3 Ergebnisse

3.1 Gewinnung dendritischer Zellen

Mononukledre Zellen aus peripherem Blut (PBMC) wurden durch Ficolgradienten-
zentrifugation gereinigt und durch Adhdsion an eine Plastikoberfliche von anderen
Zelltypen getrennt. Die adhdrenten Zellen l6sen sich nach Zugabe von GM-CSF
(800 U/ml) und IL-4 (500 U/ml) von der Unterlage ab und wurden weiter in Suspen-
sion kultiviert. Nach einem Tag konnten die, fiir mononukleare typischen, Zellag-
gregate lichtmikroskopisch nachgewiesen werden (Abb. 3).

Durch durchflufizytometrische Analyse der Oberflichenantigene nach einem Tag
in Kultur konnte eine deutliche Expression der HLA-Molekiile (HLA-Klasse-I, HLA-
DR) sowie von CD11b nachgewiesen werden. Inkubation der Zellen mit TNF-o
(10 ng/ml, 24 h) unterdriickt insbesondere Expression von CD11b, HLA-DQ und
HLA-DR, wohingegen die Expression anderer Adhadsionsmolekiile sowie die Expres-
sion von CD1a nur wenig beeinfluf3t wird (Abb. 4).

Nach 7 Tagen in Kultur, unter Zugabe von GM-CSF und IL-4, wurden morpholo-
gische Anderungen der Zellen beobachtet. Die nach einem Tag in Kultur dominie-
renden Zellaggregate waren verschwunden. Es konnten klar abgegrenzte einzelne
Zellen beobachtet werden, die zum Teil dendritische Ausldufer gebildet hatten.
(Abb. 5). Die Expression der HLA-Molekiile war gegentiber
dem ersten Tag stark erhoht und konnte durch eine 24-
stiindige Inkubation mit TNF-o. noch gesteigert werden
. (Abb. 6). Auch die Expression der Adhdsionsmolekiile,
N CDS58, CD11b, CD11c, sowie CD1a, stieg deutlich an, wéh-
;.. rend die Expression von CD54 durch TNF-a induziert wer-
= den konnte. Im Gegensatz hierzu konnten die monozyti-
ren Marker CD14, CD16 und CD34 praktisch nicht nach-

% gewiesen werden (Abb. 6). Die co-stimulatorischen Marker
., CD40, CD80 und CD86 wurden nach sieben Tagen in Kul-
<% tur bestimmt. Sie waren alle bei den untersuchten Zellen
**% nachweisbar, wobei sich ihre Expression durch TNF-o. wei-
ter steigern lie’ (Abb. 7).

Zellen nach einem Tagin  Andere myelotische und lymphatische Oberflachen-
Kultur. Die fiir diese Zel- marker wurden ebenfalls untersucht (Abb. 8). Typische T-
len typische Aggregatbil- Zellmarker, wie CD3, CD4 und CD8 konnten nicht oder
dung ist klar zu erkennen nur in geringen Mengen nachgewiesen werden. Auch Mar-
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Abb. 4 DurchflufSzytometrische Analyse, mittlere Fluoreszenzintensitdit (MFI), der Ober-
flichenmarker der mononukledren Zellen nach einem Tag in Kultur. Durch Zugabe von
TNF-a (10 ng / ml, 24 h) verringert sich insbesondere die Expression von HLA-DQ, HLA-
DR und CD11b deutlich

ker fir B-Lymphozyten (CD20, CD26), NK Zellen (CDS6, CD69) sowie fiir Makro-
phagen (CD15, CD26) wurden nicht exprimiert. Lediglich der auf allen Leukozyten
nachweisbare Marker CD45 konnte in nennenswerter Menge nachgewiesen wer-
den. Eine Expression der Fcy Rezeptoren I und II (CD64, CD32), des FceRII Rezeptors
(CD23, 29C6) konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden (Abb. 9).

Nach 14 Tagen in Kultur, mit GM-CSF und IL-4, konnten Zellen mit unregelméfiig
geformter Oberflache beobachtet werden. (Abb. 10). Die Expression der MHC-Mo-
lekiile sowie von CDS4, CD11b und CD11c ging nach 14 Tagen in Kultur zuriick
(Abb. 11).
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Abb. 5 Nach sieben Tagen in Kultur sind die

* L Zellaggregate verschwunden. Es sind klar abge-
:- grenzte einzelne Zellen sichtbar, die zum Teil
dendritische Ausldiufer gebildet haben
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Abb. 6 Durchflufizytometrische Analyse der Oberflichenmarker der mononukledren Zel-
len nach sieben Tagen in Kultur. Die Expression der MHC-Antigene ist gegeniiber dem er-
sten Tag generell deutlich erhdht. Das Gleiche gilt fiir CD1a, CD11b und CD11c. Die
Expression all dieser Antigene, sowie die von CD54, ldf3t sich durch Zugabe von TNF-a.
noch drastisch steigern. CD14, CD16 und CD34 sind praktisch nicht nachzuweisen

CD86
o
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Abb. 7 Durchflufzytometrische Analyse co-stimulatorischer Marker nach sieben Tagen
in Kultur. Alle Marker werden exprimiert. Die Expression ldfSt sich durch Zugabe von

TNF-q steigern.
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Abb. 8 Durchflufzytometrische Analyse myelotischer und lymphatischer Oberfldchen-
marker nach sieben Tagen in Kultur. Lediglich der auf allen Leukozyten nachweisbare
Marker CD45 wird in nennenswerter Menge exprimiert
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Abb. 9 Durchflufdzytometrische Analyse verschiedener, mit der Antigenaufnahme assozier-
ter Rezeptoren nach sieben Tagen in Kultur. Keiner der untersuchten Rezeptoren wurde in

nennenswerter Menge exprimiert
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4 grenzte einzelne Zellen mit unregelmdlfig geformter Ober-
) “é)":‘_ ' fliiche sichtbar

2B i
8 M
&
HLA-DQ Abb. 11  Durchflufzytome-
HLA-DR trische Analyse der Oberfld-
HLA-ABC chenmarker der
CD58 mononukledren Zellen nach
CD54 . vierzehn Tagen in Kultur. Die
g CD34 [__]mit TNF-o Expression der MHC-Antige-
% CD16 B ohne TNF-o ne ist gegeniiber dem siebten
< C([t)[ﬂi Tag vermindert. Das Gleiche
cD11b gilt fiir CD1a, CD11b und
CD11a CD1lc
CD1a

I I I I I I I I
0O 5 10 15 20 25 30 35 40

MEFI

3.2 Immunstimulatorische Eigenschaften der DC

Das immunstimulatorische Potential der generierten dendritischen Zellen wurde
untersucht. Hierzu wurde die Fihigkeit der DC zur Stimulation peripherer Blutlym-
phozyten (PBL) mittels einer gemischten Leukozytenreaktion (MLR) bestimmt.

Dieser Test wurde sowohl mit allogenen, als auch autologen PBL in unterschied-
lichen Mischverhdltnissen (1:10, 1:50, 1:100) zu den DC durchgefiihrt.

Eine Kokultur von DC mit autologen PBL fiihrte lediglich bei einem DC/PBL Ver-
héltnis von 1:10 zu einer Proliferation der PBL. Der entsprechende Versuch mit al-
logenen PBL fiihrte hingegen zu einer starken Proliferation der PBL. Bei allen Expe-
rimenten hing die Proliferation vom Mengenverhdltnis zwischen DC und PBL ab
(Abb. 12).
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Abb. 12 Immunstimulatorische Kapazitat von DC nach sieben Tagen in Kultur. Die Zahl
der PBL wurde jeweils konstant bei 2 10° Zellen pro Ansatz gehalten. Die Zahl der DC
wurde entsprechend angepafst. Die >H-Thymidin Einbaurate wurde nach fiinf Tagen be-
stimmt. Bei autologen PBL konnte nur eine schwache Proliferation festgestellt werden.
Woiihrend bei der Verwendung von allogenen PBL eine starke proliferative Antwort beob-
achtet wurde

DC+PBL+TT (1:100)
DC+PBL+TT (1:10)
PMNC+TT

DC+PBL+CMV (1:100) [T]
DC+PBL+CMV (1:10) [T
PMNC+CMV [T
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PMNC |+
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3H-Thymidin Einbau (cpm)

Abb. 13 Immunstimulatorische Kapazitat von DC, sieben Tagen nach Gewinnung und
PMNC im autologen System. Bei den Messung mit DC wurde die Zahl der PBL jeweils kon-
stant bei 2 10° Zellen pro Ansatz gehalten. Die Zahl der DC wurde entsprechend angepaft.
PMNC wurden direkt nach Isolierung aus dem Spenderblut verwendet. Die SH-Thymidin
Einbaurate wurde nach fiinf Tagen bestimmt. Bei unbeladenen Zellen ergab sich nur unter
Verwendung von PMNC eine schwache Proliferation. Nach Antigenbeladung der PMNC
bzw. der DC konnte in allen Fillen eine starke Proliferation der PBL beobachtet werden

42



Die immunstimulatorische Kapazitit der DC wurde in einem weiteren Experi-
ment mit der von peripheren mononukledren Zellen (PMNC) verglichen (Abb. 13).
Hierfiir wurden sowohl unbeladene, als auch mit CMV-Peptid bzw. Tetanustoxin
(TT) beladene PMNC bzw. DC eingesetzt. Die PBL waren jeweils autolog. Bei unbe-
ladenen Zellen war lediglich bei Verwendung von PMNC eine schwache Proliferati-
on festzustellen. Hingegen bei Antigen-beladenen Zellen kam es in jedem Fall zu ei-
ner deutlichen Proliferation der PBL.

3.3 Transfektion dendritischer Zellen

Die Transfizierbarkeit von dendritischen Zellen wurde durch liposomalen Gens-
transfer zweier Reportergene (CAT, B-Galaktosidase), sowie von humaner Tyrosina-
sel getestet. Die Transfektion mit dem CAT bzw. dem B-Galaktosidase Gen diente als
Kontrolle, um die Transfizierbarkeit der DC prinzipiell nachzuweisen. Eine B-Galak-
tosidaseaktivitdat konnte nur in einigen transfizierten DC beobachtet werden (Abb.
14).

Im CAT Assay lief3en sich spezifische Enzymaktivititen in CAT-transfizierten DC
nachweisen (durchschnittlich 1066,53 cpm/pg Protein bei 6 unabhdngigen Versu-
chen). Als negative Kontrolle diente eine Transfektion der DC mit dem leeren Vek-
tor. Hier lief8 sich eine durchschnittliche CAT-Aktivitat von 194,46 cpm/ug Protein
(3 unabhingige Versuche) nachweisen. Auf mRNA Ebene konnte CAT durch RT-PCR
nachgewiesen werden.

Im Tyrosin-Hydroxylase-Assay wurden in transfizierten DC durchschnittlich
3257 cpm/pg Protein (Mittelwert aus 3 unabhidngigen Versuchen) nachgewiesen.
Die Negativkontrolle ergab eine Aktivitdt von 1426 cpm/pg Protein (3 unabhingige
Messungen). Auch auf mRNA Ebene wurde Tyrosinase durch RT-PCR nachgewiesen
(Abb. 15). In der zweiten Bahn des Gels ist amplifizierte c-DNA aus HT-3 Zellen nach
Transfektion mit humaner Tyrosinase als Positivkontrolle aufgetragen. Die Bahnen
vier bis acht enthalten Tyrosinase-spezifische c-DNA aus vier unabhangigen Zell-
Praparationen, die von unterschiedlichen Spendern gewonnen wurden. Kontami-
nierende Plasmid-DNA war nicht nachweisbar, wie die fehlende Amplifikation des

1. Tyrosinase ist das Schliisselenzym der Melanogenese und wurde fiir diese Versuche
als Prototyp eines Tumorantigens ausgewdhlt, da Peptidfragmente dieses Proteins auf
Melanomzellen durch T-Lymphozyten erkannt werden und zu einer CTL-vermittelten

Zytolyse fiihren.
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Abb14 Transfektion dendritischer Zellen
mit Lipofectin. Nach Transfektion mit

dem B-Galaktosidase Gen konnten einige
transfizierte Zellen nachgewiesen werden

-

1234M56 78 91011

Abb. 15  Nachweis spezifischer Tyrosinase mRNA mittels RT-PCR in DC.

1: Mit Leervektor-transfizierte HI1-3 Zellen. Primer: Tyr-1/Tyr-2.

2: HT-3 Zellen transfiziert mit humaner Tyrosinase/pCEP4. Primer: Tyr-1/Tyr-2. Ban-
de bei 284 bp.

3: DC (Spender 1) mit humaner Tyrosinase/pCEP4 transfiziert. Primer: cmv-PRO100
und cmv-PRO592. Bande bei 527 bp.

4: DC (Spender 1) mit humaner Tyrosinase/pCEP4 transfiziert. Tyr-1/Tyr-2.

5: DC (Spender 2) mit humaner Tyrosinase/pCEP4 transfiziert. Primer: Tyr-1/Tyr-2.
6: DC (Spender 2) mit humaner Tyrosinase/pCEP4 transfiziert. Primer Tyr-3/Tyr-4,
Bande bei 207 bp.

7: DC (Spender 3) mit humaner Tyrosinase/pCEP4 transfiziert. Primer: Tyr-1/Tyr-2.
8: DC (Spender 4) mit humaner Tyrosinase/pCEP4 transfiziert. Primer: Tyr-1/Tyr-2.
9: DC (Spender 4) mit humaner Tyrosinase/pCEP4 transfiziert. Primer: cmv-PRO100
und cmv-PRO592.

10: Leervektor-transfizierte DC (Spender 4). Primer: Tyr-1/Tyr-2.

11: Negative Kontrolle

M: 1 kb-DNA-Leiter
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Abb. 16  Kokultur transfizierter
DC mit CTL (1VSB). Die Cokultur
der Tyrosinasetranfizierten DC mit
IVSB fiihrte zu einer Aggregation
der Zellen (A). Das gleiche Ergeb-
nis wurde mit den beladenen DC
festgestellt (B), wohingegen bei mit
CAT-transfizierten DC keine Ag-
gregation beobachtet wurde (C)
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CMV-Promoter (Abb. 15, 3 und 9) zeigt. Auch die mit einem Leer-Plasmid transfi-
zierten DC exprimierten keine entsprechende RNA (Abb. 12, 1 und 10). 11 zeigt eine
Negativkontrolle ohne Plasmid-DNA.

Der Erfolg der Transfektion mit dem Tyrosinase-Gen wurde ferner durch Cokultur
der transfizierten DC mit dem tyrosinasespezifischen CTL-Klon IVSB tuberpriift. Als
negative Kontrolle dienten DC, welche mit CAT tranfiziert waren. Als positive Kon-
trolle wurden, mit dem humanen Tyrosinase Fragment Ty2 beladenen, DC verwen-
det. Die Cokultur der Tyrosinasetranfizierten DC mit IVSB fiihrte zu einer Aggrega-
tion der Zellen (Abb. 16 A). Das gleiche Ergebnis wurde mit den beladenen DC fest-
gestellt (Abb. 16 B), wohingegen bei mit CAT-transfizierten DC keine Aggregation
beobachtet wurde (Abb. 16 C). Insgesamt kam es durch die transfizierten DC zu ei-
ner ausgepragten CTL Stimulation. Dies dufierte sich auch durch eine Freisetzung
von TNF-o durch die CTL. Die Konzentration von TNF-a im Zellkulturiiberstand be-
trug hierbei 30 pg/ml (Mittelwert aus drei unabhingigen Ansdtzen). Auch die bela-
denen DC induzierten eine dhnlich starke CTL Stimulation, wobei im Kulturiiber-
stand eine TNF-a Konzentration von 26 pg/ml festgestellt wurde. Die CAT-transfi-
zierten DC waren nicht zu einer Stimulation in der Lage. Die TNF-a Konzentration
betrug bei diesen Versuchen 4,5 pg/ml.

3.4 Stimulation von CTL durch transfizierte DC

Die Reaktion von CTL aus dem Blut HLA-A2 positiver, gesunder Spender auf mit Ty-
rosinase transfizierten DC wurde durch Co-Kultur Experimente untersucht. Hierzu
wurden naive CD 8" T-Zellen mit transfizierten DC zusammen kultiviert. Die Stimu-
lation wurde ingesamt viermal im Lauf von vier Wochen wiederholt. Danach wur-
den T-Zell Oberflaichenmarker (CD3, CD4, CD8, CD56) auf den T-Zellen durchfluf3-
zytometrisch untersucht. Ein typisches Ergebniss dieser Versuche ist in Abb. 17 dar-
gestellt. Bei den Co-Kulturen mit transfizierten DC waren nach vier Wochen prak-
tisch nur noch CD8" Zellen nachweisbar. Im Gegensatz hierzu waren in Co-
Kulturen von T-Zellen mit nichttransfizierten DC, die meisten T-Zellen CD4".

Tyrosinasefragmente werden in vivo im Kontext mit HLA-A2 prasentiert. Eine
eventuelle zytotoxische Aktivitat der stimulierten T-Zellen sollte also zu einer Lyse
entsprechender Zielzellen fithren. Die entsprechenden Versuche wurden mit einer
aus einem Melanompatienten etablierten Zelllinie (UKRV-MEL-135) durchgefiihrt.
Diese Zellen sind gemaf} durchflufizytometrischer Analyse HLA-A2 , HLA-A11 posi-
tiv. Eine endogene Tyrosinase-Expression wurde durch RT-PCR nachgewiesen (Abb.
18).
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Abb. 17  Expression Oberflichenmarkern durch T-Zellen nach vierwdachiger Co-Kultur
mit transfizierten bzw. nicht-transfizierten DC. Nach Co-Kultur mit tyrosinase-transfi-
zierten DC sind praktisch nur noch CD8" T-Zellen nachweisbar. Mit nicht-transfizierten
DC iiberwiegen die CD4" T-Zellen

Abb. 18 Expressionsmuster der UKRV-MEL-15 Zellinie. Die Zellinie exprimiert endo-
gen Tyrosinase.

1: Marker

2: GAPDH

3: MAGE-1

4: MART-1

5: GP100

6: MAGE-3

7: Tyrosinase 3/4 207bp

8: Tyrosinase 1/2 284 bp
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Die lytische Aktivitdt der stimulierten T-Zellen wurde mit Hilfe eines Zytotoxizi-
tatsassays (LDH-Assay) bestimmt. In Abhdngigkeit vom Verhiltnis zwischen T-Zel-
len und Zielzellen, Effector / Target (E/T), kommt es zu einer Lyse der Melanomzel-
len. Die Ergebnisse sind in Abb. 16 zusammengefaf3t. Bei einem E/T von 3:1 werden
ca. 30% der Zielzellen lysiert.
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Abb. 19  Lytische Aktivitit der stimulierten T-Zellen. Bei einem Effector / Target Verhdilt-
nis von 3:1 werden 30% der Zielzellen (UKRV-MEL-15) lysiert

3.5 Zytokinexpression in DC

Das Zusammenspiel der Zellen des Immunsystems wird mafgeblich durch ver-
schiedene Zytokine gesteuert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher
auch die Expression verschiedener Zytokine in DC unter verschiedenen Bedingun-
gen mit Hilfe der RT-PCR untersucht.

Abb. 20 zeigt die Zytokin-Expression unstimulierter DC. Ohne Stimulation wer-
den lediglich TNF-o und (schwach) IL-10 exprimiert. Entsprechende Untersuchun-
gen wurden nach Stimulation der DC mit verschiedenen Peptiden (KLH, MAGE-1
u. a.), Tumorlysat, DMSO oder nach Transfektion mit Tyrosinase bzw. Leervektor
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 zusammengefaf3t. Die Expression von
IFN-a steigt generell nach Stimulation der DC durch Peptide an. Mit Tumorlysat ist
keine Erhohung festzustellen. IL-1o. wurde nach Behandlung mit Tumorlysat und
dem stark immunogenen Protein KLH nachgewiesen, wahrend IL-1p durch Stimu-
lation tiberhaupt nicht induzierbar war. Die Expression des IL10 wurde durch Sti-
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mulation mit Peptiden gehemmt, lediglich mit Tumorlysat oder KLH blieb die Ex-
pression bestehen. GM-CSF kann durch KLH und verschiedene Peptide induziert
werden. Auffillig ist, dafl eine Transfektion einen starken generellen Anstieg der Ex-
pression der untersuchten Zytokine zur Folge hat.

Abb. 20  Expression ausgewdhlter Zytokine durch unstimulierte DC gemdif§ RT-PCR.
Zu jedem untersuchten Zytokin wurde parallel eine positive Kontrolle gemif$ den An-
weisungen des KI'T-Herstellers aufgetragen

1: Marker, 2: IFN-a, 303 bp, 3: IFN-a, DC, 4: TNF-o, 444 bp, 5: TNF-o, DC,
6:IL-6, 628 bp, 7: IL-6, DC, 8: IL-10, 491 bp, 9: IL-1¢,, DC, 10: IL-1J3, 802 bp
11:1L-1B, DC, 12:1L-10, 328 bp, 13: IL-10, DC, 14: B-Actin, 838 bp, 15: B-Actin, DC

Tabelle S Zytokinexpression der DC nach unterschiedlichen Stimuli

TNF-o IFN-o IL1-a IL1-B IL-10 GM-CSF

unstimuliert + — - — + —
Lysat + — + - + nd
KLH + + + — + +
Tyrosinase + + - — — —
MART-1 + + - - — -
gp 100 + + - — — +
MAGE-1 + + - - - +
MAGE-3 + + - - - +
DMSO + + nd — - -
Leervektor + + nd + + +
pTyr + + nd + + +
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3.6 Immunisierungsstudien an Melanompatienten

Im Rahmen der Immunisierungsstudien wurden den Patienten mit KLH und Tu-
morlysat bzw. verschiedenen Peptiden beladene, autologe, DC infundiert. Da bisher
nur geringe Erfahrungen mit dieser Behandlung vorlagen, lag das Hauptaugenmerk
der Studie auf der Vertraglichkeit der Therapie. Insgesamt nahmen 16 Patienten an
der Studie teil. Die Patientendaten sind in Tabelle 6 zusammenfassend dargestellt.

Die Immunisierung wurde generell gut vertragen. Nur gelegentlich kam es zu
leichtem Fieber oder Lymphknotenschwellungen, welche aber nach einem bis zwei
Tagen wieder abklangen. Bei keinem der Patienten konnten irgendwelche Sympto-
me einer Autoimmunkrankheit beobachtet werden.

In drei Patienten (Nr. 8, 10 und 13) konnten Antikorper gegen den TSH Rezeptor
nachgewiesen werden, allerdings wurden keine klinischen Effekte beobachtet. Bei
Patient Nr. 1 traten nach der sechsten Behandlung Antikorper gegen Nukleoprotei-
ne auf, wobei wiederum keine klinischen Auswirkungen erkennbar waren.

Bei Patient Nr. 11 bildete sich ein Pigmentfleck zurtick, was auf eine Immunreak-
tion gegen Melanocyten hindeutet. Weitere negative Effekte konnten jedoch nicht
beobachtet werden.

Insgesamt laf3t sich sagen, dafd eine wiederholte Behandlung von Patienten mit
beladenen DC keine negativen Auswirkungen auf die Patienten hat.

Neben den oben erwdhnten Sicherheitsaspekten stellt sich natiirlich die Frage in-
wieweit eine Immunisierung mit DC eine spezifische Immunantwort induzieren
kann. Die in-vitro Bestimmung der Aktivitdt von tumorspezifischen CTL ist derzeit
umstritten und es konnte bisher auch keine Ubereinstimmung hinsichtlich der ge-
eigneten Methodik erzielt werden. Daher wurden in der vorliegenden Studie DTH
Reaktionen verwendet, um eine spezifische Immunisierung nachzuweisen. Hierzu
wurde die Immunreaktion der Patienten nach Immunisierung mit dendritischen
Zellen, welche mit KLH, tumorspezifischen Peptiden bzw. mit Tumorlysat beladen
waren, getestet. Vor der Immunisierung konnte keine Immunreaktion auf eines der
erwahnten Antigene nachgewiesen werden.

Bei KLH handelt es sich um ein korperfremdes Protein, welches eine starke Im-
munreaktion auslosen sollte. Es muf von den dendritischen Zellen aufgenommen
und prozessiert werden. Anschlieffend prdasentieren die dendritischen Zellen die
Proteinfragmente in Verbindung mit MHC-II-Molekiilen. Dies fiihrt letztlich zu ei-
ner Stimulation der T-Helfer Zellen.

Nach sechs Immunisierungsbehandlungen war bei allen Patienten eine starke Im-
munantwort gegen KLH festzustellen (Tabelle 6, Abb. 21a). Anhand von Biopsiema-
terial konnte eine starke Infiltration der Injektionsstelle durch CD45RO", CD4"
Lymphocyten beobachtet werden (Abb. 21c¢).
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Tabelle 6 Patientendaten und Ergebnisse der Immunisierung mit DC

Nr. Alter Tumordicke DC Beladung Klinisches Ergebniss DTH Reaktion
Geschlecht

1 60 w ? A2 Peptide PR Pep + KLH ++

2 57w 1,8 mm Tumorlysat PD KLH (+)

3 29w ? Tumorlysat PD KLH +

4 65 m ? Tumorlysat CR Pep ++ KLH+++ Lysat

++

5 48 w 2,0 mm A2 Peptide PD KLH ++

6 42 m 2,8 mm A2 Peptide PD KLH ++

7 54 m 1,58 mm Tumorlysat PR Pep (+) KLH +++

Lysat ++
8 62 m 7,0 mm Al Peptide PR Pep + KLH +
9 69 w 2,5 mm A2 Peptide CR Pep + KLH ++ Lysat
++

10 69 m 4,5 mm Al + A2 Peptide PD KLH +

11 23m 1,08 mm Al + A2 Peptide PD Pep (+) KLH ++
12 40w ? Al Peptide PD Pep (+) KLH (+)
13 54 m 0,9 mm Al Peptide PD Pep + KLH ++
14 37m 3,8 mm A2 Peptide PD Pep (+) KLH +
15 59 m 2,6 mm Al Peptide PD Pep (+) KLH (+)
16 64 m 3,15 mm A2 Peptide MR Pep +++ KLH +++

CR: complete response, komplettes Verschwinden aller klinischen Manifestationen des me-
tastasierenden Melanoms wihrend eines Zeitraums von iiber einem Monat

PR: partial response, Regression von mehr als 50% der gesamten Tumormasse

MR: mixed response, Regression an manchen metastatischen Tumorlokalisationen und eine
Progression an anderen Ldsionen

SD: stable disease, konstantes Verhalten des Tumors ohne wesentliche Verschlechterung
oder Verbesserung innerhalb von 6 Wochen

PD: progressive disease, unzweilhaftes Wachsen der Tumormasse um mehr als 50%

DTH Reaktion, Schwellung nach 48 Stunden:
(+) 6 bis 10 mm

+ 11 bis 20 mm

++ 20 bis 30 mm

+++ iiber 30 mm
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Im Rahmen von DTH Tests miissen
tumorspezifische Peptide zusammen
mit MHC-Molekiilen prasentiert wer-
den, um durch Effektor T-Zellen er-
kannt zu werden. Das Beladen von
' schon im Gewebe vorhandenen An-
~ tigenprisentierenden Zellen mit Pep-
8 tiden ist schwierig, da die Peptide
. sehr schnell abgebaut werden. Daher
% wurden die Tests auf eine tumorspe-
% zifische Immunantwort mit ex vivo

beladenen  dendritischen Zellen
Abb. 21 DTH Tests und histologische Verdn- durchgefiihrt, welche dem Patienten
derungen nach Immunisierung mit beladenen ~ intradermal injiziert wurden. Zur
DC. (a) Typische DTH Reaktion gegen KLH, wel- Kontrolle wurden auch unbeladene
che bei allen Patienten nach der Immunisierung dendritische Zellen injiziert. Die Im-
auftrat. (b) DTH Reaktion gegen mit KLH bzw. munantwort auf diesen Stimulus war
A2 Peptiden beladene DC. Nach Injektion von ~ jedoch relativ gering. Die auftreten-
Peptiden oder Lysaten aus PBL allein trat keine den Schwellungen waren Kkleiner als
Hautreaktion auf. Der hier dargestellte Patient ~ 6 mm. Lediglich bei den Patienten 1
(Nr. 9) zeigte auch eine Reaktion gegen autologes (9 mm), 13 (7 mm), 15 (20 bis

Tumorlysat. 15 mm) und 16 (30 mm) traten gro-
(c) Infiltration der Injektionsstelle (DTH Test mit ere Schwellungen auf.
KLH) durch CD45RO" T-Zellen. Die T-Zellen Nach Injektion von beladenen DC

wurden mit Hilfe eines monoklonalen Antikor- ~wurden generell grofiere Schwellun-
pers gegen CD45RO" nachgewiesen. (d) Infiltra- gen beobachtet. Eine Ausnahme bil-

tion von Tumormetastasen durch CD45RO* dete hier Patient Nr. 1. Bei diesem Pa-

positive Zellen tienten wurde allerdings eine Immu-
nantwort gegen die reinen Peptide
festgestellt.

Eine starke Immunantwort mit einer Schwellung von tiber 10 mm trat bei fiinf Pa-
tienten auf (Abb. 21 b). Bei vier dieser Patienten (Nr. 1, 8, 9, 16) konnte auch eine
signifikante Verbesserung des klinischen Zustandes erzielt werden. Auf immunbhi-
stochemischem Wege konnte auch die Infiltration von Tumormetastasen durch
CD45RO", CD8" T-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 21d).

Um die Aussagekraft der DTH Tests fiir den Nachweis peptidspezifischer CTLs zu
untersuchen, wurden immunhistochemische Methoden und in vitro Test einge-
setzt. Durch Farbung von Gefriergewebeschnitten mit monoklonalen Antikorpern
gegen CD8, konnte eine starke Infiltration der Schwellungen durch CD8" T-Zellen
nachgwiesen werden. Die infiltrierenden Zellen wurden isoliert und auf peptid-spe-
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zifische Cytotoxizitdt getestet. Cyto-
toxizitdit wurde durch gpl100 und
Melan A, jedoch nicht durch Tyrosi-
nase induziert.

Die Patienten 4 und 7 zeigten eine
Immunantwort sowohl gegen Tu-
morlysate, als auch gegen tumorspe-
zitische Peptide aus Tyrosinase,
gp100 und Melan-A. Auch bei diesen
Patienten konnte ein Zusammen-
i hang zwischen der Immunreaktivitat
und dem Kklinischen Verlauf beob-
Abb. 22 Klinische Ergebnisse der Immunisie- achtet werden. Die Patienten 2 und 3
rung mit beladenen dendritischen Zellen. (a) zeigten keine Immunreaktivitit und
rechtes Bein des Patienten Nr. 4 mit Hautmeta- auch keine Verbesserung der Klini-
stasen vor der Immunisierung (b) das gleiche Ge- schen Befunde. Bei Patient 9 kam es
biet nach Abschluf$ der Behandlung mit zu einer Immunreaktion auf autolo-
Tumorlysat beladenen DC. Alle Hautmetastasen ges Tumorlysat, obwohl der vorher
haben sich zuriickgebildet. CT Aufnahmen des  lediglich mit peptidbeladenen DC
Patienten Nr. 1 vor (c) und nach (d) der Behand- immunisiert worden war, bei diesem
lung. Die in (c) sichtbaren Metastasen im Pan-  Patienten besserte sich der klinische
kreas haben sich deutlich zuriickgebildet Zustand signifikant.

Alle teilnehmenden Patienten hat-
ten schon mehrere erfolglose Therapieversuche hinter sich. Bei den meisten waren
auch Metastasen in verschiedenen Organen nachweisbar. Eine vollstandige Remis-
sion konnte bei zwei Patienten (Nr. 4 und Nr. 9) erzielt werden (Abb. 22 a, b). Bei
beiden Patienten beschrankte sich der Tumor hauptsachlich auf die Haut. Bei vier
anderen Patienten konnte eine Reduktion der Tumormasse in anderen Organen um
tiber 50% beobachtet werden. Die klinischen Verbesserungen traten nach 6 bis 10
wochiger Behandlung ein.

Von den sechs HLA-A1 positiven Patienten, die mit MAGE-1 und MAGE-3 Pepti-
den beladenen DC immunisiert wurden, zeigte nur einer eine Verbesserung seines
klinischen Zustandes (Patient 8). Von den sechs HLA-A2 positiven Patienten zeigte
einer eine komplette und einer eine teilweise Remission (Nr 9 bzw. Nr. 1) (Abb. 22
c, d).

Vier Patienten wurden mit Tumorlysat beladenen DC immunisiert. Zwei von ih-
nen (beide HLA-A2) zeigten klinische Verbesserungen, welche sich in einem Ruck-
gang von Hautmetastasen bzw. Lungenmetastasen duflerten (Patienten 4 und 7).
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Die beiden Patienten mit kompletter Remission waren auch 15 Monate nach Ab-
schlufl der Studie tumorfrei, wihrend die teilweisen Remissionen langer als sechs
Monate anhielten.
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