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l. Einleitung

[.1 Themenstellung

Dendritische Zellen (DZ), die von Steinman als die ersten Wachter des
Immunsystems bezeichnet wurden (Steinman and Nussenzweig 1980), spielen eine
entscheidende Rolle in der Immunabwehr. lhr potentieller Einsatz als Zellvakzin
gegen Tumorerkrankungen wie z.B. dem Malignen Melanom ful3t auf ihrer
ausgepragten immunstimulatorischen Kapazitat (Banchereau and Steinman 1998)
und ihrer Fahigkeit, spezifische Epitope dem Immunsystem als Antigen zu
prasentieren (Nouri-Shirazi, Banchereau et al. 2000). Fur den klinischen Einsatz
konnen DZ sowohl aus Monozyten (Zhou and Tedder 1996) als auch aus
hamatopoetischen Vorlauferzellen (Caux, Vanberviiet et al. 1996) bzw. aus
leukamischen Blasten (Choudhury, Gajewski et al. 1997) differenziert werden.
Dennoch hat sich diese neue Therapieform bisher im klinischen Alltag nicht etabliert.
Die Grinde hierfur sind neben hohen Herstellungskosten die sehr unterschiedlichen
Ergebnisse in klinischen Studien. Die Widerspriiche der Studienergebnisse basieren
zum Teil auf Unterschiede in der Herstellung und Anwendung der DZ. Es fehlen auf
diesem Gebiet sowohl Standardmethoden als auch allgemein gultige
Qualitatsparameter. Im Rahmen der hier vorgelegten Habilitationsschrift wurden
Verfahren entwickelt, die die Ausbeute und Funktionalitat von ex vivo hergestellten
DZ verbessern. Mogliche Losungen flir die Probleme bei der Anwendung werden

diskutiert.

[.2 Grundlagen und Historie
Der Freiburger Pathologe Paul Langerhans beschrieb 1868 als erster die im tiefen

Striatum spinosum der Epidermis gelegenen Zellen, deren GroRe und verzweigte



Fortsatze (= Dendriten) bereits lichtmikroskopisch auffallen. Erst mehr als hundert
Jahre spater wurden sie genauer charakterisiert (Steinman and Cohn 1973) und ihre
Bedeutung als potente Stimulatoren des Immunsystems erkannt (Steinman 1981).
Ihre Hauptaufgabe ist die Antigenprasentation, d.h. sie sind in der Lage, Antigene zu
erkennen, zu prozessieren und ruhenden T-Zellen zur Induktion einer Antigen-

spezifischen Immunantwort zu prasentieren (Abbildung 1).
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Abbildung 1: DZ-Differenzierung in vivo und ihre Rolle bei der Tumorabwehr.

Hamatopoetische Vorlauferzellen (HVZ) reifen im Knochenmark anhand Iéslicher Wachstumsfaktoren
aus den Knochenmarkstromazellen wie Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor
(GM-CSF), Interleukin (IL) 3 und fms-related Tyrosinkinase 3 Ligand (FLT3L). Uber die Stadien einer
gemeinsamen myeloischen Vorladuferzelle (mVZ) und einer unreifen myeloischen Zelle (uMZ)
gelangen die noch unreifen DZ in die Blutbahn. Im Gewebe nehmen diese unreifen DZ z.B.
nekrotische Tumorzellen auf und verarbeiten Tumor-assoziierte Antigene, so dass die entsprechenden
Epitope CD4(+) T-Helferzellen und CD8(+) T-Killerzellen prasentiert werden kénnen. Wahrend dieses
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Prozesses reifen die DZ, so dass MHC Klasse IlI-Molekiile und kostimulatorischen Molekiile wie CD80
und CD86 hochreguliert werden. Aktivierte DZ wandern zum nachstgelegenen Lymphknoten, in dem
sie mit den genannten T-Zellen interagieren. CD4(+) T-Zellen regen die DZ zur Produktion von IL-12
an und/oder sorgen flr das notwendige Zytokinmilieu zur Vermehrung von antigen-spezifischen
CD8(+) zytotoxischen T-Zellen. Diese werden auch direkt von den DZ aktiviert. Zytotoxische T-Zellen
erkennen daraufhin intakte Tumorzellen und kénnen diese eliminieren. TCR, T-Zellrezeptor; TNF,
Tumor-Nekrose-Faktor. Angelehnt an (Gabrilovich 2004).

[.3 Ontogenie

Im lebenden Organismus stammen DZ von den hamatopoetischen Stammzellen des
Knochenmarks ab. Man unterscheidet sie anhand ihrer entwicklungsbedingten
Zwischenstufen (Abbildung 2). Demnach gibt es myeloische und lymphoide DZ,
wobei man aus heutiger Sicht keine klare Grenzen zwischen diesen beiden Subtypen
ziehen kann (Shortman and Naik 2007). Myeloische DZ stammen von myeloischen

Vorlaufern ab, einer Vorstufe, die sie sich mit Granulozyten und Monozyten teilen.
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Abbildung 2: Die dendritischen Zelle in der Hamatopoese.

Die frihere Annahme einer starren, dendritischen Zellreifung entlang irreversibler Zwischenstufen
wurde inzwischen durch das Modell einer graduellen Entwicklung ersetzt, deren Unumkehrbarkeit erst
die Spéatfolge einer Reihe von Prozessen ist. Die Entwicklung von Makrophagen und dendritischen



Zellen (DZ) ist eng miteinander verwoben. Beide kdnnen auch aus Vorlaufern der T- und B-Zellreihe
entstehen. Angelehnt an (Shortman and Naik 2007).

Myeloische DZ entwickeln sich zum einen direkt aus CD34(+) hamatopoetischen
Vorlauferzellen (Caux, Vanbervliet et al. 1996). Im Gewebe differenzieren sie zu
CD1a(+) Zellen, den sogenannten Langerhans-Zellen der Haut (Caux, Dezutter-
Dambuyant et al. 1992), die nach Aufnahme des Antigens in das Lymphsystem
wandern. Zum anderen reifen CD14(+) Monozyten in Gegenwart von Zytokinen wie
GM-CSF und IL-4 zu CD14(-) DZ, die sich nach Zugabe von weiteren Stimulanzien
wie TNFa oder Lipopolysacchariden zu CD83(+) DZ entwickeln (Zhou and Tedder
1996).

Lymphoide (follikulare) DZ hingegen entstehen aus lymphoiden Vorlauferzellen.
Diese kénnen, genauso wie T-Helfer- und T-Killerzellen, positiv fir CD4 bzw. CD8
sein. Im Gegensatz zu den myeloischen DZ residieren lymphoide DZ in den
Lymphknoten und zeigen keine gro3e migratorische Aktivitat. Vielmehr sind sie fur
die Aufnahme und Prozessierung von Antigenen zustandig (Wilson, EI-Sukkari et al.

2003).

.4 Klinische Vakzinierungsstrategien bei Krebserkrankungen

Aufgrund ihrer entscheidenden Rolle in der Immunabwehr wurde bereits friihzeitig
versucht, myeloische DZ im Rahmen zellularer Immuntherapien bei
Krebserkrankungen einzusetzen (Hsu, Benike et al. 1996; Nestle, Alijagic et al.
1998). Myeloische DZ werden aufgrund ihrer hohen Phagozytoseaktivitat und guten
Kultivierbarkeit meistens vorgezogen. Inzwischen gibt es kaum eine
Krebserkrankung, die nicht schon mit myeloischen DZ behandelt wurde (Ridgway
2003). Gerade das Maligne Melanom erwies sich aufgrund seiner spezifischen

Tumorantigene und Immunogenitat als ein geeigneter Tumor (Lens 2008). Studien



an Patienten mit Nierenzellkarzinomen (Avigan, Vasir et al. 2007), Brustkrebs (Dees,
McKinnon et al. 2004), Hirntumoren (Wheeler, Black et al. 2008) oder Prostatakrebs
(Doehn, Bohmer et al. 2008) bewiesen die Fahigkeit der DZ, im klinischen Einsatz
eine immunologische anti-Tumorantwort zu induzieren. Allerdings Uberzeugten die
klinischen Ergebnisse hinsichtlich einer dauerhaften Remission bzw. Aufhalten der
Tumorprogression bisher nicht. Dies kann zum einen daran liegen, dass dendritische
Zelltherapien Uberwiegend erst im Endstadium eingesetzt wurden (Nencioni,
Grunebach et al. 2008). Zum anderen haben Krebspatienten haufig weniger
funktionsfahige DZ (Gottfried, Kreutz et al. 2008), die nicht in der Lage sind, eine
adaquate anti-Tumor-Immunantwort in Gang zu setzen (Gabrilovich 2004). Neuere
Empfehlungen postulieren daher eine Kombination aus dendritischen Zellen und
Peptidantigenen (Carrasco, Van Pel et al. 2008), Immunadjuvantien oder antigen-
spezifischen T-Zellen (Engell-Noerregaard, Hansen et al. 2008). Ein weiteres
Problem ist das Fehlen von richtungsweisenden Standards, die ein effizientes DZ-
Vakzin garantieren. So unterscheiden sich die bisherigen klinischen Studien nicht nur
in den Herstellungsverfahren, der eingesetzten Zelldosis (10°-10° Zellen),
Applikationshaufigkeit und —art (subkutan, intravends oder intranodal), sondern auch

in der Qualitat der DZ.

1.5 Qualitatsparameter funktionsfahiger DZ

Entscheidend flir eine gute Qualitat des dendritischen Zellvakzins sind eine hohe
Ausbeute, eine hohe allogene T-Zell-stimulatorische Kapazitat in der gemischten
Lymphozytenkultur sowie die Fahigkeit der DZ, eine tumor-spezifische T-Zellantwort
zu erzeugen. Je nachdem, ob die dendritische Zelle noch in der Lage sein muss, das
zu prasentierende Antigen aufzunehmen, sollte sie Uber eine gute

Phagozytoseaktivitat verfugen. Darlber hinaus ist die Wanderungsfahigkeit der DZ
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wichtig fur ihren Applikationsmodus, da eine DZ, die nicht mehr zum Lymphsystem
wandert, in der Regel in vivo auch keine gute Immunantwort produziert (Verdijk,
Aarntzen et al. 2008). In solchen Fallen favorisieren einige Gruppen die
intralymphatische Injektion (Jonuleit, Giesecke-Tuettenberg et al. 2001; Bedrosian,
Mick et al. 2003). Ein erfolgreiches Trafficking hangt von den chemotaktischen
Reaktionen der DZ auf Liganden des CCR-7 Rezeptors wie dem Makrophagen-
inflammatorischen Protein (MIP) 3 und dem Epstein-Barr virus-induced molecule 1

Liganden Chemokin (ELC) (Cella, Sallusto et al. 1997) ab.

In Tabelle 1 werden die Charakteristika reifer und unreifer DZ einander

gegenubergestellt.

Unreife DZ Reife DZ
Immunphanotyp CD1a", CD14'°W, MHC lund II" | CD1a*, CD14", MHC | und 1,
CD83", CD80"",CD86"™" CD83*, CD80"", cD86""
Phagozytoseaktivitat hoch niedrig
Allostimulation niedrig hoch
Chemotaxis CCL1, MCP-1, MIP-1, RANTES ELC, MIP-3, SDF-1
Zellkulturverhalten Adharent Nicht adharent

Tabelle 1: Unterschiede zwischen unreifen und reifen DZ.(Cella, Sallusto et al. 1997; Hart 1997,
Hopken and Lipp 2004)

CCL: C-C Chemokin Ligand; MCP: Monocyte Chemotactic Protein; MIP: Macrophage Inflammatory
Protein; RANTES: Regulated upon Activation in Normal T cells Expressed and Secreted; ELC: EBI1
Ligand Chemokin; SDF: stroma-derived Faktor; -: negativ; +: positiv, +/-: teilweise positiv; low: geringe
Expression; high: hohe Expression.

Fur eine effiziente Immuntherapie ist die Herstellung einer optimal funktionierenden
DZ Transfusionseinheit von essenzieller Bedeutung. Zielsetzung ist es daher, die
Ausbeute und Funktionalitat eines klinisch einsetzbaren dendritischen Zellvakzins zu

optimieren. Unsere Ergebnisse zur Generierung von myeloischen, dendritischen

Zellvakzinen werden im Folgenden dargestellt.




Il. Ergebnisse

[I.1 Herstellung dendritischer Zellen

Im peripheren Blut liegt die Anzahl an reifen dendritischen Zellen unter 1% der
mononuklearen Zellen (Mohty, Isnardon et al. 2002). Daher sind Strategien, die die
Gewinnung hoher Zelldosen ermdglichen, von entscheidender Bedeutung flir die
klinische Anwendung. Entsprechend den Erkenntnissen der Ontogenie kdnnen DZ
aus Monozyten des peripheren Bluts, hamatopoetischen Vorlauferzellen bzw. auch
aus Tumorzellen direkt ex vivo differenziert werden. Fir die Anwendung am

Menschen sind alle drei Alternativen praktikabel.

[1.1.1 Herstellung dendritischer Zelle aus Monozyten des peripheren Bluts

Eine Mdglichkeit, DZ aus Monozyten herzustellen, ist die Differenzierung im
geschlossenen Beutelsystem (Pullarkat, Lau et al. 2002) nach Gewinnung der
Monozyten mittels Leukapherese (Thurner, Roder et al. 1999). Dies setzt jedoch
kostspielige Apheresesysteme sowie geschultes Personal voraus. Einfacher und
gunstiger ist das von uns entwickelte Verfahren zur Gewinnung von DZ aus Buffy
Coats (Moldenhauer, Nociari et al. 2003). Die initiale Ausbeute an Monozyten wurde
mittels eines sekundaren Adhasionsschritts optimiert. Dadurch konnten mehr als
3x10” dendritischer Zellen pro Buffy Coat gewonnen werden. Fétales Kalberserum
(FKS) wurde durch autologes Plasma ersetzt, ohne dass es zu qualitativen Verlusten
kam. Unterschiede ergaben sich lediglich im Immunprofil sowie in der
Transmigrationsfahigkeit der DZ. In FKS entstandene DZ exprimierten CD1a und
wanderten besser entlang eines MIP-3p-Gradienten als in Plasma generierte DZ.
Letztere waren Uberwiegend CD83 positiv und wiesen eine hdhere Konzentration an

Matrixmetalloproteinase 9 auf, was flir eine bessere Gewebsgangigkeit spricht.
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[1.1.2 Herstellung dendritischer Zellen aus CD34(+) hamatopoetischen
Vorlauferzellen

Eine Alternative zu den Monozyten als Ausgangszellpopulation sind CD34(+)
hamatopoetische Vorlauferzellen des Knochenmarks bzw. des peripheren Bluts
(Bernhard, Disis et al. 1995). In der klinischen Anwendung bedeutet dies jedoch,
dass das Knochenmark des Spenders oder Patienten entweder im Rahmen einer
Operation punktiert wird, oder aber dass seine Vorlauferzellen mittels GM-CSF oder
G-CSF zunachst mobilisiert und anschlieRend mittels Apherese gesammelt werden
(Fruehauf, Witzens et al. 2002). Eine weitere allogene Quelle ist Nabelschnurblut,
dessen Gewinnung ohne aufwendige Separationsverfahren moglich ist (Moldenhauer
and Salama 2007). Hier ist die Konzentration an Vorlauferzellen ungefahr zehnmal
hoher als im peripheren Blut (Moise 2005). Falls die hamatopoetischen
Vorlauferzellen nicht sofort aus dem Nabelschnurblut isoliert werden, sollte das Blut
bei Raumtemperatur aufbewahrt werden. Wenn das Nabelschnurblut fir zwei Tage
bei Raumtemperatur gelagert wurde, entwickelten die Vorlauferzellen gemaf
unseren  Untersuchungen eine doppelt so hohe SDF-1 assoziierte
Transmigrationskapazitat wie die Ausgangszellen (Moldenhauer, Wolf et al. 2007).
Dies liel sich auf eine hohere Expression an CXCR-4, dem Rezeptor fur SDF-1,
zuruckfuhren. CXCR-4 und SDF-1 sind entscheidend fur das Gelangen der
transplantierten hamatopoetischen Vorlauferzellen in das Knochenmark (= Homing).
Interessanterweise stellten wir einen Wiederanstieg von mononuklearen und
CD34(+)-Zellen nach einer Lagerung von 48 Stunden fest, so dass die Werte zu
diesem Zeitpunkt denen nach Abnahme glichen. Bei Raumtemperatur erhdhte sich
der Gehalt an Vorlauferzellen auf das Dreifache und die Anzahl der erythrozytaren

Kolonien auf das Vierfache im Vergleich zu Proben, die bei 4°C gelagert wurden.
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Im Gegensatz zu DZ aus Monozyten, deren Kultivierung funf bis sieben Tage
beansprucht, kénnen DZ aus CD34(+)-Zellen im Durchschnitt nach 14 Tagen
geerntet werden. Anders als bei gangigen Protokollen der DZ Differenzierung aus
Monozyten wird hier TNFa in der Regel von Beginn an dazu gegeben (Szabolcs,
Moore et al. 1995; Ratta, Rondelli et al. 1998; Ohishi, Katayama et al. 2001). Neben
Blockierung der Makrophagenentwicklung (Caux, Dezutter-Dambuyant et al. 1992)
erhoht TNFo die Phagozytoseaktivitat der hamatopoetischen Vorlauferzellen.

Wir entdeckten, dass TNFa auch die Aufnahme adenoviraler Vektoren in
Vorlauferzellen unterstutzt, was  wiederum eine  signifikant  hohere
Transduktionseffizienz zur Folge hat (Moldenhauer, Shieh et al. 2004). CD34(+)-
Vorlauferzellen lassen sich in der Regel nur schwerlich mit Adenovektoren
transduzieren. Eine 10minutige Inkubation der Vorlauferzellen mit TNFa (100ng/ml)
fuhrte hingegen zu einer Verdopplung an transduzierten, grinfluoreszierenden
Zellen. Die Grinde hierfur waren zum einen eine teilweise hohere Expression an
Coxsackie-Adenovirus Rezeptoren (CAR); zum anderen stellten wir nach TNFa eine
kappenartige Konzentration der Rezeptoren an einer Stelle der Zellmembran fest.
Dies weist auf eine phagozytare Aufnahme der Vektoren hin. Retrovirale
Gentransfers wurden durch eine TNFa-Vorinkubation der Vorlauferzellen nicht positiv
beeinflusst. Die Kurzzeitinkubation mit TNFa hatte keinen Einfluss auf die
Apoptoserate, sondern unterstitzte vielmehr die transduzierten hamatopoetischen
Vorlauferzellen dabei, Granulozyten- und Makrophagenkolonien zu bilden. Das von
uns beschriebene Verfahren nutzten wir in einem weiter unten folgenden Ansatz zum
Nachweis eines bilateralen Proteintransfers zwischen Vorlauferzellen und

Endothelzellen.
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Andere Zytokine, die in Kombination mit TNFa eine dendritische Zelldifferenzierung
der hamatopoetischen Vorlauferzellen begunstigen, sind GM-CSF, Stammzellfaktor
(SCF) und FLT3L. Diese werden ebenfalls von Endothelzellen der Nabelschnur
produziert (Yamaguchi, Ishii et al. 1996; Jazwiec, Solanilla et al. 1998; Solanilla,
Grosset et al. 2000). Unsere Kokultur aus TNFa-stimulierten Endothelzellen mit
hamatopoetischen Stammzellen ermdéglichte die Gewinnung reifer DZ Uber einen
Zeitraum von 43 Tagen (Moldenhauer, Nociari et al. 2004). Aus 1x10°
hamatopoetischen Vorlduferzellen wurde somit eine kumulative Ausbeute von 2x10°
DZ erzielt. Im Gegensatz dazu war die Zellausbeute in der isolierten
Zytokinkombination bereits am Tag 15 erschopft. Endothelzellen reduzierten die
TNFa-abhangige Apoptose insbesondere dann, wenn die reifenden DZ und
Endothelzellen in direktem Kontakt zu einander standen. Eine mdgliche Erklarung
dafur ist der bilaterale Proteintransfer zwischen beiden Zelltypen, der mittels des
grunfluoreszierenden  Proteins nach  adenoviraler  Transduktion in der
Konfokalmikroskopie nachgewiesen wurde. Die noch unreifen, sich entwickelnden
DZ krallten sich regelrecht an dem TNFa-stimulierten Endothel fest und vergruben
sich teilweise darin. Stimulierten wir die Endothelzellen mit Interleukinen anstatt mit
TNFa, entstanden keine DZ. Ersetzten wir die Endothelzellen durch TNFa-stimulierte
Knochenmarkstromazellen, so erzielten wir zwar eine Proliferation der
Vorlauferzellen. Eine Ausreifung zu dendritischen Zellen trat jedoch nicht ein.
Anscheinend sind das endotheliale Zytokinmilieu und das Rezeptorrepertoire der

Gefallzellen entscheidend fur eine optimale DZ Entwicklung.
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Nicht nur CD34(+) hamatopoetische Vorlauferzellen, sondern auch Blasten der
akuten myeloischen Leukamiezelllinie Kasumi-1 zeigten eine ausgepragte
dendritische Differenzierung in Kokultur mit TNFa-stimuliertem Endothelzellen.
Kasumi-1 Zellen sind positiv fur die Translokation t(8;21), die das Fusionstranskript
AML1/ETO kodiert. Dieses Fusionstranskript ist eines der leukamogenen Antigene,

das mittels eines dendritischen Zellvakzins prasentiert werden konnte.

[1.1.3. Herstellung dendritischer Zellen aus leukamischen Blasten

Im Vergleich zu Monozyten und CD34(+) hamatopoetischen Vorlauferzellen haben
leukamische Blasten einen entscheidenden Vorteil: sie tragen das zu prasentierende
Tumorantigen bereits in sich. Im Falle der beiden anderen Ursprungszellen mussen
die differenzierten DZ vor dem klinischen Einsatz mit dem Zielepitop beladen werden,
sei es mittels apoptotischer Tumorzellen (Schnurr, Scholz et al. 2002),
Tumorzelllysaten (Hus, Rolinski et al. 2005) oder isolierter mRNA des Tumors
(Pascolo 2008). Eine weitere Methode ist die Etablierung von DZ/Tumorzellhybriden
(Trefzer, Herberth et al. 2004; Klammer, Waterfall et al. 2005; Shu, Zheng et al.
2007). Allen gemein ist eine =zusatzliche Manipulation der DZ, was die
Qualitatsparameter ungunstig beeinflussen kann.

Daher ist die direkte Differenzierung einer Tumorzelle zu einer dendritischen Zelle
eine interessante Alternative. Gerade bei Erkrankungen des leukamischen
Formenkreises ist es von Vorteil, dass leukdmische Blasten und DZ einen
gemeinsamen Vorlaufer haben (Choudhury, Gajewski et al. 1997; Cignetti, Bryant et
al. 1999). Man weill inzwischen, dass Genfusionen, bei denen der
Transkriptionsfaktor AML1 betroffen ist, die Leukdmogenese beglinstigen. AML1 ist
ein wichtiger Faktor bei der Transkription bedeutender hamatopoetischer Gene, wie

z.B. fur eine Untereinheit des T-Zellrezeptors, IL-3, GM-CSF, den Rezeptor fir den
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kolonie-stimulierenden Faktor 1 sowie der Myeloperoxidase (Downing 1999). Kommt
es im Rahmen einer genetischen Translokation zu einer Fusion zwischen AML1 und
ETO oder TEL, so wird ein nuklearer Corepressor-Komplex aktiviert, der wiederum
Histondeacetylasen rekrutiert (Guidez, Oetrie et al. 2000; Kramer, Muller et al. 2007).
Dadurch wird die Transkriptionsrate der Vorlauferzellen verringert; sie kdnnen nun
nicht wie geplant ausdifferenzieren, sondern verbleiben in ihrem undifferenzierten
Stadium und es kommt zur praleukdmischen Blastenproliferation (Okuda, Cai et al.
1998; Hong, Gupta et al. 2008).

Die funktionelle Hemmung der Histondeacetylasen mittels Inhibitoren wie Trichostatin
A hebt wiederum die Transkriptionsblockade auf, so dass die Blasten nun
ausdifferenzieren kdnnen. So gelang uns nach Applikation von Trichostatin und
Zugabe von TNFa, GM-CSF und Stammzellfaktor die Differenzierung leukamischer
dendritischer Zellen (Moldenhauer, Frank et al. 2004). Dazu verwendeten wir drei
unterschiedliche akute Leukamiezelllinien mit AML1-assoziierten Translokationen.
Zytokine alleine fihrten zwar auch zu einer Differenzierung DZ, die teilweise eine
sehr viel hdhere allostimulatorische Kapazitat aufwiesen als DZ nach Hemmung von
Histondeacetylasen. DZ aus der reinen Zytokinkombination ohne Trichostatin flhrten
allerdings nur zu einer unspezifischen Zytolyse. Eine blasten-spezifische,
zytotoxische T-Zellantwort konnten wir nur bei den mit Trichostatin behandelten DZ
nachweisen. Diese Immunantwort wurde sowohl durch blockierende Antikorper
gegen MHC Klasse | als auch MHC Klasse Il beeintrachtigt. Dies spricht daflr, dass
nicht nur CD8(+) T-Killerzellen, sondern auch CD4(+) T-Helferzellen an der

zytotoxischen Reaktion beteiligt waren.
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[1.2 Vergleich der ex vivo hergestellten DZ verschiedenen Ursprungs

Unsere vergleichenden Analysen der verschiedenen DZ aus Monoyzten,
Volrauferzellen und Blasten ergaben, dass alle ahnliche Morphologien, Immunprofile
und allostimulatorische Kapazitat hatten (Moldenhauer, Moore et al. 2006).
Unterschiede gab es lediglich in ihrer chemotaktischen Aktivitat, d.h. in ihrer
Fahigkeit, in Richtung bestimmter Chemokine zu wandern. Hier erwiesen sich DZ
aus CD34(+) Vorlauferzellen als diejenigen mit der héchsten
Transmigrationskapazitat, wahrend leukamische DZ nicht entlang eines
chemotaktischen Gradienten wanderten.

Ersetzten wir fotales Kalberserum in den DZ Kulturbedingungen durch gepooltes
Humanserum, so anderte sich insgesamt gesehen nichts an den migratorischen
Fahigkeiten der verschiedenen DZ. Allerdings reduzierte sich die MIP-3B-abhangige
Chemotaxis der aus Vorlauferzellen gewonnenen DZ. Daflr reagierten die in
humanem Serum gezlchteten DZ besser auf RANTES und MIP-3a.

Die migratorischen Eigenschaften der DZ wurden hierbei in einer Boyden-Kammer

untersucht (Abbildung 3).

DZ

‘ Iobere Kammer !

untere Kammef

Transmembran
<— Chemokin

Abbildung 3. Boyden-Kammer

Unter serumfreien Bedingungen wurden die DZ in die obere Kammer gesetzt, in der unteren befindet
sich das Chemokin. Nach vier Stunden im 37°C-Inkubator werden die Zellen, die die
kammerntrennende Transembran passierten, gezahlt. Das Verhaltnis von transmigrierten zu
eingesetzten Zellen ergibt ein Mal} fur die Transmigrationskapazitat.
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I1l. Diskussion

Dendritische  Zellen  sind  inzwischen ein  unverzichtbarer = Bestandteil
immuntherapeutischer Ansatze. Bisherige klinische Studien unter Anwendung
dendritischer Zellvakzine bei Krebspatienten fielen allerdings recht unterschiedlich
aus (Nestle, Alijagic et al. 1998; Thurner, Haendle et al. 1999; Banchereau, Palucka
et al. 2001) und legen nahe, dass hier der isolierte Einsatz von DZ nicht zu einer
dauerhaften Remission fuhrt (Nestle, Farkas et al. 2005; Doehn, Bohmer et al. 2008;
Engell-Noerregaard, Hansen et al. 2008). Wiederholt korrelierte das immunologische
Ansprechen auch nicht mit dem klinischen Verlauf (Takahashi, Tanaka et al. 2003;
Redman, Chang et al. 2008). Ein Grund daflr kann eine inadaquate Beladung der
DZ sein, die gerade bei der Herstellung von Tumor/DZ-Hybriden bzw. dem Einsatz
von Lysaten nur in wenigen Studien dokumentiert wurde (Shu, Zheng et al. 2007).
Des Weiteren wurden Uberwiegend immuninkompetente Patienten im
fortgeschrittenen Krankheitsstadium behandelt, was einem Ansprechen der Therapie
schon aufgrund der komplexen Wirkungsweise der DZ im Rahmen der zellularen
Immunkaskade widerspricht. Hier konnte eine Vakzinierung zu einem friheren
Zeitpunkt sinnvoll sein (Vulink, Radford et al. 2008).

Ein Hauptproblem bei der Gesamtevaluation von klinischen Studien sind die sehr
variablen Herstellungs- und Anwendungsmodalitaten. Gerade im klinischen Einsatz
der dendritischen Zellvakzine sind Herstellungsmethoden, die den Anforderungen
einer guten klinischen Praxis entsprechen, von entscheidender Bedeutung. In der
ersten hier vorgestellten Arbeit entwickelten wir ein einfaches und kostenginstiges
Verfahren zur Herstellung allogener dendritischer Zellen aus Monozyten
(Moldenhauer, Nociari et al. 2003), dass unter Reinraumbedingungen durchaus fur

die klinische Praxis geeignet ist. In den Kulturbedingungen ersetzten wir fotales
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Kalberserum (FKS) durch Plasma desselben Spenders, ohne dass die Zellausbeute
bzw. immunostimulatorische Kapazitat der Zellen negativ beeinflusst wurde. Vielmehr
kam es zu einer deutlichen Zunahme an CD83(+) Zellen, die eine hdhere
proteolytische Aktivitdt hatten, daflr aber eine geringere MIP-33 abhangige
Chemotaxis aufwiesen. Hingegen war die Anzahl an CD1a(+) Zellen in den auf FKS-
basierenden Medien signifikant hdher, was eine andere Arbeit bestatigte
(Pietschmann, Stockl et al. 2000). Angesichts des Risikos einer Ubertragung von
Krankheitserregern aus Rindern verbietet sich die Anwendung von FKS. Dennoch
favorisieren einige klinische Anwender seinen Einsatz, da die dendritische Zellreifung
aus Monozyten durch FKS positiv beeinflusst wird (Triozzi and Aldrich 1997). Ein
anderes Problem sind Hemmstoffe der dendritischen Reifung, wie z.B. der vaskulare
endotheliale Wachstumsfaktor VEGF (Gabrilovich, Chen et al. 1996), der vermehrt
von entarteten Zellen produziert wird (Gabrilovich 2004) und auch im Serum der
Patienten vorkommt. Aber auch Tumorantigene selbst kdonnen die ex vivo
Dendreopoese negativ beeinflussen (Aalamian-Matheis, Chatta et al. 2007).
Heutzutage werden in den meisten Studien die DZ entweder unter serumfreien
Bedingungen (Houtenbos, Westers et al. 2003; Westermann, Kopp et al. 2007), in
hitzeinaktiviertem autologen Plasma (Erdmann, Dorrie et al. 2007; Wheeler, Black et
al. 2008) oder aber in gepooltem AB-Serum (Redman, Chang et al. 2008) kultiviert.
In eigenen Experimenten zur dendritischen Zelldifferenzierung leukamischer
Patientenblasten konnte FKS durch gepooltes, hitzeinaktiviertes Serum gesunder
Blutspender ersetzt werden, was das Uberleben der leukdmischen DZ in der Kultur
unterstiutzte (eingereichtes Manuskript).

Eine andere Kulturmethode haben wir am Beispiel von DZ aus hamatopoetischen
Vorlauferzellen demonstriert (Moldenhauer, Nociari et al. 2004). In dem die sich

entwickelnden DZ in Kokultur TNFa-stimulierten Endothelzellen gezichtet wurden,
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konnte man auf die Zugabe weiterer Zytokine wie SCF, FLT3L und GM-CSF
verzichten. Gerade GM-CSF und SCF, beide bedeutsam in der dendritischen
Zellreifung aus CD34(+) Zellen, werden nach einer Stimulation mit TNFa vermehrt
von den Endothelzellen produziert (Ko, Totzke et al. 1999). Endothelzellen der
Nabelschnur  erwiesen sich in  unserem Kokulturmodell ~ gegenuber
Knochenmarkstroma als vorteilhafter, obwohl eine andere Gruppe die Reifung
dendritischer Zellen auf lymphozytaren Stromazellen empfiehlt (O'Neill, Ni et al.
1999). Auch hinsichtlich der Gesamtausbeute war dieses Kulturverfahren der
feederfreien Suspensionskultur Uberlegen. Wird anstatt TNFa Interleukin-13 oder IL-
3 eingesetzt, so entwickeln sich die hamatopoetischen Vorlauferzellen zu
neutrophilen bzw. eosinophilen Granulozyten, wahrend eine Stimulation mit IL-6 den
hamatopoetischen Vorlauferstatus der Zellen erhalt (Moldenhauer, Genter et al.).

Nicht nur CD34(+) Vorlauferzellen, sondern auch leukéamische Blasten der akutem
myeloischen  Zelllinie Kasumi-1 reiffen in  Gegenwart TNFa-stimulierter
Endothelzellen zu dendritischen Zellen. Leukamiezellen sind eine attraktive Quelle
fur DZ, da sie beide einen gemeinsamen Vorlaufer aufweisen kénnen (Choudhury,
Gajewski et al. 1997). Daher bieten leukamische DZ einen idealen Ansatz zu einer
unterstutzenden Immuntherapie (Schmitt, Hus et al. 2007). In unseren
Untersuchungen wurden Blasten aus drei akuten Leukamiezelllinien, zwei
myeloischen und einer lymphoblastischen, zu leukamischen DZ differenziert
(Moldenhauer, Frank et al. 2004). Alle drei Zelllinien waren positiv fur Fusionen des
Transkriptionsfaktor AML1, die Uber einen nuklearen Corepressor-Komplex
Histondeacetylasen aktivieren, was wiederum die Transkription wichtiger
hamatopoetischer Gene verhindert (Downing 1999). Nach der Anwendung von
Histondeacetylase-Inhibitoren wurde die dendritische Differenzierbarkeit der Blasten

verbessert, was sich sowohl im Immunphanotyp als auch in ihrer Funktionalitat
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zeigte. So wurde eine doppelt so hohe Frequenz CD83(+)DR(+)- Zellen erreicht wie
in anderen Arbeiten (Kohler, Plettig et al. 2000; Blair, Rowbottom et al. 2001;
Harrison, Adams et al. 2001; Westers, Stam et al. 2003). Unsere leukamischen DZ
konnten allogene HLA-gematchte T-Zellen gegen undifferenzierte Blasten
sensibilisieren, so dass hier eine spezifisch anti-leukdmische, zytotoxische
Immunantwort mit einer bis zu 80%igen Lyse festgestellt wurde. Diese ausgepragte
Immunantwort war jedoch nur nachweisbar, wenn die DZ nach Hemmung von
Histondeacetylasen mittels Trichostatin A entstanden waren. Untersuchungen an
Blasten von Patienten mit TEL/AML1-positiver akuter lymphoblastischer Leukamien
scheinen die Ergebnisse der Zellkultur zu bestatigen (eingereichtes Manuskript). Da
die aus den Zelllinien gewonnenen leukdmischen DZ allogene T-Zellen von
gesunden Spendern mit einem passenden HLA-Muster zu einer spezifischen
Immunantwort sensibilisieren konnten, konnte man theoretisch den Einsatz dieser DZ
bei Patienten mit kompatiblem HLA-Typ in Erwagung ziehen. Eine leichte®
Alloreaktivitat unterstitzt haufig auch die Antitumor-Antwort (Avigan, Vasir et al.
2007). Zu der gleichen Empfehlung kommen Santegoets und Kollegen, die aufgrund
der Standardisierbarkeit etablierter Leukamiezelllinien deren klinische Anwendung
als DZ Vakzin propagieren (Santegoets, van den Eertwegh et al. 2008). Jedoch
waren die moglichen Risiken einer bei Patienten eingesetzten, immortalisierten

Leukamiezelllinie wie z.B. die Induktion einer Zweiterkrankung nicht auszuschliel3en.

Vor der klinischen Anwendung empfiehlt sich ein Qualitatsvergleich der hergestellten
DZ. In der Vergangenheit wurden wiederholt CD34(+)-DZ und monozytare DZ
miteinander verglichen (Meierhoff, Krause et al. 1998; Ferlazzo, Wesa et al. 1999;
Chen, Stiff et al. 2001; Syme, Bajwa et al. 2005). Beide DZ besallen ahnliche

Immunprofile  und allostimulatorische Kapazitaten, allerdings stellte eine
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Arbeitsgruppe eine hdhere antigen-spezifische CD8(+) Aktivierung durch DZ aus
Vorlauferzellen fest (Ferlazzo, Wesa et al. 1999). In unseren Untersuchungen hatten
alle DZ vergleichbare morphologische und immunphanotypische Eigenschaften; sie
unterschieden sich auch nicht in ihren allostimulatorischen Fahigkeiten
(Moldenhauer, Moore et al. 2006). Signifikante Differenzen gab es jedoch in ihrer
Wanderungsfahigkeit entlang eines Chemokingradienten. Leukamische DZ zeigten
im Gegensatz zu monozytaren DZ und DZ aus hamatopoetischen Vorlauferzellen
keine chemotaktische Aktivitat. Dies widerspricht teilweise den Resultaten anderer
Arbeitsgruppen (Cignetti, Vallario et al. 2004; Westers, Houtenbos et al. 2005). Im
Unterschied zu anderen Arbeiten wurden unsere leukamischen DZ nach Zugabe von
Trichostatin A differenziert, was die reduzierte Transmigrationsfahigkeit erklaren
kann. Demnach muissten diese Zellen im Rahmen von Vakzinierungen in den

Lymphknoten injiziert werden.
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IV. Zusammenfassung

In den hier zusammengefassten Publikationen werden Verfahren zur Herstellung
dendritischer Zellen mit dem Ziel einer Verwendung als Krebsvakzin vorgestellt. Als
Quelle dienten Monozyten des peripheren Bluts, CD34(+) hamatopoetische
Vorlauferzellen sowie leukamische Blasten. DZ aller drei Typen waren von
vergleichbarer Natur hinsichtlich der Morphologie, des Immunphanotyps und der
allostimulatorischen Kapazitat. Signifikante Unterscheide fanden sich jedoch in ihrer
Fahigkeit, entlang eines Chemokingradienten zu wandern, die bei den leukamischen
DZ nicht mehr vorhanden war. Demnach mussten DZ unterschiedlicher Herkunft
verschieden appliziert werden. Monozytaren DZ und DZ aus hamatopoetischen
Vorlauferzellen kdénnen intravends oder intratumords angewendet werden, wahrend

leukamische DZ intralymphatisch appliziert werden sollten.

V. Ausblick

Die aktuelle Datenlage zu Vakzinierungen bei Krebspatienten verlangt
standardisierte Verfahren der Herstellung und klinischen Anwendung von DZ. Nicht
nur morphologische, immunphanotypische und allostimulatorische Eigenschaften,
sondern auch die migratorischen Fahigkeiten der DZ sollten untersucht werden, um
so den optimalen Applikationsmodus zu definieren. Strenge Qualitatsrichtlinien, die
eine optimale Zellausbeute und —funktionalitdt garantieren, missen formuliert und
bindend eingehalten werden. Erst dann konnen Placebo-kontrollierte Studien eine
sinnvolle Schlussfolgerung daruber zulassen, welche Patienten in welchem Stadium

ihrer Erkrankung von einer Vakzinierungstherapie profitieren.
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