige RNA (dsRNA) hergestellt, eine Falimser Nukleinsaure, die weitgehend
untypisch fur die Wirtszelle ist und es dem Immugteyn daher ermdglicht, Gber die
Erkennung durch den TLRS3 virale Infektionen zu Hiésen (15).

TLR4: Dieser TLR wurde als erstes Mitglied der TEBmilie entdeckt und ist fir den schon
lange bekannten, stimulierenden Effekt von Lipopabchariden (LPS) auf das Immunsystem
verantwortlich. LPS ist ein Bestandteil der aul3éviembran Gram-negativer Bakterien (16).
TLR5: Der Ligand fur TLR5 ist Flagellin, ein obligaisches Protein des bakteriellen
Flagellums, einer schwanzférmigen Fortbewegungsmitm einiger Gram-negativer und —
positiver Bakterien (17).

TLR7/TLR8: Synthetische Imidazoquinoline wie Imiqod (R-837) und Resiquimod (R-
848), die als antivirale Wirkstoffe Verwendung ferd waren lange die einzigen bekannten
Liganden fir diese TLRs. Erst 2004 konnte viralezelstrangige RNA (ssRNA) als
natdrlicher Ligand identifiziert werden (18).

TLR9: Der Anteil von Cytosin-Guanin-Dinukleotide@gG) im Genom von Vertebraten ist
relativ gering im Vergleich zu dem von Bakterien5@-1:60 bzw. 1:16) und zudem sind
Cytosin-Nukleotide bei Wirbeltieren meist methylieDieser Umstand wird bei der
Erkennung bakterieller doppelstrangiger DNA (dsDNiych den TLR9 ausgenutzt (11).
TLR10: Bislang konnten keine Hinweise auf einendnden fir diesen TLR gefunden
werden. Erschwert wird die Suche durch das Fehleesdunktionellen Gens fur TLR10 in
der Maus sowie einer sehr eingeschrankten Expregssillumanen System (19).

TLR11: Auch der Ligand fir TLR11 konnte bisher riigenauer bestimmt werden. Erwiesen
ist aber die Erkennung bestimmter uropathogeneni@givonEscherichia colidurch diesen
Rezeptor. Die Expression von TLR11 im humanen Sydieibt allerdings zweifelhaft, da
bisherige Genomanalysen die Existenz eines Stopsodm mutmallichen ORFofen
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reading fame des entsprechenden Gens gezeigt haben. Andésersaben neuere
Untersuchungen einen haufigen Polymorphismus inhdenanen TLR5-Sequenz enthllt,
bei dem die Expression des Rezeptors ebenfallshdeirc Stopcodon verhindert wird. Es
besteht also die Méglichkeit, dal3 das StopcodoflifR11 wie im oben genannten Fall nur

einen genetischen Polymorphismus reprasentiert (20)

2.2. Die Signaltransduktion der TLRs
Die Signaltransduktion Gber TLRs ist entweder MyE@thangig oder —unabhéngig. MyD88

(myeloid _dfferntiation primary-response protein 88t das universelle Adaptor-Protein in
der Signalkaskade der TLRs. Bis auf einen TLR, TeR3, sind alle TLRs fir die optimale
Signalweiterleitung auf dieses Protein angewiesen.

Nach der Ligandenbindung dimerisieren die TIR-Doeménder TLR-Homo- bzw.
Heterodimere, und die resultierende Konformatiodsémng ermdéglicht die Bindung des
MyD88 Uber dessen eigene TIR-Domane. Eine zweitede des Adapterproteins, die DD
(death _@main bindet daraufhin die DD von IRAK_I(}1R-associated_inasg 4. Diese
homophile DD Bindung resultiert in der Phosphomylieg von IRAK1 durch IRAK4,
woraufhin IRAK1 im N-Terminus autophosphoryliertradii Das hyperphosphorylierte IRAK1
wird von TRAF fumor-necrosis factoraceptor-gsociated dctor) 6 gebunden, was die
Loslésung des IRAK1-TRAF6 Dimers vom Rezeptor b&twiDas Dimer interagiert nun an
der Plasmamembran mit einem Komplex bestehend Als(Transforming growth factofz-
activated knasg 1, TAB (TAK1-binding protein 1 und TAB2 oder TAB3. Diese Interaktion
fuhrt zur Phosphorylierung des Komplexes, der dandas Zytoplasma migriert, wo es zur
Aktivierung von IKK (nhibitor of NFkB (IkB) kinasg kommt, das wiederumkB
phosphoryliert. Die Phosphorylierung deslhat eine Ubiquitinylierung desselben zur Folge,
was in einer Degradierung des Inhibitors durch d&®teasom mundet, woraufhin
Transkriptionsfaktoren der NkB-Familie freigelassen werden. Diese translozigremlen
Nukleus, wo sie eine Reihe Entziindungs-relevanggre@ktivieren (10;21).

Die MyD88-unabhéngige Signaltransduktion, nachgsene bisher nur fir die
Signalweiterleitung von TLR3 und TLR4, nutzt eindares, zentrales Adapter-Molekul als
MyD88, TRIF (TIR domain-containing adaptonducing IEN-$). Dieser Weg ist weniger gut
beschrieben, fiihrt aber letztendlich Uber Aktivilgudes Transkriptionsfaktors IRF-3
(interferon_tegulatory &ctor-3) zur Bildung von Interferof-(IFN-B), welches die Expression
einer Serie von IFN-induzierbaren Genen initiiddeben IRF-3 werden auch bei diesem

Signalweg Faktoren der NkB-Familie aktiviert (22).
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Inzwischen einige weitere Adapter-Molekule ideatgrt worden, welche die Aufgabe haben,
Uber eigene TIR-Domanen die Signaltransduktion dWgD88 sowie TRIF zu modulieren.
Beispiele hierfir sind TRAM (TRIFelated aaptor nolecul§ (23) sowie TIRAP (TIR
domain-containing_adaptor rptein) (24). Somit wird gewéhrleistet, daf3 die Aktiviegu
verschiedener TLR auch zu der Induzierung unteesiticher Ereignisse innerhalb der Zelle
fuhrt.

Neben der intrinsischen Spezifitdt der TLRs und diér jeden TLR individuellen
Signaltransduktion wird die Detektion von Pathogefiber diese Rezeptoren noch von der
Lokalisation und dem Expressionsmuster bestimmibe&imden sich die gegen extrazellulare
Pathogene gerichteten TLRs auf der Zelloberflaokéhrend TLR7, TLR8, TLR9 in
endosomalen Kompartimenten und TLR3 intrazellularliegen, um virale und andere
intrazellulare Erreger zu detektieren (18;25;2@hl@Rlich werden die TLR konstitutiv oder

induzierbar von verschiedenen Zelltypen untersditie@xprimiert (27;28).

Entgegen der lange vorherrschenden Vorstellung seieber unspezifisch agierenden
angeborenen Immunsystems, dessen Beitrag bei dbogémabwehr im Vergleich zum

adaptiven Immunsystem von untergeordneter Bedeuwahign, zeichnen die in den letzten
Jahren gemachten Erkenntnisse ein wesentlich eifieerteres Bild. Demnach ist der
angeborene Teil des Immunsystems nicht nur fuBéiéampfung eingedrungener Pathogene
wahrend der ersten Tage zustdndig, sondern dirigiech die Reaktion des adpativen

Immunsystems.

3. Das adaptive Immunsystem
Das erworbene oder adaptive Immunsystem basiettyemphozyten, die spezifisch Antigene

erkennen und deren selektive Eliminierung induziég&nnen. Die Lymphozyten werden in
zwei Hauptklassen unterteilt: die B- und T-Zellededer dieser Lymphozyten tragt
Antigenrezeptoren (BCRB cell receptorbzw. TCR,T cell recepto) nur einer einzigen

Spezifitat, die durch die sogenannte somatische®blnation wahrend der Differenzierung
der Zelle aus einer pluripotenten hématopoetiscerauferzelle entsteht. Bei diesem
Prozel3 werden verschiedene Gensegmente (V(D)J-Gene)einer randomisierten

Umlagerung neu angeordnet, woraus sich ein praktishegrenztes Repertoire mdglicher
Spezifitaten ergibt. Durch die groRe Anzahl von Ipjiozyten mit unterschiedlichen

Antigenrezeptoren ist es dem adaptiven Immunsystenmdglich, nahezu jedes beliebige
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Antigen zu erkennen (29;30). Ein weiteres gemeirsakterkmal von B- und T-Zellen ist die
klonale Expansion der Zellen im Falle einer adaguatktivierung, das heildt aus einer Ag-
spezifischen Zelle entwickeln sich durch ungesdtilathe Zellteilung (Mitose) eine Vielzahl

von Nachkommen mit einem Rezeptor derselben Sp#zifi

3.1. T-Zellen
Das Attribut, welches die Ag-Erkennung von T- un&Z@len unterscheidet, ist die MHC

(major hstocompatibility omplej-Restriktion. MHC-Molekiile sind Glykoproteine, den
einer Gruppe von Genen kodiert werden, die zusamden Haupthistokompatibilitats-
komplex bilden. MHC I-Molekule werden in untersatliehem Umfang konstitutiv auf allen
kernhaltigen Zellen exprimiert, wahrend MHC II-Mkide nur auf sogenannten Antigen-
prasentierenden Zellen (AP@ntigen_pesenting ell) und im Thymus vorkommen. In beiden
Fallen wird von den membrandistalen Doméanen der Mittilekile | + Il ein Spalt gebildet,
in dem die Bindung von Peptiden erfolgt, ohne weldie MHC-Molekile instabil waren.
Die Erkennung von Antigenen durch T-Zellen ist dbsabh&ngig von einer Prasentation der
Peptide auf MHC I- bzw. MHC II-Molekulen (31).

Der Name der T-Zellen leitet sich vom Ort ihrerfBrenzierung, dem Thymus ab. In diesem
kleinen Organ unter dem Brustbein entwickeln siak ainer gemeinsamen lymphatischen
Vorlauferzelle zwei Klassen von T-Zellen, die saihand der Expression der Glykoproteine
CD4 und CD8 unterscheiden lassen. CO4Zellen sind MHC Il-restringiert, d.h. deren
TCRs erkennen Peptide nur im Komplex mit MHC II-Mkiilen (32), wahrend CDS8T-
Zellen einer MHC I-Restriktion unterliegen, alsor féine Ag-Erkennung MHC |-Peptid-
Komplexe bendétigen (33).

Die somatische Rekombination stellt der adaptivemmunantwort ein nahezu
unerschopfliches Repertoire an Ag-Rezeptoren hergdvon allerdings aufgrund der
randomisierten Natur ein grof3er Teil autoreaktipeZfitaten aufweist. Um die Gefahr von
Autoimmunkrankheiten durch autoreaktive T-Zellenzeischranken, werden die noch in der
Differenzierungsphase befindlichen Vorlaufer deZdilen, die Thymozyten einer strengen
Kontrolle im Thymus unterworfen.

In einem ersten Selektionsschritt wird die MHC-R&sbn der Thymozyten gepruft. All jene
TCRs, die durch die ihre Zufallsentstehung einenFbekommen haben, die nicht mit den
eigenen MHC-Molekilen zusammenpalit, sind von vaomheutzlos. Daher erhalten nur die
Thymozyten, die erfolgreich an ein MHC-Molekiil agllen, ein Uberlebenssignal, wahrend

die tbrigen Zellen durch Apoptose sterben (posfiekektion) (31;34).
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Die Population von Thymozyten, welche die posittdeektion Gberstanden haben, umfafit
einerseits Zellen mit geringer Affinitat sowie arelseits die mit hoher Affinitat zu dem
dargebotenen Komplexen aus MHC-Molekil und korgemem Peptid. Wahrend der
negativen Selektion werden letztere ebenfalls d#pbptose entfernt, da diese potentiell
autoreaktiv sind (31;34).

Das Ziel des Selektionsprozesses ist es, T-Zek#ferr zu lassen, die den eigenen MHC
erkennen, so dalR es mit einem Fremd-Peptid zu ewlen Aktivierung kommen kann,
jedoch nicht mit einem Selbst-Peptid aktivierbardsiAm Ende des Selektionsprozesses
verlassen CD4und CD8 T-Zellen als naive Zellen den Thymus und zirk@iefortan durch
die Blut- und Lymphgefal3e des Kdrpers bis sie atiwerden oder sterben (35).

CD4" und CD8 T-Zellen unterscheiden sich nicht nur in der MHEsRiktion, sondern auch
bei der weiteren Differenzierung zu Effektorzell&n entwickeln sich die CD8T-Zellen zu
cytotoxischen T-Zellen (CTLgytotoxic T lymphocyty wéhrend aus CDA4T-Zellen T-
Helferzellen entstehen. CTLs patrouillieren dureéd @Gewebe und kontrollieren dabei alle
Zellen, an denen sie vorbeikommen. Erkennen sie 2alle, die den Peptid:MHC-Komplex
auf der Oberflache tragt, fir den die CTL spezifigt, dann leiten sie in der entsprechenden
Zelle Apoptose ein. Dies kann Uber zwei Mechanisgeschehen. Der erste besteht in der
Sekretion von Perforin und Granzymen. Beide sinGianula gespeichert und werden nach
der Ag-Erkennung freigesetzt. Perforin polymerisiarder Membran der Zielzelle zu einer
grof3en Pore, durch welche die Granzyme ins Zeltengelangen konnen. Dort induzieren sie
Uber verschiedene Mechanismen die Apoptose dege.Z&im zweiten Mechanismus werden
durch Interaktion der Oberflachenmolekile Fas-Léyaaf der CTL und Fas auf der Zielzelle
Caspasen aktiviert, eine Familie von Proteasenyiderum die Apoptose einleiten (36-38).
CD4" T-Zellen kénnen entweder zu T-Helferzellen des sTyp (T4l) oder 2 (F2)
differenzieren, die sich in erster Linie in derdiihg verschiedener Zytokine unterscheiden
(39). [Unter dem Oberbegriff Zytokine sind zahltecPeptide zusammengefal3t, die v.a. von
Zellen des Immunsystems  ausgeschittet werden  undoinflammatorische,
immunregulatorische und die Zelldifferenzierung ibBessende Eigenschaften besitzen
(40).] Tyl-Zellen werden aufgrund der Sekretion von NNcon den IL-4 und IL-5
produzierenden J2-Zellen unterschieden. Entsprechend der verschede&ytokinmuster,
sind auch die Aufgaben dieser Effektoren untersiiicieer Art. Ty1-Zellen unterstitzen die
zellvermittelte Immunitat durch Aktivierung von Maphagen (41;42) und durch
Unterstitzung der Differenzierung von CTL, wahrend,2-Zellen die humorale

Immunantwort durch Aktivierung von B-Zellen beeudbsen (31;43).
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Nachdem lange ignoriert, sind in den letzten Jalmech wieder die regulatorischen CD4
oder CD8 T-Zellen in den Fokus der immunologischen Forsghgeriickt. Die Aufgabe
dieser natlrlich auftretenden oder induzierbarelfeZeast die Suppression autoreaktiver T-

Zellen und die Kontrolle von Immunreaktionen (44).

3.2. B-Zellen
B-Zellen oder B-Lymphozyten entwickeln sich aus hé&opoetischen Vorlauferzellen im

Knochenmark ljone marrow und sind die Trager der humoralen, also der Amgkr (Ak)-
vermittelten Immunitat. Anders als T-Zellen im Thysnwerden B-Zellen im Knochenmark
nur einem negativen Selektionsschritt unterworfdach der erfolgreichen Rekombination
der V(D)J-Gene wird Immunglobulin M (IgM) auf derbérflache von unreifen B-Zellen
exprimiert und bildet zusammen mit einem Heterodimes Ige/Ig-f den BCR. Kommt es
zu einer Vernetzung des IgM durch korpereigenekBiran im Knochenmark, erhalten die
unreifen B-Zellen ein Apoptosesignal und sterbere Eellen, die diesen Selektionsprozel3
Uberstehen, verlassen als naive B-Zellen das Kmochek (45).

Eine Aktivierung von B-Zellen fuhrt zur Differenzieng dieser Zellen zu Plasmazellen, den
Effektoren der humoralen Immunantwort. Plasmazefierduzieren zunachst IgM-Ak und
spater vermehrt IgG-Ak. Durch den Wechsel der Imghaioulin-Klassen (Ig-switch) wird die
humorale Immunantwort den Bedurfnissen der Pathedg@ahr angepaldt. AuRerdem bilden
einige dieser Zellen sogenannte sekundare Follided, eine spezielle Mikroumgebung
bereitstellen, in der durch den Prozel3 der Hypeatimrt Plasmazellen entstehen, deren BCR
eine stark erhohte Affinitat zum Antigen besitzusAeinigen dieser Zellen entwickeln sich
Gedéachtnis-B-Zellen, die im Falle einer zweitenektion mit dem selben Pathogen, eine

schnellere und effektivere Immunantwort gewahniqd5;46).

3.3. Die Bildung von Effektor-B- und —T-Zellen
Oberflachlich betrachtet ist die Erkennung einedigams lUber den spezifischen Rezeptor,

den BCR oder TCR der wichtigste Schritt bei deféédnzierung von naiven B- und T-Zellen
zu Effektorzellen des Immunsystems.

Naive B-Zellen lassen sich zwar auch ohne T-ZelleHaktivieren, doch ist die humorale
Antwort auf eine Aktivierung durch diese Tthymus_independentAg generell schwacher,

die vorherrschende Ig-Klasse ist IgM, was auf eifedrienden Ig-switch hindeutet und es
wird kein immunologisches Gedachtnis gebildet. Eiine vollstandige Aktivierung sind B-

Zellen auf die Hilfe von §2-Zellen angewiesen (46).
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Ahnliches gilt fiir den zellularen Teil der adaptivenmunantwort, die CTL. Obwohl ein
starkes TCR-Signal gentigt, um die Zellteilung b&iLCzu induzieren, sind zusatzliche
Signale u.a. von {J1-Zellen zur Optimierung der Effektorfunktionen igo47).

Die Differenzierung von CD4T-Zellen zu Effektorzellen des Typs 1 oder 2 istoaein
kritischer Punkt fr das adaptive Immunsystem (4i@))n es ist keineswegs unerheblich, ob
das Immunsystem mit eineryI- oder T,2-Antwort auf ein eingedrungenes Pathogen
reagiert. Ein typisches Beispiel hierfur ist diekBmpfung des Parasiteishmania majar
des Erregers der Leishmaniose. Dieses Protozoomebet sich intrazellular in den
Phagosomen von Makrophagen und ist daher flr Armgébunerreichbar, eineyZ-Antwort
also ineffektiv. Nur durch eine Aktivierung von Malphagen Uber J1-Zellen 141t sich
dieser Erreger eliminieren (31;42).

Dieses Ereignis, das sogenanptaming der naiven CD4 T-Zellen, also die Pragung und
Ausrichtung der Helferzellen, wird von spezielleellén des angeborenen Immunsystems,

den dendritischen Zellen, ibernommen und von TLBnitscheidenem MalRe beeinfluf3t.

4. Die dendritische Zelle
Dendritische Zellen (DGdendritic ell) stellen eine sehr heterogene Zellpopulation dieren

Name der typischen Morphologie mit den langen Diswhdhnlichen Auslaufern zu
verdanken ist. Bis dato wurden in der Maus sechstypen von DC identifiziert, die sich
phanotypisch, funktionell und ihrer Lokalisierungterscheiden lassen (49). Der Ursprung
der DCs liegt im Knochenmark, wo sie unter der Kolfe von I6slichen Wachstumsfaktoren
und direkten Zell-Zell-Kontakten mit den Stromaeall des Knochenmarks aus
hamatopoetischen Stammzellen entstehen. Sie difenen entweder entlang der myeloiden
Linie, aus der auch Monozyten, Makrophagen, Ergyten, Thrombozyten und
Granulozyten (eosinophile, basophile und neutreplahtstehen oder entlang der lymphoiden
Linie, zu deren Produkten in erster Linie T-Zell&Zellen und NK-Zellen gehéren (50). Es
ist lange daruber spekuliert worden, ob bestimmtbtypen der myeloiden oder der
lymphoiden Linie zuzuordnen sind. Inzwischen isteralallgemein akzeptiert, daf3 sich
samtliche DC-Klassen sowohl aus lymphoiden Vorléagken (CLPs,common_ymphoid
precursord als auch myeoloiden Stammzellen (CMRsmmon _rgeoloid pecursorg
generieren lassen (49;51).

DCs verlassen als Vorlauferzellen oder unreife DO C, immature DC) das Knochenmark
und migrieren durch die BlutgefaRe zu lymphoided aicht-lymphoiden Geweben, wo sie
schlie3lich sel3haft werden (52). Aul3er in den lyaign Organen wie Thymus, Milz und
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Lymphknoten (LN, lymph rodeg finden sich DC in den meisten peripheren Geweben,
besonders an den Grenzschichten zur Umgebung (HauMukosa), wo sie ca. 1-2 % der
Zellzahlen ausmachen (52;53).

ImMDC zeichnen sich durch eine ausgesprochen eifeiEndozytose aus, wofir sie mehrere
Methoden anwenden: a) Makropinozytose (54); b) Ptezesermittelte Endozytose uber C-
Typ Lektin-Rezeptoren (Mannose-Rezeptor, DEC-20%56-%7) oder Fc-Rezeptoren
(Aufnahme von Immunkomplexen oder opsonierten kart) (58); ¢c) Phagozytose von
apoptotischen oder nekrotischen Fragmenten, Vireter oBakterien (59-62). Die
aufgenommen Partikel extrazellularen Ursprungs amenaroteolytisch gespalten, aber nicht
auf MHC II-Molekile geladen (53). Intrazellular gererte Peptide werden weiterhin wie bei
allen anderen Zellen mit Nukleus auf MHC I-Molekiilprasentiert. Anders als die meisten
anderen Zellen sind DC in der Lage, extrazelluldfgeanommene Ag auch auf MHC I-
Molekulen zu prasentieren, ein Prozel3, decrdss presentatiobezeichnet wird (63).

Unter steady statdedingungen, also in Abwesenheit eines inflammstben Impulses
reifen einige imDCs spontan und wandern zu denoregen LN, wo sie Antigene
prasentieren (64). Diese zwar reifen, aber nichivigkten DC (semi-mDC, senmatureDC)
prasentieren nur koérpereigene Antigene und spidlein der Induktion der sogenannten
peripheren Toleranz eine wichtige Rolle. Hierbeirdem autoreaktive T-Zellen, die als
Thymocyten der negativen Selektion im Thymus erggarsind, weil einige Molekile nur in
bestimmten Geweben oder unter bestimmten Umstaexammiert werden und daher nicht
im Thymus vorkommen, durch unvollstandig aktividt€ tolerisiert (65;66).
TLR-Stimulierung von imDCs im Zuge einer Invasioarch pathogene Mikroorganismen
dagegen fluhrt zu einer vollstandigen Aktivierungsdir Zellen und resultiert in pleiotropen
Effekten (Mikroarray-Analysen haben z.B. fir ein&tidierung von DC Uber den TLR4-
Liganden LipidA eine verstarkte Expression von Z38nen gezeigt; 198 Gene dagegen
zeigten eine verminderte Transkription (67)). Diermals so aktive Endozytose wird
eingestellt, um sicherzustellen, daf} vorwiegend igeme, die mit dem Pathogen in
Verbindung stehen, den Immunzellen prasentiert arerDie DC sekretieren Zytokine und
Chemokine, die Zellen des angeborenen Immunsystams Infektionsherd fihren und
aktivieren, damit die Infektion in Schach gehalteerden kann (68-70). AuRerdem wird das
Muster der Expression von Chemokin-Rezeptoren udttB8ionsmolekilen geandert, um die
Migration der reifenden Zellen zu den lymphatiscl@&eEweben wie Milz und Lymphknoten
zu ermoglichen (70-72). [Chemokine sind Proteinenger Masse (8-10 kD), welche die
Aktivierung und Migration von Leukozyten entlangnes chemotaktischen Gradienten regeln
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(71).] Dies ist im Wesentlichen CCR7_(Gfiotif receptor7), der Rezeptor fur CCL19/ELC
(Eppstein Barvirus-induced moleculel ligand demoking und CCL21/SLC (71;73)
(secondary ymphoid tissuelemoking die von Zellen der sekundaren lymphoiden Organe
produziert werden (74). Wichtiger fur dasming naiver T-Zellen ist allerdings die verstarkte
Expression von Adhéasions- und ko-stimulatorischeroleMilen auf den mDC wie
CD54/ICAM-1, CD58/LFA-3, CD80/B7-1 und CD86/B7-2 dider MHC-Molekdle | und I
(53;75;76).

Nach der Migration der mDC in die paracorticale Regder regionalen Lymphknoten
prasentieren sie den T-Zellen die prozessierteng@né. Naive T-Lymphozyten zirkulieren
kontinuierlich vom Blut in die lymphatischen Organed wieder zurlick. Die fortdauernde
Passage der naiven T-Zellen vorbei an den derchéis Zellen ist essentiell fur die
Initiilerung der primaren Immunantwort, denn nurkemn gewéhrleistet werden, dal aus dem
Pool naiver T-Zellen diejenigen herausgesucht werderen TCRs spezifisch an die von der
mDC prasentierten Peptid:MCH-Komplexe binden. Diegibtasten” setzt eine transiente,
lockere Bindung der beiden Zelltypen tber Adhasiooiskile wie ICAM-1 LFA-1 oder
LFA-3 ~ CD2 voraus (77). Kommt es zu einer Erkennung aggti®® MHC-Komplexes auf
der mDC durch den TCR der naiven T-Zelle, wird aigangliche Bindung verstarkt und es
erfolgt eine Signalweiterleitung tGber den TCR assden CD3-Komplex (78). Dieser als
Signal 1 bezeichneter Vorgang versorgt das adaptiveunsystem also mit Informationen
uber die molekulare Identitdt des Pathogens untnb@s die Spezifitat der Immunantwort,
genugt allerdings nicht, um die Aktivierung und diaeine klonale Expansion der T-Zelle zu
induzieren. Hierfur bedarf es eines zweiten Sigridder ko-stimulatorische Molekile. Die
CD80/CD86 » CD28-Interaktion stellt Informationen Uber die liragenitat bereit, da die
CD80/CD86-Expression auf der DC mit der Starke Mkisvierungssignals korreliert. Fehlt
Signal 2 wie es bei der Prasentation von korpeneigeAntigenen in Abwesenheit von
inflammatorischen Signalen der Fall ist, resultietas signalling tUber Signal 1 in
Toleranzinduktion (79).

DCs in der Peripherie sind konstant einem lokalenkrdnilieu aus Zytokinen,
Wachstumsfaktoren und Mediatoren ausgesetzt, diewngebenden Zellen ausgeschieden
werden. Die untesteady-statdedingungen freigesetzten Faktoren sind zwar sefgvizu
bestimmen und ihr EinfluR auf die DC dementspredharbekannt, aber inzwischen wurden
eine Reihe von Mediatoren identifiziert, die alstwart auf eine Infektion von Zellen wie
Mastzellen, Makrophagen und Endothelzellen freigtsgerden. Hierzu gehoéren IFp-L-

10, TGFg (transforming_gowth factor), Prostaglandine und Histamine (68;80). Zusammen
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mit der direkten Stimulierung der DCs Uber PRRs évee TLRs resultiert das Konzert dieser
Faktoren in einer mDC mit einer ganz bestimmterafgierung, die entscheidenden Einfluf
auf das von den DCs freigesetzte Cytokinprofil (8&81). Dieses von manchen Autoren als
LSignal 3“ bezeichnete Zusammenspiel l6slicher &t bestimmt die Ausrichtung der
CD4" T-Zellen und steuert die Ausbildung eingfl¥ bzw. T;2-dominierten Immunantwort
(82). Zu den 2-polarisierenden Faktoren gehdéren MCP-1 (83) uXd@D (84). IL-10 und
TGF3 sind Induktoren von regulatorischen T-Zellen (83hrend Typ | Interferone und die
Mitglieder der IL-12-Familie IL-23, IL-27 und IL-12ine Ty1-Antwort induzieren (86).

Zusammenfassend ergibt sich damit exemplarischefalgs Bild fur den Verlauf einer
Infektion: Das Pathogen X dringt entweder aktivrodigrch einen Defekt der physikalischen
Barriere in den Koérper ein. Infolge der Zerstoruran Gewebe sowie der Erkennung des
Pathogens durch PRR auf Epithelzellen und Leukozy@mmt es zur Freisetzung von
Entzindungsmediatoren. Aktivierte DC verlassen @zswvebe und migrieren zu den
regionalen LN, wo sie naiven T-Zellen u.a. Antigetes Pathogens prasentieren und die T-
Zellen aktivieren. Je nach Art der Infektion werdabei praferentiell Thl- oder Th2-Zellen
induziert, die dann wiederum die Aktivierung von ICToder B-Zellen unterstitzen.
Effektorzellen verlassen den LN und migrieren erglaines chemotaktischen Gradienten,
dessen Zentrum der Infektionsherd ist, in das ewlzie Gewebe ein, wo sie das
eingedrungene Pathogen, das bis dahin von dennZéde angeborenen Immunsystems in

Schach gehalten worden ist, eliminieren.

Die bedeutende Rolle von DC bei dem Erhalt und@emerierung von Toleranz sowie der
Induktion und Modellierung von Immunantworten madigse Zellen zu einem nattrlichen

Schlusselelement in der Immuntherapie. So auci lderapie von Tumoren.

5. Tumorentstehung, -wachstum und —immuntherapie
In den westlichen Industrienationen haben sich Tnemkoankungen inzwischen auf dem

zweiten Platz der haufigsten Todesursachen nachHi#gmkrankheiten etabliert. Es wird
geschatzt, dal’ jeder dritte Amerikaner im LaufeesiLebens an Krebs erkranken, und daf3

jeder funfte dieser Krankheit erliegen wird (31).
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5.1. Tumorenstehung und —wachstum
Normalerweise wird die Proliferation und die Lebemgartung einer jeden Korperzelle strikt

reguliert, wobei sogenannte Proto-Onkogene einehtigie Rolle spielen, da deren
Genprodukte in die Kontrolle dieser Prozesse inedisind. Kommt es infolge der Wirkung
chemischer Cancerogene, inflammatorischer Prozedse, Einstrahlung energiereicher
Strahlung wie Rontgen- oder Gammastrahlung oder Eimau viraler DNA zu Mutationen
in Proto-Onkogenen, kann dies zum Verlust der Kadletfiihren, ein Tumor entsteht (31).

Die Art und Weise, wie und ob das Immunsystem ngseh entarteten, kdrpereigenen Zellen
umgeht, war lange Zeit Gegenstand kontroverserudsknen. Nach einer Hypothese bleibt
das Tumorwachstum progressiv, weil der Tumor imnmgisch betrachtet wie normales,
wachsendes Gewebe aussieht und deshalb das Imrtemsyscht aktiviert wird. Eine
TumorabstoBung ware demnach eine Autoimmunreak{8f). Der andere Denkansatz
(cancer immunosurveillance hypothed&urnet und Thomas (88;89)) geht davon aus, daf3
wesentlich mehr Tumore entstehen, als sich spaddraskopisch manifestieren kénnen, da
viele in einem frihen Stadium vom Immunsystem emkamd eliminiert werden. Progressiv
wachsende Tumore haben also Mechanismen entwickeltder Uberwachung durch das
Immunsystem zu entgehen (90).

Inzwischen mehren sich die Indizien fiur die Rickég der Hypothese einer
Immuniberwachung nach Burnet und Thomas, denn eehdr Untersuchungen und
Beobachtungen zeigen, daR dem Immunsystem eineclyiyd Rolle bei der Bek&dmpfung
von Neoplasien zukommt. So besteht bei immunsuperien Patienten ein stark erhdhtes
Risiko, an bestimmten Tumoren zu erkranken (91),d udas Auftreten von
tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) kann ein pger Indikator fur das Uberleben des
Patienten darstellen (92). Allerdings spielt hierbe Qualitat eine wesentlich wichtigere
Rolle als die Quantitat, da z.B. die Infiltrationtieg €ine Verschlechterung der Situation zur
Folge hat (93). Weitere Indizien stammen von Maubendenen bestimmte Zellpopulationen
wie T-Zellen oder NK-Zellen oder Molektle wie Peatfg IFN-y oder IL-12 ,ausgeknockt®
worden sind. Diese Tiere zeigen zum einen ein &dags Auftreten von Tumoren und zum
anderen sind die Tumore von immundefizienten Mausenunogener und werden haufig
nach Injektion in Wildtyp (wt)-Tiere vom intaktermmunsystem dieser Mause zerstort
(94;95). Die letzteren Experimente haben allerdieige Erweiterung der These von Burnet
und Thomas notwendig gemacht, da das Wechselspistizen Immunsystem und Tumor
nicht mit der Entstehungsphase der Neoplasie endet:



Einleitung 14

Tumore kdénnen umgebendes Gewebe durch exzessivelsWim zerstdren oder sie I6sen
Stre3antworten aus, wenn Teile des Tumors aufgriubdrlasteter ,Nachschubwege
verhungern®. So werden z.B. durch nekrotische AeHigtzeschockproteine (Hsp, heabsk
protein) wie Hsp90 freigesetzt, die wiederum paemhmunstimulatorische Fahigkeiten
besitzen (96;97). Mit steigender Aggressivitat &éachstums, dessen Voraussetzung eine
hohe Mutationsrate ist (der durchschnittiche maigTumor trdgt mehr als 10 000
Mutationen (98)), steigt zudem die Anzahl veraneteRroteine, die eine Quelle fir Tumor-
spezifische Antigene (TAAtumor asociated atigen bilden kdnnen (99). Ein progressiv
wachsender Tumor wird also zunehmend immunoger, tivasretisch eine antitumorale
Immunantwort auslésen muf3te. Praktisch geschiedd duch, allerdings ist eine spontane
Regression trotzdem ein seltenes Ereignis (90). ®reind hierfur ist wieder in der hohen
Mutionsrate von Tumoren zu suchen, die unter demkeh Selektions stehend verschiedene
Strategien entwickeln, dem Immunsystem zu entgeli®amzu gehért die Ausschaltung
und/oder Veranderung der MHC I-Expression (100;1@&y Verlust von TAA (102), die
Produktion von immunsuppressiven Zytokinen (103) d¢hduktion der Bildung von
regulatorischen Zellen (104;105) und die Unterbuech der Signalwege, die zu einer
Apoptose fuhren wirden (106). Dieser Prozel3 wisdlaimunoeditierung bezeichnet (95).
Zudem entwickelt sich der Tumor zunéchst ohne eindBammatorischen Hintergrund, was
zwangslaufig die Induktion peripherer Toleranz gede TAA zur Folge hat.

Das Immunsystem ist also ein zweischneidiges Sahwenn auf der einen Seite verhindert
es in vielen Fallen Tumorwachstum, aber auf dereerd Seite kdnnen Tumorvarianten
selektiert werden, die der Uberwachung durch dasnunmsystem entgehen. Diesen
Umstanden entspringt das Konzept der antitumor&iemuntherapie, die durch adaquate
Aktivierung, das Immunsystem in die Lage versetzail, diese angepaliten Tumore

erfolgreich zu bekampfen.

5.2. Antitumorale Immuntherapie mit DC
Seit William Corey in den 1890ern mit geringem Hgf&rebspatienten mit bakteriellen

Extrakten behandelt hat, wird die Eignung der Imtharepie zur Tumorbekampfung
untersucht (107). Zu den Strategien, die dabeiAnwwendung gekommen sind, gehdren
unspezifische Anséatze wie die Verabreichung voroldyien wie IL-2 und IFNy (108;109)
oder spezifische wie die Gabe von genetisch maeifen Tumoren oder die Vakzinierung
mit Tumorpeptiden (110). Obwohl jeder dieser Aneathe antitumorale Immunitat im
Tierversuch verstarkt hat, blieben sie die NutXehim klinischen Versuch schuldig.
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Mit dem wachsenden Wissen um die zentrale Rolle@rbei der Steuerung sowohl des
angeborenen als auch des adaptiven Teils des Inystenss sind diese Zellen immer starker
in den Vordergrund der Immuntherapie geriickt. Zudendie Entwicklung von Verfahren
zur Generierung grol3er Mengen DC aus verschied®imel@uferzellen die Verflugbarkeit
dieser Zellen stark erhoht (111;112).

Bei der Immuntherapie mit DC werden dig vivogenerierten Zellen mit TAA beladen und
dem Patienten injiziert. Fir die Beladung der DQ Amntigen werden die verschiedensten
Methoden angewendet: Fusion von DC mit Tumorze(let8), Beladung mit synthetischen
Tumor-assoziierten Peptiden (114), Transfektion M€ mit RNA aus dem Tumor (115),
Virus-vermittelte Beladung (116) und Inkubation @& mit Tumorlysat (117). Auch werden
unterschiedliche Routen der Applikation diskutiémtravenoés (i.v.) (118), intradermal (119),
intralymphatisch (120) und subkutan (sstibaitaneously (118).

Ein weiterer wichtiger, wenn nicht gar der wichtg®arameter in der Immuntherapie mit DC
ist die Aktivierung der Zellen. Frihe Versuche, bdenen unreife und reife DC verwendet
worden sind, haben gezeigt, dal3 nur reife Zellee eifektive, antitumorale Immunantwort
induzieren kdnnen (121;122). Dieser Befund ist ndeim heutigen Stand der Forschung nicht
weiter Uberraschend, da unreife Zellen nur einavache Migration zu den lymphatischen
Organen zeigen und zudem bei fehlender Aktivierliolgranz induzieren (122).

Obwonhl die Notwendigkeit einer Aktivierung von D@rfdie antitumorale Immuntherapie
inzwischen unumstritten ist, bleibt der optimalerfsius oder die optimale Kombination von
Stimuli bislang noch unklar (123). Allerdings habesrschiedene Versuche gezeigt, dafld fir
eine maglichst effektive antitumorale Immunantwaig Auslosung einer JL-Antwort gegen
den Tumor notwendig ist (124;125).

Wie bereits erwahnt spielt bei der Generierung reifigl-Antwort die Freisetzung des
Zytokins IL-12 durch DC eine wichtige Rolle. IL-12p, die aktive Form dieses Zytokins ist
ein Heterodimer bestehend aus den beiden Kettedr?jti35 und IL-12p40, wobei letztere im
murinen System auch als Homodimer vorliegen karamndaber eher immunsuppresive
Eigenschaften besitzt (126). Verschiedenste Exmarienhaben die groRe Bedeutung des IL-
12 fur die Generierung vongI basierten Immunantworten belegt (127). Hierbeidig
Stimulierung der IFN¢ Freisetzung durch IL-12 das entscheidene Erei@udocken DC in
der frihen Phase einer Infektion NK-Zellen in dekundaren lymphoiden Organe, wo diese
Uber IL-12 Stimulation eine frihe Quelle fur IRNbereitstellen, die unabdingbar fur die

Generierung einer {l-Antwort ist (128). Uber postive Riickkopplung widie IL-12-
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Freisetzung durch DC verstarkt, welches synergistisit anderen, aktivierenden Stimuli die
Bildung von Ty1-Zellen unterstitzt (86;128;129).

Es bietet sich also bei der Suche nach einem geteigrStimulus an, die Produktion von IL-
12 als ein bestimmendes Kriterium zu verwenden.eNater absoluten Menge an IL-12 ist
auch die Kinetik der Freisetzung von Bedeutung. Namem Konzept von Langenkamp
(130) spielt sich die Sekretion des Zytokins ineeinengen Zeitfenster von ca. 8 h ab, das
sich 10-18 h nach Stimulierung 6ffnet. Danach werdie DC refraktar und die Freisetzung
von IL-12 kann auch durch erneute Stimulierung hisheder induziert werden. Dieses
exhaustingbeschreibt Langenkamp im folgenden Szenario: mR#ipherie werden imDC
durch entsprechende Stimuli aktiviert und migrieianerhalb weniger Stunden zu den
drainierenden Lymphknoten. Dort setzen die nurereiind aktivierten DC IL-12 frei und
generieren eine J-Antwort in der Ag-spezifischen T-Zellpopulationm Laufe der
Immunantwort &3t der Influx IL-12-produzierende€@llerdings nach und der Anteil von
exhaustedDC steigt, womit sich das Gleichgewicht zugunseémer Ausrichtung zu J2
verschiebt (130).

Das exhaustingder DC stellt insbesondere beim Einsatz esnvivo generierten DC ein
Hindernis dar, da diese Zellen erst langere Zmitvitro aktiviert werden mussen und
maoglicherweise zum Zeitpunkt der Applikation nurchageringe Mengen IL-12 freisetzen.
Eine Losung des Problems konnte die Beladung von miCAg sowie die zeitgleiche

Aktivierung der Zellen direkin situdurch den Einsatz von Nanopartikeln sein.

5.3. Antitumorale Immuntherapie durch  in situ Aktivierung von
dendritischen Zellen

Unter Berucksichtigung der strengen Kontrolle deigrsition, Reifung, Aktivierung und
Zytokinproduktion von DC kodnnte sich die Maniputativonex vivogenerierten DC als eine
zu grolRe Herausforderung herausstellen. Aul3erdediese Therapieform sehr kosten- und
arbeitsintensiv und stellt hohe Anforderungen arsréistung und Personal. Winschenswert
ware daher eine Beladung von DC mit Ag und zeitglei Aktivierung dieser Zellem situ
durch Applikation von einfach und kostengunstig sheltbaren Produkten, die in einer
Qualitat von hoher Reproduzierbarkeit bereitgesteierden kénnen, um vergleichende
Studien zu vereinfachen.

Versuche haben bereits zeigen kdnnen, alafdivogenerierte DC, die aber erstsitu durch
Vorbehandlung der Injektionsstelle aktiviert werdeém vitro aktivierten DCin puncto
Migration und Induktion antitumoraler Antworten iilegen sind (131). Andere Ansatze

nutzen die effiziente Phagozytoseaktivitat von (S, andem mit Ag beladene Nanopartikel
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auf Basis von z.B. Liposomen (132), Polystyrol (133olypropylensulfid (134), Latex (135)
oder Poly-D,L-lactidec-glycolid (136) injiziert werden, um Immunantworten induzieren.
Diese werden in erster Linie von Makrophagen und &@enommen und gleichermal3en
stark phagozytiert (137;138). Eine konzeptionelleeitdfentwicklung ist die gezielte
Beladung von DC mit Ag mittels gegen DC gerichtefartikbrper wie aDEC205-Ak
(139;140), was in Kombination mit Partikeln zu eir®evorzugten Aufnahme durch DC
zuungunsten von Makrophagen resultiert (137). ileechzeitige Aktivierung der DC wird
durch parallele, systemische Gabe von Stimuli (Bt®r konsequenter durch Einschlul3 von
Stimuli in Partikel (132;141) erreicht.

Diese Untersuchungen konnten zeigen, daf} die Veluwanvon Nanopartikeln zahlreiche
Vorteile gegentiber dem Einsatz Protein basiereMdg&rine besitzt. So wird ein vorzeitiger,
proteolytischer Abbau des Ag verhindert (142), duRhagozytose und Rezeptor-vermittelte
Endozytose wird die Verflugbarkeit des Ag auf AP@mdjezielter noch, Subtypen von APC
beschrankt (137;140;142), und zudem ist die Effizieler Ag-Prasentation stark erhoht
(140;142), wobei insbesondere die Prasentation M€ | verstarkt wird (143-145). Als
Folge dessen fihrt beispielsweise die Applikation mit aDEC205-Ak beladenen Partikeln
zu einer starkeren zellularen Immunitat im Verdieieu einer Protein-basierenden
Vakzinierung (137).
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6. Ziel dieser Dissertation
Die Immuntherapie mit dendritischen Zellen (DC)lIstine erfolgversprechende Alternative

oder Erganzung zu herkbmmlichen und anderen, inn@raKrebstherapien dar. Obwohl der
adaquaten Aktivierung von DC in der Immuntherapié adiesen Zellen eine entscheidende
Bedeutung zukommt, ist die Methode, mit der digsient werden soll, immer noch unklar.
Forschungsergebnisse und klinische Studien detetetdahre haben gezeigt, dass eine
Immuntherapie mitex vivo generierten oder aus dem Blut isolierten DC tedmisehr
aufwendig ist und zudem keine ausreichende kli@séfirksamkeit besitzt. Tolike
Rezeptor (TLR) Liganden spielen bei der Aktivieruri¢pntrolle und Modellierung des
Immunsystems Uber DC eine wichtige Rolle und kamrdaher von groRem Wert bei der
weiteren Entwicklung dieser Therapieform sein.

Das Ziel dieser Arbeit lag darin, im Mausmodell aiser grof3en Auswahl von TLR-
Liganden mit verschiedenen Spezifitdten, einen veisprechenden Stimulus fir die
Aktivierung von DC in der antitumoralen Immuntheeagu identifizieren. Erreicht werden
sollte dies uber die Stimulierung von Knochenmaekayierten DC (BM-DCpone_narrow
derivedDC) mit den TLR-Liganden sowie Kombinationen aissdn, wobei die Freisetzung
von Interleukin-12 (IL-12) und Interleukin-10 (ILO) die entscheidenden Kriterien fur die
anfanglichen Experimente darstellte. Die Stimuie oh diesen Vorversuchen hervorragten,
sollten durch Variation der Konzentrationen optirniend anschlie3end in weitergehenden
vitro undin vivo Versuchen eingesetzt werden. Parallel zu dieséeifen sollte ein System
entwickelt werden, um DGn situ mit Antigen zu beladen und zeitgleich zu aktiviere
Erreicht werden sollte dies Uber auf Dextran basiée Partikel, in die sowohl ein Antigen
(Ovalbumin) als auch ein DC Stimulus (LPS) eingéssden werden kann. Die Funktionalitat
sollte dann anhand vom vitro und in vivo Experimenten im direkten Vergleich mit

entsprechenden Kontrollgruppen gezeigt werden.
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Material und Methoden

1. Material

1.1. Mause
Balb/c und C57/B6 wurden von Harlan Winkelmann, 8ehland, bezogen und in einem

Alter von 8 — 12 Wochen fiir die Experimente einggs&Veitere Mause dieser Linien sowie
DO11.10 (H-8) Mause, die einen transgenen TCR, spezifisch fOMI und das Ovalbumin
Peptid 323-339 (OVA), auf ca. 75 % der CDB-Zellen tragen, wurden an der Universitat

Munster in einem SPF-Tierstall (specified pathodese) unter tierarztlicher Kontrolle

gezlchtet.
1.2. Antikorper, Zytokine und TLR Liganden
1.2.1. Antikorper
Primare Antikdrper Klon Ak Hersteller
P Herkunft
CD8a 53-6.7 Ratte BD Biosciences, Heidelberg| D
CD11b/Mac-1 M1/70 Ratte BD Biosciences, Heidelberg| D
CD16/32 2.4G2 Ratte BD Biosciences, Heidelberg} D
CD24 M1/69 Ratte BD Biosciences, Heidelberg,|D
CD25 PC61 Ratte BD Biosciences, Heidelberg| D
CD45/B220 RA3-6B2 Ratte BD Biosciences, Heidelberg| D
GR-1/Ly-6G RB6-8C5 Ratte BD Biosciences, Heidelberg| D
Biotin anti-yd-T-Zeller GL3 Hamster | BD Biosciences, Heidelberg,|D
NKT-Zellen U5A2-13 Ratte BD Biosciences, Heidelberg,|D
F4/80 F4/80 Ratte BMA Blomedcl;ﬁls AG, Augst,
BMS T-2006 Ratte BMA Blomedcl;ﬁls AG, Augst,
ERBMDM-1 T2015 | Ratte | OV B'omedC'CHa'S AG. Augst
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direkt markierte Ak
Antikorper Klon Herkunft Hersteller
CD54-FITC 3E2 Ratte BD Biosciences, Heidelberg| D
CD80-FITC 16-10A1 Ratte BD Biosciences, Heidelberg| D
CD40-PE 3/23 Ratte BD Biosciences, Heidelberg| D
CD25-PE PC61 Ratte BD Biosciences, Heidelberg, D
CD86-PE GL1 Ratte BD Biosciences, Heidelberg| D
CD11c-APC HL3 Hamster| BD Biosciences, Heidelberg| D
DO11.10 TCR-Biotin KJ1-26 Maus Caltag, Burlingame,,@/SA
Streptavidin-PE-Cy7 / / Caltag, Burlingame, CA, USA
CD4-PerCp L3T4 Ratte BD Biosciences, Heidelberg| D
1.2.2. Zytokine
Zytokin Hersteller
GM-CSF Zelllinie NIH 3T3-GM-CSF von Dr. Blankensteierlin, D
IL-4 Zelllinie NIH 3T3-IL-4 von Dr. Schmitt, Wien, A
1.2.3. TLR Liganden
TLR Ligand Hersteller
PAM;CSK, EMC microcollectionsGmbH, Tubingen, I
PGN Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
MALP-2 EMC microcollectionsGmbH, Tubingen, D
Poly (I:C) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
LPS Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
CpG MWG Biotech, Ebersberg, D
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1.3. Medienbestandteile, Enzyme, Chemikalien, Oligonukle  otide,
Kits und sonstige Materialien

1.3.1.

Medienbestandteile

Medienbestandteile

Hersteller
FCS PAA, Colbe, D
Gentamycin PAA, Coélbe, D
Geniticin PAA, Colbe, D
HBSS PAA, Colbe, D
HEPES PAA, Colbe, D
Dulbeccos Phosphate Buffered Saline (PBJS) PAA, Cdbe
L-Glutamin x 100 PAA, Colbe, D
Natriumpyruvat PAA, Colbe, D
NEAA PAA, Colbe, D
Pen/Strep x 100 PAA, Coélbe, D
RPMI 1640 PAA, Colbe, D
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, UBA

1.3.2.

Kits

Name

Hersteller

BCA Protein Assay Kit

Pierce, Rockford, IL, USA

CBA inflammation Kit

BD Biosciences, Heidelberg, D

Revert Aid cDNA Synthesis Kit

MBI Fermentas, St. helkot, D

Tag Man Universal PCR Mastermix

Applied Biosystefsster City, CA, USA

Taq DNA Polymerase

Eppendorf, Hamburg, D

Taq Man Gene Expression Assays (Ccr7, Jg

glApplied Biosystems, Foster City, CA, USA

Hprt, DIl4)
1.3.3. Primer
| Bezeichnung Sequenz Hersteller
5
[3-Aktin vorwarts |[CGTCATACTCCTGCTTGCTGATCC MWG Biotech, Ebersberg, D
ACATCTGC 3’
5
3-Aktin rickwarts | ATCTGGCACCACACCTTCTACAA| MWG Biotech, Ebersberg, D
TGAGCTGCG 3
5" tccatgacgttcctgacgtt 3° .
CpG 1826 (PTO modifiziert) MWG Biotech, Ebersberg, D
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1.3.4. Chemikalien und Enzyme
| Chemikalien und Enzyme Hersteller
5-(6)-Carboxyfluorescein-Diazetat-Succinimidyleg@eFSE) Molecular Probes, Euger
OR, USA
- Molecular Probes, Euger]
TO-PRO-3 iodide OR, USA

OVA Peptid

Applied Biosystems,
Weiterstadt, D

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Merck, Bochum, D

Ethanol

Roth, Karlsruhe, D

Natriumchlorid (NaCl)

Merck, Bochum, D

Sigma-Aldrich, St. Louis

DMSO MO, USA
Ammoniumchlorid (NHCI) Slgma-“AAIngEhéit. Louis
Kaliumhydrogencarbonat (KHC{ Slgma-algrlzhéit. Louis
Trypsin-EDTA (1x) Inwtrogecr:]ACcl)JrgA Carlsbal

<

=)

Isopropanol Roth, Karlsruhe, D

Invitrogen Corp., Carlsba

TRIZOL CA, USA
: Sigma-Aldrich, St. Louis

0,

Glycerin (100%) MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis

Bromphenolblau MO, USA
Formamid Sigma-Aldrich, St. Louis

MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis

0,

Formaldehyd (37%) MO, USA
. y Sigma-Aldrich, St. Louis

MOPS (N-Morpholino)-Propansulfonsaure MO, USA
. Sigma-Aldrich, St. Louis

Natriumacetat (Na-Acetat) MO, USA
DNase | Promega, Mannheim, [
dNTPs Roche, Gre[r;zach-Wthe
. Sigma-Aldrich, St. Louis

Phorbol-12-myristat-13-Acetat (PMA) MO, USA

lonomycin

SIYIMTTA"ATUTICH, O LUUIS
A _1LIC A

Dextran 500

Pharmacia Biotech,

Uppsala, S
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1.3.5.

Sonstige Materialien

Materialien

Hersteller

3-Wege-Hahn (Kat. 888-101B)

PVB Medizintechnik Gm&HKo. KG, Kirchseeon, D

Kanilen, 25G

Terumo, Leuven, B

Kantlen, 30G

Terumo, Leuven, B

goat anti rat IgG Magnetpartike

Miltenyi Biotec, igesch-Gladbach, D

anti-CD49b (DX-5) Magnetpartike

14

Miltenyi Biotec, Bpsch-Gladbach, D

Nylonwolle G. Kisker-Produkte flr Biotechnologie g8tfurt, D
Spritze 10 ml AMEFA, Kriftel, D
Spritze 5 ml AMEFA, Kriftel, D

Zellsieb 100 um

BD Biosciences, Heidelberg, D

96 Loch Mikrotiterplatten Falcon
353077

BD Biosciences, Heidelberg, D

12 Loch Mikrotiterplatten Falcon
353043

BD Biosciences, Heidelberg, D

Zellkulturschalen Falcon 3530038

BD Biosciences, diidrg, D

Sterilfilter Millipore Express plus
0,22 pm

Millipore, Badford, MA, USA

Filtereinheit FP 30/0,2 CA-S

Schleicher & SchuellckdScience, Dassel, D

Kryoréhrchen CyroTube Vials

Nunc, Roskilde, DK

Einfrierbehélter, Freezing Contair

Nalgene, RoredlY

Thermo Fast 384 PCR Plate

Abgene, Epsom, GB

Adhesive PCR Seal

Abgene, Epsom, GB

1.4. Software zur Datenanalyse
| Bezeichnung Anwendung Hersteller
. J. Trotter, Scripts Institute, La Jollg,
WinMDI 2.8 Analyse von FACS-Daten CA. USA

BD CBA Analysis

Analyse von FACS-Daten

BD Biosciences, Heidelberg, I

Software
SDS 2.1 Analyse von RT PCR Datert PPled B'OSyStSrS”AS’ Foster City, C3,
Analysis 3.2 Auswertung von Soft Imaging Solutions, Munster, D

Fluoreszenzbildern
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1.5. Gerate

Laborgerat Typenbezeichnung Hersteller
AutoMACS Cellsorter Miltenyi, Bergisch-Gladbach, D
Brutschrank NUNC Cellstar Nunc, Wiesbaden, D
Durchflusszytometer FACSCalibur BD Biosciences, Hiidey, D
Durchflusszytometer FACSCanto BD Biosciences, HeielglphD
Szintillationszahler 1450 Micro Beta Plys Wallacerkiy FIN
Zell-Harvester Harvester 96 TOMTEC, Orange, CO, USA
Sterilbank Hera safe Kendro, Hanau, D
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus, Hanau, D
Zentrifuge Varifuge 3.0R Heraeus, Hanau, D
Schuttler Titramax 1000 Heidolph, Schwabach, D
Vortex VF2 IKA-Labortechnik, Staufen, D
Mikroskop DMLB Leica, Bensheim, D
Scheren und Pinzettep Willers, Mlnster, D
Wasserbad GFL-1083 Gesellschatt fir Labortechnikgiedel, D
Photometer Bio-Photometer Eppendorf, Hamburg, D
PCR Gerat Mastercycler Eppendorf, Hamburg, D
N 7900HT Fat Real-Timg . . :
RT Gerat PCR System Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Zellzéhler CASY Cell Counter DT Schéarfe System GmBHdutlingen, D
Fluoreszenzmikroskop BX61 Olympus, Hamburg, D

1.6. Medien und Puffer
Die verwendeten Medien und andere, thermolabile uhgen wurden nach der

Zusammenstellung sterilfiltriert, wahrend die Pufi@toklaviert wurden. Das zur Herstellung
der verschiedenen Puffer verwendete Wasser wurdeiner Milli-Q-Filtrationsanlage
(Millipore) aus deionisiertem Wasser aufbereitet.

Fotales Kalberserum (FCS)
Das FCS wurde 30 min im Wasserbad bei 56 °C Hita&tiviert und in Aliquots bei —20 °C
gelagert.

Komplett-Medium (CM)

-500 mi RPMI 1640

- 50 mi FCS

- 5 ml L-Glutamin (200 mM)
- 5 ml NEAA (100 x)

- 5 ml HEPES (1 M)

- 5 ml Pen/Strep (100" U/mI)



Material und Methoden

- 5 mi Natriumpyruvat (100 mM)

- 5 ml 2-Mercaptoethanol (50 mM)
T-Zell-Medium

-500 mi RPMI 1640

- 25 ml FCS

- 5 ml L-Glutamin (200 mM)

- 5 ml NEAA (100 x)

- 5 ml HEPES (1 M)

- 5 ml Pen/Strep (100" U/mI)

- 5 ml Natriumpyruvat (100 mM)

- 5 mi 2-Mercaptoethanol (50 mM)

BM-DC-Medium

-500 ml RPMI 1640

- 25 ml FCS

- 5 mi L-Glutamin (200 mM)

- 0,5 ml Gentamycin (50 mg/ml)

- 5 ml NEAA (100 x)

- 5 mi 2-Mercaptoethanol (50 mM)

- 25 ml GM-CSF (3000 U/ml)

- 25 ml IL-4 (1500 U/ml)
Lysepuffer

-500 ml dest. bO

- 4,15¢g NHCI

- 05 ¢ KHCQ

- 185¢g EDTA

PBS (phosphate buffered saline)
-450 ml dest. kO
- 50 mi Dulbeccos Phosphate Buffered Salif)(1
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PBS 1% FCS
-500 ml
- 5 ml

PBS
FCS

10x MOPS-Puffer ((N-Morpholino)-Propansulfonsaure)

(lichtempfindlich; nicht autoklavieren, sondernrgtitrieren)

-1 |
- 41,86¢
- 68 ¢
- 3,749

pH auf 6,8 einstellen

Ladepuffer
-500 ul
-500 ul
- 10 mg
Denaturierungspuffer
-633 ul
-133  ul

-234  ul

HO
MOPS
Na-Acetat
EDTA

DEPC (oder RNasefreise Wasser)
Glycerin (100%)

Bromphenolblau

deionisiertes Formamid
10x MOPS
saurefreies Formaldehyd (37%)
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2. Methoden
2.1. Zellkultur

2.1.1. Sterilisation
Fur die Arbeit mit Zellkulturen ist es unabdingbadal3 die verwendeten Geféal3e,

N&ahrlésungen, Puffer und Arbeitsgerate steril siradso keine vermehrungsfahigen
Mikroorganismen enthalten. Die in dieser Arbeitgeisetzten Methoden der Sterilisation
waren die Sterilfiltration, das Autoklavieren (20mbei 121 °C und 2,1 bar) sowie die
Desinfektion mit 70% Ethanol. Glaswaren wurden 2iih bei 180 °C im Trockenschrank

sterilisiert.

2.1.2. Kryokonservierung von Zellen

Einfrieren von Zellen
Die dauerhafte Lagerung von Zellen aus Priméarkettusowie Zelllinien erfolgte durch

Kryokonservierung in flissigem Stickstoff bei —196. Diese Lagerung verhindert eine
Kontamination sowie Variabilitdt durch Subkultivierg der verwendeten Zelllinien. Als
Schutzsubstanz wurde Dimethylsulfoxid (DMSO) eimges Es verhindert die
Kristallbildung und die partielle Dehydratation d€gtoplasmas. Um eine Schadigung der
Zellen durch zu schnelles Gefrieren zu vermeidgn|gte das Einfrieren zudem in speziellen
Behaltern, die ein langsames Abkihlen (-1 °C/minmdglichen (146).
Vorbereitung:

- Einfrierbehaltnis mit Isopropanol befillen und B€IC kihlen

Durchfiihrung:
- Zellen in 500 pl gekihltem FCS resuspendieren

- 500 pl gekihltes FCS 20% DMSO hinzuftigen
- Zellsuspension in Kryoréhrchen Uberfiihren
- Kryoréhrchen in Einfrierbehaltnis plazieren und & h bei —80 °C lagern

- in No-Behalter Uberfuhren

Auftauen von Zellen
Anders als das Einfrieren sollte das Auftauen dalted moglichst rasch erfolgen, um eine

Devitrifikation, d.h. ein Kristallisieren des urspiglich amorph erstarrten Gemisches zu

verhindern. Der DMSO-Zusatz ist durch Mediumwechseéntfernen.
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Durchfiihrung:
- die gefrorene Kryokultur bei 37 °C solange im Wasad auftauen, bis gerade das

letzte Eisklimpchen verschwindet

- RoOhrchen auen mit 70% Ethanol desinfizieren und Idealt in ein 50 ml
Réhrchen mit 30 ml vorgewadrmtem Komplettmedium atleaen

- 5 min bei 200 x g zentrifugieren

- Zellpellet in dem entsprechenden Medium aufnehmmoh Zellen bei 37 °C im

Brutschrank kultivieren

2.1.3. Praparation von murinen T-Zellen
Die Gewinnung von T-Zellen erfolgte durch gezietefkonzentrierung dieser Zellen aus

Zellsuspensionen von Milz und/oder Lymphknoten diusen in mehreren Schritten.
Zunéchst wurden die Erythrozyten durch osmotiscl@meélyse in einem hypotonischen
Puffer zerstort. Dies war fur die Praparation voZellen aus Lymphknoten aufgrund der
fehlenden Erythrozyten in diesen Organen nicht eatlig. Anschlie3end erfolgte die weitere
Aufreinigung Uber eine Nylonwollsdule. Dieser Stthberuht auf der Adharenz vieler
Leukozytenarten (B-Zellen, Makrophagen und dersiiite Zellen) sowie von Zelldebris an
der Oberflache der Nylonwolle. Da T-Zellen nicht Hglonwolle adharieren, konnten sie
effizient aus einem heterogenen Leukozyten-Zellgemiangereichert werden (147). Der
Anteil von T-Zellen in der Zellsuspension betrugimader Erylyse ca. 45-50% und wurde
durch die Aufreinigung Uber die Nylonsdule auf UB68f6 angehoben (148). Dies war fur
einige Anwendungen durchaus ausreichend. War eioBege Reinheit an CD3T-Zellen
notwendig oder aber sollte nur die CDdzw. die CD8 Subpopulation eingesetzt werden,
wurde ein weiterer Schritt n6tig. Bei der negativemreicherung wurden die unerwiinschten
(CD4"-bzw. CD8T-Zellen) und kontaminierenden Zellen (verbliebeBeZellen und
Makrophagen sowie Granulozyteyd T-Zellen sowie NK- und NKT-Zellen) zunachst
indirekt, d.h. Uber entsprechende Antikdrper mitgnetischen Partikeln markiert und
anschlieRend tber eine Saule entfernt. Durch diése Aufkonzentrierung lieRen sich CD4
und CD8 T-Zellen mit einer Reinheit von > 99% bzw. > 968hadten (148).

Vorbereitung:
Je nach Anzahl der zu verarbeitenden Milzen waremnschiedene Nylonwollsaulen

vorzubereiten. Pro Milz wurden ca. 0,5 g Nylonwoilte 5 ml Spritzen (1 Milz), 10 ml
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Spritzen (2 Milzen) und 20 ml Spritzen (3 Milzergfgllt und anschlielend autoklaviert. Um
T-Zellen aus Milzzellsuspensionen aufzukonzentrieveurden die Saule Uber einen 3-Wege-
Hahn mit T-Zell-Medium blasenfrei von unten geflutend bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Anschlielend wurde die Saule mit 3 Sé@wubtdumina T-Zell-Medium aquilibriert.

Organentnahme:

Die Totung der Méause erfolgte durch Asphyxie inZXdmosphare. AnschlieRend wurde das
Fell mit 70% Ethanol abgespilt und links, seitlodr Wirbelsdule aufgeschnitten. Nach der
Offnung des Peritoneums wurde die Milz entnommeth innein Rohrchen mit PBS 1% FCS
transferiert. Die Isolierung der inguinalen, pogditen, axilaren und cervikalen Lymphknoten

erfolgte nach einem ventralen Schnitt.

Bereitung der Zellsuspension:

Die aus der Maus entnommenen Organe wurden mitstienten Stempel einer 5 ml Spritzen
durch ein Zellsieb (Porerid 100 um) in einer Petrischale geprel3t bis makrdaskbpnur
noch Bindegewebe zu erkennen war. Weitere Schritte:
- Zellsuspension in 50 ml Réhrchen tberfihren
- Zellsieb und Petrischale mit PBS 1% FCS spulen
- 5 min bei 200x g zentrifugieren
- Uberstand verwerfen
- Zellen in 3 ml Lysepuffer pro Milz resuspendiererdB8 min bei RT inkubieren
- Zugabe von ca. 5 ml PBS 1% FCS pro Milz (AbbruchRleaktion)
- 5 min bei 200x g zentrifugieren
- Uberstand verwerfen und Zellen in 2 ml PBS 1% F@s\ilz aufnehmen
- Zellsuspension uber ein Zellsieb (Poréh:100 pm) filtrieren und auf die Saule
geben
- Flussigkeitsspiegel in der Saule bis kurz Uber Mionwolle absenken (im
Idealfall ersetzt die Zellsuspension vollstandig t&edium)
- das abgelassene Medium wieder auf die Saule geben
- Saule 45 min bei 37 °C im Brutschrank inkubieren
- Saule mit einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/minieren und dabei solange
frisches Medium auf die Saule geben bis 40 ml Eilnainem 50 ml Réhrchen
aufgefangen worden sind

- Zellzahl bestimmen
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Aufreinigung iiber ein MAC% (CD4" CD25 T-Zellen, optional)

Das in dieser Arbeit eingesetzte System von dem&iMiltenyi verwendet monoklonale

Antikorper, die mit sehr kleinen paramagnetischemtikeln (ca. 50 nm) gekoppelt sind.
Hierdurch lieBen sich je nach eingesetztem Antigbrpestimmte Zellpopulationen
paramagnetisch markieren und anschlieBend in denchdidadienten-Magnetfeld der
MACS®-Saule zuriickhalten, wahrend die unmarkierten Hetlee Saule passierten. Nach
einem Waschschritt wurden die markierten Zellencdugntfernung des Magnetfeldes mit
einem bestimmten Volumen Puffer eluiert (146).

Durchfuhrung:
- Zellen in einer Konzentration von 1Ml mit PBS 1% aufnehmen

- pro 1x16 zellen folgende Mengen Antikérper hinzufiigen:
- 11 ul T-Zell Antikorpercocktail:
- 1,8 plaCD11b
- 1,8 ulaCb16/32
- 3,4 ulaCD45/B22
- 8,4 ulaGr-1/Ly-6G
- 2,4 ulayd-TCR
- 1,2 ulaNKT-Zellen
- 100 plaCD24 Uberstand
- 500 plaCD25 Uberstand
- 6 ulDX5
- 3 ulaCD8 Antikorper
- 10 min auf Eis schutteln
- 3 min bei 200x g zentrifugieren
- 1x mit PBS 1% waschen
- 3 min bei 200x g zentrifugieren
- Zellen auf eine Konzentration von 1X1@l mit PBS 1% + 2 mM EDTA einstellen
- magnetische Beads hinzufligen:
- 55 ul goat anti rat MACS Beads
- 5 ul streptavidin MACS Beads
- 15 min auf Eis inkubieren
- 3 min bei 200x g zentrifugieren
- 2x mit PBS 1% + 2 mM EDTA waschen
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- 3 min bei 200x g zentrifugieren

- Zellen im MACS mit dem Programm ,DepleteS* sepaarer

2.1.4. Praparation von murinen dendritischen Zellen aus d em
Knochenmark

Die Gewinnung von dendritischen Zellen aus dem Keoamark(bone marrow derived
dendritic cells= BM-DC) wurde nach einem modifizierten Protoketin Inabaet al. (111)
durchgeflnhrt.

Zunachst wurde aus dem Knochenmark von Femur umdsTeine Zellsuspension gewonnen,
die durch Inkubation in einem hypotonischen Lyséaufon Erythrozyten befreit wurde.
AnschieBend wurden die Knochenmarkszellen fir 6r d@leTage in BM-DC Medium
inkubiert, dal3 mit den Zytokinen GM-CSF und IL-pplementiert worden war (Anmerkung:
In einigen Fallen wurde kein zusatzliches IL-4 dbfadium hinzugefiigt). Nach 8 Tagen
Kultivierung wurden die nicht-adharenten sowie @ieht adharenten Zellen abgenommen

und Uber einen Dichtegradienten gereinigt und kemifiir Experimente eingesetzt werden.

Organentnahme:

Die Totung der Méause erfolgte durch Asphyxie inZXdmosphare. Anschlielend wurde das
Fell mit 70% Ethanol abgespiilt und an den Hintdédéduder Tiere entfernte. Nun wurden
Femur und Tibias weitgehend von Muskelfleisch befreom Torso abgetrennt und in ein
Rohrchen mit PBS 1% FCS Uberfihrt.

weitere Schritte:
- Tag 0: Knochen mit 70% Ethanol spilen und in eiegigchale mit PBS 1% FCS

legen

- (alle weiteren Schritte von Tag 0 auf Eis)

- Knochen mit einer Schere durchtrennen und in endlei@ Petrischale Gberfihren

- Knochenmark mit Hilfe einer 10-ml Spritze (Kani@g45 x 23) mit PBS 1% FCS
ausspulen

- Suspension mit einer 10-ml Spritze aufziehen

- Homogenisierung der Suspension durch Ansetzterspetze (Kanule: 0,9 x 40)
an den Rand eines 50 ml R6hrchens

- 5 min bei 200x g und 4 °C zentrifugieren
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Uberstand verwerfen und Zellen mit 2 ml Lysepuffero 2 Hinterlaufe
resuspendieren

5 min inkubieren

Zugabe von ca. 4 ml PBS 1% FCS pro 2 HinterlautebfAch der Reaktion)

5 min bei 200x g und 4 °C zentrifugieren

Uberstand verwerfen, Zellen in 10 ml BM-DC-Mediumfriehmen und Uber ein
Zellsieb (Porentd 100 um) filtrieren

Zellen zahlen und in einer Zellzahl von 10 ¥ Bellen in Zellkulturschalen{
100 mm) mit 10 ml BM-DC-Medium bei 37 °C und 5 % £Kltivieren

Tag 3: 10 ml BM-DC-Medium hinzuflgen

Tag 6: 10 ml Medium durch frisches BM-DC-Mediumedzen

Tag 7 oder 8: nicht-adharente und leicht adhargeten durch kraftiges Spulen
mit Medium abnehmen und in ein 50 ml Réhrchen litbeen

5 min bei 200x g und 4 °C zentrifugieren

(alle weiteren Schritten von Tag 8 auf Eis)

Uberstand verwerfen und Zellen (iber Dichtegradie@entrifugation reinigen

Zellen fur Experimente einsetzen

Dichtegradienten-Zentrifugation

Die isopyknische Zentrifugation mit Ficolp (= 1,077 g/ml) wurde in dieser Arbeit fur die

Abtrennung von toten Zellen aus ZellsuspensionenBM-DC verwendet. Dabei macht man

sich die hohere Dichte toter Zellen zu Nutze, wolutiese im Laufe der Zentrifugation zum

Boden des Zentrifugenréhrchens wandern, wahretddsecvitalen BM-DC in der Interphase

zwischen Ficoll und Medium konzentrieren.

Durchfiihrung:

Zellen in 5 ml Ficoll-Lésung@d = 1,077 g/ml) aufnehmen und in ein 15 ml
Rohrchen transferieren

Ficoll-Losung vorsichtig mit 2 ml Komplettmedium édschichten

20 min bei 660x g und 4 °C ungebremst zentrifugiere

Zellen in der Interphase vorsichtig abnehmen undein 15 ml Rdéhrchen
uberfihren

Rohrchen mit Komplettmedium auffullen

5 min bei 200x g und 4 °C zentrifugieren

Zellen in beliebigen Medium oder Puffer aufnehmen
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2.2. Herstellung von Dextranpartikeln
Die Herstellung der Dextranpartikel erfolgt nacheziMethode von Schroder (149).

Durchfiihrung:
- 2 g einer 26% w/v Losung von Dextran in 100 ml Baghas vorlegen (fir die

Herstellung FITC-markierter Dextranpartikel wurdesprechendes FITC-Dextran
verwendet)

- 400 pl HO mit oder ohne:
- 6,25 mg/ml OVA-Peptid oder
- 312 pg/ml LPS oder
- 6,25 mg/ml OVA-Peptid + 312 pg/ml LPS

- auf Eis 30 ml Speisedl unter Ruhren hinzufligen

- auf Eis mit Ultraschallstab fiir 40 sek homogenesier

- Suspension unter Rahren langsam in 200 ml einét-0ggén Losung von Tween
80 in Aceton giel3en

- Partikel fir mehrere Stunden prazipitieren lassen

- Partikel Gber Zellsieb von gréReren Verunreinigumggnigen

- 3x mit 0,1%-iger Losung von Tween 80 in Aceton west

- 5 min bei 3000x g zentrifugieren

- Partikel mit 2 ml der 0,1%-igen Losung von Tweeni@®ceton aufnehmen und

bei RT trocknen lassen

2.3. Analyse

2.3.1. Durchflusszytometrie (FACS*, fluorescence activate  d cell
sorting)

Die Durchflusszytometrie ist ein ausgesprochen tigels Verfahren in der modernen
Zellbiologie und erlaubt sowohl die qualitative Ayse einer heterogenen Zellsuspension als
auch die quantitative Bestimmung von Oberflachemiden und intrazellularen Proteinen.
Grundlage dieses Verfahrens ist die Bildung einemzé&zellsuspension (durch
hydrodynamische Fokussierung), die es ermoglich#Zeillen einzeln durch einen Laserstrahl
zu fuhren. Die Passage einer Zelle durch den Lmabtdihrt zur Streuung des Lichts sowie
zur Aktivierung von Fluoreszenzerscheinungen (esgrechender Markierung der Zellen).
Das in einem kleinen Winkel abgelenkte Licht wirnd &orwartsstreuung (FSGorward

scatte) bezeichnet und ist abhéangig von der Zellgrol3ehrerdgd das orthogonal gestreute
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Licht entsprechend Seitwartsstreuung (SSi@e scatter genannt wird und proportional zur
Granularitat der Zelle ist (150).

Durch den Einsatz von fluoreszierenden, intrazétkn Farbstoffen (z.B. CFSE) oder
Fluoreszenz-markierten Antikorpern lassen sich mak Zellen innerhalb einer

Zellsuspension verfolgen und genauer untersuchas.Hauptaugenmerk in dieser Arbeit lag
dabei auf der qualitativen Unterscheidung versamed Zellpopulationen sowie der

quantitativen Bestimmung von Aktivierungs-abhangi@berflachenmarkern.

Durchfihrung:
- ca. 3x16-5x10 Zellen in FACS-R6hrchen vorlegen

- 5 min bei 200x g zentrifugieren

- Uberstand verwerfen

- 50 ul PBS 1% FCS sowie die Antikorper (Verdinnuhi00) hinzufligen

- 20 min bei RT unter Lichtausschluf3 inkubieren

- 1 ml PBS 1% FCS hinzufiigen

- 5 min bei 200x g zentrifugieren

- Uberstand verwerfen

- 250 ul PBS 1% FCS hinzufigen (optional: 1 uM TOPR@inzufliigen, um tote
Zellen anzufarben)

- Messung der Proben

* Der allgemein gebrauchliche Ausdruck ,FACS" isigentlich eine eingetragene

Handelsmarke der Firma Becton-Dickinson

2.3.2. MLR (mixed |_eukocyte r_eaction)
Die sogenannte priméare allogene MLRniXed kukocyte eaction wird haufig als

funktionaler Test zur Bestimmung der Aktivitat vdandritischen Zellen verwendet. Hierbei
werden naive T-Zellen zusammen mit dendritischelledeaus einem allogenen Spendertier
kultiviert und nach 5 Tagen die Proliferation deZdllen bestimmit.

Obwonhl die Mechanismen dieses Verfahrens nichtg&e&annt sind, wird die Fahigkeit von
dendritischen Zellen, die Proliferation von allogarir-Zellen anzuregen, in entscheidendem
Mal3e der Starke der Expression von MHC II- sowiestimulatorischen Molekilen
zugeordnet (151). Die allostimulatorische Kapazitén dendritischen Zellen korreliert also

mit dem Reifegrad der Zelle.
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Die allogene MLR wird in 96-Loch-Rundbodenplattamrahgefuhrt, um eine raumliche Nahe
von dendritischen Zellen und T-Zellen zu gewéahtdgisEs empfiehlt sich zudem, die beiden
Zelltypen in verschiedenen Verhaltnissen einzusetmen einen AICD dctivation nduced
cell death) hervorgerufen durch ein ungunstiges Verhéaltnia potenten stimulatorischen
Zellen zu den T-Zellen zu erkennen. Bei der allepeMLR im Rahmen dieser Arbeit

wurden T-Zellen verwendet, die nur Uber Nylonséaultgereinigt worden waren (s. 2.1.4).

Durchfihrung:
- durch Erstellung einer Verdinnungsreihe wurdenddiadritischen Zellen so in

den Lochern einer 96-Loch-Rundbodenplatte vorgeldg® sich nach spaterer
Zugabe der T-Zellen DC:T-Zell-Verhéaltnisse von 1:120 sowie 1:40 ergaben;
das Volumen betrug hierbei 100 pul Komplettmediumwerrden jeweils Triplikate
angesetzt

- 1x1@ allogene T-Zellen wurden in 100 pl Komplettmediimjedes Loch mit
dendritischen Zellen geflllt, sowie in mindesten&&her ohne weitere Zellen
(Negativkontrolle)

- Inkubation fur 4 Tage bei 37 °C im Brutschrank

- Zugabe von 1 pCH-Thymidin zu jedem Loch

- Inkubation fur 18 h bei 37 °C im Brutschrank

- Einfrieren der 96-Loch-Rundbodenplatte bei —20 °C

Neben der Ermittlung der allostimulatorischen Kaggéa/on dendritischen Zellen wurde die
allogene MLR im Rahmen dieser Arbeit noch fur diesBmmung des Potentials dieser

Zellen genutzt, eine T-Zellantwort in RichtungIToder T2 zu dirigieren.

Durchfihrung:
- 1x10 CD4'CD25 T-Zellen wurden in 100 pl Komplettmedium in denchérn

einer 96-Loch-Rundbodenplatte vorgelegt
- 5x10 dendritische Zellen wurden in 100 pl Komplettmedihinzugefiigt
- Inkubation fur 9-11 Tage bei 37 °C im Brutschrank

- Abnahme von Uberstanden fir die spatere Bestimmdengytokine
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2.3.3. Antigen-spezifische T-Zellproliferation in vitro
Die Verwendung von TCR-transgener T-Zellen ist eM@églichkeit, die stimulatorische

Kapazitat von und die Ag-Prasentation durch DC atersuchen, da das Ag bekannt ist und
gezielt eingesetzt werden kann.

TCR-transgene T-Zellen aus DO11.10 Mausen wurdensgmigenen BM-DC aus Balb/c
Mausen sowie dem Ag OVA-Peptid kokultiviert.

Durchfiihrung:
- 1x10 Balb/c BM-DC in 100 pl Komplettmedium mit 0,1 pd/@VA-Peptid in

die Locher einer 96-Loch Rundbodenplatte vorlegen
- 1x10° DO11.10 T-Zellen in 100 pl Komplettmedium zu devi-®C geben
- Inkubation fur 2 Tage bei 37 °C im Brutschrank
- Zugabe von 1 pCH-Thymidin zu jedem Loch
- Inkubation fur 18 h bei 37 °C im Brutschrank
- Einfrieren der 96-Loch-Rundbodenplatte bei —20 °C

2.3.4. Aktivierung von T-Zellen mit Phorbol-13-M _yristat-12-A cetat
und lonomycin (PMA/lono)

Phorbolester wie _ Phorbol-13y¥stat-12-Acetat (PMA) aktivieren aufgrund einer
strukturellen Ahnlichkeit zu Diazylglyzerat die Remkinase C(PKC), ein wichtiges Enzym
bei der Regulierung des zellularen Wachstums. lgmam ein C&*-lonophor unterstiitzt
durch Bereitstellung von €adie Aktivierung von PKC durch PMA. Durch Behandiuvon

T-Zellen mit PMA/Iono wird eine Aktivierung und Riferation der Zellen erreicht.

Durchfiihrung:
- 1x105 T-Zellen in 200 pl Medium vorlegen

- 3 ng/ml PMA und 300 ng/ml lonomycin hinzufligen
- 48 h bei 37 °C im Brutschrank inkubieren
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2.3.5. Messung der T-Zellproliferation durch Einbau von 3H-
Thymidin
Die Aufnahme von®H-Thymidin durch proliferierende T-Zellen wurde itieser Arbeit

mittels eines Szintillationszahlers bestimmt. Das#)p eines Szintillationsz&hlers besteht in
der Emission von Photonen in Folge der Wechselwigkionisierender Teilchen (in diesem
Fall die B-Strahlen des®H) mit den Molekillen eines sogenannten SzintilstoDie
Lumineszenz des Szintillators wird Uber einen Pmotitipler verstarkt und ist direkt
proportional zu def-Strahlung der Probe.

Hierftr wurden die Zellen mit Hilfe eines Harvesteunachst auf eine Filtermatte Gbertragen
und gewaschen, damit das Ergebnis nicht durch inttukiberstand verbliebene¥H-
Thymidin verfalscht werden konnte. Anschlielend deur die Matte mit der
Szintillationsflussigkeit getrankt und die Luminesz der Proben im Szintillationszahler

ermittelt.
Durchflhrung:
- 96-Loch-Platte mit den Zellen bei 40 °C im Inkubadaftauen
- Platte im Harvester absaugen
- Filtermatte in Papier einschlagen und 2 h bei 6@ithkubator trocknen
- Filtermatte an 3 Seiten in Folie einschweiRen, &#intillator tranken und
vollstandig verschliel3en
- Lumineszenz der Proben auf der Filtermatte im 8latibnszahler ermitteln
2.3.6. CFSE-Farbung

5-(6)-Carboxyluorescein-Diazetat«&cinimidylester (CFSE) ist ein grin fluoreszierender
Farbstoff, der in dieser Arbeit fur die intrazetité Markierung von Lymphozyten eingesetzt
wurde. CFSE besitzt die Eigenschaft, bei Zellteglem gleichméalRig auf die Tochterzellen
verteilt zu werden, womit eine Bestimmung von geslerenden Zellen durch Messung der
Verdinnung der Fluoreszenzintensitat moglich wiidie Detektion erfolgt mit den
entsprechenden Filtern (denselben wie fir FITC-Madngen) im Durchflusszytometer.

Die Lagerung von CFSE erfolgte in einer 5 mM Stéskihg. Dazu wurden 2,78 mg des
Farbstoffs in DMSO gel6dst und bei —20 °C gelaggdr Herstellung einer Arbeitsldsung
wurde die Stocklésung 1:10000 mit PBS verdinnt endentration 0,5 pM).
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Durchflhrung:
- Zellen einmal mit PBS waschen

- 5 min bei 200x g zentrifugieren

- Uberstand verwerfen

- Zellen in einer maximalen Konzentration von 1 x’ Tellen pro ml mit der
Arbeitslosung aufnehmen

- 5 min bei RT in Dunkelheit inkubieren

- Reaktion durch Zugabe von 10 ml PBS 1% FCS beenden

- 5 min bei 200x g zentrifugieren

- Uberstand verwerfen

- Zellen 2x mit PBS waschen

- Zellenin 100 pl PBS aufnehmen

2.3.7. Zytokin-Bestimmung mit dem CBA
Die Bestimmung von IL-12, IL-10 und IFN-erfolgte mit demMouse Inflammation

Cytometric Bead Array Kisowie demMouse Th1/Th2 Cytokine Cytometric Bead Array Kit
von BD Biosciences.

Diese Verfahren beruhen auf dem Einsatz von Kugelchmit unterschiedlichen
Fluoreszenzintensitaten, die mit Antikbrpern gegestimmte Zytokine beladen sinchpture
bead3. Dadurch kommt es zu einer Bindung der zu beseamden Zytokine auf der
Oberflache der Kugelchen. Die quantitative Bestimgwaer gebundenen Zytokine erfolgt
anschlieBend durch weitere Antikorper, welche diese Zytokine binden, hierfir aber
andere Epitope verwenden defection antibodigs Die Detektion erfolgt im
Durchflusszytometer (FACSCalibur) durch Auflésungr drerschiedenenapture beadsm
FL3 Kanal und Bestimmung der FluoreszenintensitéenPE (phycoerythrin)-gekoppelten
detection antibodiesm FL2 Kanal. Die so erhaltenen Rohdaten kénnemchdédbgleichung
mit entsprechenden Eichkurven von der BD CBA Anal@oftware ausgewertet werden.
Der Vorteil dieses Systems gegeniber dem herkorerlic ELISA €nzyme-linked
immunosorbent asspist ein geringerer Verbrauch von Probenvolumind Arbeitszeit, da 6
(Mouse Inflammation Cytometric Bead Array )Kibzw. 5 (Mouse Th1/Th2 Cytokine

Cytometric Bead Array Kjtverschieden Zytokine gleichzeitig gemessen wekdemen.
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Durchfihrung:
- master mix(MM): capture beads vortexen und 2,5 pl von jedeapture bead

(sowie 12,5 uPE-detection reagerdro Probe zusammen pipettieren

- 25 pl des MM in FACS-Rd6hrchen fillen
- 50 ul Probe hinzufiigen

- 2 h bei RT in Dunkelheit inkubieren

- 500 pulWash Buffehinzufligen

- 5 min bei 200x g zentrifugieren

- Uberstand verwerfen
- 150 pulWash Buffehinzufligen

- im Durchflusszytometer (FACSCalibur) messen

- Auswertung der Daten mittels BD CBA Analysis Softeva

2.4,

2.4.1.

in vivo Untersuchungen

Proliferationsbestimmung mit Hilfe transgener T-Ze

Bei dieser Methode wurden zunéachst TCR transgeZellen aus DO11.10 Mausen isoliert

mit CFSE gefarbt und syngenen Balb/c Mause infizi€ann wurden die Mause mit

syngenen, OVA-beladenen BM-DC immunisiert und ndalmd 4 Tagen Lymphknoten und

Milzen entfernt, um die T-Zellen zu analysierent Milfe des KJ1-26 Ak, der spezifisch die

transgenen T-Zellen erkennt, konnte anhand der ©FRS#innung die Proliferation der

Zellen verfolgt werden.

Durchflhrung:
- Tag-1:

Isolierung von T-Zellen aus DO11.10 Mausen (s.32)1.
Farbung der T-Zellen (s. 2.2.4.)

3-5x1¢ T-Zellen pro Maus i.v. in eine Schwanzvene injiere
BM-DC einer Tag 7-Kultur ernten (s. 2.1.4.)

BM-DC fir 24 h stimulieren und mit 10 pg/ml OVA belen

- TagO:

BM-DC abnehmen und 3 mal mit PBS waschen
5 min bei 200x g und 4 °C zentrifugieren
Zellen bis zur Injektion auf Eis lassen

1x10° BM-DC pro Maus i.v. in eine Schwanzvene injizieren
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- Tag 3 und 4:
- Organentnahme (Milz und Lymphknoten) von jeweil2 IMausen zur
Isolation von T-Zellen (s. 2.1.3.)
- durchflusszytometrische Analyse der Zellen (s.12)Ainter Verwendung von
aCD4-PerCp, KJ1-26-Biotin, Streptavidin-PE-Cy7 udPRO-3

2.4.2. Auslésung einer Ful3schwellung (  Delayed Type
Hyersensitivity, DTH)

Die DTH oder Typ IV Hypersensitivitat lalt sichawei Phasen einteilen. In der ersten Phase
von 1-2 Wochen, der Sensibilisierung, werden nagbplikation eines Ag T-Zellen,
vornehmlich CD4, von APC aktiviert und expandieren. Durch erndex@osition zum Ag
wird die Effektorphase ausgeltst. Diese ist charaiert durch den massiven Influx von
Makrophagen und anderen Zellen des zellularen Ades Immunsystems, wodurch eine
Schwellung hervorgerufen wird, die nach ca. 24 dhtbar wird und nach 48-72 h ihren
Hohepunkt erreicht (152).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde lokal eine DTH 13-Iage nach i.v. erfolgter
Immunisierung von Balb/c Mausen mit syngenen, O\dablenen BM-DC oder
Dextranpartikeln ausgelost, indem erneut OVA-batedd8M-DC s.c. in die Ful3sohlen
injiziert wurden.

Durchfiihrung:
- Tag-1:
- Isolierung von T-Zellen aus DO11.10 Mausen (s.32)1.
- 3-5x1C T-Zellen pro Maus i.v. in eine Schwanzvene injiere
-  BM-DC einer Tag 7-Kultur ernten (s. 2.1.4.)
- BM-DC flr 24 h stimulieren und mit 10 pg/ml OVA lbden
- Tag 0: (Sensibilisierung)
-  BM-DC abnehmen und 3 mal mit PBS waschen
- 5 min bei 200x g und 4 °C zentrifugieren
- Zellen bis zur Injektion auf Eis lassen
- 1x10° BM-DC pro Maus i.v. in eine Schwanzvene injizieren
- Tag 13-15: (Auslésung)
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- 1x10 OVA-beladene BM-DC (die Zellkulturen sind von Taguf Tag 8 mit

10 pg/ml OVA supplementiert worden) s.c. in die tBfo der Hinterlaufe
injizieren

- fir die folgenden 7 Tage wurde taglich die Dicke &foten mit Hilfe einer

Schieblehre bestimmt und gegen den Zustand vord&ush der Schwellung
abgeglichen

2.5. Molekularbiologische Methoden

2.5.1. RNA-Isolierung mit TRIZOL ©
Anders als DNA ist RNA durch die zuséatzliche 2"Hydyrlgruppe der Ribose besonders unter

alkalischen Bedingungen sehr instabil. Zudem istARNehr anfallig gegen RNase
Kontaminationen, da dieses Enzym aufgrund seinerfigkéeit und enormen Stabilitat in
einem biochemischen Labor allgegenwartig ist. Zudemotigen RNasen keine Cofaktoren
wie bivalente Kationen. Ein schnelles und saubArésiten ist daher unabdingbar.

Intakte Gesamt RNA wurde nach einer modifizierteatdde von Chomczynski und Sacchi
(153) mit TRIZOL gewonnen. TRIZOL, eready-to-useReagenz bestehend aus einer mono-
phasischen Losung von Phenol und Guanidin Isothiaicyzerstort Zellen und 16st
Zellkomponenten auf. Gleichzeitig gewahrleistet dieaotrope Wirkung des Guanidin
Isothiocynats durch Denaturierung von RNasen dabiftit der RNA. AnschlieRend wurde
durch die Gabe von Chloroform eine Phasentrennargnie phenolische und eine wassrige
Phase erreicht. Letztere enthielt die gesuchte RMNi&, nach Abnahme der Phase mit
Isopropanol ausgefallt wurde. Die RNA wurde mit 7@§ém Ethanol gewaschen, getrocknet

und schlie3lich mit RNase-freiem Wasser aufgenommen

Durchfihrung:

- Zellen (ca. 3-5x1DDC oder 7-10x1DT-Zellen) in ein 1,5 ml GefaR uberfiihren
und 2x mit PBS waschen, um Reste von Medium zweeregh

- Pellet in dem Rest-PBS suspendieren und 1 ml Thewuftiigen; 3-5 mal hoch
und runter pipettieren

- Zellen durch 3maliges hoch und runter saugen iereiml-Spritze mit gelber
Kanile (30G) aufschlie3en

- 5-10 min bei RT inkubieren
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- 200 pl Chloroform hinzufigen und 1,5 ml Gefal3 medsrschwenken, bis eine
milchige, rosarote Flussigkeit entsteht

- 10 min bei 12000x g und 4 °C zentrifugieren

- den klaren Uberstand abnehmen und in frisches LGeaf@aR tberfihren

- 500 pul Isopropanol hinzufiigen und grindlich schveenk

- 20 min bei 12000x g und 4 °C zentrifugieren

- Uberstand vorsichtig abnehmen und mit 500 pl 70étridetOH waschen

- 10 min bei 12000x g und 4°C zentrifugieren

- Uberstand vorsichtig abnehmen und Pellet bei getdfn Deckel unter der
Lamina trocknen lassen bis keine Flissigkeit methsehen ist

- Pelletin 10-20 ul RNA-Wasser losen

2.5.2. Qualitats- und Quantitatskontrolle von RNA
Die RNA-Konzentrationen und -Reinheit von RNA-Probdénnen durch UV-Spektroskopie

bei 260 nm und 280 nm untersucht werden. Eine Ettn von 1,0 bei 260 nm entspricht
einer Konzentration von 4@/ml einzelstrangiger RNA. Das Verhaltnis der Ektionen von
260 nm zu 280 nm sollte zwischen 1,7 und 2,0 betragt jedoch vom pH-Wert und der
lonenstéarke abhangig.

Durchfiihrung:
- 2 ul RNA mit 98 pl RNase freiem Wasser verdinned imeine Photometer

Kivette Uberfihren

- Extinktion im Biophotometer bestimmen

Eine weitergehende Kontrolle erhielt man durch Aagtung der RNA auf ein Agarosegel.
Hierbei waren denaturierende Bedingungen notig,eime Veranderung des Laufverhaltens
der RNA durch die Bildung von Sekundarstrukturenvethindern. Um die Ausbildung von

H-Briicken durch Aminogruppen zu unterdriicken, wufdamaldehyd zugesetzt, das mit den
Aminogruppen zu Schiff'schen Basen reagiert. Es damauf zu achten, keine Tris Puffer,
sondern MOPS Puffer zu verwenden, da Formaldehyd ensterem reagiert. Eine gute
Qualitdt der RNA war durch die Abwesenheit von pmdolekularem ,Schmier”,

hervorgerufen durch RNA Degradationsprodukte urdAgiwesenheit von zwei Banden (28S

rRNA und 18S rRNA) in einem ungefahren Intensitétkéltnis von 2:1 gekennzeichnet.



Material und Methoden 43

Durchfiihrung:
- 1%-iges Agarosegel:

- 1,2 g Agarose

- 100 ml steriles dest H20

- 12 ml 10x MOPS-Puffer

- mehrmals aufkochen

- auf 50 °C abkuhlen lassen und 6,5 ml Formaldeh2dut+EtBr hinzufiigen
- Probenbereitung:

- ca. 2 ug RNA in 5 dest H20 aufnehmen

- 10 ul Denaturierungspuffer

- 1,5 pl Ladepuffer

- 5-7 min bei 65 °C denaturieren

bei 75-80 mV laufen lassen

2.5.3. DNAse-Verdau
Um nach der RNA Isolierung moéglicherweise noch amdiene chromosomale DNA zu

entfernen, wurde ein DNase Verdau der RNA Pramarati durchgefuhrt.

Durchfiihrung:
- ca. 5 ug RNA in 45 pl Wasser aufnehmen

- 5 ul DNAase Puffer hinzufligen

- 1 ul DNAse | hinzugeben

- 30 min bei 37 °C inkubieren

- 10 min bei 65 °C inaktivieren

- 100 pl Isopropanol hinzufiigen

- U/N bei —20 °C ausfallen

- 30 min bei 12000x g und 4 °C zentrifugieren
- mit 500 pl 70%-igem EtOH waschen

- 10 min bei 12000x g und 4 °C zentrifugieren
- in 20 pl Wasser aufnehmen
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254, cDCN Synthese (RevertAid O First Strand cDNA Synthesis
Kit

Fur die quantitative mRI)\lA Bestimmung mittetal time PCR mul3te die RNA zunéchst in
komplementdre DNC (cDNA) umgeschrieben werden, N& Richt als Matrize fur die Taq
(thermophilus aquaticysPolymerase verwendet werden kann. Dies geschalHife von
reversen Transkriptasen (RT), hier die aus dem MnleMaus-Leukadmie-Virus (MMLV)
und randomHexamer Primer, Hexanukleotiden mit statistisdB@senzusammensetzung, die
folglich an den verschiedensten Stellen eines mRMAekils hybridisieren und damit eine
cDNA Synthese Uber die gesamte Lange der mRNAI&nleUm eine Zerstdorung der RNA
durch die RNase H Aktivitat der MMLV RT zu verhirrde wurde zuséatzlich ein RNase

Inhibitor zugefigt.

Durchfihrung:
- 1-2 pg RNA auf Eis mit RNase freiem Wasser auf layffullen

- 1 ul random Hexamer Primer hinzufiigen

- 5 min bei 70 °C inkubieren

- 3-5 min auf Eis abkuhlen lassen

- 4 ul Reaktionspuffer hinzufiigen

- 1 ul RiboLockl RNase Inhibitor hinzufiigen

- 2 ul dNTPs hinzufiigen

- 5 min bei 25 °C inkubieren

- 1 pl RevertAid]l Rerverse Transkriptase zugeben und mischen

- 60 min bei 42 °C inkubieren

- 10 min bei 70 °C inkubieren, um die Reaktion duf@bnaturierung der RT
abzubrechen

- 10 min auf Eis stehen lassen und anschlieRendezirfr

2.5.5. 3-Aktin PCR
Um die Qualitat der cDNA zu prufen, wurde eine (HARPCR durchgefuhrt. Durch die Wahl

der Primer war es zudem moglich, zu kontrollier@n,eventuell noch genomische DNA die
Probe verunreinigt, indem Exon-ibergreifende Sergrenerwendet wurden..
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Durchflhrung:
- 1 uldNTPs

- 0,5ulTag

- 1 pl Primermix
- 2 ulMgCh

- 5 ul Puffer

- 1 ulcDNA

- 39,5ulHO

PCR Bedingungen:

-1x 94 °C 4 min
-30x 94 °C 30 sek
58 °C 45 sek
72 °C 30 sek
-1x  72°C 10 sek
2.5.6. Real-Time PCR

Die quantitativereal timePCR ist eine sehr sensitive Methode zur Bestimmuog DNA
Mengen, die auf der herkdmmlichen PQi®lymerase leain reactior) beruht. Bei dieser Art
PCR werden DNA Segmente nicht einfach nur venligdti sondern kénnen durch die
Bestimmung von Fluoreszenz, die proportional zumige an PCR Produkten zunimmt,
guantifiziert werden.

In dieser Arbeit wurden TagMdrSonden eingesetzt. Diese beruhen auf dem FREEtéFor
Resonanz-gergie-Transfer) Effekt. Dabei befindet sich ein Donor-Fhahrom in
unmittelbarer, raumlicher Nahe eines korrespondiea Akzeptor-Fluorochroms
(Quencher), was zur Folge hat, daf3 bei Lichteihkirey keine Fluoreszenz emitiert wird. Bei
den TagMah Sonden sind Reporter (FAM, 6-Carboxfluorescein) Quetncher (TAMRA, 6-
Carboxy-tetramethylrhodamin) auf Hybridisierungsemd zu finden, die durch die
Exonukleaseaktivitat der Tag-Polymerase wahrendSyethese des Gegenstrangs abgebaut
werden. Dadurch wird die rdumlich Nahe aufgehobed &luoreszenz kann gemessen
werden.

Die Reaktionen wurden in einem Volumen von 10 u8&#-Well Platten angesetzt und die
cDNA Mengen in Zweifachansatzen bestimmt. Die Datsmwertung erfolgte durch
Auftragung der Zyklenzahl gegen die FluoreszennrDaurde manuell ein Schwellenwert in
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die exponentielle Phase der Kurven gelegt und hsedie Zyklusnummer (Ct) bestimmt,
welcher die Basis fur die Quantifizierung nach dé&r Ct-Methode darstellt. Als Referenz
wurde die Expression deshouse keeepinGens HPRT (Hypoxanthin-Guanine

Phosphoribosyltransferase) bestimmt. Die Analydelgite im Vergleich zu unstimulierten

Proben.

Durchfiihrung:
- in 384 PCR Platten wurden zusammen pipetiert:

- 5pul TagManf Universal PCR Master Mix
- 0,5 ul Assays-on-DemandGene Expression Assay Mix
- 4,5ul cDNA

- die Platten wurden mit einer Folie (PCR Seal) \egysit

- PCR Bedingungen:

-1x 50°C 2 min

-1x  95°C 10 min

-40x 95°C 15 sek
60 °C 1 min

DatenanalyseXA Ct-Methode)
A Ct = Ct (Zielgen) — Ct (HPRT)
AA Ct =A Ct (unstimuliert) A Ct (stimuliert)

x-fache Expressionsteigerung 2"

2.6. Statistische Analyse
Die Ergebnisse, die in dieser Arbeit vorgestellrdes, sind zum Teil als Mittelwerte mit

Standardabweichung vam Einzelwerten dargestellt. Eine statistische Ausweg erfolgte
mittels des parametrischen (students) t-test fiwetbundene Stichproben (verwendete
Software: SigamPlot 8.0). Dieser prift, ob sich Matelwerte zweier Proben signifikant

voneinander unterscheiden. Als signifikant galt @,65.
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Ergebnisse
Diese Arbeit I&f3t sich in zwei verschieden ausgeeie Bereiche einteilen. Im ersten Teil soll

ein geeigneter Stimulus oder eine Kombination Jaestener DC-Aktivierungs-Stimuli fur

einen potentiellen Einsatz in der Immuntherapieigéén werden. Der zweite Teil der Arbeit
beschaftigt sich mit der Einsetzbarkeit von Dexpaatikeln als Carriersubstanz fur Antigen
und DC-Aktivatoren fir die Immuntherapie. Perspakth sollen beide Teilbereiche
miteinander verbunden werden, indem der ermittejpimale Stimulus fir die Beladung der

Dextranpartikel eingesetzt wird.

1. Synergieeffekte durch die gleichzeitige Verwendung
mehrerer Toll- like Rezeptor Liganden
Es ist relativ lange bekannt, dal3 TLR Ligand stierté DC IL-12 freisetzen und dieser

Effekt noch durch IFNtund CD40L verstarkt wird. Aber erst kirzlich koantverschieden
Arbeitsgruppen synergistische Effekte durch denichieitigen Einsatz mehrerer TLR
Liganden zeigen (26;154-156). Hier greifen wir Brgebnisse dieser Arbeiten auf und fihren
sie weiter aus, indem andere Kombinationen verwendd weiterfihrende Versuche, zum
Teil auchin vivo, durchgefuhrt werden.

Die Aktivierung von DC durch verschiedene TLR Lidgen ist inzwischen relativ gut
untersucht und Gegenstand zahlreicher Ubersichsiarauch der therapeutische Einsatz
von TLR Liganden in der antitumoralen Immuntheraigie zumindest im murinen System,
oft beschrieben worden (157). Bei diesen Untersngbn wurden die TLR Liganden
allerdings immer nur als einziger Stimulus odeKimmbination mit bekannten endogenen
Aktivatoren wie CD40L oder IFN-eingesetzt. Erst kirzlich wurden Arbeiten verdtiieht,
die zeigen konnen, dald3 verschiedene TLR LigandenZweierkombinationen starke,
synergistische Effekte auf die Aktivierung von DE€igen (26;155;156). Vor allem LPS +
R848 (26) und Poly (I:C) + R848 (155;156) sind gesrauntersucht worden. In dieser Arbeit
sollen diese Vorarbeiten aufgegriffen und weiteiigef werden.

Hierfir wird zunachst eine Auswahl an vier TLR Ligken getroffen. Es werden je zwei
Liganden extrazellularer TLR (TLR4: LPS und TLR2GIR) sowie intrazellularer TLR
(TLR9: CpG und TLRS3: Poly (I:C) ausgewabhlt. In Vdoeiten bei denen verschiedenste TLR
Liganden (TLR1/2: PAMCSK,, TLR2/6: MALP2, TLR2: PGN, TLR3: Poly (I:C), TLRA4:
LPS, TLR7: R848, TLR9: CpG) miteinander verglichearden sind, konnte zudem gezeigt
werden, dal3 LPS, PGN und CpG die effektivsten IUsiduiktoren bei BM-DC sind (Daten
nicht gezeigt). Poly (I:C) wird gewahlt, weil es Bthon verotffentlichten Arbeiten im
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Zusammenspiel mit anderen TLR Liganden bereitskstaynergistische Effekte erzielen
konnte (26;155;156) und zudem als einziger TLR htyjeeinen MyD88 unabhangigen

Signalweg verwendet.

1.1. Ermittlung der Arbeitskonzentrationen von LPS, PGN, Poly
(I:C) und CpG

Bevor die TLR Liganden LPS, PGN, Poly (I:C) und Cptieinander kombiniert werden,
sollten zunachst einmal Konzentrationen ermitteirden, bei denen die Wirkung dieser
Stimuli einsetzt. Zu diesem Zweck wurden Knocherkwmagenerierte dendritische Zellen
(BM-DC) fur 24 h mit verschiedenen Konzentrationgn Tab. 1) der TLR Liganden
stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen nach g&bting der Aktivierungs-abhéngigen
Oberflachenmarker CD54, CD86, CD80 und CD25 im bflosszytometer (FACS)
analysiert und in einer allogenen, gemischten Lyoagtenreaktion rfixed lymphocyte
reaction,MLR) eingesetzt. Aul3erdem wurden die Konzentrationen IL-12, IL-2, IL-6 und
IL-10 in den Zell-kulturiiberstdnden bestimmt.

) TLR Ligand
Konzentration
LPS CpG PGN Poly (I:C)
1 0 ng/ml 0 pg/ml 0 pg/ml 0 pg/ml
2 0,1 ng/ml 0,005 pg/mi 0,01 pg/ml 0,01 pg/mi
3 1 ng/ml 0,05 pg/mi 0,1 pg/ml 0,1 pg/ml
4 10 ng/ml 0,5 pg/ml 1 pg/mi 1 pg/mi
5 100 ng/ml 5 pg/ml 10 pg/mi 10 pg/mi
6 1000 ng/ml 25 pg/mi 100 pg/ml 100 pg/ml

Tabelle 1: Konzentrationen der verschiedenen TLR Liganden, @& bei der Bestimmung des
Aktivierungsprofils genutzt wurden.

FACS-Analyse:

Die geringste verwendete Konzentration von LPS (@/nl) zeigte keinen Effekt, wahrend

bei 1 ng/ml schon eine deutliche Expressionsstergeder Oberflaichenmarker im Vergleich
zu nicht stimulierten Zellen zu erkennen war. Dierlde an Oberflachenmolekilen wurde
durch 10 ng/ml LPS nochmals stark erhdht. Bei demzéntrationen 100 ng/ml und 1000
ng/ml LPS war aber nur noch ein geringer, weitépestieg der Expression zu beobachten.
Eine Ausnahme bildete die Expression von CD25,adieh in diesem Bereich noch einen

starken Anstieg verzeichnete (s. Abb. 1A).
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Abbildung 1 Konzentrations-abhéngige Expression von Oberflachkhmarkern auf BM-DC nach
Stimulation mit LPS, CpG, PGN oder Poly (I:C).

BM-DC wurden fiir 24 h mit verschiedenen Konzentrag¢in von A) LPS, B) CpG, C) PGN oder D) Poly (I:C)
stimuliert. Anschlieend wurden die Zellen geermat Fluoreszenz-markierten Ak gegen CD54, CD8BS8C
und CD25 sowie mit TOPRO-3 gefarbt und im Durchflyi@meter analysiert. Dargestellt sind die mitttere
Fluoreszenzintensitaten der TOPRO-3 negativen BMaD£€4 unabhéangigen Experimenten.

Der Verlauf des Anstiegs der Expression der untértgm Oberflachenmarker war bei der
Stimulierung mit CpG ahnlich wie bei LPS. Auch himigte die geringste Konzentration
(0,005 pg/ml CpG) keinen Effekt, wahrend die Expr@sssteigerung zwischen 0 pug/ml (

0,005 pg/ml) und 0,05 pg/ml CpG sowie zwischen @@6nl und 0,5 pg/ml CpG stark war.
Die Unterschiede zwischen den drei hochsten Konagowen (0,5 pg/ml, 5 pg/ml und 25
pag/ml CpG) waren wieder gering (s. Abb. 1B).

PGN zeichnete dagegen, verglichen mit LPS und @oGuneinheitliches Bild. Wahrend die
Expression von CD54 und CD86 schon bei 0,1 pg/ntlida starker war als bei O pg/n# (

0,01 pg/ml) und danach kontinuierlich starker wurdem dann bei der hdchsten
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Konzentration wieder abzufallen, zeigten CD80 urid2& erst bei 1 pg/ml einen starken
Anstieg der Expression, der bis 10 pg/ml starkiblied sich zwischen 10 pg/ml und 100
png/ml abschwéchte (s. Abb. 1C).

Poly (I:C) in einer Konzentration von 0,1 pg/ml ftehzu einer schwachen Steigerung der
Expression gegenuber O pg/m# 0,01 pg/ml Poly (I:C)). Diese Zunahme wurde bei
steigender Konzentration starker, ohne andersalé®S, CpG und PGN bei der hdchsten

verwendeten Konzentration nachzulassen (s. Abb. 1D)

Allogene MLR:
Die allogene stimulatorische Kapazitat von BM-DQikte durch Stimulierung der Zellen mit

0,1 ng/ml LPS im Vergleich zu unstimulierten Zelighng/ml LPS) nicht gesteigert werden.
Eine starkere T-Zell Proliferation wurde erst dudid Stimulation mit 1 ng/ml LPS erreicht.
Zwischen den Aktivierungen mit 10 ng/ml, 100 ngimid 1000 ng/ml lieBen sich keinerlei
Unterschiede ausmachen (s. Abb. 2A).

Wie bei LPS zeigten sich auch bei CpG keine Unkeesle zwischen den beiden geringsten
Konzentrationen, 0 pg/ml und 0,005 pg/ml CpG. Eietnachst hohere Konzentration (0,05
png/ml CpG) steigerte die T-Zell Proliferation dechl und bei 0,5 pg/ml CpG wurde das
Maximum erreicht. Alle hoéheren Konzentrationen wies eine etwas geringere
allostimulatorische Kapazitat auf (s. Abb. 2B).

Mit O pg/ml und 0,01 pg/ml PGN stimulierte BM-DCigen keine Unterschiede bei der
Stimulierung von T-Zellen in der allogenen MLR awBei 0,1 pg/ml PGN war die
Proliferation etwas starker, aber erst die dreihlsten Konzentrationen wiesen eine stark
erhohte Teilungsrate der T-Zellen auf, wobei dérkste Effekt bei 10 pg/ml detektiert
wurde. Bei einer Stimulierung der BM-DC mit 100 pogy/fiel die T-Zellproliferation
allerdings schon wieder etwas geringer aus (s. 26%.

Die von Poly (I:C) stimulierten BM-DC induzierted¥feration von T-Zellen wies eine starke
Korrelation zur Konzentration auf. Zwischen denimggsten Konzentrationen, 0 ug/mi, 0,01
png/ml sowie 0,1 ug/ml Poly (I:C) lassen sich zweaink Unterschiede ausmachen, aber von 1
pg/ml Gber 10 pg/ml bis 100 pg/ml Poly (I:C) stedi¢ allostimulatorische Kapazitat der

stimulierten Zellen stark und kontinuierlich anA&b. 2D).
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Abbildung 2:Konzentrations-abhéngige Erhéhung der allostimuladrischen Kapazitat von BM-DC durch
Stimulierung mit LPS, CpG, PGN oder Poly (I:C).

BM-DC wurden fiir 24 h mit verschiedenen Konzentrag¢in von A) LPS, B) CpG, C) PGN oder D) Poly (I:C)
stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen geernted nach TOPRO-3 AusschluR mit 1%lllogenen T-
Zellen im Verhéltnis 1:10, 1:20, 1:40 und 1:80 kdtiviert. Nach 5 Tagen wurde der Einbau vithThymidin
bestimmt. Das Balkendiagramm rechts neben jedemeéfwiagrammen stellt die Proliferation der T-Zeliam
DC:T-Zell Verhaltnis 1:10 dar. Reprasentatives Brge aus 4 unabhéngigen Versuchen gezeigt.
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Zytokinproduktion:
IL-12: Erst durch die Stimulierung der BM-DC mit b@/ml LPS konnte IL-12 im Uberstand
nachgewiesen werden. Durch Erh6hung der LPS Koratenmt auf 100 ng/ml stieg die 1L-12

Konzentration stark an. Eine weitere Erhéhung des [Konzentration auf 1000 ng/ml zeigte
keinen zusatzlichen Effekt auf die Freisetzung Ag®kins. Die Ausschuttung von IL-12
durch CpG stimulierte BM-DC setzte bei 0,5 pg/mh eind war durch Erhéhung der
Konzentration nicht steigerbar. PGN stimuliertel@elwiesen bei 1 pg/ml geringe Mengen
von freigesetztem IL-12 auf. Stark erhdht wurdesdidurch Stimulierung mit 10 pg/ml PGN.
Eine weitere Erh6hung der Konzentration zog keiegerve Steigerung nach sich. Poly (I:C)
induzierte erst bei der hochsten eingesetzten Kareteon die Freisetzung von IL-12 durch
BM-DC (s. Abb. 3A).

IL-2: Eine starke IL-2 Produktion konnte nur mithem Konzentrationen von PGN (>10
pag/ml) erreicht werden. Mit LPS und Poly (I:C) kéarkeine Freisetzung des Zytokins erzielt
werden und der Effekt von CpG war ebenfalls numgefs. Abb. 3B).

IL-6: Die Freisetzung von IL-6 nach Stimulation nden TLR Liganden folgte einem
ahnlichen Schema wie die von IL-12. Erst mit 10mmglPS wurde das Zytokin freigesetzt.
Dieser Wert stieg bei Erh6hung der Konzentratioftevean, und erreichte ein Plateau. Die
Ausschittung von IL-6 durch CpG-Stimulation war den Konzentrationen 0,5 pg/ml CpG
bis 25 pg/ml CpG gleich. Die IL-6 Freisetzung n&timulation mit Poly (I:C) war mit 10
png/ml Poly (I:C) nur gering, stieg mit 100 pg/mlP@:C) dann aber auf Werte an, die mit
denen der anderen Gruppen vergleichbar waren (. 2@).

IL-10: Die IL-10 Freisetzung durch LPS stieg beei§erung der Konzentration, blieb aber
auf geringem Niveau. CpG induzierte keine Produktron IL-10 durch BM-DC, wahrend
die Stimulierung mit 100 pg/ml Poly (I:C) geringeeNgen freisetzte. Die Aktivierung der
BM-DC mit PGN resultierte ab einer KonzentrationnvbO pg/ml PGN in einer starken
Produktion von IL-10 durch die Zellen, die durchh&nung auf 100 pg/ml PGN nochmals
kraftig angehoben wurde (s. Abb. 3D).
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Abbildung 3:Konzentrationsabhéngige Freisetzung von IL-12, IL2, IL-6 und IL-10 durch BM-DC nach
Stimulation mit LPS, CpG, PGN oder Poly (I:C).

BM-DC wurden fiir 24 h mit verschiedenen Konzentrag¢in von A) LPS, B) CpG, C) PGN oder D) Poly (I:C)
stimuliert. AnschlieBend wurden Uberstande entnomurel die Konzentration von IL-12, IL-2, IL-6 und-10
bestimmt. Dargestellt sind die Ergebnisse aus $héragigen Experimenten.

1.2. Synergistische Effekte durch Kombination von drei T LR-
Liganden
In den vorangegangenen Versuchen (s. 1.1.1) komme Konzentrations-abhangige

Steigerung der Expression von Oberflachenmarkemnaliostimulatorischen Kapazitat sowie
der Freisetzung von IL-12 durch BM-DC gezeigt werdgie mit LPS, CpG, PGN oder Poly
(I:C) stimuliert worden waren. Diese Versuche siddrchgefihrt worden, um die
Konzentrationen der jeweiligen Stimuli zu ermittebei denen eine Aktivierung mittelmanig
oder maximal ist. In den nachsten Versuchen sotiese Erkenntnisse eingesetzt werden,
um synergistische Effekte durch den Einsatz veestdner Kombinationen der TLR Liganden

zu erzielen. Dafur wurden in einem Vorversuch ztwstidie mdglichen Dreierkombinationen
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aus LPS, CpG, PGN und Poly (I:.C) in jeweils zweirsehiedenen Konzentrationen
eingesetzt. Dieser Versuch sollte zeigen, ob ewvaigergistische Effekte deutlicher durch
die Verwendung von suboptimalen, also mittelstarkeer optimalen Konzentrationen (s.
Tab. 2) der TLR Liganden zu erkennen sind. Hiekfiurden BM-DC an Tag 8 fur 24 h
stimuliert und die IL-12 Konzentration im Uberstaadalysiert. Es zeigte sich fiir alle vier
madglichen Kombinationen ein synergistischer Effedtér allerdings bei der Verwendung

suboptimaler Konzentrationen deutlich starker absget war (Daten nicht gezeigt).

. TLR Ligand |
Konzentration
LPS | CpG | PGN |  Poly(:0)
suboptimal 1 ng/ml 0,05 pg/mi 1 pg/ml 10 pg/mi
optimal 100 ng/ml 5 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml
Tabelle 2 Optimale und suboptimale Konzentrationen der TLRLiganden
Gruppe TLR Ligand
LPS [ng/ml] CpG [ug/ml] PGN [ug/ml] Poly (I:C) [ug/ml]
None 0 0 0 0
LPS 100 0 0 0
CpG 0 5 0 0
PGN 0 0 10 0
Poly (I:C) 0 0 0 100
LPS + CpG 1 0,05 0 0
LPS + PGN 1 0 1 0
LPS + Poly (I:C) 1 0 0 10
CpG + PGN 0 0,05 1 0
CpG + Poly (I:C) 0 0,05 0 10
PGN + Poly (I:C) 0 0 1 10
LPS + CpG + PGN 1 0,05 1 0
LPS + CpG + Poly (I:C) 1 0,05 0 10
LPS + PGN + Poly (I:C) 1 0 1 10
CpG + PGN + Poly (I:C) 0 0,05 1 10

Tabelle 3:Konzentrationen der TLR Liganden in den Gruppen, de fur Versuch 1.2 eingesetzt wurden

In den nachsten Versuchen wurden daher suboptiK@abezentrationen verwendet, um die
Kombination zu erhalten, welche die fur die in dief\rbeit anvisierte Zielsetzung am
geeignetsten erschien. Im Folgenden wurden Tag 8OBMUr 24 h mit den vier moglichen

Dreierkombinationen stimuliert. Zusatzlich wurderellén mit den sechs mdglichen
Zweierkombinationen versetzt, wobei die gleichemkantrationen eingesetzt wurden wie fur
die Dreifachstimulationen. Als Kontrolle dienterervweitere Gruppen von BM-DC, die mit
LPS, CpG, PGN oder Poly (I:C) stimuliert wurdeni Ben Kontrollgruppen wurden nicht die

suboptimalen, sondern die optimalen KonzentratiahemStimuli verwendet (s. Tab. 3). Die



Ergebnisse 55

Zellen wurden nach Anfarbung der Oberflachenmak®54, CD86, CD80 und CD25
mittels Durchflul3zytometrie analysiert und in eir@logenen MLR eingesetzt. AuRerdem
wurd die IL-12 Konzentration in den Zellkulturlib&nsden bestimmt.

Die Expression von CD54 und CD86 zeigte keine Wuteede zwischen den Einfach-,
Zweifach- und Dreifachstimulationen und auch dietddschiede bei der Expression von
CD80 und CD25 waren weder signifikant noch erhéblis. Abb. 4). Ahnlich indifferent
zeigte sich die allogene MLR. Auch hier waren distddschiede weder signifikant noch
besonders deutlich und nicht auf synergistischekif zurtickzufiihren (Daten nicht gezeigt).
Anders verhielt es sich mit der Freisetzung vorilA durch die so stimulierten Zellen. Im
Vergleich mit den Einzelstimulationen zeigen alle elMfachkombinationen einen
synergistischen Effekt (s. Abb. 5).
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Abbildung 4:Expression von Oberflachenmarkern auf BM-DC nach 8mulation mit LPS, CpG, PGN und
Poly (I:C) in 1-fach, 2-fach oder 3-fach Kombinatian.

BM-DC wurden fiir 24 h mit LPS, CpG, PGN und/odetyRtiC) einzeln sowie mit allen méglichen 2-fachcu
3-fach Kombinationen stimuliert. Die eingesetzteonEentrationen bei den 1-fach Stimulationen waf€
ng/ml LPS, 5 pg/ml CpG, 10 pug/ml PGN, 100 pg/miyRdIC) und bei den 2-fach bzw. 3-fach Stimulatione
10 ng/ml LPS, 0,05 pg/ml CpG, 1 ug/ml PGN, 10 pghaly (I:C). AnschlieRend wurden die Zellen geetnte
mit Fluoreszenz-markierten Ak gegen CD54, CD86, Ch®d CD25 sowie mit TOPRO-3 gefarbt und im
DurchfluBzytometer analysiert. Dargestellt sind didtleren Fluoreszenzintensitaten der TOPRO-3 tiega
BM-DC aus 5 unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 5:Freisetzung von IL-12 durch BM-DC nach Stimulationmit LPS, CpG, PGN und Poly (I:C)

in 1-fach, 2-fach oder 3-fach Kombination.

BM-DC wurden fiir 24 h mit LPS, CpG, PGN und/odetyRtiC) einzeln sowie mit allen méglichen 2-fachcu
3-fach Kombinationen stimuliert. Die eingesetzteonKentrationen bei den 1-fach Stimulationen waf€f)
ng/ml LPS, 5 pg/ml CpG, 10 pg/ml PGN, 100 pg/miyRdiC) und bei den 2-fach bzw. 3-fach Stimulatione

10 ng/ml LPS, 0,05 pg/ml CpG, 1 pg/ml PGN, 10 pgfaly (1:C). AnschlieRend wurden Uberstéande
entnommen und die Konzentration von IL-12 bestimDdrgestellt sind die Ergebnisse aus 5 unabhangigen
Experimenten.

1.3. Titration von CpG, PGN und Poly (I:C) gegeneinander
Die Resultate der Versuche aus 1.1.2 sprachetidiverwendung der Kombinationen LPS,

CpG und Poly (I:C) oder PGN, CpG und Poly (I:C). B&N neben dem TLR 2 auch noch
Uber Nod1 und Nod2 agiert (158), wahrend LPS lezhgliber TLR4 wirkt (159), wurde fir

die nachfolgenden Versuche die Kombination aus G&\ und Poly (I:C) ausgewabhit.

Wie die Versuche unter 1.1.1 gezeigt hatten, existi bei einer Einzelstimulation fur jeden
TLR Ligand optimale Konzentrationen. Daher sollten den folgenden Versuchen die
optimalen Konzentrationen der einzusetzenden Ligandn der Dreifachkombination

bestimmt werden. Hierfir wurden Tag 8 BM-DC fiir R4nit steigenden Konzentrationen
von CpG (0,05 pg/ml, 0,5 pg/ml und 5 pg/ml), PGNu@ml, 10 pg/ml und 100 pg/ml) und
Poly (I:C) (1 pg/ml, 10 pg/ml und 100 pug/ml) stineut. Als Kontrollgruppen dienten Einzel-
und Doppelstimulationen, wobei immer die hdchstemzéentrationen (5 pug/ml CpG, 100
pg/ml PGN und 100 pg/ml Poly (I:C) verwendet wurden

Sowohl die Freisetzung von IL-12 als auch von IL-26hdhte sich mit steigender
Konzentration des zugesetzten Poly (I:C). Bei ¢leieibender PGN/Poly (I.C)

Konzentration aber steigenden Mengen an CpG sankmisetzung von IL-12. Ausnahmen
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bildeten lediglich die Mel3punkte fir 100 pg/ml POIYC) + 1 pg/ml PGN und 100 pg/mi
Poly (:C) + 10 pg/ml PGN, bei denen die freigesetMenge an IL-12 bei einer
Konzentrationssteigerung des CpG von 0,05 pg/mlGabfug/ml anstieg. Unter gleichen
Bedingungen blieb die Freisetzung von IL-10 fur50@g/ml und 0,5 pg/ml CpG nahezu
gleich, wahrend sie fur 5 pg/ml geringer war. Méigender Menge zugesetztem PGN wurde
zunehmend IL-10 von den Zellen produziert. DieserlE-10 so klare Trend, trifft auf die
Freisetzung von IL-12 nicht zu. Von 1 pg/ml PGN XU pg/ml stieg die IL-12 Produktion
zunachst an, um bei 100 pg/ml wieder geringer zu@re Eine Ausnahme bildete wieder der
MelRpunkt fur 100 pg/ml Poly (I:C) + 0,5 pg/ml CpG1l+ug/ml PGN. Dieser wies im

Vergleich zu dem entsprechendem Wert mit 10 pg/@NReine groRere Menge IL-12 auf
(s. Abb. 6A und Abb. 7A).
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Abbildung 6: Freisetzung von IL-12 durch BM-DC nach Stimulierurg mit CpG, PGN und Poly (I:C) in
unterschiedlichen Konzentrationen.

A) BM-DC wurden mit allen mdglichen 3-fach Kombiimaten aus CpG, PGN und Poly (I:C) unter Verwendung
von drei verschiedenen Konzentrationen pro TLR héeyatimuliert. B) Zur Kontrolle wurden BM-DC mit de
einzelnen TLR Liganden oder 2-fach Kombinationeerdais stimuliert. Nach 24 h wurden die Konzentratio
von IL-12 in den Uberstanden bestimmt. Dargessiitl die Ergebnisse aus 3 unabhangigen Experimenten

Ein Vergleich mit den Kontrollgruppen zeigte, dalesentlich weniger IL-12 durch die
Einzel- und Doppelstimulationen sekretiert wurde @lirch die hochste Dreierkombination
von CpG, PGN und Poly (I:C). So erreichte die ILA@duktion von durch 100 pg/ml PGN
+ 100 pg/ml Poly (I:C) stimulierte BM-DC nicht eirain50 % des héchsten Wertes, der durch
eine Dreifachstimulation erreicht werden konnte Atb. 6B). Die von dieser Gruppe
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induzierte Menge an IL-10 dagegen, war genauso ,h@dd die hdchste durch eine
Dreierkombination erzielte (s. Abb. 7B).

A) CpG 0,05 pg/ml
— — CpG 0,5 pg/mi
——— CpG 5 pg/ml
B)
300 350 1
300 -
250 250 |
£ 200 -
= 200 2
E=) S 150 -
= 1s0f 2
= 4 100
= 100 50 1
0 = =/
¢ £ & O & O O
R @cﬁ @Q S N &
SIS
100 R RO IR R )
N x L O
N & SN
& QO o
PGN %\}Q\ @O \@Q
[ug/m,] %@ $

Abbildung 7:Freisetzung von IL-10 durch BM-DC nach Stimulierurg mit CpG, PGN und Poly (I:C) in
unterschiedlichen Konzentrationen.

A) BM-DC wurden mit allen mdglichen 3-fach Kombiimaten aus CpG, PGN und Poly (I:C) unter Verwendung
von drei verschiedenen Konzentrationen pro TLR héeyatimuliert. B) Zur Kontrolle wurden BM-DC mit de
einzelnen TLR Liganden oder 2-fach Kombinationeerdais stimuliert. Nach 24 h wurden die Konzentratio
von IL-10 in den Uberstanden bestimmt. Dargessiitl die Ergebnisse aus 3 unabhangigen Experimenten

1.4. Einsatz der Dreierkombination in vitro
Das Ziel der bisherigen Versuche war die Bestimmenger Kombination von TLR

Liganden, die eine moglichst starke IL-12 Freisetzaurch BM-DC induzieren sollte. Die
Produktion von IL-10 sollte dabei gleichzeitig geri bleiben. Von diesen Vorgaben
ausgehend wurde in den weiteren Versuchen 0,5 pgpd + 100 pg/ml Poly (1:.C) + 1
png/ml PGN zur Aktivierung von BM-DC eingesetzt. Laher die Richtigkeit der Vorgaben
zu prufen, wurde zusétzlich noch eine weitere Geupgrwendet, die mit 0,5 ug/ml CpG +
100 pg/ml Poly (I:C) + 10 pg/ml PGN stimuliert wetddenn diese Bedingungen induzieren
bei etwas geringerer IL-12 Freisetzung die Produkivesentlich gréRerer Mengen IL-10 (s.
Abb. 6A und Abb. 7A). Als weitere Kontrollgrupperuvden eingesetzt: Einzelstimulationen
unter Verwendung der unter 1.1.1 evaluierten ogém#&onzentrationen (5 pg/ml CpG, 10
png/ml PGN und 100 pg/ml Poly (I:C) sowie Zweierkondtionen, bei denen aber die fir die
Dreifachstimulation verwendeten Konzentrationemgesetzt wurden (s. Tab. 4).
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TLR Ligand
Gruppe
CpG [ug/ml] PGN [ug/ml] Poly (I:C) [ug/ml]
None 0 0 0
CpG 5 0 0
PGN 0 10 0
Poly (I:C) 100 0 0
CpG + PGN 0,5 1 0
CpG + Poaly (I:C) 0,5 0 100
PGN + Poly (I:C) 0 1 100
CpG + Poly (I:C) + PGN 1 0,5 1 100
CpG + Poly (I1:C)+ PGN 10 0,5 10 100

Tabelle 4:Konzentrationen der TLR Liganden in den Dreierkombinationen fir die in vitro-Versuche

Zunachst sollten die unter 1.1.3 ermittelten Erggdmn bezlglich der Produktion von IL-12
und IL-10 durch die von TLR Ligand Kombinationemsilierten BM-DC unter den oben
festgesetzten Bedingungen verifiziert werden. Hienivurden Tag 8 BM-DC fir 24 h
stimuliert und anschlieRend in den Uberstanden Kiiazentration von IL-12 und IL-10

bestimmt.
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Abbildung 8: Freisetzung von IL-12 und IL-10 durch BM-DC nach Simulation mit der 3-fach
Kombination CpG + Poly (I:C) + PGN.

BM-DC wurden mit 0,5 pg/ml CpG, 100 pg/ml Poly (J:tnd entweder 1 pg/ml oder 10 pg/ml PGN stimuliert
Kontrollgruppen waren Einzelstimulationen mit 5 mg/CpG, 10 pg/ml PGN oder 100 pg/ml Poly (I:C) sewi
2-fach Kombinationen aus 0,5 pg/ml CpG, 100 pg/oiyRl:C) und 1 pg/ml PGN. Nach 24 h wurden in den
Uberstanden die Konzentrationen von A) IL-12 undIBJLO bestimmt. Dargestellt sind die Ergebnisse 4u
unabhéngigen Experimenten.

Anders als in vorhergegangenen Experimenten fuldierDoppelstimulationen mit CpG +
PGN sowie PGN + Poly (I:C) zu keinem synergistischéfekt bei der Sekretion von IL-12.
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Bestatigt wurde aber die starke I1L-12 Freisetzumghl CpG + Poly (I:C) + PGN stimulierte

BM-DC. Wie unter 1.1.3 ermittelt war diese bei Verwdung von 1 pg/ml PGN héher als bei
10 pg/ml. Auch die Menge an freigesetztem IL-10 diesen beiden Gruppen verhielt sich
ahnlich: Sie war fur die Gruppe mit 10 pg/ml PGNsestlich hoher als fur die mit 1 pg/mi

PGN und entspricht in etwa derjenigen, die auchdeeiEinzelstimulation mit 10 pg/ml PGN

zu beobachten war. Entgegen den Erwartungen anerdi@gersuch induzierte die

Doppelkombination aus CpG + Poly (I:C) die starkktd2 Produktion, wahrend gleichzeitig

die Freisetzung von IL-10 unter derjenigen der éei®reifachstimulationen blieb (s. Abb.
8A und 8B).

Es wird postuliert, dal3 IL-12 eing I-Ausrichtung von T-Zellen beginstigt (128;129;160)
wahrend IL-10 eher fir einey2-Polarisierung verantwortlich gemacht wird (16 Zl@aher
wurden naive T-Zellen in einer allogenen MLR mit BMC ko-kultiviert, die fur 24 h
stimuliert worden sind. Nach finf Tagen der Ko-Ku#rung wurden Uberstande fur eine

Bestimmung der freigesetzten Menge an NFélitnommen.
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Abbildung 9:TH1-polarisierende Wirkung von synergistisch stimilierten BM-DC.

BM-DC, die fur 24 h mit CpG, Poly (I:C) und/oder RGn verschiedenen 1-fach, 2-fach und 3-fach
Kombinationen stimuliert worden waren (s. Abb. @rden mit 1x10 allogenen, CDZCD25 T-Zellen in
einem Verhéltnis von 1:20 fur 5 Tage ko-kultiviefnschlieBend wurde die Konzentration von Ihk den
Uberstanden bestimmt. Reprasentatives Ergebni8 anabhingigen Versuchen.

Das Muster der Produktion von IFNdurch die T-Zellen entsprach relativ genau demilder
12 Freisetzung durch die stimulierten BM-DC. Grdfengen an IFN¢ wurden von den T-

Zellen freigesetzt, die mit CpG + Poly (I:C) unchdmeiden Dreierkombinationen stimulierten
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BM-DC ko-kultiviert worden waren, wobei mit steigdar Konzentration an PGN die Menge
an IFNy abnahm. Trotz starker IL-10 Freisetzung durch PGiNnulierte BM-DC,
induzierten diese Zellen in der allogenen MLR dé-y Produktion, welche tber derjenigen
von beispielsweise der CpG Gruppe lag, deren BMrIDEsehr wenig IL-10 freisetzten (s.
Abb. 9).

Kirzlich wurden die Notch Liganden Jaggedl und édggsowie Deltal, Delta3 und Delta4
als wichtige Faktoren fur die Polarisierung deg-Oifferenzierung identifiziert. Beide
Familien kénnen von APC exprimiert werden und indren verschiedene Ausrichtungen.
Jagged begunstigt die Entwicklung vonZ¥Zellen, wéhrend Delta die Bildung vomnyIF
Zellen unterstitzt (163). Um einen mdoglichen syrstigchen Effekt auf die Bildung dieser
Notch Liganden durch gleichzeitige Stimulation v&M-DC mit verschiedenen TLR
Liganden zu untersuchen, wurden Tag 8 BM-DC furhl&timuliert. AnschlieRend wurde
Gesamt-RNA flur die Ermittlung der Expression voggkdl und Delta4 aus den Zellen
gewonnen.

Fur die Expression von Jaggedl konnten keine sigtesighen Effekte festgestellt werden.
Auch lieBen sich nur geringe Unterschiede zwisctien einzelnen Gruppen beobachten.
Ausnahmen bildeten lediglich die CpG stimuliertevieodie PGN + Poly (I:C) stimulierte
Gruppe. Bei CpG stimulierten BM-DC war die Expressim Vergleich zu den anderen
Gruppen etwas niedriger, wahrend sie bei der PGPoly (1:C) Gruppe erhoht war (s. Abb.
10A).

Die Expression von Deltad4 war bei allen Grupperkstahoht, denen PGN zugesetzt worden
war, wobei dieser Notch Ligand von der CpG + PGN@pe schwacher und von der CpG +
Poly (I:C) + PGN 10 Gruppe starker exprimiert wuede von den ubrigen drei Gruppen. Da
die Expression von Delta4 schon durch PGN alletnstark erhdht wurde, lafit sich allenfalls
bei der CpG + Poly (I:C) + PGN 10 Gruppe von ei8gnergie sprechen. Einen eindeutig
synergistischen Effekt zeigte dagegen die CpG ¥ AdL) Gruppe. Hier ist die Expression
ungefahr dreifach gegenuber dem Wert einer Additien Einzelstimulationen erhéht (s.
Abb. 10B).

Wichtig fur die Migration reifender dendritischerellen ist die Expression des
Oberflachenrezeptors CCR7 (71-74). Napolietral konnten auch bei der Expression dieses
homing Rezeptors synergistische Effekte durch Stimuligrumit einer Kombination
verschiedener TLR Liganden (LPS, R848 und Poly)(i€bbachten (26).
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Tag 8 BM-DC wurden wie oben fur die Ermittlung dexpression von Jaggedl und Delta4
beschrieben stimuliert.

Obwohl eine Stimulierung der Zellen bei allen Greppzu einer Erhéhung der CCR7
Expression fuhrt, lielBen sich doch zwischen descleeden stimulierten Gruppen keinerlei
Unterschiede ausmachen (s. Abb. 10C).
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Abbildung 10:Expression von Jagged-1, Delta-4 und CCR?7 in syrgistisch stimulierten BM-DC.

BM-DC wurden mit verschiedenen 1-fach, 2-fach urfdch Kombinationen der TLR Liganden CpG, Poly {I:.C
und PGN stimuliert (Einzelstimulation: 5 pg/ml Cp®B)0 pg/ml Poly (I:C), 10 pg/ml PGN; 2-fach/3-fach
Kombination: 0,5 pg/ml CpG, 100 pg/ml Poly (I:C),u/ml oder 10 pg/ml PGN). AnschlielRend wurde die
Expression von A) Jagged-1, B) Delta-4 und C) CC&ativ zur Expression von HPRT durch quantitatieal-
time PCR bestimmt. Die Auswertung erfolgte nach d&Act-Methode. Dargestellt ist die n-fache
Expressionsteigerung relativ zur Expression dertinmsgierten Kontrolle. Reprasentatives Ergebnis &us
unabhéngigen Experimenten.
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1.5. Einsatz der Dreierkombination in vivo
Fur die folgendenn vivo Versuche wird die Anzahl der Gruppen aus prakéecGriinden

weiter eingeschrankt (s. Tab. 5). Nachdem synésgis¢ Effekte in vitro eindeutig
herausgearbeitet worden waren, wurde in diesen rifmpeten auf den Einsatz von
Einzelstimulationen verzichtet und das Augenmerk mdgliche Unterschiede bei der
gleichzeitigen Verwendung von optimalen Konzentra¢n an CpG und Poly (I:C) sowie
unterschiedlichen Mengen an PGN gerichtet.

TLR Ligand
Gruppe
CpGlug/m] | PGNug/ml] | Poly (1:C) [ug/mi]
CpG + Poly (I:C) 0,5 0 100
CpG + Poly (I:C) + PGN 1 0,5 1 100
CpG + Poly (1:C)+ PGN 10 0,5 10 100

Tabelle 5:Konzentrationen der TLR Liganden in den Dreierkomhinationen der in vivo-Versuche

Um eine Antigen-spezifische Proliferation von CO4Zellenin vivo zu untersuchen, wurden
CFSE markierte Splenozyten und Lymphknotenzellen[2©11.10 Mausen i.v. in syngene
BALB/c Mause injiziert. Anschlielend wurden mit OVReptid beladene, stimulierte
BALB/c BM-DC i.v. injiziert. Nach drei Tagen wurdeginem Teil der Tiere Lymphknoten
und Milzen enthommen und T-Zellen daraus isoli®iese wurden gegen CD4, KJ1-26
(klonotypischer Antikdrper gegen den transgenen "0RDO11.10 Mausen) und TOPRO-3
gefarbt und im DurchfluRzytometer analysiert.

In der mit unstimulierten BM-DC behandelten Grupe® sich zu diesem Zeitpunkt noch
keine Proliferation von KJ1-2&ellen in den Lymphknoten oder der Milz ausmactgne
Verabreichung CpG/Poly behandelter BM-DC resukiaetagegen in einer starken Zunahme
dieser Zellen auf 15% der CDZ-Zellpopulation in der Milz und 2% in den Lymprdten.
Bei den Gruppen, bei denen neben CpG und Polyfioc€h PGN zum Einsatz gekommen ist,
liel3 sich eine Antigen-spezifische Proliferatiorr mu der Milz beobachten. Sie fiel zudem
wesentlich schwécher aus und nahm mit steigendee&dration an PGN auf 3% bzw. 0,9%
ab (s. Abb. 11).

Die Entnahme von Organen am vierten Tag nach derumsierung bestétigte die an Tag
drei gemachten Beobachtungen im Wesentlichen. &sedi Zeitpunkt hatte allerdings auch
bei der mit unbehandelten BM-DC stimulierten Gruppee starke Proliferation stattgefunden
und die Unterschiede waren nicht mehr so deutliglh moch am Tag zuvor (Daten nicht
gezeigt).
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Abbildung 11:Stimulatorische Kapazitat von synergistisch aktiverten BM-DC in vivo.

5x1¢° CFSE markierte KJ1-26T-Zellen aus DO11.10 M&usen wurden in Balb/c Méiilserfiihrt. Einen Tag
spater wurden 1xfOsynergistisch aktivierte OVA-beladene BM-DC i\n diese Mause injiziert. Die
Stimulation hatte mit 0,5 pg/ml CpG + 100 pg/mhyP@IC) mit oder ohne 1 pg/ml oder 10 pg/ml PGNodgt.

3 Tage nach Injektion der BM-DC wurden Lymphknotemd Milzen entnommen, um die Ag-spezifische
Proliferation der KJ1-26T-Zellen zu untersuchen. In delensity plotsdargestellt sind die CD4ellen nach
TOPRO-3 Ausschluf? in Milzen (grof3e Grafiken) undripknoten (kleine Grafiken). Die Prozentzahlen geben
den Anteil KJ1-26 Zellen unter den CD4Zellen an. Reprasentatives Ergebnis aus 3 unabjeinygersuchen.

Vierzehn Tage nach der Immunisierung wurden debliedenen Tieren, dreien pro Gruppe,
in die FuRBsohlen der Hinterlaufe mit OVA-beladengl-BC s.c. injiziert und lber sechs
Tage die Schwellung der Pfoten dokumentiert. Anteer§ag nach der Injektion der OVA-
beladenen BM-DC lie3en sich zwischen den Gruppémekénterschiede bei der Dicke der
Hinterpfoten ausmachen. Die Schwellung der Pfoterstéirkte sich bei allen vier Gruppen
bis zum zweiten Tag, wobei jetzt allerdings grofRgtedschiede im Ausmald nachweisbar
waren. So fiel die Schwellung bei der unbehandeBamppe mit 0,5 mm am Geringsten aus,
wahrend sie bei der CpG + Poly (I:C) Gruppe mitidyd am Starksten war. Die CpG + Poly
(I:C) + PGN 1 Gruppe zeigte nur eine etwas geri@d®eaktion und die von der CpG + Poly
(I:C) + PGN 10 Gruppe eine deutliche schwéachereViengleich zur CpG + Poly (I:C)
Gruppe. Die Schwellung der Pfoten nahm bei der @poly (I:C) nochmals leicht zu, um
dann ab dem vierten Tag mit leichter Tendenz aldmuea. Der Rulckgang der
FuRschwellung setzte bei den anderen drei Grupgensach Tag 2 ein und verlief deutlich
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schneller, wobei sich die beiden neben CpG und Rib) noch mit unterschiedlichen
Mengen an PGN stimulierten Gruppen bis zum vieftag angenédhert hatten und bis zum
Ende des Versuchs im Gleichklang verliefen (s. AdI2A). Zum Hohepunkt der
Immunreaktion zeigen alle Gruppen eine starke Hufsltung. Unterschiede zwischen den
Gruppen sind zwar vorhanden, aber vergleichsweisagj(s. Abb. 12B). Beendet wurde das
Experiment bei Erreichen des Ausgangswertes durehunstimulierte Kontrollgruppe. Zu
diesem Zeitpunkt dagegen waren die Unterschiedeciwn den Gruppen tlw. sehr deutlich.
Wahrend die beiden Gruppen, die neben CpG + PdB) (loch PGN in unterschiedlichen
Konzentrationen erhalten hatten, eine Restschwglawi niedrigem Niveau zeigten, war die
FuRRschwellung bei der CpG + Poly (I:C) Gruppe nenig schwéacher als zum Zeitpunkt des
Hohepunkts der Immunreaktion (s. Abb. 12C).

Das Experiment wurde an Tag 7 beendet, um die idramden Lymphknoten (popliteal) zu
entnehmen. Die hieraus erhaltenen Zellen wurderzviig Tagein vitro stimuliert und die
Konzentrationen von IFN; TNF0 und IL-2 im Uberstand bestimmt. Die
Lymphknotenzellen der Gruppe, die mit unstimulier@M-DC behandelt worden waren,
setzten nur sehr geringe Mengen von N-NKei, wahrend im Vergleich dazu die IFN-
Konzentration in den Uberstanden aus den stimatie@ruppen 20- bis 54-fach erhoht war.
Die CpG + Poly (I:C) + PGN 10 Gruppe wies unter dabri stimulierten Gruppen die
geringste Freisetzung von IFNauf. Bei der CpG + Poly (I:C) + PGN 1 Gruppe wa d
Konzentration an IFN+verglichen mit der unstimulierten Gruppe ca. 4éxfarhoht und der
hochste Wert (54-fache Erh6hung) wurde von der @@@ly (I1:C) Gruppe erreicht (s. Abb.
13A). Die Konzentration an TNE-in den Uberstanden war bei den synergistisch $itnen
Gruppen ahnlich stark erhéht und zeigte die gleiddaterschiede zwischen den Gruppen (s.
Abb. 13B). Auch die Freisetzung von IL-2 war abhgngon einer Stimulation durch TLR
Liganden, allerdings war die Konzentration des Kite bei diesen drei Gruppen gleich (s.
Abb. 13C).
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Abbildung 12:Auslésung einer FuRschwellung nach Sensibilisiergnmit synergistisch stimulierten BM-
DC.

5x1¢° CFSE markierte KJ1-26T-Zellen aus DO11.10 M&usen wurden in Balb/c Méiilserfihrt. Einen Tag
spater wurden 1xfOsynergistisch aktivierte OVA-beladene BM-DC i\n diese Mause injiziert. Die
Stimulation hatte mit 0,5 pg/ml CpG + 100 pg/mlyP@IC) mit oder ohne 1 pg/ml oder 10 pg/ml PGNo#gt.

13 Tage nach der so erfolgten Sensibilisierung amirtix16 OVA-beladene BM-DC s.c. in die FuRsohlen der
Hinterlaufe injiziert. In den folgenden Tagen wurdeée Schwellung durch Vergleich mit der Dicke der
FuRsohlen vor dem Experiment bestimmt. Dargesteirden A) die chronologische Entwicklung der
FuRschwellungen und B) das Ausmald der SchwellunganH6hepunkt der Immunreaktion sowie C) am Ende
des Experiments. Es wurden 3 Mause pro Gruppe s#trfe Reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhangigen
Versuchen.
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Abbildung 13:Ty1-polarisierende Wirkung synergistisch aktivierterBM-DC in vivo.

7 Tage nach Auslosung der FuRschwellungen (s. ABpwurden die poplitealen Lymphknoten (3 Méause pro
Gruppe) entnommen und 1xX10ymphknotenzellen mit PMA/lono fiir 2 Tage vitro stimuliert. AnschlieBend
wurden die Konzentrationen von A) IFN-B) TNFa und C) IL-2 in den Uberstanden bestimmt.
Reprasentatives Ergebnis aus 2 unabhangigen Exgretem(] P< 0,05.

2. Dextran-Partikel als Adjuvanz in der Immuntherapie
Die in den folgenden Versuchen zur Anwendung kondaanDextran-Partikel (CDS,

crytallized dxtran _gphere$ wurden nach einer modifizierten Methode von Sdbroet al.
hergestellt (149), die in getrockneter Form gewogerw gelagert werden konnen. Die
verschiedenen Derivate mit OVA Peptid (323-339) §C[®DVA)), LPS (CDS (LPS)) und
einer Kombination aus beiden (CDS (OVA + LPS)) vamréuf die gleiche Weise produziert.
Nach dem ursprunglichen Protokollen sind CDS, dies agering konzentrierten
Dextranldsungen hergestellt werden, in Wasser biistie CDS wurden daher immer aus
einer 26%-igen Losung generiert. Um die Stabitiigt CDS zu kontrollieren, wurden diese in
PBS suspendiert und fir zwei Wochen bei 4 °C aufibetvund kontinuierlich durch
Durchflul3zytometrie analysiert (Daten nicht gezeigt
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2.1. Funktionalitat der Dextran Partikel  in vitro
In einem ersten Versuch sollte die Aufnahme von @Igospopisch untersucht und visuell

dargestellt werden. Zu diesem Zweck wurden fluoegsnde CDS durch Einbau von FITC-
Dextran (CDS (FITC)) hergestellt und diese 4h mM-BC inkubiert. Anschliel3end wurden
die Zellen fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Diglder zeigten eindeutig, daf3

fluoreszierende CDS von BM-DC aufgenommen wurdeAli.14).

CDS CDS (FITC)

Abbildung 14:Aufnahme von Dextranpartikeln durch BM-DC.
BM-DC werden fur 4 h mit unmarkierten (CDS) sowi&SE-markierten Partikeln (CDS (FITC)) bei 37 °C
inkubiert und anschliel3end fluoreszenz-mikroskdpisatersucht.

Der néchste Versuch beschaftigte sich mit der Fragpedie Aufnahme der CDS eine
funktionale Relevanz haben kann. Hierzu wurden BW®I-Dit unbeladenen (CDS), OVA-
beladenen oder LPS-beladenen CDS behandelt sovaehandelt gelassen oder mit LPS
stimuliert. Nach 24 h wurde durchfluRzytometrisattensucht, ob unterschiedliche Mengen
an CD54, CD40, CD80 und CD86 exprimiert wurdenli&8en sich keine Unterschiede in
der Expression der untersuchten Oberflachenmarxkischen der unbehandelten Gruppe, der
Gruppe, die mit unbeladenen CDS kultiviert wordear {s. Abb.15) und der Gruppe mit
OVA-beladenen CDS (Daten nicht gezeigt) ausmadbenStimulation der BM-DC mit LPS
resultierte in einer deutlich verstarkten Expressier Marker, die sich aber auch bei der
Gruppe beobachten liel3, die mit LPS-beladenen Gid@armelt worden war (s. Abb.15). Um
auszuschlieBen, dafl3 nicht aufgenommene, LPS-be&a@®6 hydrolysiert wurden und
freigewordenes LPS die Aktivierung der BM-DC hegenufen hat, wurden suspendierte
CDS (LPS) ausgefallt und der verbleibende Ubersmn8M-DC gegeben. Es konnte keine
Aktivierung dieser Zellen festgestellt werden (Dabécht gezeigt).
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Abbildung 15: Die Expression von Oberflachenmarkern wird durch LPS-enthaltende Dextranpartikel
erhoht.

BM-DC wurden fiir 48 h mit LPS, CDS oder LPS-enthatten CDS stimuliert. AnschlieBend wurden die Zelle
geerntet mit Fluoreszenz-markierten Ak gegen CDGBD40, CD80, CD86 und CD11c gefarbt und im
DurchfluBzytometer analysiert. Die Histogramme eaiginstimulierte bzw. LPS-stimulierte (gefillte @nan)
und CDS- bzw. CDS (LPS)-stimulierte (offene Graph@D11¢ Zellen. Reprasentatives Ergebnis aus 3
unabhéngigen Experimenten.

In den beiden vorhergegangenen Versuchen konnéitdoegezeigt werden, dald die CDS von
BM-DC aufgenommen werden, und daf3 inkorporierteS dfe Zellen stimuliert. Im n&chsten
Experiment sollte Gberpruft werden, ob in den Ch&indliche Antigene auch prasentiert
werden. Hierzu wurden BM-DC in einem Verhéltnis vbreu 10 mit CD4 DO11.10 T-

Zellen ko-kultiviert und zuséatzlich mit oder ohne/® Peptid und LPS in verschiedenen

Kombinationsmdglichkeiten und Erscheinungsformessli¢th oder in CDS inkorporiert)
versetzt. OVA und OVA + LPS induzierten eine gleistarke T-Zell Proliferation, die
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vergleichbar mit der von CDS (LPS) + OVA war. Dieolferation von CDS (OVA) und
CDS (LPS + OVA) war geringfugig schwacher, wahrdrelausgeltst durch CDS (OVA) nur
ca. 50% der maximal gemessenen Proliferation ausmatPS sowie CDS alleine zeigten
keinen Effekt (s. Abb.16).
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Abbildung 16:0VA-spezifische T-Zellproliferation durch mit Dextranpartikel behandelte BM-DC.

1x1C® TCR-transgene DO11.10 T-Zellen wurden mit BM-D@inem Verhéltnis von 1:10 und 0,1 pug/ml OVA
peptide (OVA), 100 ng/ml LPS oder 0,1 mg/ml der eggpenen CDS ko-kultiviert. Nach 3 Tagen wurde der
Einbau vor’H-Thymidin bestimmt. Représentatives Ergebnis auer3uchen.

2.2. Funktionalitat der Dextran Partikel  in vivo
Die bisherigen Versuclm vitro durchgefuihrt haben lediglich gezeigt, dall CDST&éger fur

Antigene sowie Stimuli eine ahnliche Wirkung habee diese Substanzen frei in Losung.
Ziel dieser Arbeit ist es aber, zu zeigen, dal} gemelte Belieferung von APC, insbesondere
DC, mit CDSin vivo eine Uberlegene Methode ist.

Zunachst sollte die Antigen-spezifische Prolifeatvon CD4 T-Zellenin vivo untersucht
werden. Splenozyten und Lymphknotenzellen von DOQIM&usen wurden mit CFSE
markiert und i.v. in syngene Balb/c M&ause injizi&xhschlielRend wurde OVA-Peptid, OVA-
Peptid + LPS, CDS (OVA) oder CDS (OVA + LPS) i.njiziert. Vier Tage spater wurden die
Milzen entnommen und T-Zellen daraus isoliert. Biegurden gegen CD4, KJ1-26 und
TOPRO-3 gefarbt und im DurchflulBzytometer analysier

Die Applikation von OVA-Peptid alleine induziertéene relativ schwache Proliferation der
KJ1-26 T-Zellen, wahrend die Gabe von zuséatzlichem LPS \deérmehrungsrate dieser
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Zellen um ca. 150% verstéarkte. Von CDS transpaeseOVA-Peptid zeigte dagegen auch
ohne zusatzliches Stimulans einen starkeren Efflsktlas 16sliche Peptid (ca. 50% erhdht).
War neben dem Antigen auch noch LPS in die Pargkefeschlossen worden, wurde die
Proliferation Antigen-spezifischer Zellen nochmaihoht, und erreichte ca. 90% der von
OVA + LPS induzierten T-Zell Proliferation (s. Aldy).

_ OVA _ OVA + LPS
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Abbildung 17:Erhéhung der Ag-spezifischen T-Zellproliferation durch Dextranpartikl in vivo.

5x1¢° CFSE markierte KJ1-26T-Zellen aus DO11.10 M&usen wurden in Balb/c Méiilserfiihrt. Einen Tag
spater wurden ldsliches OVA-Peptid (OVA), OVA un®% (OVA + LPS), OVA-enthaltende Dextranpartikel
(CDS (OVA)) oder OVA- und LPS-enthaltende Dextratigal (CDS (OVA + LPS)) i.v. injiziert. Nach 4
Tagen wurden die Milzen der Tiere entnommen undAtjespezifische T-Zellproliferation bestimmt. Inrde
Histogrammen dargestellt ist die Abnahme der CR8Erkitat der CD% KJ1-26 T-Zellen nach TOPRO-3
Ausschluf3. Die Zahlen geben die absoluten Zahldiviaker Ag-spezifischer Zellen an. Reprasentative
Ergebnis aus 3 Versuchen.

Im n&achsten Versuch sollte untersucht werden, @bothen erwéahnte Proliferation der T-
Zellen auch eine funktionelle Relevanz fur die Inmantwort hat. Wieder wurden Balb/c
Mausen, denen vorab DO11.10 T-Zellen gespritzt wondaren, mit Dextran Partikel (CDS
(OVA), CDS (OVA + LPS) und/oder mit I6slichen Reagen (OVA, OVA + LPS, LPS)
immunisiert. Zwei Wochen spater wurden mit OVA lolelae BM-DC in die Ful3sohlen der
Tiere s.c. injiziert und an den folgenden TagenHliBschwellung verfolgt.

Mit OVA beladene CDS zeigten nur ein schwache Reakim Vergleich zu unbeladenen

Partikeln. Die Reaktion nach Immunisierung mitigdstm OVA war zwar wesentlich starker,



Ergebnisse 72

fiel aber schon am zweiten Tag auf ein Niveau etilzer das unbeladener CDS herunter.
Ahnlich verhielt es sich mit OVA + LPS, mit dem W©rgchied, daR die Reaktion an Tag 1
nochmals wesentlich deutlicher als bei l6slichem AO\alleine war. Wahrend die
Immunisierung mit CDS (OVA) wie beschrieben ehareeschwache Reaktion zur Folge
hatte, zeigten mit CDS (OVA) + LPS und CDS (OVA P3) behandelte Tiere am ersten Tag
eine gleich starke FuRschwellung wie die OVA + L®Sippe. Anders als bei letztgenannter
Gruppe fiel die Schwellung aber danach nicht sofeeder auf ein schwaches Mal3 herunter,
sondern verblieb wéhrend der Dauer des gesamtearifgnts auf einem héheren Niveau
(CDS (OVA) + LPS) oder stieg sogar bis Tag 2 noglehit an, um danach wieder etwas
abzusinken (CDS (OVA + LPS) (s. Abb.18). Auf demhidpunkt der Immunreaktion waren
zwischen den Gruppen, die mit l6slichem OVA + LR8t CDS (OVA) + loslichem LPS
oder CDS (OVA + LPS) keine Unterschiede erkennisarApb. 18B). Dagegen waren die
Unterschiede gegen Ende des Experiments wesentlalhtlicher. Wahrend sich die
unbehandelte Kontrollgruppe sowie die CDS (OVA) g auf gleich niedrigen Niveau
befanden, war die Immunreaktion bei der CDS (OVA)PS Gruppe etwas starker und bei
der CDS (OVA + LPS) Gruppe immer noch sehr augegsigibb. 18C).
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Abbildung 18:Auslésung einer Ful3schwellung nach Sensibilisiergnmit Dextranpartikeln.

5x10° CFSE markierte KJ1-26T-Zellen aus DO11.10 Mausen wurden in Balb/c Méiiiserfiihrt. Einen Tag
spater wurden ldsliches OVA-Peptid (OVA), OVA un®% (OVA + LPS), OVA-enthaltende Dextranpartikel
(CDS (OVA)) oder OVA- und LPS-enthaltende Dextratigal (CDS (OVA + LPS)) i.v. injiziert. Nach 14
Tagen wurden 1xPOOVA-beladene BM-DC s.c. in die FuBsohlen der Hiétefe injiziert. In den folgenden
Tagen wurde die Schwellung durch Vergleich mit Bécke der FuRsohlen vor dem Experiment bestimmt.
Dargestellt werden A) die chronologische Entwicljuder FuRschwellungen und B) das Ausmal} der
Schwellungen zum Héhepunkt der Immunreaktion s@jiam Ende des Experiments. Es wurden 3 Mause pro
Gruppe eingesetzt. Représentatives Ergebnis anal$héingigen Versuchen.
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Diskussion
Dendritische Zellen (DC) sind bei der Kontrolle désmunsystems von besonderer

Bedeutung. Sie sind maf3geblich an der Induktion Hrithltung von Toleranz sowie der
Aktivierung und Steuerung des Immunsystems beteifds Schlisselfiguren dieses streng
regulierten Systems sind sie in den vergangenemedabunehmend in den Fokus der
medizinischen Forschung gertickt und werden als z&liein fur eine ganze Reihe
verschiedener Anwendungen, so auch der Tumorthresrdiskutiert.

Die Hauptquelle fir DC in klinischen Studien zuttimmoralen Immuntherapie mit diesen
Zellen sind Monozyten, die mit GM-CSF und IL-4 kukrt und einem Cocktail aus ILB1
IL-6, TNF-a und PGE2 stimuliert werden. Diese als ,Gold-Stadtidezeichneten DC
werden allerdings wegen der geringen oder nichthammdenen Produktion von IL-12
zunehmend kritisiert. Zu dem kommen Bedenken, dafvall ausgereiften Zelleexhausted
sein konnten und nach Applikation nicht mehr fakigd, eine robuste Immunantwort zu
induzieren (164). Die Bestandteile des oben geeanBbcktails sind auRerdem Mediatoren,
die vom Immunsystem selber generiert werden konkéie. Reis de Sousat al. zeigen
konnten, sind inflammatorische Mediatoren zwar Haus in der Lage, DC zu aktivieren und
eine adaptive Immunantwort zu verstarken, dieiériing einer geeigneten T-Zell Antwort
aber ist abhangig von der direkten Erkennung voMP# durch die DC (165), so dal3 die
Eignung des Cocktails zumindest zweifelhaft ist.

Langenkampet al. haben unterschiedliche Kinetiken fur verschiedépokine nachweisen
konnen. So werden TNé&; IL-13 und MIP-1B schon 2 bis 8 Stunden nach Aktivierung der
DC freigesetzt, wahrend die Produktion von IL-18teén einem engen Zeitfenster 12 bis 18
Stunden spater erfolgt. Aufgrund dieser Daten \pwdtuliert, dal’ die Freisetzung der frihen
Zytokine die Bekampfung der Infektion direkt situ unterstitzt. IL-12 wird demnach erst
nach erfolgter Migration in den sekundéaren lympkaidOrganen sekretiert und beeinflufdt
dort die T1-T42 Balance. Da IL-12 von DC nur transient produziestd, ist seine
Verfugbarkeit von einem kontinuierlichen Strom Higlz aktivierter DC aus dem
entzindlichen Gewebe abhangig (130). Unterstited diese These durch die Beobachtung,
dal3 aktivierte DC innerhalb von 12 bis 18 Stundendie drainierenden Lymphknoten
einwandern (131;166). Nagt al. konnten zudem zeigen, daf situ aktivierte DC eine
starkere CTL- und antitumorale Antwort induzierés\arab,ex vivoausgereifte Zellen (131)
(s. auch (157).
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Das Ziel dieser Arbeit bestand daher in der Ermmtl eines Stimulus, der eine starke und
dauerhafte Ausschittung von IL-12 durch DC induzier parallelen Experimenten sollte
dann gezeigt werden, dafl} die Aktivierung von DCsitu Uber Dextran Partikel eine
Moglichkeit darstellen konnte, die bekannten Naitdhtex vivo ausgereifter Zellen zu

umgehen.

1. Synergistische Wirkungen kombinierter Toll-  like Rezeptor
Liganden

1.1. Vorversuche
Die Freisetzung von IL-12 durch DC wird gemeinhia antscheidend flr die Etablierung

einer zellvermittelten Immunantwort betrachtet. iGleeitig wird eine {1 Antwort fir die
antitumorale Immunitat benétigt. Es lag daher arfldand, bei der Suche nach einem fir die
antitumorale Immuntherapie mit DC geeigneten Stirautlie Freisetzung von IL-12 als
Kriterium zu verwenden.

Zu den starksten Induktoren der IL-12 ProduktionrcduDC gehdren TLR Liganden, und wie
neuere Untersuchungen gezeigt haben, weisen Kotiiea von gewissen TLR Liganden
zudem noch synergistische Effekte (26;155;156) @afkonnten Napolitaret al. zeigen, dal3
die gleichzeitige Stimulierung von DC durch LPS W848 bzw. Poly (I:C) und R848 nicht
nur die IL-12 Freisetzung um ein Vielfaches erhénich die Transkription der Notch-
Liganden Delta-4 und Jagged-1,ITbzw. T2 relevanten Modulatoren, wurde synergistisch
zugunsten einer {l-Antwort beeinflut. Ubereinstimmend damit indutee LPS + R848
stimulierte DC eine starkereyI-Ausrichtung in naiven T-Zellen als DC, die nurt aPS
oder R848 aktiviert worden waren. DigIFpolarisierende Fahigkeit verlor zudem, anders als
bei den Einzelstimulationen, auch nach 48 h nochtran Wirkung (26). In einer weiteren
Arbeit von Wargeret al. wird beschrieben, dal3 Poly (I:C) + R848 stimtéiddCin vitro in

der Lage sind, die Inhibition der Proliferation venwohl CD4 als auch CD8 T-Zellen
durch voraktivierte, regulatorische T-Zellen vdlistlig aufzuheben. Durch Poly (I:C) oder
R848 aktivierte DC waren dazu nicht fahig. AufRerdemnd gezeigt, dal3 die doppelt
stimulierten DC eine stérkere Proliferation von Cvid CD8 T-Zellen sowohin vitro als
auchin vivoinduzieren (155).

In der Arbeit von Napolitaniet al wurden die TLR Liganden in den weiterfihrenden
Versuchen sowohl bei der Einzel- als auch der Diggpailation in gleichen
Konzentrationen eingesetzt. Das waren Konzentratiobei denen die Einzelstimulationen
nicht die maximal mdgliche Effektivitat gezeigt teat, so dafd nicht eindeutig ausgeschlossen

werden kann, dal3 die beobachteten Wirkungen nicith adurch maximal effiziente



Diskussion 76

Einzelstimulationen hatten erreicht werden kondenGegensatz dazu haben Wargeral.
sowohl bei Einzel- als auch bei Doppelstimulatiortéonzentrationen verwendet, die in
Vorversuchen mit Einzelstimulationen maximale Eféegezeigt hatten. Dabei ist allerdings
nicht gewahrleistet, daf} die Konzentrationen, i@ & den Einzelstimulationen als ideal
herausgestellt hatten, auch die idealen flr digg@lgtimulation sind.

Diese Arbeit nimmt die Ergebnisse der oben genanRigblikationen auf und versucht sie,
u.a. dadurch zu erweitern, dafd ein bisher nichtsgoérgistische Effekte untersuchter TLR
Ligand, PGN, einbezogen wurde. Aul3erdem wurde smtét, ob durch die gleichzeitige
Verwendung eines dritten TLR Liganden eine zuséieliwirkung erzielt werden kann.

Um die oben genannte Problematik der Konzentratiofié Einzel-, Doppel- und
Dreifachstimulationen zu umgehen, wurde zunacleskdnzentrationsabhangige Aktivierung
durch LPS, CpG, PGN und Poly (I:C) in Einzelstimigaen ermittelt. Eine Titration der vier
Komponenten in allen méglichen Kombinationen ibehrere Konzentrationen hinweg ware
zwar die naheliegende Methode gewesen, war abgruauf des dafiir nétigen, immensen
experimentellen Aufwands nicht méglich. Bei viersehiedenen TLR Liganden ergeben sich
ebenso viele, verschiedene Dreierkombinationen. d&/Uman nun drei verschiedene
Konzentrationen der einzelnen TLR Liganden verwendéime man auf 144 mogliche
Kombinationen. Um die Vergleichbarkeit der Gruppentereinander zu gewahrleisten,
missten samtliche Kombinationsméglichkeiten pdrakarbeitet werden, was in Anbetracht
der gegebenen Mdglichkeiten keine Option darstellte

In den ersten Experimenten wurde versucht, ein &oinationsabhaniges Aktivierungsprofil
von LPS, CpG, PGN und Poly (I:C) zu erstellen. Brgebnisse zeigen wie erwartet eine
dosisabhangige Steigerung der aktivierungsrelenarderflachenmarker CD54, CD86,
CD80 und CD25 (s. Abb. 1A-D). Bemerkenswert besdie Daten ist die starke Expression
von CD25 durch PGN stimulierte BM-DC, die einen aa 25 % erhdhten Maximalwert im
Vergleich zu den anderen Stimulantien erreichAfsh. 1C). CD25 ist di@-Kette des IL-2
Rezeptors, und obgleich CD25 fiir die T-Zell Aktivieg ohne Bedeutung ist (167), so ist
gezeigt worden, da3 murine DC auf IL-2 durch Erhighuer IL-12-abhéngigen IFN-
Produktion reagieren (168). Eine kirzlich erschmen@rbeit zeigt, dal? humane Monozyten,
die in Gegenwart von IL-2 ausdifferenziert wordends verstarkt IL-12 bei Stimulierung
durch LPS freisetzen (169). Bemerkenswert wirdstikeke Expression von CD25 durch PGN
stimulierte BM-DC auch deshalb, weil PGN in hoheonKentrationen der einzige hier
untersuchte Stimulus ist, der die Freisetzung geritMengen IL-2 durch BM-DC induziert
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hat (s. Abb. 3B). Eine gezielte weitergehende UWntelung dieser Beobachtung wurde hier
aber nicht durchgefihrt, da es den Rahmen der Bglkesprengt hatte.

Neben der Expression der Oberflaichenmarker erfolgiech die Zunahme der
allostimulatorischen Kapazitat der BM-DC durch Stlierung der Zellen dosisabhangig (s.
Abb. 2A - D), wobei allerdings die hochsten eingetss Konzentrationen fur CpG (5 pg/ml
und 25 pg/ml) und PGN (100 pg/ml) eine ricklaufigmdenz aufwiesen (s. Abb. 2B + C).
Der Grund fir die angesprochene Beobachtung bigestgen CpG Konzentrationen ist dabei
ungeklart. Die rucklaufige allostimulatorische Kapat bei PGN stimulierten BM-DC ist
dagegen vermutlich auf eine geringere Vitalitat deflen zurtckzufihren, da die mit 100
png/ml PGN aktivierten Kulturen einen hoéheren Antwter Zellen aufwiesen, als bei
geringeren Konzentrationen des Stimulus (Datentgebheigt).

Alle hier untersuchten TLR Liganden induzierteneaber gewissen Konzentration auch die
Freisetzung von IL-12 durch BM-DC (s. Abb. 3A). éitlings wurde dies im Falle von Poly
(I:C) erst bei der hochsten, eingesetzten Konzeoirgd100 pug/ml) erreicht. Wie auch die
Ergebnisse aus den beiden vorangegangenen Versaelgam, wurde anders als bei LPS,
CpG und PGN mit der héchsten Konzentration an Rb) noch keine Séattigungsphase
erreicht. Aufgrund der begrenzen Verfugbarkeit Raty (1:C) und der Tatsache, dal? mit 100
png/ml die in der Literatur angegebene Arbeitskobzgion bereits um den Faktor 10
Uberschritten worden ist (170), wurde auf den Bmbkéhere Konzentrationen von Poly (1:C)
verzichtet.

Die starke IL-12 Freisetzung durch PGN stimulidBteél-DC war relativ Uberraschend, da
PGN im besonderen (171) und TLR2 Liganden im allgeen (159;172) als schwache IL-12
Induktoren mit T2 polarisierenden Effekten angesehen werden. UriSagebnisse zeigen
aber nicht nur eine robuste IL-12 Induktion dur¢bNR sondern auch eingyI polarisierende
Wirkung, wenn die PGN stimulierten BM-DC mit naivesilogenen T-Zellen kokultiviert
wurden. (Daten nicht gezeigt). Weitergehende Nasbkfaungen ergaben, daf’ diese kontraren
Ergebnisse das Resultat verschiedener Kultivietuedjagungen sind. Die vorliegende
Arbeit stitzt sich auf Experimente mit BM-DC, digtrlilfe von GM-CSF und IL-4 aus
Knochenmarkszellen differenziert wurden (GM/IL-4 D@ndere Arbeitsgruppen verwenden
lediglich GM-CSF (GM DC). Ein direkter Vergleich nadGM DC und GM/IL-4 DC zeigte
eine schwachere IL-12 Produktion durch GM DC natim@ierung mit LPS. Dies ist bereits
beschrieben (173-175) und war nicht weiter Ubeh®sd. Allerdings war die Diskrepanz bei
der IL-12 Freisetzung zwischen GM/IL-4 DC und GM Dfach Stimulierung mit PGN
wesentlich ausgepragter im Vergleich zu einer Sterung mit LPS (Daten nicht gezeigt).
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Uber die genauen Ursachen 4Rt sich zu diesemutditmur spekulieren, aber Mengetsal.
beschreiben, dal3 IL-4 die Bildung bestimmter Subfaipnen aus Knochenmarkszellen
verstarkt (176). Es ware vorstellbar, dal3 dieskdifgliese Subpopulation produziert als
Antwort auf PGN sehr viel IL-12) oder indirekt (ewerandertes Zytokinmuster resultiert in
einer veranderten Antwort aller Zellen auf PGN (3 &fnen Einflu® haben kdnnte.

Neben IL-12 wurde noch die Freisetzung der Zytokin@, IL-6 und IL-10 untersucht, um
zu analysieren, ob die Produktion verschiedeneokige unterschiedlichen Mustern folgt.
Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dal’ IL-2 \amschiedenen DC-Subtypen nach
Stimulation mit TLR Liganden sekretiert wird (178Wahrend der Differenzierung
vorhandenes IL-4 hat sich bei humanen Monozyteregernen DC allerdings als
inhibierender Faktor herausgestellt (179). Trotzdemnten in den Uberstanden von BM-DC,
die mit hohen Konzentrationen von 10 pg/ml und g@0nl PGN behandelten worden waren,
deutliche Mengen IL-2 nachgewiesen werden. Dieseteung durch CpG-Stimulaton war
sehr schwach und LPS bzw. Poly (I:C) haben kein2 8ekretion induziert (s. Abb. 3B).
IL-10 wird als ein vornehmlich regulatorisch wirldas Zytokin beschrieben und gilt als
Gegenspieler des IL-12 (130). In gréReren Mengerdevli-10 nur von BM-DC sekretiert,
die mit 10 pg/ml und 100 pg/ml PGN stimuliert wandearen, was mit Angaben in der
Literatur Gbereinstimmt (171)(s. Abb. 3D).

Die Konzentration von IL-6 in den Uberstanden akfiter BM-DC ist bestimmt worden, weil
in Veroffentlichungen gezeigt werden konnte, dal3-d@@eriertes IL-6 den inhibitorischen
Einflu von Ty aufheben kann (180). Anders als die anderen wuetsn Zytokine scheint
die IL-6 Freisetzung keiner strikten Regulierung unterliegen, da alle untersuchten TLR
Liganden ab einer gewissen Konzentration mit fdeniischer Effizienz die Sekretion des
Zytokin anregten (s. Abb. 3C).

Die Daten aus den ersten Versuchen zeigen, ab arekbnzentrationen von LPS, CpG und
PGN keine weitere Aktivierungssteigerung mehr dramerden kann, und bei welchen
Konzentrationen von LPS, CpG, PGN und Poly (:)aoptimale Effekte erreicht werden.
Als suboptimal wird hierbei die Konzentration dédirt, ab der erste Wirkungen beobachtet

werden konnten.

Wie die Untersuchungen von Napolitatial. gezeigt haben, sind synergistische Effekte am
Deutlichsten mit Konzentrationen zu erreichen, deen in der Einzelstimulation erst sehr
geringe Wirkungen zu beobachten sind (26). Da egéersuche dies bestatigen konnten
(Daten nicht gezeigt), wurde zur Ermittlung mogéctSynergien durch die verschiedenen
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Zweier- und Dreierkombinationen von LPS, CpG, PGid #oly (I:C) mit Konzentrationen
in einem fur Einzelstimulationen suboptimalen Beheigearbeitet. Um aber zeigen zu
konnen, dalR durch Synergie erzielte Effekte staskad als die durch Einzelstimulationen
maximal erreichbaren, wurden die Einzelstimulatiomeit Konzentrationen im optimalen
Bereich durchgefihrt.

Wie in der Literatur beschrieben (26;155) konntexink synergistischen Effekte auf die
Expression von Oberflachenmarkern (s. Abb. 4) diterallostimulatorische Kapazitat (Daten
nicht gezeigt) ausgemacht werden (Wargsr al. berichten zwar von einer derart
synergistischen Wirkung, allerdings zeigen die lmer Publikation dargestellten Daten
teilweise nicht einmal additive Wirkungen.). Dieelsetzung von IL-12 durch aktivierte BM-
DC aber war bei allen Mehrfachstimulationen syrstigth erhoéht (s. Abb. 5). Der
Unterschied in der Wirkung von Einzel- und Doppeisiiationen zwischen der Expression
von Oberflachenmarkern und der Ausschittung vorlidlLwar nicht tberraschend. Die
Expression von ko-stimulatorischen Molekilen und Broduktion von einigen Zytokinen
werden getrennt voneinander reguliert (166). D&#snnmunologisch betrachtet auch sinnig,
da z.B. IL-12 und IL-23 potentiell gefahrliche Btterzellen generieren konnen und daher
einer strengeren Kontrolle unterliegen miussen, tdah@ Starke der Immunantwort der
pathogenen Herausfoderung angemessen ist.

Diese ersten Experimente mit Mehrfachstimulatioseliten lediglich dazu dienen, mégliche
Kandidaten fur weitere Versuche zu selektieren. R@mbinationen LPS/CpG/Poly (I:C)
sowie CpG/PGN/Poly (I:C) zeigten sich hier als besys potente I1L-12 Induktoren, wobei
die Doppelstimulation aus CpG/Poly (I:C) aber veigiibar stark war.

LPS entfaltet seine Wirkung lediglich Gber TLR4 §)5fUr PGN aber konnte gezeigt werden,
dall es neben TLR2 auch noch Uber die cytosolis&tezeptoren Nod1l und Nod2 agiert
(181;182). Dies geschieht Uber die Degradationgited y-D-glutamylimese
Diaminopimelinsaure (iE-DAP) bzw. MuramyldipeptiDP). Nodl und Nod2 gehdren zur
Familie der NACHT domain present in NR, CIITA, HET-E and_P1)-LRR (eucine_ich
repea) receptors (NLR), die &hnlich wie TLR bestimmte mikrobielle oKiponenten
erkennen. Obgleich die Rolle und Effekte von Noditl INod2 noch nicht ganzlich geklart
und teilweise umstritten sind (183), scheint dign@lweiterleitung Uber diese Rezeptoren
einen negativen Einfluld auf die IL-12 Freisetzungcth PGN stimulierte DC auszulben
(184). Andererseits zeigen Nod1l und Nod2 Agonisténanderen TLR Liganden als TLR2
Liganden wie PGN synergistische Effekte bezuglieh TNFa-Freisetzung (185), der IL-12
Produktion und W1 polarisierende Wirkung durch entsprechend stientdi DC
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(154;185;186). Aus diesen Grinden wurde mit PGNt dt®S als dritter Komponente

weitergearbeitet.

Die Vorversuche waren damit abgeschlossen undatl@éufigen Ergebnisse waren wie folgt:

Es konnte eine Dreifachkombination ermittelt werdehe zumindest gegentber den
entsprechenden Einzelstimulationen synergistisdfekite beziiglich der Freisetzung von IL-
12 aufwies. AulRerdem konnte gezeigt werden, daldEffiekte durch Stimulation mit

einzelnen TLR Liganden ab bestimmten Konzentrahoren Plateau erreichten. Die
Ermittlung der maximal effektiven Konzentrationem Einzelstimulationen sollte in den
weiteren Versuchen dazu dienen, zu ermitteln, @bEdfekte, die durch Synergie erreicht

werden sollten, nicht auch durch starke Einzeldtimnen zu erhalten gewesen waren.

1.2. Ermittlung der idealen Arbeitskonzentrationen fir e ine
synergistische Aktivierung von BM-DC

Um die optimalen Konzentrationen von CpG, PGN unalyP (l:C) in einer
Dreifachstimulation zu ermitteln, wurden BM-DC nsiteigenden Konzentrationen der TLR
Liganden stimuliert. Optimal bedeutet in dieseml,FdBR bei moglichst hoher IL-12
Freisetzung die Ausschittung von IL-10 gering seallte. IL-10 wurde in die
Untersuchungen mit einbezogen, weil es in der Koatpn von DC mit T-Zellen von grol3er
Bedeutung ist. Es wird beschrieben, dal3 IL-10 dizv@rmittelte Proliferation von T-Zellen
hemmt (187), die J1/Ty2 Balance zugunsten einep Il Antwort verschiebt (162;188;189),
die Toleranzinduktion durch Bildung von.d fordert (190-192) und die Reifung und
Aktivierung von DC inhibiert (192).

Die Ergebnisse aus diesen Versuchen sind etwasagibbend. Wahrend Napolitagti al. bei
Titrationsexperimenten mit LPS + R848 bzw. PolyC|l:+ R848 das Erreichen einer
Plateauphase fur die IL-12 Produktion beobachtgi@®), zeigen unsere Daten einen
wechselhafteren Verlauf. In der vorliegenden Arbeurden zwar andere TLR Liganden
eingesetzt, doch zeigen die Ergebnisse der Eimpelsttionen, dal} die eingesetzten
Konzentrationen in beiden Fallen vergleichbar siBthe mogliche Erklarung konnte die
Freisetzung von IL-10 sein. So haben in eigenerexgenten LPS, Poly (I:C) und R848 die
Sekretion nur sehr geringe Mengen dieses ZytokimshdBM-DC induziert (s. Abb. 3D und
Daten nicht gezeigt), wohingegen PGN stimulierte-B® deutlich erh6hte Mengen an IL-10
produzierten (s. Abb. 3D und 7B). IL-10 aber wiiibierend auf die Freisetzung von IL-12
und wird zudem noch zu einem friheren Zeitpunktpedert als 1L-12 (130;162;193). Es ist

also davon auszugehen, dald durch PGN induziert&é® Binen negativen Einflu3 auf die IL-
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12 Produktion in diesen Versuchen ausibte. Andeiterzeigten auch hier wieder PGN
stimulierte BM-DC neben der besagten Freisetzung Ne10 (s. Abb. 7B) eine robuste
Produktion von IL-12 (s. Abb. 6B).

Nach Auswertung der Titrationsexperimente wurdeneizviKonzentrationen fur die
Dreifachstimulation ausgewahlt, 0,5 pg/ml CpG + u@dml Poly (I1:C) + 1 ug/ml PGN (CpG
+ Poly (I:C) + PGN 1) und 0,5 pg/ml CpG + 100 pgkaly (I:C) + 10 pg/ml PGN (CpG +
Poly (I:C) + PGN 10). Zusatzlich zu der Gruppe, ohel die starkste IL-12 Produktion bei
gleichzeitig geringer IL-10 Freisetzung zeigte, gleialso noch eine Gruppe untersucht, die
vergleichbare Werte fir IL-12, aber wesentlich héHér IL-10 aufwies.

Der nachste Versuch sollte eigentlich nur noch einmder Bestatigung der beim
Titrationsexperiment erzielten Ergebnisse dieneaclite aber statt dessen neue Erkenntnisse
und zeigte zudem die Relevanz der in den Kontnafigen verwendeten Konzentrationen.
Wie bereits zuvor, wurden fir die EinzelstimulaBondie Konzentrationen verwendet, die
sich als maximal effektiv erwiesen hatten. Die Delppmulationen wurden dagegen mit den
Konzentrationen durchgefuhrt, die auch bei den fBcbstimulationen am Effektivsten
waren. Es wurde, wie erwartet, bestatigt, dal} diddn ausgewahlten Konzentrationen fur
die Dreifachstimulation &hnlich stark die Produktieon IL-12 und sehr unterschiedlich die
von IL-10 durch BM-DC induzieren. Entgegen den Etwagen aber zeigte sich die Gruppe
mit CpG + Poly (I:C) als starkster Induktor der 1R-Freisetzung bei gleichzeitig geringerer
IL-10 Produktion als bei den Dreifachstimulationbaobachtet. Aul3erdem konnte keine
synergistische IL-12 Induktion bei der Doppelstiatidn PGN + Poly (1:C) mehr beobachtet
werden (s. Abb. 8A + B). Im Fall von PGN + PolyQ):ist offensichtlich die Verringerung
der PGN Konzentration im Vergleich zum Experimeavat (s. Abb. 6B) der Grund und
vermutlich nur Ausdruck ungenigender Aktivierungei Bler Gruppe CpG + Poly (I:C)
dagegen scheint eher eine zu starke Aktivierungelegen zu haben, wenn CpG in héherer
Konzentration, d.h. > 0,5 pg/ml eingesetzt wurdewteise darauf lieferten bereits die ersten
Experimente, die fir die Expression von Oberflacharkern und die Ausschittung von IL-
12 bei diesen Konzentrationen einen Sattigungstfereeigten (s. Abb. 1B + 3). Die
allostimulatorische Kapazitat war bei Konzentragiorvon CpG > 0,5 pg/ml sogar schon
racklaufig gewesen (s. Abb. 2B). Die Ergebnisse dédsationsexperimentes wiesen in
dieselbe Richtung, denn wahrend die Kurven fur @@&nl CpG und 0,5 pg/ml CpG sehr
ahnliche Verlaufe zeigen, sind die fur 5 pg/ml GpG@leutlich niedrigeren Bereichen von IL-
12 und IL-10 zu finden (s. Abb. 6 + 7). Wahrend rabee Stimulierung von BM-DC mit
beispielsweise LPS oder PGN in hohen Konzentratiane deutlich verringerter Viabilitat
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der Zellen fuhrte (Daten nicht gezeigt), sind sawes bekannt, keine solchen Auswirkungen
fur die Stimulation mit CpG beschrieben. Ein mdgdc Mechanismus flr unsere
Beobachtung bleibt also zu klaren.

Obgleich eine Verallgemeinerung aufgrund der duribatenlage und der verschiedenen im
Umlauf befindlichen CpG Sequenzen schwierig ist,denaiten die hier erhaltenen Daten
darauf hin, da3 CpG moglicherweise haufig in Komzgionen verwendet wird, die sich
aulBerhalb des idealen Bereichs befinden. In vielublikationen wird CpG in
Konzentrationen von 1 pg/ml bis 12 pg/ml zur Stiewing von DC eingesetzt
(26;154;157;194-196). Diese Vermutung wird untdetdurch eine Publikation, in der bei
der Stimulation von murinen Milz-DC ab ca. 0,5 pb/@pG eine Sattigung bei der
Freisetzung von IL-12 gezeigt wird (197).

1.3. Funktionelle Analyse der synergistischen Effekte

1.3.1. in vitro
Das nachste Experiment zeigte diglTpolarisierende Wirkung der untersuchten TLR

Liganden und deren Kombinationen anhand der yFRroduktion von allogenen, naiven
CD4" T-Zellen nach Ko-Kultur mit stimulierten BM-DC. Bi Verhaltnisse der IFN-
Ausschittung in den Uberstand der Ko-Kulturen ztsc den verschiedenen Gruppen
glichen erstaunlicherweise ziemlich genau denen dlerl2 Freisetzung in die
korrespondierenden BM-DC Kulturen (s. Abb. 9).

Wie bereits erwahnt erfolgt die Freisetzung vonlR durch aktivierte DC in einem engen
Fenster und ist spatestens 20 h nach StimulatioZeléen als abgeschlossen zu betrachten
(130), was auch durch eigene Daten bestatigt vidatgn nicht gezeigt). IL-12 ist zwar ein
wichtiger Faktor bei der Ausrichtung einegIl Antwort, aber nicht unbedingt eine absolut
notige Voraussetzung (86;198). Andere Faktoren dige Ag-Dichte auf den DC und das
Verhéltnis von DC zu T-Zellen (130), IF&-(199), IFNy (200) IL-27 (201) und die
Abwesenheit von IL-10 (202) scheinen ebenfalls @antige Rolle zu spielen. Zudem wirkt
IL-12 autokrin aktivierend auf DC, indem z.B. digdfession von CD40 erhéht wird (203).
Auch wenn die aktivierten BM-DC zum Zeitpunkt depKCltivierung mit den T-Zellen
vermutlich nur noch geringe Mengen oder gar keirl® mehr freisetzten, so zeigen die
Daten doch, dal3 die initiale Produktion des Zytekas ein MalR flr die jlL-polarisierende
Fahigkeit von BM-DC herangezogen werden kann.

Die Tyl-polarisierenden Effekte konnten durch Bestimmuley Expression der Notch-
Liganden Jagged-1 und Delta-4 nur teilweise geki@rden. Notch ist ein hochkonservierter
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Rezeptor, der von sich entwickelnden sowie reifgmphozyten exprimiert wird, und dem
eine Rolle bei der peripheren Reifung zugesproetiesh Obwohl die Liganden Jagged-1 und
Delta-4 Uber den selben Rezeptor agieren, |oserd@id unterschiedliche Antworten bei
CD4" T-Zellen aus. Wahrend Jagged-1 fiir die Bildung vin2 Zellen verantwortlich
gemacht wird, stellt Delta-4 einyT Differenzierungssignal dar (163).

Die Expressionmuster dieser beiden Notch-Ligandeskign sich nicht mit den Ergebnissen
aus dem vorangegangenen Versuch. Zwar zeigten dippén, die eine starkepTI-
polarisierende Wirkung gezeigt hatten, auch eiagkst Expression von Delta-4, doch war
diese nicht direkt proportional. Die Expression @eita-4 durch CpG + Poly (I:C) + PGN 10
stimulierten BM-DC war beispielsweise mehr als dgdpgo hoch wie die der CpG + Poly
(I:C) aktivierten Zellen, obwonhl letztere sich inorangegangenen Versuch als effektivere
Thl-Induktoren erwiesen hatten. Aul3erdem war die &&ItExpression auch bei Zellen
erhoht, die nicht die Ausschuttung gro3erer Mengdiry in Kokultur mit T-Zellen induziert
hatten. So korrelierte die starke Delta-4 Expressier PGN-stimulierten BM-DC nicht im
gleichen MafRRe mit der von diesen Zellen induzietfé-y Freisetzung durch allogene CD4
T-Zellen (s. Abb. 10B und Abb. 9). Auch unter Bessichtigung der Daten flr die Jagged-1
Expression durch die differentiell stimulierten [Bal ergab sich kein direkter
Zusammenhang zwischen den Expressionmustern dehflajanden und der beobachten
Tyl-polarisierenden Wirkung (s. Abb. 10A und Abb. 89 dal3 zu vermuten bleibt, dal’
Notch-Liganden zwar eine Rolle bei deglfT,2-Ausrichtung gespielt haben kdnnten, aber
nicht die entscheidende.

Eine direkte Korrelation der Expressionsdaten vettd34 mit derin vitro beobachtetenjlL-
polarisierenden Effekten der stimulierten BM-DC ktszwar nicht hergestellt werden, doch
zeigte die Stimulation mit CpG + Poly (I:C) auctehistarke synergistische Effekte und
bestétigt damit publizierte Daten, die bei andek@mbinationen ebenfalls synergistische
Wirkungen zeigen (26). Die Gruppe PGN + Poly (IsBGyvie die beiden dreifach-stimulierten
Gruppen zeigten zwar eine ahnlich hohe und teilvaisch starkere Expression, diese waren
aber nicht als synergistisch zu werten, da die &gon von Delta-4 durch PGN im
Vergleich zu CpG und Poly (I:C) Ubermafig starko@thworden war (s. Abb. 10B).
Allenfalls der Gruppe CpG + Poly (I:C) + PGN 10 kim von diesen dreien ein geringer

synergistischer Effekt zugeordnet werden.

Da CCRY7 fur die Migration von DC von essentielleedButung ist (204), wurde die

Expression des Rezeptors im Rahmen dieser Arbeitfalls untersucht. Wie erwartet fuhrt
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eine Aktivierung der Zellen durch TLR Liganden Znez gesteigerten Expression von CCRY.
Allerdings konnten keinerlei synergistische Effekdstgestellt werden. Bemerkenswert war
aber auch bei diesem Versuch die starke Wirkungdauf untersuchten Parameter durch
Stimulation mit PGN (s. Abb. 10C).

1.3.2. in vivo
Um den experimentellen Aufwand in Grenzen zu haltemrden diein vivo-Versuche nur

noch mit vier Gruppen durchgefuhrt. Da die Ergebmiderin vitro-Versuchein punctolL-
12/1L-10-Produktion und J1-polarisierender Wirkung eher fiir die Gruppe Cp8oty (I:C)

als fir eine Triplestimulation aus CpG, PGN undyR&IC) sprachen, ware die naheliegende
Gruppenzusammenstellung CpG + Poly (I:C) mit Kdfdgrappen aus Einzelstimulationen
gewesen. Allerdings wurden wahrend der experimiemePhase dieser Dissertation von
Warger et al. umfangreiche Studien veroffentlicht, die bereitadeutig zeigen, dafd
synergistisch aktivierte BM-DC nicht num vitro, sondern aucln vivo um ein Vielfaches
effektiver in der Lage sind, T-Zellen zu aktivierétwar sind diese Versuche mit Poly (I:C) +
R848 durchgefuhrt worden, doch Uberschneiden um@neen sich die Ergebnisse von
Napolitaniet al, Wargeret al sowie die bisher im Rahmen dieser Arbeit préaseiein Daten
so weit, dal3 eine synergistisdnevivo-Effektivitat der CpG + Poly (I:C) aktivierten BMD

im Vergleich zu den Einzelstimulationen daraus &bt wurde. Aus diesem Grund wurden
die in vivo-Versuche mit unstimulierten, CpG + Poly (I:C)-, & Poly (I:.C) + PGN 1-
sowie CpG + Poly (I:.C) + PGN 10-stimulierten BM-Didtirchgefuhrt. Es sollte untersucht
werden, wie sich die Zugabe von PGN leivivo-Versuchen auswirkt, und ob unsere
Annahmen bezlglich des Einflusses einer hohen ILb&R geringer IL-10 Produktion
bestétigen lassen.

Die mit CpG + Poly (I:C) stimulierten BM-DC immuresten Tiere zeigten eine starkere Ag-
spezifische Proliferation der vorab injizierten O\ansgenen T-Zellen als die Gruppen CpG
+ Poly (I:C) + PGN 1 und CpG + Poly (I:C) + PGN &8 Tag 3 (s. Abb. 11) und Tag 4
(Daten nicht gezeigt) nach Injektion der BM-DC. Diaterschiede zwischen den Gruppen
waren allerdings nicht bei allen Versuchen so stéiek hier dargestellt und waren an Tag 4
geringer als an Tag 3 (Daten nicht gezeigt). Di¢etithiede zwischen den Gruppen bei der
FulRschwellung waren aber in allen untersuchteref&@hnlich deutlich (s. Abb. 12). Die
FuBschwellung war hierbei aber trotz des Einsat@d8A-beladener BM-DC in der
Auslosephase nicht in erster Linie auf eine Wirkudgr TCR-transgenen T-Zellen
zurtckzufiihren. Es ist vielmehr von einer Immunamtvgegen ein breiteres Spektrum von

Ag auszugehen, da sowohl bei der Immunisierunguadt bei der Injektion in die Fu3sohlen
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der Mause BM-DC verwendet wurden, die in FCS-haitigMedium kultiviert worden waren.
Eine Reaktion gegen Bestandteile des Mediumssst als wahrscheinlich anzunehmen, was
aber nichts an der Aussagekraft des Experimentsrénd

Die Ful3schwellungen, die hier untersucht worded,sgehdren zu den DTHi¢layed-ype
hypersensitivity Reaktionen. DTH sind zellulare Immunantworterg sowohl T1- als auch
Ty2-vermittelt sein (205-207) kénnen, wobejIFvermittelte DTH Reaktionen zu einem
spateren Zeitpunkt den Hohepunkt der Reaktion adresi (2-3 Tage) und langsamer
abklingen (<5 Tage) (208). Die Schwellungen in @uppe, die unstimulierte BM-DC
erhalten hatte, verstarkten sich von Tag 1 aufZ'agr noch sehr wenig, wéhrend bei den mit
synergistisch stimulierten BM-DC behandelten Gruppe diesem Zeitpunkt noch eine
kraftige Verstarkung der Reaktion beobachtet wurBemnach handelte es sich bei
letztgenannten DTH Reaktionen vermutlich uml¥ermittelte Immunantworten, wobei
starke quantitative Unterschiede zwischen den gystesch stimulierten Gruppen auftraten.
Die CpG + Poly (I:C) Gruppe zeigte eine starker was$entlich langer andauernde Reaktion
als die Gruppen, die zusatzlich noch PGN erhaltgtehDie Immunantwort der CpG + Poly
(I:C) + PGN 1 Gruppe war in dieser Hinsicht nur Biag 3 etwas intensiver als die der
Gruppe mit 10 pg/ml PGN (s. Abb. 12A-C). Die bes@aitvitro beschriebene Reihenfolge beli
der Starke der Jl-polarisierenden Wirkungen durch die synergististtmulierten BM-DC,
wird also auch durch diesen Versuch bekraftigt.

Fur eine weitere Bestatigung wurden nach Beendiglend-uR3schwellung die Zellen aus den
poplitealen Lymphknoten stimuliert und die Konzatiobnen T;1-charakteristischen Zytokine
IFN-y, TNF-a und IL-2 (209) in den Zellkulturiberstanden bestitmObwohl die Freisetzung
von IL-2 indifferent war, unterstitzt dieser VerbBuceindeutig die bisherigen
SchluR3folgerungen (s. Abb. 13A-C).

2. In situ Aktivierung von DC
Die Immuntherapie von Tumoren nak vivogenerierten DC ist eine sehr kostspielige und

aufwendige Methode, die bisher noch nicht die dtaof Erfolge zeigen konnte. Trotz
intensiver Forschung oder gerade deswegen bleiakloge Fragen unbeantwortet. Welche
Vorlauferzellen sollen verwendet werden? Wie langd mit welchen Zytokinen sollen die
Zellen ausdifferenziert werden? Wie sollten die letel stimuliert werden? Welche
Applikationsmethode soll verwendet werden? Weitenmul® man die Frage stellen, ob die
Verwendung von artifiziellen DC lUberhaupt sinnvedlin kann, wenn die Komplexitat des
Immunsystems berucksichtigt wird. Kann es unmitieldrfolgversprechend sein, eine Zelle,
die so wichtig fiur die Feinjustierung des Immuneygss$ ist, kinstlich herzustellen und so
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auszurichten, daR Sie die Zerstérung von Zellenzimit, die der Uberwachung bislang so
effektiv ausgewichen sind? Eine Alternative zu derwendung vorex vivogenerierten DC
koénnte die Verbesserung herkdmmlichvesitu Immunisierungsstrategien liefern.

Bei herkdmmlichen Vakzinierungen wird das Ag zusanmit einem Adjuvans appliziert.
Ein Adjuvans ist die Komponente des Vakzins, dikemesoll, die Immunantwort gegen das
Ag zu erhthen. Genau diese Fahigkeit, die Verstiykder Immunantwort, ist das grof3te
Problem bei der Entwicklung von Adjuvantien fur hame Anwendungen. Das Beispiel von
Freund’scomplete_djuvant (FCA), eines der starksten, bekannten Adjuvantiengdeutlicht
sowohl die Voraussetzungen als auch die ProblemasediKomponenten. FCA ist eine
Emulsion von Wasser und Mineral6l, die abgetoteiedbakterien enthalt. Diese Emulsion
zeigt den Charakter eines Depots und sorgt furlaimgandauernde Freisetzung des Antigens,
wahrend die Mycobakterien eine starke immunstinonisthe Wirkung ausiben. Die
Konsequenz ist zwar eine starke Immunantwort gedpsh Ag, aber auch die Auslosung
schwerer Nebenwirkungen, so dal3 abgeschwachtentamiaerwendet werden muissen, wie
z.B. incomplete Freund’s adjuvant (IFA). IFA enthalt keine Mycobakterien mehr und
demensprechend ist die Toxizitat geringer. Allegginerringert sich auch die Ag-spezifische
Immunitat. Am weitesten verbreitet sind heutzutégiuvantien, die auf Aluminum-Salzen
basieren, relativ schwachen Adjuvantien, die selimtiulare Antworten hervorrufen,
allerdings gut toleriert werden (210).

Obwonhl anlich vom Konzept sind die Anspriiche an darakzine in einigen Punkten héher
als die an mehr konventionelle Vakzine. Der bedwigePunkt ist hierbei der Umstand, daf3
sich Tumorvakzine gegen korpereigene Ag richterd ame adequate Immunantwort die
Ausschaltung der immunologischen Toleranz gegesedieraussetzt. Das bedeutet aber, dal3
potente Adjuvantien verwendet werden mussen, ura ganugend starke Aktivierung des
Immunsystems zu gewahrleisten. Hierbei werden diflgs wieder toxikologische
Fragestellungen relevant. Dieses Problem kann nzalurdh umgehen, indem ein nicht-
toxischer Trager mit einem potenten Stimulans dezieden APC gefuhrt wird. Dies hat eine
hohe lokale Konzentration desselben zur Folge, wasiner starken Aktivierung der Zelle
resultiert, ohne dafl3 hohe systemische Konzentetides Stimulans erforderlich sind.

Durch die Kopplung von Ag und Stimulanz wird zudemeicht, dafl} erstens nur die APC
aktiviert werden, die das relevante Ag prasentid@mnen, und zweitens alle APC, welche
das Ag tragen, aktiviert werden. Dadurch wird dagtieten von Nebenwirkungen aufgrund
einer unnotigen, systemweiten Aktivierung von Zelleles Immunsystems und die

Prasentation des Ag durch unzureichend aktivieR€ Aerhindert.
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Ein weiteres Problem bei der Verwendung Proteinebasder Vakzine ist die fehlende
Generierung von CTL Antworten (143), die fur dietimmorale Immuntherapie von
entscheidender Bedeutung sind (124). Loésliche Agdere von APC normalerweise Uber
Makropinozytose aufgenommen, in Lysosomen degradied als Peptide auf MHC II-
Molekulen prasentiert, was die praferentielle Aldiimg einer T2-Antwort zur Folge hat
(211). Far die Aktivierung von CTL ist aber esselttidald die Ag auch auf MHC I-
Molektlen prasentiert werden. Dies ist nur moglslenn die Ag nach der Aufnahme durch
die Zelle ins Zytosol gelangen. Untersuchungen halgezeigt, dafl phagozytotisch
aufgenommene, partikulare Ag effektiv auf MHC I-Mbkiilen prasentiert werden (133;143-
145;212) und in vivo starke CTL-Antworten induzier€l37;213;214). So wird in einém
vivo-Studie berichtet, daR partikulares Ag 500-malleffer CD4" T-Zellen und 50 000-mal
effektiver CD8 T-Zellen prasentiert wird (215). Als Ursachen fiier werden der
phagasome-to-cytosdlVeg (145) oder ein Quellen der Endosomen nachd&uflg der
Partikelkomponenten und einer damit einhergeheMiézanderung des osmotischen Druckes
diskutiert (143;216). Eine vielversprechende Mdufieit, exogene Ag auf diese Weise in DC
einzuschleusen, ist die Verwendung von PartikednVahikel, in die oder auf denen die Ag
transportiert werden. Zahlreiche verschiedene lgaatberbare und nicht-biodegradierbare
Partikel auf Basis von z.B. Liposomen (132;137;21ifd Polymilchsaure (138) bzw.
Polystyrol (218) und Latex (135) werden zu diesemeak bereits intensiv untersucht.

Als erste Annaherung an eine partikelvermitteleziglte und gleichzeitige Applikation von
immunstimulierenden TLR Liganden und dem relevanfen wurden in dieser Arbeit
Dextranpartikel (CDScrystallized _eéxtran _ghere$ verwendet. Diese wurden nach einer
Methode von Schrdder hergestellt, wodurch wahreesl lderstellungsprozesses in Losung
befindliche Molekile eingeschlossen werden (149xtEan basierende Partikel wurden
aufgrund der relativ leichten Herstellbarkeit undfgaund der Tatsache, dass Dextran als
Medikament bereits zugelassen ist und somit einerfibrung der Ergebnisse in die
klinische Erprobung leicht moglich ware, gewahlt.

In ersten Experimenten konnte gezeigt werden, da8 €ffektiv von BM-DC aufgenommen
werden (s. Abb. 14). Zudem stimulierten mit LPSabdehe CDS (CDS (LPS)) die Zellen
ebenso effektiv wie l0sliches LPS, wahrend CDS ohr&imulans keine
Expressionssteigerung von Oberflachemarkern indgzigs. Abb. 15). Hierbei sind sowohl
die Stimulation durch CDS (LPS) als auch die nietfblgte Stimulation durch CDS von
Bedeutung. Zwar wird in einigen Publikationen pbstty dal3 Ag-beladene Partikel alleime
vitro undin vivo Immunitat erzeugen (216;218), aber andere Arbeitdgen deutlich, dal’
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eine zusatzliche, stimulatorische Komponente bghotird, um Toleranzinduktion zu
vermeiden (139;141). In den zuerst genannten Fdimen moglicherweise die Partikel
selber einen aktivierenden Effekt auf die DC gehaBartikel mit stimulierenden
Eigenschaften entstehen auch bei der HerstellumgLyposomen mit Membranlipiden aus
Mycobakterien (217) oder Archae (Archaeosomen) ;@2A® oder durch Zusammenstellung
aus Viruspartikelnyirus-like particles VLP) (221). Vorteilhafter sollte aber die Verwemd
von Tragern sein, die keine intrinsische, aktiviel® Wirkung besitzen, um bei
gleichbleibendem Trager die Wahl der Stimuli mdgdicflexibel gestalten zu kénnen, und
die Immunantwort sehr gerichtet und differenzied manipulieren. AulRerdem muissen
Partikel mit Komponenten aus Pathogenen sehr inteasf mdogliche infektiose und
inflammatorische Antworten untersucht werden (221).

Im nachsten Experiment wurde gezeigt, dal BM-DCe dnit OVA-beladenen
Dextranpartikeln (CDS (OVA)) inkubiert worden warereine Ag-spezifische T-
Zellproliferation induzieren kénnen (s. Abb. 16)adtidem also gezeigt werden konnte, dal3
die Dextranpartikelin vitro ahnlich wirksam wie l6sliche Produkte sind, solite vivo
untersucht werden, ob eine Immunisierung mit Palrik/orteile zeigt. Die Immunisierung
mit I6slichem Ag alleine resultierte in einer nwhwachen Proliferation der transgenen T-
Zellen, wahrend die gleichzeitige Gabe von Ag umELeine sehr starke Reaktion aufwies.
Im Vergleich zu l6slichem OVA war der Effekt von GOVA) stark erhdht, was vermutlich
auf eine effizientere Aufnahme und Ag-Prasentatibiich DC zurickzufuhren ist. Die
Wirkung von mit OVA und LPS beladenen Partikeln wargleichbar mit der Wirkung der
l6slichen Substanzen (s. Abb. 17). Also zeigte addser Versuch keine Vorteile von
partikularen gegenuber l6slichen Vakzinen, was ahekeinem Widerspruch zu bisher
publizierten Daten steht, da mit der Proliferataer transgenen DO11.10 T-Zellen nur der
EinfluR auf die CD24 T-Zellen untersucht worden ist. Entscheidende aflartsollten aber
partikulare Vakzine bei der Stimulierung von CD&-Zellen haben. Um diese zu
untersuchen, wurde eine DTH Antwort nach Sensibilisig mit verschiedenen I6slichen und
partikularen Ag ausgelost. Die Ergebnisse zeigtem exsten Tag nach Auslésung der
FuRschwellung keine Unterschiede zwischen den @mpgie mit I6slichem OVA bzw. LPS
+ OVA behandelt worden waren, und den Gruppenpdréikulares OVA bzw. OVA + LPS
erhalten hatten. Danach aber gingen die Schwebileg Gruppen auf3er derjenigen, die mit
OVA + LPS enthaltenden Partikeln immunisiert wordear, und derjenigen, die OVA
Partikel und lésliches LPS erhalten hatte, auf degau der unbehandelten Kontrollgruppe
zurtick (s. Abb. 18). Die Ergebnisse dieses Versbelssiatigen gleich mehrere Erwartungen:
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1. Losliche Vakzine induzieren vordringliciyd-Antworten, da die Reaktion ausgeldst durch
l6sliches OVA + LPS nur von kurzer Dauer war. Wezdits beschrieben, deutet dies auf eine
Ty2 basierende DTH Antwort (208). 2. Eine effektiveanhiunantwort benétigt die
Bereitstellung von Ag und DC Stimulus, denn die lomreaktionen waren ohne LPS-Zugabe
unabhangig von der Art der Ag-Bereitstellung nungach. 3. Partikulare Vakzine induzieren
eine Tyl1-Antwort, was durch die langanhaltende Ful3schwgllgezeigt wurde (208). 4.
Partikulare Vakzine sind in der Lage, Ag in die MiH@bhangige Prasentation einzubringen,
da Ag-spezifische CD8T-Zellen zum einen Teil eineryI-Antwort sind und ihnen zum
anderen eine wichtigere Rolle bei DTH Antworteregg (222).
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3. Zusammenfassung und Ausblick
Der erste Teil der vorliegenden Arbeit hat bere@gffentlichte Daten bestatigen kénnen, die

zeigen, dald bestimmte Kombinationen von TLR Ligandgnergistische Effekte auf die
Aktivierung von DC haben. Im Unterschied zu denagerien Veroffentlichungen wurde ein
systematischerer Ansatz gewahlt, der deutlich gbtiaat, dal? die beobachteten Synergien
nicht das Ergebnis geschickt gewahlter Konzentnatiowaren, sondern auch Bestand haben,
wenn die Einzelstimulationen mit optimalen Mengearctigefiihrt wurden. Auf3erdem
wurden erstmals die synergistischen Effekte der Biaation CpG + Poly (I:C)n vivo
untersucht.

Zwar ermoglichte der Zusatz eines dritten TLR Ligm in Form von PGN keine weitere
Verbesserungn punctoTyl-Polarisierung, doch brachten auch diese Versuteeessante
Erkenntnisse. So zeigten sie, dal3 die Freisetzonglh~-10 durch Synergie erhéht werden
kann, was zwar nicht fur die Fragestellung diesss@tation von Belang war, aber durchaus
von Interesse sein konnte, wenn z.B. wie in den3pantationsmedizin die Unterdriickung
von Immunantworten das Ziel einer Therapie ist.

Obwohl oder gerade weil PGN eine starke IL-10 Fteisng durch DC induziert, kbnnte
dieser TLR Ligand fur die antitumorale Immuntheeapiteressant sein, wenn es gelingen
wirde, die Komponenten zu identifizieren, die figr L.-12 Freisetzung verantwortlich sind,
denn trotz Inhibition durch IL-10 wurden immer nogito3e Mengen IL-12 produziert. Wenn
es moglich ware, die IL-10 stimulierende Wirkung Beibehaltung des IL-12 aktivierenden
Effektes zu beseitigen, hatte man mdglicherweige sshr effektives IL-12 Stimulans.
Interessant in diesem Zusammenhang koénnte auchindié/ergleich zu den anderen
untersuchten TLR Liganden starke IL-2 FreisetzuaghnStimulation von DC mit PGN sein.
Diese war zwar bei den Konzentrationen, mit denenDdaeifachstimulationen durchgefthrt
worden waren, sehr gering und deshalb ohne Bedgutuden funktionellen Analysen, was
aber auf die Kultivierungsbedingungen der DC zuriudkhren ist. Bei einer direkten
Stimulation von DGn vivo wére die IL-2 induzierende Wirkung von PGN mdoghoheise
wieder relevant.

Die Aktivierung von DC durch Kombinationen versateeer TLR Liganden spiegelt die
vivo-Situation nach Invasion eines Pathogens vermuliedser wider als die bisher tblichen
Stimulationen mit nur einem TLR Liganden. Ein besens interessanter Versuch von
Napolitaniet al. zeigt, dal3 sich nach Stimulation von DC mit PdIZ) ein Fenster von 4
Stunden 6ffnet, in dem eine nachfolgende Stimubatiit R848 besonders effektiv ist. Es

wird argumentiert, das von Virus-infizierten Zellgaigesetzte ds RNA die DC voraktivieren
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wirde, so dal3 eine nachfolgende Stimulierung duvGhuspartikel in endosomalen
Kompartimenten umso effektiver ausfallt. Dieser Keusmus wirde sicherstellen, dal3 nur
die DC maximal Tl-polarisierende Effekte ausiben wirden, die auak Bathogen
aufgenommen haben und somit prasentieren konngnE#6solch starke Aktivierung ware
aber moglicherweise noétig, um die Toleranz gegemdrzellen wirkungsvoll zu brechen.
Bisher wurden keine Studien vertffentlicht, in dendie Wirkung von synergistisch
aktivierten DC in einem Tumormodel untersucht wur@enau dies wird eines unserer
weiteren Ziele sein.

Hierfur werden wir aber von der bisherigen Liniewaichen, Immunisierungen und
Therapien miex vivogenerierten DC durchzufuhren. Vielmehr werdenwis auf die Arbeit
mit Nanopartikeln konzentrieren. Erste Erfahrunger diesem Gebiet wurden in dieser
Dissertation bereits vorgestellt. Es konnte gezeigtden, dal? Dextran-basierende Partikel
effektiv von DC aufgenommen und prozessiert wurdeingeschlossenes LPS flihrte zur
Aktivierung von DC, und Ag wurden auf MHC |- und MHI-Molekulen prasentierin vivo
haben diese Partikel starke und langanhaltende frantworten mit deutlicher -
Polarisierung induziert. Die Partikel haben alspagedie Eigenschaften gezeigt, die fur ihren
Einsatz in der antitumoralen Immuntherapie nétigemnaln weiteren Experimenten soll nun
versucht werden, Dextranpartikel mit Kombinatiorears CpG und Poly (I:C) zu beladen.
Paralell werden Nanopartikel aus anderen Matenajietestet werden. Zum einen Tréager aus
Kalziumphosphat und zum anderen magnetische Kigelahe sie von der Firma Miltenyi
hergestellt werden. Diese Materialien wirden dentdflobieten, dafd sie leichter reproduziert
werden kénnen und zudem eine genaue EinstellundPakikelgroRe erlauben, was sowohl
wichtig fir die Effizienz als auch die SpezifitsgrdAufnahme ist, da Untersuchungen gezeigt
haben, daRR Partikel im GroRRenbereich von Virenziefft und bevorzugt von DC
aufgenommen werden, wahrend grofliere, im Baktenerde liegende eher von
Makrophagen phagozytiert werden (218).

Schlief3lich soll versucht werden, DC gezielt mihdeartikeln zu beladen, indem gegen
spezifische Oberflachenrezeptoren gerichtete Strekt auf der Oberflache der Partikel
verankert werden. Letztendlich soll somit auch tsueht werden, ob man durch die gezielte
Aktivierung bestimmter Subpopulationen von DC, Treerapie noch weiter optimieren kann.
Neben TLR Liganden kénnten Nanopartikel noch Suizsta tragen, die es DC ermdglichen,
andere Lymphozyten als herkdbmmlich@ T-Zellen zu aktivieren. NK (nattrliche Killer)
Zellen, NKT (natarliche Killer-T-) Zellen ungd T-Zellen sind hierbei mégliche Ziele. Die
Aktivierung von NKT Zellen Uber auf DC prasentiarte-Galaktosylceramid o-GalCer)
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fuhrt zu einer Expansion dieser Zellen und nachiehisanti-tumoralen Effekten (132).
Ahnliches gilt fur die Aktivierung vonyd T-Zellen (223). Dabei ist es so, daR alle drei
Zellpopulationen die Aktivierung von DC induzierbaw. verstarken und dgmiming des
Immunsystems unterstiitzen. Diese gegenseitige Rpgkling ist eine Mdoglichkeit, die
Antworten sowohl des angeborenen als auch desiagglaptnmunsystems gegen Tumore zu

verstarken (224).
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