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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Uberblick

Tumorerkrankungen sind eine der héufigsten Todesursachen in Deutschland. Die
klassischen Therapien — Stahl, Strahl und Chemotherapie — sind dabei effektiv in der
Beseitigung von Primérldsionen, zeigen aber Defizite bei der Eliminierung von Metastasen.
Tumorimmuntherapien nutzen die kdrpereigenen Mechanismen zur Krebsbekdmpfung und
konnen diese Defizite ausgleichen (Dougan und Dranoff 2009). So wird das menschliche
Immunsystem in die Lage versetzt eine effektive Immunantwort gegen Tumorzellen
aufzubauen und diese gezielt zu vernichten. Eine Schliisselrolle iibernehmen dabei die
Dendritischen Zellen (dendritic cells, DC), welche von Zanvil Cohn und Ralph M. Steinman
1973 beschrieben wurden (Steinman und Cohn 1973). Fiir die Entdeckung und Rolle der DC
in der adaptiven Immunitét erhielt letztgenannter 2011 den Nobelpreis fiir Physiologie oder
Medizin posthum. Die DC stellen eine heterogene Gruppe von professionellen Antigen-
prasentierenden Zellen (antigen-presenting cells, APC) dar, die Antigene erkennen,
aufnehmen, prozessieren und gegeniiber T-Zellen prédsentieren. Sie steuern in Abhangigkeit
von der Art des Antigens die Auspriagung der Immunantwort, welche im Wesentlichen zellulér
oder humoral, aber auch toleranzinduzierend ablaufen kann (Steinman 2012, Steinman und
Banchereau 2007). Letzteres kann sich ereignen, wenn das Antigen von den DC nicht als
gefahrlich erkannt wird. Dieser Schutzmechanismus verhindert Immunantworten gegen
korpereigene Substanzen, fiihrt aber hiufig zur Toleranzentwicklung gegeniiber Krebszellen,
die anderen Korperzellen gleichen und die verschiedene sogenannte Tumor-Escape-
Mechanismen nutzen, um der Erkennung durch das Immunsystem zu entgehen (Gabrilovich
2004, Topfer et al. 2011).

Ein Ansatz der Tumorimmuntherapie dies zu verhindern, ist die Gewinnung von
Monozyten aus dem peripheren Blut von Patienten und die Differenzierung in vitro zu
humanen monozytiren Dendritischen Zellen (huMoDC). Diese werden mit Tumorantigenen
beladen, gereift und dem Patienten reappliziert, um eine Immunantwort gegen die Krebszellen
auszuldsen (Gilboa 2007). Diese individuelle Therapie ist noch weitgehend experimentell.
Lediglich Sipuleucel-T (Provenge®) ist von der FDA als erster Impfstoff zur Behandlung des

Prostatakarzinoms zugelassen und enthélt ein Fusionsprotein aus dem Tumorantigen
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prostataspezifische saure Phosphatase und dem Wachstumsfaktor GM-CSF (granulocyte
macrophage colony-stimulating factor) (Sims 2012). Generell umfassen die Schwierigkeiten
bei dieser Therapie die Selektion des geeigneten Tumorantigens sowie das effektive Targeting
und die Aktivierung der DC.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Herstellung und Charakterisierung eines bioabbaubaren
mikropartikuldren Antigen-Trégersystems aus Poly(pL-milchséure-co-glycolsdure) [poly(pL-
lactic-co-glycolic acid), PLGA], in das ein Modell-Antigen verkapselt ist. Die Oberfliche der
PLGA-Mikropartikel (PLGA-MP) soll mit Reifungsstimuli aus der Gruppe der Toll-/ike-
Rezeptor-Agonisten (toll-like receptor agonists, TLR-Agonisten) modifiziert werden. Fiir die
Entdeckung der TLR und deren Beschreibung bei der Aktivierung des adaptiven
Immunsystems erhielten Beutler und Hoffman ebenfalls den Nobelpreis fiir Physiologie oder
Medizin 2011. Die TLR-Agonisten entsprechen zumeist konservierten molekularen Mustern,
die auf Pathogenen vorkommen (pathogen-associated molecular pattern, PAMP), und stellen
fiir die DC ein Gefahrensignal (danger signal) dar (Akira et al. 2006, Matzinger 2002). Durch
das bifunktionale Trigersystem sollen gezielt die DC, welche das Antigen aufgenommen
haben, aktiviert und eine Toleranzentwicklung verhindert werden. Weitere Vorteile der PLGA-
MP sind u. a. gute Gewebevertriglichkeit, verzogerte Freisetzung der Antigene und Schutz
derselben gegen extrazelluldre Proteasen sowie eine erhohte Phagozytoserate bei
PartikelgroBen unter 5-10 pm. Zudem kdnnen die in PLGA-MP verkapselten Antigene durch
Kreuzprésentation zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) aktivieren, welche fiir eine effektive
zelluldre Immunantwort gegen Tumore notig sind. Somit stellen mit TLR-Agonisten
modifizierte = PLGA-MP ein  vielversprechendes  Antigen-Trigersystem  fiir  die
Tumorimmuntherapie mit huMoDC dar, deren Wirkung auf APC in dieser Arbeit gleichfalls

untersucht wird.

1.2 Dendritische Zellen
1.2.1 Entdeckung und Unterklassen

Dendritische Zellen sind eine heterogene Gruppe von mononukledren professionellen
Antigen-prasentierenden Zellen, deren Hauptaufgabe die Einleitung der adaptiven

Immunantwort durch Erkennung, Aufnahme und Prozessierung von Antigenen sowie
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Prisentation der Antigenfragmente an naive antigenspezifische T-Zellen umfasst. Sie stellen
ein Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunitét dar und kontrollieren den
Verlauf der Immunantwort. Dabei konnen sie verschiedene T-Zell-Unterklassen aktivieren
oder unterdriicken und sind fiir den Erhalt des immunologischen Gedéichtnisses
mitverantwortlich (Steinman 2012, Steinman und Banchereau 2007). Steinman und Cohn
entdeckten sie 1973 bei der Beobachtung von Oberflichen-adhdrenten Zellen der murinen
Milz und benannten die DC nach ihren veréstelten Ausldaufern (Steinman und Cohn 1973).
Bereits 1967 postulierte Mosier das Vorkommen von ,,Hilfszellen* fiir die antigenspezifische
Aktivierung von T- und B-Zellen, blieb aber den Beweis fiir diese Zellen schuldig (Mosier
1967). Wesentlich friither, nimlich im Jahr 1868, berichtete Paul Langerhans von Hautzellen
mit rundlichem Leib und zierlichen Ausldufern. Allerdings hielt er diese nach ihm benannten
Langerhans-Zellen (LC) irrtlimlicherweise fiir Nervenzellen der Haut und konnte keinen
Zusammenhang zu ihrer immunologischen Funktion herstellen (Langerhans 1868).

Die DC im Menschen bestehen aus einem komplexen System, wobei eine einzige DC nicht
existiert, sondern viele verschiedene DC-Unterklassen nach Entstehung, Lokalisation,
Funktionen, Aktivierungszustand und Oberflichenmarkern unterschieden werden. Die
Heterogenitét der mononukledren, phagozytotisch aktiven Zellen und deren noch immer nicht
vollstindig geklarte Entstehungsgeschichte erschweren eine Einteilung der DC sowie eine
Abgrenzung gegen andere Zellen, wie z.B. Makrophagen (Collinetal 2011,
Geissmann et al. 2010). Die historische Unterteilung unterscheidet nach der angenommenen
Entstehung zwischen myeloiden DC, welche aus myeloiden Vorlduferzellen entstehen, und
plasmazytoiden DC (pDC), die aus lymphatischen Vorlduferzellen entstehen. Verschiedene
Formen von DC koénnen im Blut zirkulieren, in lymphatischen Organen lokalisiert sein oder in
nicht-lymphatischen peripheren Geweben vorkommen, z. B. epidermal, dermal und alveolar.
In physiologischer Umgebung befinden sie sich meist im Zustand der Homdostase (steady
state) und verdndern sich wéhrend des pathophysiologischen Entziindungsgeschehens.
Weitere Einteilungen unterscheiden nach der Lokalisation in den lymphatischen Organen
sowie zwischen LC, pDC, monozytiren inflammatorischen DC und zwei Arten von

klassischen myeloiden DC (Guilliams ef al. 2010).
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1.2.2 Gewinnung autologer DC fur die Tumorimmuntherapie

Die Vielfalt an DC in vivo erschwert die Entwicklung eines geeigneten Therapieregimes
zum Targeting dieser Zellen und die Auslésung einer tumorspezifischen Immunantwort.
Hingegen konnen in vitro generierte DC unter kontrollierten Bedingungen gewonnen und
eingesetzt werden. Diese autologen DC werden heutzutage in groBerem Umfang aus
Vorstufen des peripheren Blutes von Patienten hergestellt. Hierfiir werden entweder

CD14"-Monozyten oder CD34"-Vorlduferzellen isoliert und mit Hilfe verschiedener Zytokine

/ Patient \

peripheres Blut subkutan, intranodal,
intratumoral, intramuskuldr

zu DC differenziert.

Leukapherese
FElutriation
Antigen
GM-CSF + IL4 TNFo/ILP/IL6/PGE,
Monozyt unreife DC reife DC
E ! |
0 Tage 5 Tage 7 Tage

Abb. 1-1. Gewinnung von huMoDC aus dem peripheren Blut von Patienten und deren Beladung mit Antigenen,
Reifung und Reapplikation fiir die Immuntherapie.

Die Isolation von CD14"-Monozyten erfolgt normalerweise tiber Leukapherese des Blutes
und anschlieBende Gegenstrom-Zentrifugation, z. B. mit Hilfe des Elutra® Cell Separation
Systems (Elutriation). Eine weitere effektive Isolationsmethode aus Zellsuspensionen ist die
Bindung der Monozyten an anti-CD14-Antikoérper, die an magnetische Nanopartikel (NP)
gebunden sind (CD14-Microbeads), und die nachfolgende magnetische Abtrennung der NP
(MACS®, magnetic-activated cell sorting). Die isolierten CD14"-Monozyten kénnen durch
Zusatz von GM-CSF und IL4 innerhalb von fiinf bis sechs Tagen gezielt zu unreifen DC

(immature dendpritic cells, iDC) differenziert werden, welche interstitiellen myeloiden DC
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stark dhneln (Abb. 1-1, Peters ef al. 1991, Romani et al. 1994, Ruppert ef al. 1993, Sallusto
und Lanzavecchia 1994).

Hierbei wird der typische Monozyten/Makrophagen-Marker CD14 deutlich herunter
reguliert. Die erhaltenen iDC sind phagozytotisch aktiv und kénnen Antigene aufnehmen.
Gewohnlich werden sie nach der Antigenaufnahme mit einem Zytokin-Cocktail aus
Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa), IL1f3, IL6 und Prostaglandin E, (PGE,) unter serumfreien
Bedingungen zu reifen DC (mature dendritic cells, mDC) ausdifferenziert (Jonuleit et al.
1997). Die Reifung ist ein kritischer Schritt fiir die Steuerung der spéter induzierten
Immunreaktion, weshalb héiufig auch andere Reifungsstimuli eingesetzt werden, die
Gegenstand aktueller Forschung sind. Die mDC koénnen nach Reapplikation an den Patienten
zu nahegelegenen sekundéren lymphatischen Organen migrieren und Antigenfragmente iiber
MHC-Molekiile an T-Zellen priasentieren. Da man sie aus humanen Monozyten gewinnt,
werden sie auch huMoDC genannt. Ebenfalls gebriuchlich ist die Bezeichnung IL4-DC
aufgrund des eingesetzten Zytokins. Sie kdnnen mit hoher Reinheit gewonnen und ihr
Reifungsgrad phénotypisiert werden. Deshalb sind sie im Vergleich zu anderen in vitro
generierten DC einfach standardisierbar und stellen den ,,Goldstandard fiir die Entwicklung
neuer DC-basierter Vakzine dar.

Die Gewinnung von DC aus CD34"-Vorlduferzellen ist aufgrund der geringen Anzahl im
peripheren Blut sehr aufwendig. Deshalb werden hdufig CD34"-Vorlduferzellen vor der
Isolierung durch Applikation von Flt3-Ligand (fins-related tyrosine kinase 3 ligand) aus dem
Knochenmark der Patienten mobilisiert (Fong e al. 2001, Maraskovsky et al. 2000). Die
Behandlung erhoht sowohl den Anteil an CDllc-Zellen, die zu pDC-artigen Zellen
differenzieren konnen, als auch den Anteil an CD11c¢"-Zellen im Blut, welche nach weiterer
Stimulation zu einem Gemisch von myeloidartigen DC, vorrangig LC und interstitiellen DC,
werden. Das erhaltene Produkt zur Vakzinierung ist meist sehr heterogen, was immunologisch
von Vorteil sein kann, aber die Standardisierung erschwert.

Die Tumorimmuntherapie mit in vitro hergestellten DC wird seit ca. 20 Jahren intensiv
erforscht (Romani et al. 1994, Tacken et al. 2007), wobei anfangliche Misserfolge v. a. auf die
Verwendung von iDC zuriickzufiihren sind (Hsu et al. 1996, Nestle et al. 1998), die eine
Immuntoleranz gegen die présentierten Antigenfragmente auslosen konnen. Einen guten
Uberblick iiber die Studienlage der Tumorimmuntherapie mit DC geben Palucka und
Banchereau (2012).
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Vorteile der ex vivo-Beladung von DC sind die hohe Kontrolle iiber den Reifungsstatus und
die Aktivierung der DC, die vor der Reapplikation bestimmt werden konnen. Die in vitro
kultivierten DC werden gezielt aktiviert, ohne weitere Immunzellen zu beeinflussen. Sie sind
nicht den in vivo vom Tumor sezernierten Mediatoren ausgesetzt, welche die Bildung,
Differenzierung und Reifung der DC negativ beeinflussen konnen (Gabrilovich 2004).
Weiterhin sind in vitro generierte DC ein Testmodell, um Antigen-Trigersysteme unter
kontrollierten Bedingungen vor der Anwendung in vivo zu untersuchen. Nachteilig ist die zeit-
und arbeitsintensive Gewinnung der DC von jedem Patienten und die nachfolgende meist
mehrstufige Bearbeitung und Kontrolle der DC vor der Reapplikation. Zudem werden
verschiedene DC-Unterklassen durch das ex vivo-Verfahren nicht aktiviert, die einen Einfluss
auf das Resultat der Immuntherapie haben konnten (Palucka et al. 2011). Der Anteil an
wandernden, nicht nodal reapplizierten DC, die fiir die T-Zellaktivierung zum nahegelegenen
Lymphknoten gelangen miissen, ist bei unzureichenden Reifungsprotokollen sehr gering
(de Vries et al. 2003). Dies kann durch eine Konditionierung mit proinflammatorischen
Zytokinen oder TLR-Agonisten verbessert werden (Randolphefal. 2005). Weitere
wesentliche Herausforderungen bei der Tumorimmuntherapie mit DC umfassen die Auswahl

des Tumorantigens sowie das Targeting und die Beladung der DC.

1.2.3 Reifung, Antigenerkennung und -aufnahme

Die klassische Theorie zur Aktivierung von antigenspezifischen T-Zellen durch DC geht
von der Lokalisation der DC an den Eintrittspunkten der Antigene aus. Die DC befinden sich
vorrangig unter den Epithelien und ihre Hauptaufgabe ist die Erkennung und Aufnahme von
Antigenen. Sie zeichnen sich durch eine hohe Antigenaufnahmerate, eine niedrige
Oberflachen-Expression von MHC-II-Molekiilen und von kostimulatorischen Molekiilen zur
T-Zellaktivierung, z. B. CD80 (B7-1), CD86 (B7-2) und CD40, sowie das Fehlen des
Chemokinrezeptors CCR7, welcher die Migration zum nahegelegenen Lymphknoten
vermittelt, aus (Reis e Sousa 2006). In Analogie zu huMoDC, die einen vergleichbaren
Phénotyp aufweisen, werden diese DC auch als unreife DC bezeichnet. Treffen die iDC auf
einen geeigneten Reifungsstimulus, so differenzieren sie zu mDC. Reifungsstimuli werden
z. B. durch PAMP vermittelt, die durch Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition
receptors, PRR) von den DC erkannt werden (Seya et al. 2010). Zur Gruppe der PRR gehoren
u. a. die C-Typ-Lektin-Rezeptoren, RIG-I-/ike-Rezeptoren, NOD-/ike-Rezeptoren und TLR
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(Kumar ef al. 2011). Allerdings konnen Reifungsstimuli auch durch proinflammatorische
Zytokine oder durch Signale von sterbenden Zellen, sog. Gefahrensignale (danger- oder
damage-associated molecular patterns), bereitgestellt werden (Matzinger 2002). Hinsichtlich
der antitumoralen T-Zellantwort sind hierbei ausschlieBlich mit Zytokinen gereifte DC
solchen unterlegen, die nur mit TLR-Agonisten oder einer Kombination aus TLR-Agonisten
und Zytokinen gereift wurden (Maillard efal. 2004, Sporri und Reis e Sousa 2005,
Watchmaker et al. 2010 Zobywalski et al. 2007).

Infolge der Reifungsstimulation erhoht sich die Antigenaufnahmerate der DC zunéchst
deutlich (West ef al. 2004). Kurz danach wird die Antigenaufnahme komplett eingestellt, um
das im Zusammenhang mit dem Reifungsstimulus stehende Antigen im Inneren zu
konservieren (Sallusto und Lanzavecchia 1994, Steinman und Swanson 1995). Die Aufnahme
von exogenen Antigenen kann dabei iiber die Phagozytose oder die Pinozytose erfolgen. Die
Pinozytose wird nochmals in die Makropinozytose, die Clathrin-abhingige Endozytose, die
Caveolin-abhéngige Endozytose sowie die Clathrin- und Caveolin-unabhéngige Endozytose
unterteilt (Conner und Schmid 2003). Bei der Phagozytose werden feste Partikel in einem
GroBenbereich von tliber 0,5 pum bis maximal 5-10 um aufgenommen, was der Grofle von
Bakterien oder apoptotischen Zellfragmenten entspricht. Losliche Antigene und kleinere
Partikel (< 0,5 um) werden {liber Pinozytose aufgenommen. Hierbei ist die Makropinozytose,
also die Aufnahme von Volumina im unteren Mikrometerbereich, eine primire Eigenschaft
von iDC (West et al. 2000), wihrend andere Zellen, wie Makrophagen, diese erst nach
Stimulation zeigen (Francisefal. 1993). Sowohl die Makropinozytose als auch die
Phagozytose von exogenen Antigenen erfolgt durch die Aktin-abhéngige Bildung von
Pseudopodien oder Membranausstiilpungen, die das Antigen umschlieBen und zur
Internalisierung flihren. Im Falle der Phagozytose entstehen Phagosomen, welche das
partikulidre Antigen enthalten. Die Phagozytose kann unspezifisch {iber den partikuldren Reiz
oder in spezifischer Form iiber die Interaktion mit Rezeptoren auf den DC erfolgen.

Die unspezifische Phagozytose ist abhéngig von Art, GroBle, Konzentration, Hydrophilie
und Ladung der Partikel sowie der Inkubationszeit in vitro (Foged et al. 2005, Prior et al.
2002, Tabata und Ikada 1988, Thiele ez al. 2001, 2003). Hierbei werden kationische Partikel
besser phagozytiert als anionische, was im Wesentlichen auf einer elektrostatischen
Interaktion zwischen den positiv geladenen Partikeln und der negativ geladenen Zellmembran

beruht (Roser efal. 1998, Tabata und lkada 1990, Thiele ef al. 2001). Generell werden
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hydrophobe Partikel besser phagozytiert als hydrophile. Letztere werden im Gegensatz zu
hydrophoben oder kationischen Partikel v.a. ohne die Bildung von Pseudopodien
internalisiert. Stattdessen sinken sie in die Zelle, wobei ein lockerer Kontakt mit der
phagosomalen Membran besteht (de Chastellier und Thilo 1997, Thiele et al. 2003).

Die spezifische Aufnahme von Antigenen erfolgt iiber Rezeptoren, u. a. Fcy-Rezeptoren
(Fanger et al. 1996, Ravetch und Bolland 2001), Komplement-Rezeptoren (Kazatchkine und
Fearon 1990, Roozendaal und Carroll 2007), Integrine (Albert et al. 2000) und C-Typ-Lektin-
Rezeptoren (Kerrigan und Brown 2009), wie den Mannose-Rezeptor (Engering et al. 1997,
Ghotbi et al. 2011, Wattendorf et al. 2008), Dectin-1 (Goodridge ef al. 2011, Herre et al.
2004) oder DC-SIGN (DC-specific intercellular adhesion molecule 3 (ICAM3)-grabbing non-
integrin, CD209) (Tacken et al. 2005). Die DC-Aktivierung durch PAMP, z. B. TLR-
Agonisten, kann eine erhohte unspezifische Phagozytose zur Folge haben (West et al. 2004).
So stellten Lutsiak et al. (2002) eine anfdngliche Steigerung der Phagozytoserate von PLGA-
Nanopartikeln (PLGA-NP) durch huMoDC bei der Verwendung des TLR4-Agonisten
Monophosphoryl-Lipid A (MPLA) fest, welche auf die reifungsstimulierende Wirkung von
MPLA zuriickgefiihrt wurde. Weiterhin konnen DC Rezeptor-vermittelte Informationen iiber
die Art der aufgenommenen Partikel bei der Phagozytose erhalten, die den weiteren Verlauf
der Phagozytose, die Expression von Molekiilen, die Antigenprozessierung und -prisentation
sowie die Produktion und Ausschiittung von Zytokinen beeinflussen (Underhill und
Goodridge 2012). TLR spielen bei der Informationsvermittlung eine entscheidende Rolle. So
dndert sich die Signaltransduktion des auf der Zelloberfldche lokalisierten TLR4 bei der
Internalisierung derart, dass anstelle einer TNFa- eine IFNPB-Produktion veranlasst wird
(Husebye et al. 2010, Kagan et al. 2008, Zanoni et al. 2011). Die Rezeptor-Zusammensetzung
bzw. -Signaltransduktion &ndert sich mit der Bildung und Reifung des Phagosoms und infolge
dessen die Informationen, die die Zelle {iber den Inhalt im Phagosom erhélt. Auch der auf der
Zelloberfliche lokalisierte TLR2, welcher Lipopeptide (LP) von grampositiven Bakterien wie
Staphylococcus aureus erkennt, wird erst nach der Aufnahme und Digestion der Bakterien
verstirkt in die Phagosomen integriert und zeigt dann eine erhohte Empfindlichkeit gegen
TLR2-Liganden (Ip ef al. 2008, 2010, Underhill ez al. 1999, Wolf et al. 2011).

Die phagozytire Aufnahme von partikuliren Antigenen in Phagosomen ist filir die
Priasentation der Antigenfragmente sowohl auf MHC-II- als auch auf MHC-I-Molekiilen
(Kreuzprasentation an CTL) vorteilhaft (Burgdorf und Kurts 2008). So konnten verschiedene
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Arbeitsgruppen eine 1000-10000fache Aufnahme und Kreuzprisentation von partikulidren
Antigenen im Vergleich zu l16slichen exogenen Antigenen feststellen (Kovacsovics-
Bankowski ef al. 1993, Men et al. 1999, Shen et al. 1997). Letztere werden groBtenteils auf
MHC-II-Molekiilen prasentiert und nur in geringem Malle kreuzprisentiert. Die 16slichen
Antigene werden in Abhingigkeit von der Art der Endozytose in verschiedene friihe
Endosomen aufgenommen, welche unterschiedliche Reifungskinetiken aufweisen. Hieraus
kann eine andere Prozessierung und Prédsentation der Antigene resultieren (Burgdorf ef al.
2007, Lakadamyali et al. 2006). Deshalb sind partikuldre Antigen-Tragersysteme, wie PLGA-
MP, sinnvoll fiir die Induktion einer zelluliren CTL-Immunantwort, die fiir eine effektive
Bekdmpfung von Tumorzellen nétig ist.

Die Reifung der DC fiihrt zu einer vermehrten Expression von CCR7, dessen Liganden
CCL19 (CC-Chemokinligand 19) und CCL21 von sekundiren lymphatischen Organen
gebildet und sezerniert werden, was zu einer Chemotaxis und einer Wanderung der DC in die
T-Zell-Zonen fiihrt. Dabei verdndern die DC ihre Morphologie und weisen nun die
charakteristischen dendritischen Ausldufer auf, um mit moglichst vielen T-Zellen zu
interagieren.

Reife DC aktivieren in den sekunddren lymphatischen Organen antigenspezifische
zytotoxische CD8'-T-Lymphozyten (CTL) sowie CD4'-T-Helferzellen. Hierzu exprimieren
mDC vermehrt MHC-Molekiile, iiber die Antigenfragmente an die T-Zellen prisentiert
werden. MHC-I-Molekiile werden von CD8-Rezeptoren auf CTL und MHC-II-Molekiile von
CD4-Rezeptoren auf T-Helferzellen gebunden. Die spezifische T-Zelle erkennt das
prasentierte Antigenfragment tiber ihren T-Zellrezeptor. Passt das Antigenfragment zum
T-Zellrezeptor stellt dies das erste Signal fiir die T-Zellaktivierung dar. Bei der Reifung
werden kostimulatorische Molekiile, wie CD80 und CD86, auf den DC verstirkt exprimiert,
welche tber die Interaktion mit CD28 auf der T-Zelle das zweite Signal filir die
T-Zellaktivierung bereitstellen (Abb. 1-2, Keir und Sharpe 2005). Werden beide Signale an
die T-Zelle weitergeleitet, so wird diese aktiviert und eine adaptive Immunantwort eingeleitet.
Fehlt hingegen das zweite Signal, so fiihrt dies zur Anergie der antigenspezifischen T-Zelle.
Diese periphere Toleranz stellt sicher, dass eine adaptive Immunreaktion nur gegen Antigene
eingeleitet wird, die in Zusammenhang mit einem Reifungsstimulus stehen und die keine
korpereigenen Molekiile darstellen. Durch das Doppelsignal aktivierte T-Zellen exprimieren

zudem den CD40-Liganden, der an CD40 auf den DC bindet und die DC zu einer
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vollstindigen Reifung, d. h. zur vermehrten Expression kostimulatorischer Molekiile, sowie
zur Ausschiittung von Zytokinen veranlasst. Dieser Vorgang wird auch Lizenzierung
(licensing) genannt (Grewal und Flavell 1998). Des Weiteren entscheidet ein drittes Signal
iiber die Differenzierung in T-Zell-Unterklassen (Kalinski et al. 1999a), so vermittelt z. B. von
den DC ausgeschiittetes IL12p70 die Differenzierung von naiven CD4'-T-Zellen in
Tul-Zellen (Trinchieri 2003). Aktivierte antigenspezifische T-Zellen vermehren sich (klonale
Selektion und Expansion) und differenzieren in Effektor- und Gedéchtniszellen (Abb. 1-2).

unreife DC reife DC
CCR7

© TLR-Agonist

@ Antigen
O

@
Antigen ohne

TLR-Agonist

IL2R

antigenspezifische
T-Helferzelle

Anergie TH1-Effektorzelle

(Differenzierung und Expansion)

Abb. 1-2. Reifung von dendritischen Zellen und Interaktion mit antigenspezifischen T-Helferzellen.

1.2.4 Antigenprozessierung und -prasentation

Proteinogene Antigene werden durch DC intrazelluldr in Fragmente prozessiert und dann
iiber MHC-Molekiile an T-Zellen prisentiert. Hierbei werden exogene Antigene anders
prozessiert als endogene (Trombetta und Mellman 2005). Letztere befinden sich im Zytosol
von DC. Dort werden sie z. B. mit Hilfe von Ubiquitin markiert und durch das Proteasom und
weitere Proteasen in Peptide mit einer Linge von 10-20 Aminosduren zerteilt. Diese werden

durch den TAP (transporter associated with antigen processing) in das endoplasmatische
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Retikulum (ER) aufgenommen und weiter zu Peptiden mit einer Linge von 8-10
Aminoséduren hydrolysiert (Rock und Goldberg 1999). Die Peptide werden dort auf MHC-I-
Molekiile geladen, in Endosomen abgeschniirt und gelangen anschlieend zur Zelloberfléche,
wo sie die Antigenfragmente an CD8"-T-Lymphozyten prasentieren (Jackson und Peterson
1993, York und Rock 1996).

Hingegen werden exogene Antigene in Phagosomen aufgenommen und wéhrend der
Reifung der Phagosomen prozessiert. Bei der Reifung interagieren die Phagosomen sowohl
mit frithen und spdten Endosomen als auch mit Lysosomen, wodurch sie schlieBlich zu
Phagolysosomen werden (Chow und Mellman 2005). Dabei wird die Membran der
Phagosomen verdndert und der pH-Wert sinkt von ca. sieben auf Werte unter fiinf, welche
ideal fir die Aktivitit von lysosomalen hydrolytischen Proteasen sind (Trombetta ef al. 2003).
Die proteolytische Aktivitidt in DC ist aber deutlich geringer als z. B. in Makrophagen und
wird wihrend der Reifung der Phagosomen gesteuert (Delamarre ef al. 2005, Lennon-
Duménil ef al. 2002). Hieriiber werden sowohl die optimale Antigen-Degradation, d. h. die
Bildung von antigenen Epitopen ohne diese vollstindig proteolytisch zu zerstdren
(Delamarre et al. 2006), als auch die Beladung der MHC-II-Molekiile moduliert (Jensen 1990,
1991). Unbeladene MHC-II-Molekiile gelangen aus dem ER {iber Endosomen zu den
Phagosomen, mit denen sie fusionieren, und sind zunichst iiber ein Polypeptid, die
unverdnderliche Kette (Ii, invariant chain), vor der Beladung mit Peptiden geschiitzt. Im
Phagosom wird die Ii proteolytisch gespalten und die MHC-II-Molekiile koénnen mit
Antigenfragmenten, die eine Linge von ca. 12-25 Aminosduren aufweisen, beladen werden
(Bryant und Ploegh 2004). Diese erreichen die Zelloberfliche, wo die Antigenfragmente an
CD4'-T-Zellen bzw. T-Helferzellen préasentiert werden. Die Antigenpridsentation iiber
MHC-II-Molekiile kénnen lediglich APC, wie DC, Makrophagen und B-Zellen, in gréferem
Umfang realisieren, wihrend die Prisentation iiber MHC-I-Molekiile auf allen kernhaltigen
Zellen moglich ist (Mellman ef al. 1998, Schneider und Sercarz 1997).

Dendritische Zellen konnen exogene Antigene auch iiber MHC-I-Molekiile an CD8"-T-
Zellen prisentieren (Kreuzpriasentation). Zwar konnen andere APC, z. B. Makrophagen,
ebenfalls kreuzprésentieren, allerdings sind die DC ihnen hierbei deutlich {iberlegen
(Ackerman und Cresswell 2004). Bislang ungeklért ist der genaue Weg, wie DC phagozytierte
Antigene auf MHC-I-Molekiile laden und an die Zelloberfliche bringen. Im Wesentlichen

existieren drei Theorien, um diese Vorgénge zu erklaren.
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Bei der ersten Theorie, der TAP-unabhéngigen Theorie oder dem ,,vakuolaren Weg®,
werden die Antigene im Phagosom gespalten und dort auf MHC-I-Molekiile geladen, ohne
das Zytosol zu erreichen (Kurotaki et al. 2007, Rock und Shen 2005). Dieser Weg der
Kreuzprésentation benotigt keinen TAP und ist nicht durch Proteasom-Inhibitoren hemmbar.
Essentiell fiir die Antigen-Degradation in den Phagosomen sind hierbei Phagosom-stindige
Proteasen, wie Cathepsin S, die durch den Protease-Inhibitor Leupeptin gehemmt werden
konnen (Shen et al. 2004).

Die zweite Theorie oder der ,,Phagosom-zum-Zytosol-Weg* geht von einer Translokation
der Antigene vom Phagosom in das Zytosol aus (Kovacsovics-Bankowski und Rock 1995).
Nachdem die Antigene das Zytosol erreicht haben, werden sie vom Proteasom gespalten, die
Fragmente tiber TAP ins ER transportiert, dort auf MHC-I-Molekiile geladen und gelangen
schlieBlich tiber Endosomen zur Zelloberfliche (Koch und Tampé 2006). Mitverantwortlich
fiir den Transport der Antigene aus dem Phagosom konnte das donutartige Protein SEC61
sein, welches eine Pore in der Phagosomen-Membran bildet, durch die die Antigene aus dem
Phagosom ins Zytosol gelangen (Koopmann ef al. 2000, Romisch 1999). Dieser Weg der
Kreuzprésentation ist durch Proteasom-Inhibitoren, wie Lactacystin, hemmbar.

Die dritte Theorie oder der ,,Phagosom-zum-Zytosol-zum-Phagosom-Weg* beruht auf der
Entdeckung, dass auch normalerweise ER-stindige Proteine, wie MHC-I-Molekiile und TAP,
in Phagosomen vorkommen (Ackerman ef al. 2003). Dadurch kdnnen Antigene, die aus dem
Phagosom ins Zytosol gelangen und anschlieBend durch das Proteasom fragmentiert werden,
iiber den Phagosom-stindigen TAP wieder ins Phagosom aufgenommen, dort auf MHC-I-
Molekiile geladen und schlieBlich zur  Zelloberfliche transportiert  werden
(Guermonprez et al. 2003). Der Transport der MHC-I-Molekiile vom ER zum Phagosom ist
bisher ungeklart. Denkbar ist, dass MHC-I-Molekiile auf der Zelloberfliche bei der
Phagozytose ins Phagosom eingeschlossen werden oder dass sie durch die Fusion von ER und
Phagosom dorthin gelangen, wobei die letztere Moglichkeit auch das Vorhandensein weiterer
ER-stindiger Proteine, wie TAP und SEC61, im Phagosom erklaren wiirde.

Die Kreuzprasentation auf MHC-I-Molekiilen ist eine wichtige Voraussetzung fiir die
Induktion einer CTL-Immunantwort, wodurch Tumorzellen direkt zerstort werden. Weiterhin
ist die Présentation der Antigenfragmente auf MHC-II-Molekiilen fiir die Aktivierung von
T-Helferzellen notig. In Abhéngigkeit vom Reifungszustand der Phagosomen konnen

phagozytierte partikulire Antigene zundchst in weniger saurem Milieu der frithen
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Phagosomen auf MHC-I-Molekiilen prisentiert werden. Anschliefend erfolgt eine stirkere
Ansduerung der Phagosomen, wodurch die Prisentation iber MHC-II-Molekiile ermdglicht
wird (Burgdorf und Kurts 2008). PLGA-MP konnen durch die verzogerte Freisetzung der
Antigene ihre Pridsentation sowohl iiber MHC-I- als auch {iber MHC-II-Molekiile
sicherstellen und verkapselte Antigene vor einer zu schnellen extra- und intrazelluldren
Degradation schiitzen. Die langer wihrende Bereitstellung der Antigene durch PLGA-MP ist
hinsichtlich der Priasentationsdauer ebenfalls von Vorteil, weil MHC-Molekiile nur kurzzeitig
auf der Oberfldache von DC fiir die Antigenpréisentation verfiigbar sind und fiir eine dauerhafte
Prisentation immer wieder neu mit Antigenfragmenten beladen werden miissen (Waeckerle-

Men et al. 2006).

1.2.5 T-Zellantwort

Die Interaktion von DC mit naiven CD4"- und CD8"-T-Zellen kann zur Differenzierung
dieser in funktionell unterschiedliche Effektor-T-Zellen fiihren. So konnen naive
CD4"-T-Zellen in Tyl-, Ty2- oder Tyl7-Zellen differenzieren sowie in follikuldre
T-Helferzellen (Try-Zellen) und regulatorische T-Zellen (T.). Naive CD8"-T-Zellen werden
zu effektorischen zytotoxischen T-Lymphozyten, die andere Zellen, z. B. virusinfizierte
Zellen oder Tumorzellen, zerstoren konnen.

Tumorspezifische CTL haben die Féhigkeit auch grofe metastasierende Tumore
langanhaltend zu vermindern und auszul6schen (Dudley ef al. 2002, Heslop et al. 1994,
Yee et al. 2002). Dafiir sollten die CTL in das Mikromilieu des Tumors eindringen, die auf
den Tumorzellen présentierten Peptid-MHC-I-Komplexe mit hoher Aviditit erkennen und
schlieBlich die Tumorzellen {iber die Ausschiittung von Granzymen und Perforinen zerstéren
(Appay et al. 2008). Ebenfalls essentiell fiir eine erfolgreiche Therapie sind die Induktion
durch geeignete DC, die Art der induzierten T-Helferzellen, die Abwesenheit von aktiven Ty,
und die Uberwindung der immunsuppressiven Tumorumgebung (Zhang und Bevan 2011).

Regulatorische T-Zellen kontrollieren und unterdriicken die Immunreaktion und
vermitteln somit Toleranz gegeniiber den ihnen prisentierten Antigenen. Sie stellen eine
heterogene Gruppe von T-Zellen dar, die einerseits natiirlich vorkommen und ihre Aufgaben
bei der Toleranzentwicklung im Thymus wahrnehmen, andererseits peripher aus naiven
CD4"-T-Zellen nach Aktivierung durch DC entstehen konnen (adaptive T.,). Regulatorische
T-Zellen differenzieren in Effektorzellen, welche den Transkriptionsfaktor FOXP3 (forkhead
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box protein 3) aufweisen, und konnen in Abhédngigkeit von den Umgebungsbedingungen
immunsuppressive Zytokine, wie IL10 und TGFp (transforming growth factor f) ausschiitten
(Josefowicz et al. 2012). Da sie CTL inhibieren, sollte ihre Entstehung durch tolerogene DC
fiir eine erfolgreiche Tumortherapie vermieden werden (Ménétrier-Caux et al. 2009).

Tru-Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor BCL6 (B-cell CLL/lymphoma 6), helfen
B-Zellen in Antikorper-ausschiittende Plasmazellen zu differenzieren und vermitteln so
humorale Immunitét (Crotty 2011).

Tul7-Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor ROR (retinoic acid receptor-related
orphan receptor), schiitten 1L17, IL21 und IL22 aus und vermitteln hoch entziindliche
Reaktionen bei der Abwehr von extrazelluldren Bakterien und Pilzen, welche nicht selten zu
einer Zerstorung des Gewebes fithren. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Pathogenese
von vielen Autoimmunerkrankungen (Korn et al. 2009). Zudem konnten Muranski ef al. 2008
im Mausmodell eine Eradikation von Melanomen durch in vitro vermehrte Tyl7-Zellen
zeigen, die im Wesentlichen von der Interferon y-Ausschiittung der Zellen abhing.

Effektorische Tu2-Zellen produzieren 1L4, IL5 und IL13 und vermitteln eine humorale
Immunantwort gegen parasitire Erreger, wie Helminthen. Sie weisen den Transkriptionsfaktor
GATA3 auf. Pathologisch iiberwiegt v.a. bei allergischen Erkrankungen die
Tu2-Immunantwort. Tu2-Zellen begiinstigen die Tumorentwicklung direkt (Aspord et al.
2007) oder indirekt (DeNardo et al. 2009) durch die Stimulation von Makrophagen, die
wiederum tumorfordernde Substanzen, wie EGF (epidermal growth factor), sezernieren
(De Monte ef al. 2011). Zudem konnen sie die Entstehung von CTL durch Ausschiittung von
IL4 verhindern. Stattdessen entstehen zytotoxische T-Zellen vom Typ 2 (T.2), welche
aufgrund einer geringen Expression von Granzymen und Perforinen ungeeignet fiir die
Zerstorung von Tumorzellen sind (Sasaki et al. 2008).

Im Gegensatz dazu induzieren Tyl-Zellen iiber die Ausschiittung von Interferon y (IFNy)
eine zelluldre Immunantwort gegen intrazelluldre Pathogene, wie Viren, verschiedene Arten
von Bakterien und Protozoen, aber auch gegen Tumorzellen. Sie exprimieren den
Transkriptionsfaktor T-bet und sezernieren IL2. Tyl-Zellen konnen die Differenzierung und
Expansion von tumorspezifischen CD8"-T-Zellen giinstig beeinflussen (Pardoll und Topalian
1998) und sind fir die Bildung von CDS8'-T-Gedichtniszellen mitverantwortlich
(Nishimura ef al. 2000, Sun und Bevan 2003). Sie konnen tumornahe Makrophagen aktivieren

und so das Tumorwachstum verhindern (Corthay et al. 2005).
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Fir eine effektive Tumorimmuntherapie mit DC sollten diese CTL sowie Tyl- oder
Tul7-Zellen aktivieren, wihrend eine Stimulation von T, oder Ty2-Zellen unerwiinscht ist.
Die Polarisation der naiven CD4'-T-Zellen kann dabei durch die DC iiber das oben
beschriebene dritte Signal vermittelt werden (Kalinski ef al. 1999a). Dieses bestimmt die
Balance zwischen den verschiedenen T-Zell-Unterklassen. Welche T-Zell-polarisierenden
Molekiile von den DC exprimiert werden, ist u. a. abhingig von der Art der Pathogene,
welche die Reifung der DC auslosen, sowie von weiteren Mediatoren, die das Mikromilieu
der DC betreffen. Die Pathogene werden anhand ihrer PAMP iiber PRR, wie TLR, von den
iDC erkannt und beeinflussen die weitere Reifung, Expression von Oberflichenmolekiilen
und Ausschiittung von Zytokinen (Kapsenberg 2003). Beispielsweise fordern DC, die
intrazelluldren Erregern ausgesetzt wurden, Ty1-Antworten, wihrend DC, die mit Helminthen
interagierten, Tu2-Antworten auslosen (de Jongeral. 2002). Bestimmte Pathogene, wie
Candida albicans (Montagnoli et al. 2002), Plasmodium falciparum (Urban und Roberts
2002) und Bordetella pertussis (McGuirk ef al. 2002), konnen entweder die vollstindige
Reifung von iDC inhibieren oder die Reifung zu regulatorischen DC fordern und so eine
Tree-Antwort bewirken (Palucka und Bancherau 2002). Signale, die die Polarisation von
naiven CD4'-T-Zellen in T., fordern, sind IL10, TGFp, inhibitorische Molekiile der
B7-Familie, z. B. PD-L1 (programmed cell death ligand 1, B7-H1), PD-L2 (B7-DC), B7-H3
und B7-H4 (Latchman et al. 2001, Selenko-Gebauer ef al. 2003, Shin et al. 2003, Sica et al.
2003); Notch-Liganden, wie Jagged-1 (Hoyne ef al. 2000, Yvon ef al. 2003); sowie ILT3
(immunoglobulin-like transcript 3) und ILT4 (Vlad et al. 2009).

Hervorzuheben ist die immunsuppressive Wirkung von IL10. Dieses Zytokin verhindert
die Proliferation und Zytokinproduktion von T-Zellen indem es die Phosphorylierung von
CD28 und damit auch die weitere Signaltransduktion hemmt (Joss et al. 2000). Zudem fordert
es die Entwicklung von T., welche die Aktivierung anderer T-Zellen verhindern
(Levings et al. 2001). IL10 unterbindet die vollstindige Reifung von DC, deren
MHC-II-Expression (de Waal Malefyt et al. 1991) sowie die Bildung von IL12
(Steinbrink et al. 1997). Mit IL10 behandelte DC reifen zu regulatorischen DC, die ihrerseits
Tre induzieren. IL10 nimmt somit eine Schliisselstellung bei der Induktion von Toleranz
gegen Tumore ein, weshalb eine Produktion durch DC-basierte Tumorvakzine verhindert

werden sollte (Sato et al. 2011).
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Fiir die Polarisation von naiven CD4'-T-Zellen in Ty2-Zellen ist einerseits eine
verminderte Ausschiittung von Zytokinen der IL12-Familie nétig (Jankovic et al. 2000,
Kuipers et al. 2004), andererseits sind weitere Ty2-polarisierende Faktoren, wie I[L4 (Paul und
Zhu 2010) und OX40-Ligand (OX40L, CD252) (de Jong et al. 2002, Jenkins et al. 2007),
bedeutsam.

Tul-polarisierende Faktoren sind die Zytokine der IL12-Familie, wie IL12, IL23 und IL27
(Trinchieri 2003), die Typ-I-Interferone IFNa und IFNB (Bracci ef al. 2008), IL18 (Swain
2001) sowie der Integrin-Ligand ICAMI1 (intercellular adhesion molecule 1, CD54)
(Smits et al. 2002). Hierbei stellt IL12 vermutlich den stirksten Tyl-polarisierenden Faktor
dar (Athie-Morales ef al. 2004, Robinson und O'Garra 2002). Biologisch wirksam ist
IL12p70, welches aus einer leichten (p35) und einer schweren Kette (p40) besteht, die
kovalent miteinander verbunden sind. DC sezernieren IL12 nach der Interaktion mit
verschiedenen Pathogenen bzw. den von ihnen exprimierten PAMP, z. B. Lipopolysaccharide
(LPS), virale DNA oder doppelstrangige RNA, wobei das Ausmal3 der IL12-Ausschiittung
von der Art der Pathogene bzw. PAMP abhidngig ist. Dabei fiihrt die lokale IL12-Wirkung zu
einer Entziindungsreaktion und induziert die IFNy-Bildung durch natiirliche Killerzellen oder
durch CD4'-T-Zellen. Fiir eine effektive Polarisation der T-Zellen sollte die IL12-
Ausschiittung durch DC erst in der T-Zellzone der sekundiren lymphatischen Gewebe
erfolgen, wofiir u.a. die Interaktion zwischen CD40 und von der T-Zelle nach
Doppelstimulation bereitgestelltem CD40-Liganden verantwortlich ist. Die IL12-Sekretion
durch DC erfolgt nur kurzzeitig nach der Stimulation durch IL12-induzierende PAMP oder
Zytokine. Reifen die DC vollstindig, so reagieren sie vermindert auf PAMP oder andere
Ausloser der IL12-Bildung, wie IFNy (Kalinski ef al. 1999b). Dieses Phdnomen wird auch
»Auszehrung* oder ,,Paralyse” genannt und verhindert eine langanhaltende Produktion von
IL12 durch DC (Langenkamp ef al. 2000, Reis e Sousa et al. 1999). Dementsprechend sollte
die Ausschiittung von IL12 durch DC-basierte Tumorvakzine erst nach geeigneter Stimulation

auslosbar sein, aber nicht bereits vor der Anwendung erfolgen.
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1.3 Toll-like Rezeptoren

1.3.1 Uberblick

Dendritische Zellen, aber auch andere Zellen des Immunsystems, konnen Pathogene
anhand von PAMP {iiber PRR detektieren, was nach anschlieBender Signaltransduktion zur
Bildung und Ausschiittung von Zytokinen fiihrt (Akira et al. 2006). Die TLR stellen die am
besten untersuchte Gruppe der keimbahnkodierten PRR dar. Dabei unterscheiden TLR
zwischen , Fremd“ und ,,Selbst™ und erkennen eine Vielzahl von mikrobiellen Strukturen
relativ unspezifisch, welche aber von essentieller Bedeutung fiir die Mikroorganismen sind.
Eine Verdanderung der Strukturen, die eine TLR-Erkennung verhindern wiirde, ist ohne
schwerwiegende Folgen fiir die Mikroorganismen nicht moglich. Durch die TLR kann das
angeborene Immunsystem schnell auf eine mogliche Bedrohung des Organismus reagieren
bevor das adaptive Immunsystem wirksam wird. Zusitzlich kann der Ablauf der spiter
einsetzenden adaptiven Immunantwort in Abhédngigkeit von der Art der Pathogene beeinflusst
werden (Takeda et al. 2003). Benannt wurden die TLR aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit
zu den Translationsprodukten des Gens ,,Toll*, welches fiir die friilhe Embryonalentwicklung
der Fruchtfliege Drosophila melanogasta wichtig ist. Das von der Arbeitsgruppe um die
Biologin Christiane Niisslein-Volhard entdeckte Gen spielt zudem eine bedeutende Rolle bei
der Abwehr von Pilzerkrankungen (Lemaitre ez al. 1996). Im Menschen wurden bisher zehn
TLR (TLRI1-TLR10) nachgewiesen, wihrend in der Maus zwolf TLR (TLR1-TLRY und
TLR11-TLR13) existieren, wobei muriner TLR10 aufgrund einer retroviralen Insertion nicht
funktional ist.

TLR3, TLR7, TLR8 wund TLRY9 sind in intrazelluliren Vesikeln, wie dem
endoplasmatischen Retikulum, den Endosomen, den Lysosomen und den Endolysosomen,
lokalisiert. Sie erkennen v.a. Nukleinsduren, welche aus Viren oder phagozytierten
Pathogenen freigesetzt wurden. TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 und TLR10 sind
vorwiegend in der Zytoplasmamembran lokalisiert und erkennen extrazelluldre Pathogene,
wobei die Erkennung und Signaltransduktion auch nach der Internalisierung der Pathogene
erfolgen kann. So erkennen TLR4 Lipopolysaccharide aus bakteriellen Zellwdnden, TLRS
bakterielles Flagellin und TLR2 in Kombination mit TLR1 oder TLR6 bakterielle
Lipoproteine und Lipoteichonsduren (Abb. 1-3, Tab. 1-1, Kawai und Akira 2010). TLR

konnen neben mikrobiellen Stimuli auch durch endogene Liganden, wie Hitzeschockproteine
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und Fibrinogen, sowie synthetische Agonisten, z. B. LP (Pam,CysSKi, Pam;CysSK.),
Nukleinsduren [CpG-ODN, Poly(I:C)] und Imidazochinoline (Imiquimod, Resiquimod),
aktiviert werden (Tab. 1-1).

Tab. 1-1. TLR-Lokalisation und -Expression in verschiedenen APC sowie TLR-Liganden modifiziert nach
Lee et al. 2012, Schreibelt ef al. 2010 sowie Zarember und Godowski 2002.

TLR Zelluliire TLR-Liganden Expression
Lokalisation
physiologisch synthetisch myDC pDC huMoDC PMA-THP-1?
1 Plasmamembran TLR2/1: triacylierte LP BAS, + + + ++
Pam;CysSK4
2 Plasmamembran Peptidoglykane, Siehe TLR2/1 und ++ - ++ +
Phospholipomannane, = TLR2/6
tGPI-Mucin,
Héamagglutinin, Porine,
Lipoarabinomannane,
Glucuronoxylomannane,
HMGBI
3 Endosom dsRNA Poly(I:C) ++ - + +
4 Plasmamembran LPS, VSV- sMPLA + - ++ +
Glykoprotein G,

RSV-Fusionsprotein,
MMTV-Hiillprotein,

Mannane,
Glucuronoxylomannane,
Glycosylinositolphos-
pholipide, HSP60,
HSP70, Fibrinogen,
Nickel, HMGB1
5 Plasmamembran Flagellin + - + -
6 Plasmamembran TLR2/6: diacylierte LP, FSL1, MALP2, + - + +
LTA, Zymosan Pam,CysSK4
7 Endosom ssRNA Imiquimod, + + £ +
Resiquimod,
Loxoribin
8 Endosom ssRNA Resiquimod + - + +
9 Endosom DNA, Héamozoin CpG-A, CpG-B - ++ - -
und CpG-C ODN
10 Plasmamembran n. b. n. b. + + - -

a) TLR-mRNA-Expression infolge der Stimulation von THP-1-Zellen mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Abkiirzungen: BAS: synthetisches Analogon eines LP aus Bacillius cereus (Bacillus anthracis strain), dsRNA: doppelstringige RNA,
FSL1: S-(2,3-bispalmitoyloxypropyl)-CGDPKHSPKSF, HMGB 1: High-Mobility-Group-Box- I-Protein, HSP: Hitzeschock-Protein, LPS:
Lipopolysaccharide, LTA: Lipoteichonsédure, MALP2: 2 kDa schweres Makrophagen-aktivierendes LP, MMTV: Maus-Mammatumor-
Virus, myDC: myeloide DC, n.b.: nicht bestimmt, ODN: Oligodesoxynukleotide, pDC: plasmazytoide DC, Poly(I:C): Polyinosin-
Polycytidin-Séure, RSV: Respiratorischer-Synzytial-Virus, sSMPLA: synthetisches Monophosphoryl-Lipid A, ssRNA: einzelstrangige RNA,
tGPI-Mucin: Trypanosoma cruzi Glykosylphosphatidylinositol-verankertes Mucin-artiges Glykoprotein, VSV: Vesikular-Stomatitis-Virus

TLR sind hufeisenférmige, transmembrandre Proteine vom Typ-I, deren Ektodoméne
Leucin-reiche Wiederholungen (leucin-rich repeats) enthilt und liber die PAMP detektiert
wird. Die transmembranire Domédne und die zytoplasmatische Toll-Interleukin-1-

Rezeptor(TIR)-Doméne sind fiir die nachgeschaltete Signaltransduktion nach erfolgter
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Ligandenbindung und Rezeptor-Dimerisierung verantwortlich (Kang und Lee 2011). Initiiert
wird die Signaltransduktion durch die Rekrutierung von sog. Adapterproteinen (Abb. 1-3).

Vier verschiedene dieser Adapterproteine, nimlich MyD88 (myeloid differentation primary
response protein 88), TIRAP (TIR domain-containing adaptor protein, syn. Mal), TRIF (TIR
domain-containing adaptor protein inducing IFNp, syn. TICAM1) und TRAM (TRIF-related
adaptor molecule, syn. TICAM2), konnen iiber TIR-Doménen assoziiert werden. Die
verschiedenen TLR unterscheiden sich hinsichtlich der verwendeten Adapterproteine, wobei
MyD88 und TRIF auf unterschiedlichen Wegen der Signaltransduktion zur Bildung
verschiedener Zytokine fithren. Hingegen sind TIRAP und TRAM fiir die Zuordnung der
anderen beiden Adapterproteine zu den jeweiligen Rezeptoren verantwortlich (Barton und
Kagan 2009).

Alle TLR verwenden MyD88 als Adapter, ausgenommen TLR3, der TRIF verwendet.
TLRS, TLR7, TLR8 und TLRY nutzen ausschlieBlich MyD88 als Adapter. TLR2 bildet mit
TLR1 oder TLR6 Heterodimere und benétigt fiir die Rekrutierung von MyD88 zusétzlich
TIRAP. TLR4 ist der einzige TLR, der sowohl MyD88-abhéngige Signalwege, als auch TRIF-
abhédngige Signalwege aktivieren kann. Welcher Signalweg aktiviert wird, héngt von der
Lokalisation des TLR ab. Befindet sich der TLR4 in der Zytoplasmamembran, so rekrutiert
dieser nach Interaktion mit seinem Liganden MyD88 {iber TIRAP. Eine sich anschlieBende
Endozytose von TLR4 fiihrt zur Rekrutierung von TRIF iiber TRAM (Abb. 1-3, Barton und
Kagan 2009). Beide Signalwege sind fiir die Induktion von proinflammatorischen Zytokinen
nach TLR4-Aktivierung nétig (Kawai und Akira 2010).

In Makrophagen und klassischen DC fithren die MyD88-abhéngigen Signalwege iiber die
Aktivierung von mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPK) und dem Transkriptionsfaktor
NfkB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) zur Bildung von
proinflammatorischen Zytokinen, darunter IL6 und TNFa. TRIF-abhingige Signalwege
aktivieren neben NfkB auch den Transkriptionsfaktor IRF3 (interferon-regulatory factor 3),
welcher zur Bildung von Interferonen des Typs I fiihrt. In pDC fiihrt die Ligation von TLR7
und TLR9 tliber MyD88-abhédngige Signalwege zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
NfkB und IRF7, was ebenfalls die Bildung von proinflammatorischen Zytokinen und Typ-I-

Interferonen induziert (Kawai und Akira 2010).
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Triacylierte Diacylierte Flagellin LPS
Lipopeptide Lipopeptide

TLR4

extrazellulir
Zytoplasmamembran

intrazellulir
Phagozytose

TIRAP
MyDS8

Endolysosom

ssRNA

MAPK API
und NF«B
\ A Y \
Proinflammatorische Proinflammatorische

Tvp-I-Interferone Tvp-I-Interferone

Zytokine

Abb. 1-3. Lokalisationen und physiologische Funktionen von TLR. TLR sind Transmembranproteine, dic PAMP
extrazelluldr (TLR2/1, 2/6, 4, 5) oder intrazelluldr (TLR3, 4, 7, 9) erkennen. Die Aktivierung der TLR fiihrt zur
Rekrutierung von Adapterproteinen, wie MyD88, TRIF, TRAM und TIRAP, die tiber die zytoplasmatischen TIR-
Doménen an die TLR assoziiert sind. Alle TLR rekrutieren MyD88 als Adapterprotein, auler TLR3, der TRIF
verwendet. TLR4 aktiviert abhéngig von seiner Lokalisation extrazellulir die MyD88-abhingige
Signaltransduktion oder nach erfolgter Internalisierung die TRIF-abhidngige Signaltransduktion. Die
Signaltransduktion kann zur Aktivierung von MAPK und verschiedenen Transkriptionsfaktoren, darunter NfkB,
AP1, IRF3 und IRF7, fiihren, die die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen oder Typ-I-Interferonen
(IFNa und IFNp) veranlassen.
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Die Expression der TLR und die Folgen der TLR-Aktivierung unterscheiden sich zwischen
den verschiedenen Zelltypen und DC-Unterklassen (Tab. 1-1, Schreibelt ez al. 2010). Hierbei
zeigen huMoDC und myeloide BDCA1'-DC (BDCA, blood dendritic cell antigen) dhnliche
TLR-Expressionsprofile, hinsichtlich der extrazelluliren TLR1, TLR2, TLR4, TLRS und
TLR6 sowie der intrazelluliren TLR3 und TLRS. Die Aktivierung der TLR fiihrt in beiden
DC-Typen zur Reifung und Produktion von proinflammatorischen Zytokinen.

Matsumoto et al. zeigten 2003, dass myeloide BDCA17-DC und unreife huMoDC TLR2,
TLR3 und TLR4 exprimieren. Die Stimulation von TLR4 durch LPS fiihrt in beiden DC zur
Produktion des proinflammatorischen Zytokins IL12, wobei nur in huMoDC zusétzlich Typ-I-
Interferone iiber die intrazelluldre TRIF-abhidngige Aktivierung von TLR4 sezerniert werden
(Ito et al. 2002, Means et al. 2003). TLR1, TLR2 und TLR6 werden ebenfalls von huMoDC
und myeloiden DC exprimiert (Jarrossay et al. 2001). Die Aktivierung der TLR2/1- bzw.
TLR2/6-Heterodimere fiihrt zur Reifung der DC und zur Ausschiittung von verschiedenen
Zytokinen, z. B. IL6, IL8, IL10, IL12 und TNFa (Schreibelt et al. 2010). HuMoDC und
humane myeloide DC exprimieren im Gegensatz zu murinen DC keinen TLR9 und werden
durch TLR9-Liganden nicht aktiviert. Daher sind die vielversprechenden Versuche mit TLR9-
Liganden bei DC-Krebsimpfstoffen im Mausmodell nicht auf den Menschen iibertragbar.
TLRY wird nur von humanen pDC exprimiert, welche nach TLRO-Stimulation durch
unmethylierte CpG-DNA hohe Mengen an Typ-I-Interferonen ausschiitten, was zu einer
antiviralen Immunreaktion fiihrt. Weiterhin exprimieren pDC TLR7, der virale einzelstrangige
RNA erkennt, und TLR10, dessen Funktionen und Liganden bisher unbekannt sind
(Schreibelt et al. 2010). Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die Modifizierung von
PLGA-MP mit TLR2/1-, TLR2/6- und TLR4-Liganden, weshalb im Weiteren auf diese TLR
und ihre Agonisten ndher eingegangen wird. Zudem werden als Testsystem fiir die TLR-
Aktivierung makrophagendhnliche THP-1-Zellen verwendet, da diese die entsprechenden
TLR exprimieren und nach TLR-Stimulation proinflammatorische Zytokine sezernieren

(Tab. 1-1, Zarember und Godowski 2002).

1.3.2 TLR2/1, TLR2/6 und deren Agonisten

TLR2 wird durch viele verschiedene mikrobielle Produkte aktiviert; darunter bakterielle,
wie Lipoproteine und Peptidoglykane; pilzartige, z. B. Zymosan und Phospholipomannane;

sowie virale Komponenten, beispielsweise Himagglutinin (Masernvirus) und Herpes simplex
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(Zéhringer et al. 2008). TLR2 kann mit TLR1 oder TLR6 Heterodimere bilden, wobei der
jeweilige Dimerisierungspartner ligandenspezifisch ist. So bindet TLR2/1 bevorzugt
triacylierte Lipoproteine, wihrend TLR2/6 durch diacylierte Lipoproteine aktiviert wird. Die
Lipoproteine sind in bakteriellen Zellwdnden verankert und entstehen durch die
posttranslationale Modifizierung von extrazelluldren N-terminalen Cystein-Resten mit
Diacylglycerolen, wobei diacylierte Lipoproteine entstehen, die fiir grampositive Bakterien
und Mykoplasmen charakteristisch sind. Hingegen zeigen Lipoproteine von gramnegativen
Bakterien haufig eine dritte Acylierung, welche an der Aminogruppe des Cysteins durch eine
N-Acyltransferase erfolgt (Schenk et al. 2009). Synthetische LP ahmen den N-Terminus der
bakteriellen Lipoproteine nach, wobei an das zentrale Strukturelement S-Glycerylcystein
zumeist zwei (Pam,Cys) bzw. drei (Pam;Cys) Palmitinsdurereste gebunden sind. Diacylierte
synthetische LP binden die Fettsduren iiber Ester an das Glycerol, wiahrend bei triacylierten
LP die dritte Fettsdure iiber eine Amidbindung an das Cystein gekoppelt ist (Abb. 1-4). Das
acylierte S-Glycerylcystein stellt das wesentliche immunstimulatorische Motiv der LP dar
(Bessler et al. 1985, Seifert et al. 1990, Wiesmiiller et al. 1992). Der Peptidteil ist nur in
untergeordnetem Male fiir die Aktivierung der TLR verantwortlich und moduliert die
Immunantwort und Rezeptordimerisierung.

LP, die in Verbindung mit Antigenen eingesetzt werden, induzieren erstens die Reifung von
DC, d. h. die vermehrte Expression von MHC-II-Molekiilen, des Reifungsmarkers CD83 und
der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 (Chua ef al. 2003, Hertz et al. 2001).
Zweitens stimulieren sie Makrophagen proinflammatorische Zytokine auszuschiitten, z. B.
TNFa und IL6 (Miihlradt und Schade 1991). Drittens fordern sie die Reifung und Aktivierung
von B-Zellen und steigern die Produktion von antigenspezifischen IgG und IgM
(Borsutzky ef al. 2005) und viertens verbessern sie die CTL-Antwort (Deres et al. 1989).
Synthetische LP wurden bereits in allen relevanten Tiermodellen und verschiedenen
klinischen Studien untersucht. Bisher wurden dabei keine toxischen oder andere
schwerwiegende Nebenwirkungen beobachtet. Sie konnen in groen Mengen GMP-konform
und reproduzierbar hergestellt werden, sind chemisch stabil und einfach zu lagern
(Spohn ef al.  2004). Deshalb sind sie interessante Kandidaten fiir den Einsatz als
immunologische Adjuvanzien in Impfstoffen.

Pam,CysSK,4 und Pam;CysSK, sind einfache di- bzw. triacylierte synthetische LP, deren
Peptidteil aus Serin und vier Lysinen besteht (Abb. 1-4). Die Kristallstruktur des Komplexes
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des TLR2/1-Heterodimers mit Pam;CysSKs entspricht dem Buchstaben ,m“. Die
N-terminalen Doménen zeigen nach aulen, wihrend die C-terminalen Doménen in der Mitte
zusammentreffen. Die Bindungsstellen fiir Pam;CysSK, befinden sich zwischen der zentralen
und der C-terminalen Region des TLR2/1-Heterodimers, wobei die beiden an das Glycerol
gebundenen Fettsduren eine weitrdumige hydrophobe Bindungstasche am TLR2 besetzen,
wihrend die dritte verbleibende Fettsdure sich in einem engen hydrophoben Kanal im TLR1
positioniert. Durch die Dimerisierung von TLR2 und TLR1 wird so eine gemeinsame
hydrophobe Bindungstasche fiir das triacylierte LP geschaffen, welches die beiden TLR-
Monomere {iiber die drei Fettsduren verbindet. Die Stabilitit des TLR2-TLR1-Pam;CysSK4-
Komplexes wird durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem TLR2/1-Heterodimer

und Glycerol bzw. dem Peptidriickgrat des LP weiter verbessert (Jin ez al. 2007).

a) Palmitinsdure {C 16:0)

Palmitinsdure (C 16:0)
WL Glycerol

HoN Cystein
0
Ry

Peptidrest
Peplidrest
PamQCysSKd: R,-Ser-Lys-Lys-Lys-Lys
FSLL: R,-Gly-Asp-Pro-Lys-His-Pro-Lys-Ser-Fhe
MATLP2: R,-Gly-Asn- Asn- Asp- GlU-Ser-Asn-lle-Ser-Phe-Lys-Glu-Lys

b) Palmitinsdure (C 16:0)

e W\A/\w
Palmitinsdure (C 16:0)
I\ Glycerol

Palmitinsdure (C 16:0) k
HSCW\/\/\M/' NHﬁcySteiIl
0

Peptidrest
Peptidrest
PangCysSKﬁl: R, -Ser-Lys-Lys-Lys-Lys
Abb. 1-4. Chemische
OspA: R,-Asp-Thr-Asp-Ser-Ser-Ala-Ala-Thr-Lys-Lys-Thr-Ala Strukturen von syntheti-
BAS: R,-Ala-Gln-Glu-Lys-Glu-Ala-Lys- Ser-Glu-Leu-Asp-Tyr- Asp-Lys-Lys- Lys schen LP. - a) diacylierte LP;
b) triacylierte LP.
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TLR6 bildet, dhnlich wie TLR1, mit TLR2 ein ,,m“-férmiges Heterodimer nach der
Bindung von diacylierten LP, wie Pam,CysSK,. Im Gegensatz zu TLR1 ist bei TLR6 der
hydrophobe Bindungskanal fiir die dritte amidgebundene Fettsdure durch zwei Phenylalanine
blockiert, was die Spezifitdt des TLR2/6-Heterodimers fiir diacylierte LP bedingt (Kang et al.
2009).

Die Erkennung von LP durch TLR2/1- bzw. TLR2/6-Heterodimere ist an bestimmte
strukturelle Voraussetzungen der LP gekniipft, die Kang und Lee 2011 zusammenfassend
dargestellt haben. Dabei stellt die Interaktion der beiden an das Glycerol gebundenen
Fettsduren mit der hydrophoben Bindungstasche des TLR2 die wesentliche Triebkraft fiir die
Ligandenbindung dar. Erforderlich fiir eine Aktivierung von humanem TLR2 sind zwei
Fettsduren mit zwolf oder mehr Kohlenstoffatomen, die aufgrund der grof8en Bindungstasche
auch Z-Doppelbindungen enthalten oder verzweigt sein konnen. Weiterhin sind die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Glycerol bzw. Peptidriickgrat des Liganden und den
beiden TLR-Monomeren fiir die Heterodimerisierung wichtig, ohne die keine Aktivierung von
TLR2/1 bzw. TLR2/6 erfolgt. Bei triacylierten LP sollte die amidgebundene Fettséure fiir eine
TLR2/1-Aktivierung mindestens acht oder mehr Kohlenstoffatome aufweisen. Der Peptidteil
der LP hat den geringsten Einfluss auf die TLR2-Bindung und die Heterodimerisierung,
wobei das N-terminale Cystein essentiell fiir die kovalente Bindung und Positionierung des
Diacylglycerols ist, hydrophobe Bindungsstellen mit dem Schwefelatom auf den TLR besetzt
und deshalb nicht austauschbar ist. Die dem Cystein nachfolgende Aminoséure sollte klein
sein, z. B. Glycin, Alanin oder Serin, damit sie in den engen Kanal zwischen den TLR-
Monomeren passt, der durch die Ligandenbindung und Dimerisierung {iiber der
Bindungstasche entstanden ist. Die Aminosduresequenz nach der dritten Aminosdure ist
variabel. Diese Aminosdurereste interagieren nur noch schwach mit den TLR, modulieren die
Immunantwort und sind fiir die Wahl des Dimerisationspartners fiir TLR2 mitverantwortlich.

Komplexere diacylierte synthetische LP stellen FSL1 (fibroblast-stimulating lipopeptide 1)
und FSL2 dar (Abb. 1-4). FSL1 entspricht dem N-Terminus eines 44 kDa schweren
Lipoproteins aus Mycoplasma salivarium. FSL2 unterscheidet sich von FSL1 lediglich durch
die C-terminale Aminosdure Arginin, die das in FSL1 vorhandene Phenylalanin ersetzt. Dieser
Austausch flihrt zu einem Anstieg des isoelektrischen Punktes und zur Einfithrung einer bei
neutralem pH-Wert stark positiv geladenen Guanidingruppe in den Peptidteil, aber ebenfalls

zu einer geringeren Aktivierung von NFxB in THP-1-Zellen und TLR-transfizierten HEK293-
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Zellen durch FSL2 (Okusawa et al. 2004). Die hydratisierte positiv geladene Guanidingruppe
verhindert vermutlich die hydrophoben Wechselwirkungen des Peptidteils des Liganden mit
dem TLR und moduliert somit die TLR-Aktivierung. FSL1 zeigt groBe Ahnlichkeit zu dem
von Miihlradt ef al. 1997 synthetisierten 2 kDa schweren mykoplasmatischen LP MALP2
(macrophage-activating lipopeptide of 2 kDa molecular mass, Abb. 1-4). Das aus
Mycoplasma fermentans stammende LP weist ebenfalls Pam,Cys als Grundstruktur auf und
aktiviert Makrophagen. Das RR-Stereoisomer, welches auch der natiirlichen Konformation
der Lipoproteine entspricht, ist aktiver als das RS- Stereoisomer (Takeuchi et al. 2000). Es ist
aber FSL1 hinsichtlich der immunstimulierenden Potenz unterlegen (Okusawa et al. 2004).
MALP2 stimuliert die Expression des Reifungsmarkers CD83 in huMoDC und erhéht die
Expression der kostimulatorischen Molekiile CD80, CD86 und CD40 sowie der MHC-I-
Molekiille HLA-ABC. MALP2 reduziert die Endozytose-Kapazitit von huMoDC und fiihrt
zur Ausschiittung von TNFa und IL10 (Weigtetal 2003). Zudem wurde MALP2
intratumoral bei zehn Patienten mit Pankreaskarzinom in einer Phase I/II-Studie eingesetzt
(Schmidt et al. 2007). Hierbei wurden 20 ug MALP2 gut toleriert und keine unerwiinschten
systemischen Wirkungen festgestellt.

Zu den komplexeren triacylierten synthetischen LP gehdren Analoga von OspA (outer
surface protein A) aus Borrelia burgdorferi, die kovalent an Pam;Cys gekoppelt wurden
(Abb. 1-4). Das lipidierte OspA wurde in LYMErix™, einem Impfstoff gegen die von
Spirochdten hervorgerufene Lyme-Borreliose, an iiber 20000 Menschen getestet. Nach
dreimaliger Impfung zeigten {iber 75 % der Probanden eine Serokonversion und schiitzende
IgG-Titer. Der Impfstoff wurde gut vertragen. So berichteten Lathrop et al. 2002 von 905
Féllen mit milden selbstlimitierenden Reaktionen und 59 Fillen mit Impfstoff-assoziierter
Arthritis bei liber 1,4 Millionen Impfdosen.

Ein weiteres triacyliertes synthetisches LP ist BAS, das aus Pam;Cys und einem
Hexadecapeptid besteht, welches dem N-Terminus eines Lipoproteins aus Bacillus cereus
entspricht (Abb. 1-4). Die immunstimulatorische Aktivitdt von gelostem BAS und liposomal
verkapseltem BAS untersuchte Wessinger 2010 an THP-1-Zellen. Die Aktivierung von
THP-1-Zellen wurde anhand der Ausschiittung des proinflammatorischen Zytokins TNFa
gemessen. In der Standardkonzentration eingesetztes gelostes BAS (10 ng/ml) bewirkte ca.

1/3 der TNFa-Ausschiittung, die durch LPS (10 ng/ml) erreicht wurde. Liposomal
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verkapseltes BAS (100 ng/ml) zeigte gegeniiber gelostem BAS (10 ng/ml) erst bei einer

10fach hoheren Konzentration eine vergleichbare Ausschiittung von TNFa.
1.3.3 TLR4 und dessen Agonisten

TLR4 erkennt zusammen mit seinem Kofaktor MD2 (myeloid differentation protein 2,
syn. LY96) LPS von gramnegativen Bakterien. MD?2 ist ein l9sliches Glykoprotein, welches
sich an die extrazellulire Domédne von TLR4 anlagert und im Verhéltnis 1:1 mit TLR4-
Monomeren ein stabiles Heterodimer bildet. Es wird fiir die Expression von TLR4 auf der
Zelloberfliche bendtigt und ist essentiell fiir die TLR4-abhingige zelluldre Antwort nach
LPS-Stimulation in vivo. So zeigen MD2-negative B-Zellen, Makrophagen und DC eine stark
verminderte Reaktion auf LPS. Ein weiterer Kofaktor, der die TLR4-abhingige zelluldre
Antwort auf LPS vermittelt, ist das losliche LBP (LPS-binding protein), welches an LPS
bindet und damit die Anlagerung an CD14 und die TLR4-Erkennung verbessert (Lee ef al.
2012).

LPS bestehen aus lipidierten Kohlenhydraten und befinden sich in der dufleren Membran
von gramnegativen Bakterien, wie Escherichia coli oder Salmonella-Arten (Raetz und
Whitfield 2002). Bei der Zerstdrung der Bakterien werden LPS frei und induzieren eine starke
Immunantwort, die einerseits den Organismus vor der Infektion mit Bakterien schiitzt.
Andererseits kann eine iiberschiefende Immunantwort zum septischen Schock flihren. Die
dafiir verantwortlichen Substanzen werden auch als Endotoxine bezeichnet, da ihr
Namensgeber Richard Pfeiffer (1858-1945) diese hitzestabilen Komponenten im Inneren von
Bakterienzellen vermutete und sie fiir die Ursache der Symptome von bakteriellen
Erkrankungen hielt (Beutler und Rietschel 2003). Spéter stellte sich heraus, dass die
Hauptkomponente der Endotoxine LPS waren. LPS bestehen nicht aus einem einzelnen
chemischen Molekiil sondern sind eher ein Gemisch verschiedener Molekiile, die sich in ihrer
Struktur voneinander unterscheiden (Raetz und Whitfield 2002). Hierbei produzieren
verschiedene Bakterien unterschiedliche Arten von LPS, zum Teil differieren die Strukturen
auch bei den gleichen Bakterien unter voneinander abweichenden Wachstumsbedingungen.
LPS bestehen im Wesentlichen aus drei Strukturkomponenten: Lipid A, einer Kernregion aus
Kohlenhydraten und einem variablen Polysaccharid, welches das O-Antigen des Bakteriums

darstellt (Abb. 1-5).

26



Einleitung

Lipid A

ORI

Abb. 1-5. Schematische Darstellung von LPS aus Salmonella typhimurium modifiziert nach Ernst et al. 1999
und Rietschel ef al. 1994. ABE: Abequose (3,6-Didesoxy-D-galactose), GAL: Galactose, GLU: Glucose, HEP:
L-Glycero-D-Mannoheptose, KDO: 2-Keto-3-desoxyoctonsidure, MAN: Mannose, NAG: N-Acetyl-glucosamin,
RHA: Rhamnose.

Lipid A setzt sich aus mehreren langkettigen Fettsduren zusammen, die iiber
Esterbindungen an ein Riickgrat aus zwei Glucosaminen gebunden sind. Es lésst sich durch
milde saure Hydrolyse von der Kernregion abspalten und ist hauptsdchlich fiir die
immunologischen FEigenschaften von LPS verantwortlich (Galanos efal. 1985). Die
Glucosamine des Lipid A-Riickgrats sind miteinander iiber B-1-6-glykosidische Bindungen
verbunden. An das Disaccharid sind vier bis sieben Fettsduren, die 12-14 Kohlenstoffatome
lang sind, tiiber Ester oder Amide gebunden (Abb. 1-6). Lipid A ist aufgrund der
Phosphatgruppen in 1- und 4'-Position des Glucosamin-Riickgrats negativ geladen. In
verschiedenen Bakterienarten variieren die Anzahl und Struktur der Fettsduren. Weiterhin
konnen die Phosphatgruppen kovalent mit weiteren Phosphatgruppen, Phosphoethanolamin
und 4-Amino-4-deoxy-L-Arabinose modifiziert sein. Die Kernregion besteht aus
Kohlenhydraten, wie KDO (2-Keto-3-desoxyoctonsdure, syn. 3-Desoxy-D-manno-oct-2-
ulosonséure), HEP (L-Glycero-D-Mannoheptose), Glucose, Galactose und
N-Acetylglucosamin, und hat einen modulierenden Einfluss auf die immunologische
Aktivitit. Das sich an die Kernregion anschliefende lange Polysaccharid oder O-Antigen
besteht aus sich wiederholenden Einheiten und ist sehr variabel. Die Struktur und Anzahl der
sich wiederholenden Einheiten unterscheiden sich bei verschiedenen Bakterienarten und
-stimmen (Erridge et al. 2002, Rietschel et al. 1994).

Die Bindung von LPS an TLR4-MD2-Heterodimere induziert deren Dimerisierung und
ermoglicht so die Signaltransduktion ins Zellinnere. Dabei sind die hydrophoben
Fettsdurereste und die hydrophilen Phosphatgruppen des Lipid A fiir die Dimerisierung von
entscheidender Bedeutung. Fiir eine optimale Dimerisierung und immunologische
Aktivierung sind sechs Fettsdurereste mit 12-14 Kohlenstoffatomen notig. Bereits eine
Fettsdure mehr oder weniger flihrt zu einer Reduktion der inflammatorischen Aktivitit um das

100fache. Fehlen zwei Fettsduren, so zeigt LPS keine agonistische Aktivitit an TLR4 mehr.
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Ebenso fiihrt das Entfernen einer Phosphatgruppe zur Reduktion der LPS-Aktivitdt. Die
Kernregion und das O-Antigen werden fiir die Dimerisierung der TLR4-MD2-Heterodimere
nicht benotigt und sind fiir die inflammatorischen Wirkungen von LPS vernachlissigbar. Sie
beeinflussen aber die physikochemischen Eigenschaften von LPS und interagieren mit
Proteinen, die den Transport und Abbau von LPS bewerkstelligen (Kang und Lee 2011).

Aus Bakterien isoliertes LPS bzw. Lipid A kann mit weiteren immunologisch aktiven
Substanzen verunreinigt sein, die u.a. TLR2 aktivieren konnen (Hirschfeld ef al. 2000,
Lee et al. 2002). Zudem weisen diese Substanzen eine hohe inflammatorische Toxizitdt auf,
die zum septischen Schock fiihren kann. Deshalb werden als Impfstoff-Adjuvanzien hoch
gereinigte oder synthetische Derivate des Lipid A eingesetzt, bei denen zur Reduktion der
Toxizitdt eine Phosphatgruppe entfernt wurde (Johnson 1994). Ein Beispiel hierfiir ist
synthetisches Monophosphoryl-Lipid A (sMPLA) aus E. Coli, welches lediglich eine
Phosphatgruppe in 4'-Position aufweist und sechs Myristinsdure-Reste (C14) enthalt
(Abb. 1-6). Damit ist es aktiver als natiirliches MPLA aus E. Coli, da dieses ein Gemisch aus
MPLA mit fiinf, sechs oder siecben Myristinsdure-Resten darstellt.

Lipid A aus Escherichia coli Lipid A aus Salmonella minnesota sMPLA
s .0
O\F‘/{\ %Oio O\F‘/f\ /&A, %, O“P// 4 OHO ©
wo! o r@/%%ﬁ\ ° fé/ 1” Ho \Oﬁ&:@/’—'%o 1
O /\ o o o Q= MH 0 == MH
0= o aH
o o &
o HO o HO o
0 HO o o HO
o o o HO
s]
CHy oH CH;
C14 Chs cma CH, 14 Cha
Chy C14 cl4 CHy c1a oH
c12 c12 3 CH
CHy CHy 14 Chy 0143 CH,
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CHs
HsC 14 CHs
C16 cl4

Abb. 1-6. Chemische Strukturen der Lipide A aus Escherichia coli und Salmonella minnesota nach Johnson
1994 sowie synthetisches Monophosphoryl-Lipid A aus Escherichia coli (InvivoGen, Toulouse, Frankreich).

Das Adjuvans AS04, welches in zugelassenen Impfstoffen gegen HPV und HBV
eingesetzt wird, besteht aus 3-O-Desacyl-4'-monophosphoryl-Lipiden A (MPL®), die an
partikuldre Aluminiumsalze adsorbiert wurden (Gargon 2010). MPL® wird aus LPS des

Salmonella minnesota-Stamms R595 gewonnen und besteht aus einer Mischung
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verschiedener 3-O-Desacyl-4'-monophosphoryl-Lipide A. Dabei sind die Positionen 1, 3, 4
und 6' des Glucosamin-Riickgrats nicht substituiert. Die Positionen 2, 2' und 3' kénnen mit
den Fettsduren Myristinsdure, 3-(R)-Hydroxymyristinsdure oder 3-(R)-Acyloxymyristinsdure
substituiert sein, wobei die absolute Anzahl an Fettsdureresten zwischen drei und sechs
variieren kann (Gargon und Leo 2010). Ismaili ef al. beobachteten 2002, dass MPL® in hoher
Dosis (100 pg/ml) zur Reifung von huMoDC, d. h. zur vermehrten Expression von HLA-DR,
CD80, CD86, CD40 und CDS83, sowie zur Ausschiittung des proinflammatorischen Zytokins
IL12 fiihrte. Die Reifungsstimulation war schwécher ausgeprigt als bei LPS, reichte aber fiir
eine effiziente T-Zellstimulation aus. Eine niedrigere Dosis MPL® (5 pg/ml) verursachte keine
Reifung der huMoDC. MPL® wird allein oder zusammen mit anderen Adjuvanzien,
beispielsweise mit Zellwandbestandteilen von Mycobacterium phlei (Detox®™, Biomira Inc.),
dem Saponin QS21 (ASO01B, AS02B, GSK Biologicals) oder der Kombination aus QS21 und
CpG-Oligonukleotiden (AS15, GSK Biologicals), bei einer Vielzahl von experimentellen
Krebsimpfstoffen als Adjuvans eingesetzt. Darunter befinden sich Impfstoffe gegen
kolorektale Karzinome, Prostatakarzinome, Melanome, Mammakarzinome und Karzinome,
die die Tumor-assoziierten Antigene MAGE3, MUCI, ras und Sialyl-Tn {iberexprimieren
(Cluff 2010). Weiterhin wird MPL® als sicheres Adjuvans betrachtet. So wurde das
Sicherheitsprofil des HPV-Impfstoffs Cervarix™ (AS04 als Adjuvans) mit dem eines HAV-
Impfstoffs (Aluminiumsalze als Adjuvans) in einer Kohorte von ca. 30000 Médchen und
Frauen miteinander verglichen. Dabei zeigte die Verumgruppe vermehrt lokale und
generalisierte Symptome, die leicht bis moderat waren und nur kurzzeitig auftraten.
Hinsichtlich der schwerwiegenden unerwiinschten Ereignisse sowie dem Auftreten von neuen
chronischen oder Autoimmunerkrankungen unterschieden sich die Verum- und

Kontrollgruppe nicht (Descamps et al. 2009).

1.4 Antigen-Trdgersysteme

Zur Verbesserung der durch DC-Vakzine ausgeldsten Immunantwort gegeniiber von wenig
immunogenen Antigenen, z. B. Tumorantigenen, werden einerseits immunstimulatorische
16sliche Adjuvanzien, wie TLR-Agonisten, eingesetzt. Andererseits werden partikulédre
Antigen-Tragersysteme fiir die optimale ,,Lieferung” der Antigene an die DC verwendet.

Diese sollen die Aufnahme der Antigene durch die DC erh6hen und ihre Priasentation sowohl
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iiber MHC-II- als auch iiber MHC-I-Molekiile (Kreuzprisentation) sicherstellen. Letzteres ist
die Voraussetzung fiir die Aktivierung von CTL, die wesentlich zur Tumorzerstdrung
beitragen. Eine kontrollierte verzogerte Freisetzung der Antigene (Depoteffekt) ist von
Vorteil, um eine langanhaltende Priasentation der Antigenfragmente auch bei hohem Durchsatz
der MHC-Molekiile auf den DC zu gewihrleisten. Die beladenen Antigen-Tragersysteme
sollten fiir langere Zeit stabil sein und das Antigen vor schidigenden &duferen Einfliissen, z. B.
extrazelluldren Proteasen, sowie einem zu schnellen intrazelluldren Abbau schiitzen. Letzterer
fiihrt zu einer verminderten Antigenprésentation iiber MHC-I-Molekiile (Burgdorf und Kurts
2008). Wiinschenswert ist ebenfalls eine Kompatibilitdt mit unterschiedlichen Antigenen,
z. B. hydrophile und hydrophobe Substanzen, Peptide sowie Proteine, darunter auch Glyko-
und Lipoproteine, und ein vollstindiger, riickstandsloser Abbau in vivo (Bioabbaubarkeit).
Die Antigen-Tragersysteme sollten sicher sein und keine Schidigungen der DC und des
Organismus hervorrufen. Weiterhin sind eine einfache und reproduzierbare Herstellung unter
GMP-Bedingungen sowie geringe Gesamtkosten vorteilhaft. Fiir eine stirkere
immunologische Reaktion und eine gezielte Beeinflussung der Ausprigung der
Immunantwort sollten die Antigen-Tragersysteme das Antigen zusammen mit dem
Immunstimulanz ~ (Reifungsstimulanz) in dieselbe DC transportieren (co-delivery).
Entscheidend fiir eine erfolgreiche Krebsimmuntherapie mit DC-Vakzinen ist dabei der
Zeitpunkt der Antigenaufnahme im Zusammenhang mit der Reifungsstimulation, z. B. durch
TLR-Agonisten. Werden die Antigene vor dem Reifungsstimulus von den iDC aufgenommen
und die DC in der Folge nur unzureichend gereift, konnen diese DC Immuntoleranz gegen die
prasentierten Antigenfragmente induzieren. Erreicht aber der Reifungsstimulus die iDC vor
den Antigenen, so reifen die DC friihzeitig, woraus eine verminderte Antigenaufnahme und
eine unzureichende Antigenprésentation resultieren konnen. Des Weiteren zeigten Blander
und Medzhitov 2006, dass die Lokalisation des Antigens und des Reifungsstimulus, dort in
Form des TLR4-Agonisten LPS, zusammen in einem Phagosom in den DC fiir eine effiziente
Préasentation der Antigenfragmente iiber MHC-II-Molekiile an CD4"-T-Zellen bedeutsam ist.
Schlosser et al. (2008) beobachteten am Mausmodell eine stirkere CTL-Immunantwort, wenn
das Antigen und Polyinosin-Polycytidin-Saure [Poly(I:C), TLR3-Ligand] bzw. CpG-
Oligonukleotide (TLR9-Ligand) zusammen in einer mikropartikuldren Formulierung
verkapselt wurden, wihrend Mischungen aus Antigen-beladenen PLGA-MP mit gelostem

TLR-Ligand oder TLR-Ligand-beladenen PLGA-MP unterlegen waren. Fiir eine effektive
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Tumorimmuntherapie mit DC sollte ein Antigen-Trigersystem verwendet werden, welches
die Aufnahme des Antigens zusammen mit dem TLR-Liganden in dasselbe Phagosom
gewdhrleistet. Zudem werden durch die Verbindung von Antigen-Trigersystem und
Immunstimulanz Toxizitdten oder unerwiinschte Nebenwirkungen der Immunstimulanzien
nach parenteraler Applikation der DC-Vakzine lokal begrenzt. Héufig wird auch eine
Reduktion der Gesamtkonzentration des Immunstimulanz erreicht.

Potenzielle partikulire Antigen-Tragersysteme fiir das Targeting von DC und die
gleichzeitige Applikation von Antigen und Immunstimulanz stellen u. a. O/W-Emulsionen,
immunstimulierende Komplexe (ISCOM, immune-stimulating complexes), Virus-artige
Partikel (VLP, virus-like particles), Liposomen sowie polymere Mikro- und Nanopartikel dar.
In Tabelle 1-2. sind verschiedene Antigen-Trégersysteme, die Antigene zusammen mit TLR-
Agonisten tragen, aufgefiihrt.

Fir die effektive Aufnahme der Antigen-Trigersysteme durch APC ist deren Grof3e
entscheidend. Partikel, die groBer als 0,5 pm sind, werden bevorzugt durch Phagozytose
aufgenommen, wihrend kleinere Partikel und 16sliche Antigene endozytiert werden (Burgdorf
und Kurts 2008). Fiir die effiziente Kreuzpriasentation ist die Aufnahme in Phagosomen
vorteilhaft (Ackerman et al. 2003). So werden 16sliche Antigene v. a. iiber MHC-II-Molekiile
prasentiert und nur in geringem AusmalBl iiber MHC-I-Molekiile kreuzpréisentiert
(Lakadamyali et al. 2006). Abzugrenzen davon ist die Auslosung einer stirkeren CTL-
Antwort durch PLGA-NP (<500 nm) im Vergleich zu PLGA-MP (> 2 um) in vivo, wenn
diese parenteral appliziert und nicht direkt fiir die Beladung von DC verwendet werden
(Nixon et al. 1996). Dieser Sachverhalt ist u. a. auf die bessere Penetration der NP in die
lymphatischen Gewebe und die dort erfolgenden Interaktionen mit den DC in vivo
zuriickzufiihren.

Partikel, die grofer als fiinf bis zehn Mikrometer sind, werden durch APC nur noch
vermindert aufgenommen bzw. fithren zu ihrem Absterben (Wischke 2006, S. 88-91). Der
GroBenbereich der Antigen-Trigersysteme fiir die Beladung von huMoDC beginnt zwischen
20-200 nm fiir VLP, ISCOM und NP, steigt auf 100-200 nm fiir kleine Liposomen an und
endet im Bereich von 100 nm-20 pm fiir groBere Liposomen, O/W-Emulsionen und

Mikropartikel (MP) (Bachmann und Jennings 2010).
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Tab. 1-2. Partikuldre Antigen-Tragersysteme fiir die gleichzeitige Applikation von Antigen und TLR-Liganden

(co-delivery).

Antigen- TLR TLR-Ligand Antigen Quelle
Trigersystem
O/W-Emulsion (AS02) TLR4 MPL® HBV-OAg Vandepapeliére ef al.
2008
O/W-Emulsion (MF59) TLR4 E6020 N/H (Intluenza) Baudner ef al. 2009
Liposomen TLR2/1 Pam;CAG Hamagglutinin Espuelas ef al. 2005
Liposomen TLR2/6 Pam,CAG Hamagglutinin Espuelas ef al. 2005
Liposomen TLR3 Poly(I:C) Ovalbumin, Zaks et al. 2006
gp 61-Peptid
Liposomen TLR4 LPS HBV-OAg Jain et al. 2008
Liposomen (AS01) TLR4 MPL® HBV-OAg Vandepapeliére er al.
2008
Liposomen (L-BLP25) TLR4 MPLA MUC1-Peptid Samuel ef al. 1998,
Sangha und Butts 2007
Liposomen TLR4 Lipid A Malaria-Antigen Alving et al. 1992
Liposomen TLR7 3M-019 Ovalbumin Johnston ef al. 2007
Liposomen TLRY Plasmid-DNA HBV-OAg Girsel ef al. 1999
Liposomen TLRY CpG-ODN N/H (Influenza), Joseph ef al. 2002
HBV-OAg
Liposomen TLR9 CpG-ODN Ovalbumin Gursel ef al. 2001
Liposomen TLRY CpG-ODN Ovalbumin, Zaks et al. 2006
gp 61-Peptid
Liposomen TLR9 CpG-ODN TT Tafaghodi et al. 2006
Liposomen TLRY CpG-ODN TRP2-Peptid Jérome et al. 2006
Chitosan-NP TLR2/1 Pam;Cys (kovalent Plasmid-DNA Heuking et al. 2009
gekoppelt an Chitosan-
Derivat)
PLGA-MP TLR3 Poly(I:C) BSA Wischke et al. 2009
Polyketal-MP TLR3 Poly(I:C) Ovalbumin Hetfernan et al. 2009
PLGA-NP TLR4 MPLA MUC1-Peptid Elamanchili et al. 2007
PLGA-NP TLR4 MPLA HBV-KAg Chong et al. 2005
PLGA-NP TLR4 7-Acyl-Lipid A TRP2 Hamdy et al. 2008
Polyanhydrid-NP TLRS Flagellin Ovalbumin Salman ef al. 2009
Polypropylensulfid-NP TLRS Flagellin Ovalbumin Stano et al. 2011
PLGA-MP TLRY CpG-ODN Ovalbumin-Peptid Fischer et al. 2009
PLGA-MP TLR9 CpG-ODN Ovalbumin San Roman ef al. 2008
PLGA-MP TLRY CpG-ODN p 55 gag, gp 120 env  Singh ef al. 2001
(HIV)
Alginat-beschichtete  TLRY9 CpG-ODN HBV-OAg Borges et al. 2008

Chitosan-NP

Abkiirzungen: 3M-019: (2E. 3E)-2-[(4-chlorophenyhydrazinylidene]-3-hydrazinylidene-1-thiophen-2-ylpropan-1-
on; ASO01: adjuvant system 01, liposomale Formulierung mit MPL® (3-O-desacyl-4'-monophosphoryl-Lipide A) und
QS21 (Saponin-Extrakt aus der Rinde von Quillaria saponaria); AS02: adjuvant system 02, O/W-Emulsion mit MPL®
und QS21; BSA: bovines Serumalbumin; CpG-ODN: DNA-Oligonukleotide mit hohem Anteil an unmethylierten
CpG-Motiven (C: Cytosin, p: Phosphat, G: Guanin): E6020: synthetisches dimeres Phospholipid: gp 61-Peptid:
synthetisches Fragment der Aminoséuren 61 bis 80 eines Glykoproteins des lymphozytaren Choriomeningitis-Virus;
HBV-KAg: Hepatinis B Virus-Kernantigen; HBV-OAg: Hepatitis B Virus-Oberflichenantigen; L-BLP25:
liposomales Vakzin mit 25 Aminosiure-langem lipidierten Peptid der Kernregion des TAA MUC! und MPLA als
Immunstimulanz; LPS: Lipopolysacchanide; MF359: microfluidized emulsion 39, O/W-Emulsion mut Squalen,
Tween® 80 und Span® 85, ca. 150 nm TrépfchengréBe; MP: Mikropartikel; N/H: Neuraminidase/Hamagglutinin;
Pam,CAG: synthetisches diacyliertes Lipopeptid mit Pam,Cys-Grundstruktur und Ala-Gly als Peptidteil; NP:
Nanopartikel;: Pam;CAG: synthetisches triacyliertes Lipopeptid mit Pam;Cys-Grundstruktur und Ala-Gly als
Peptidteil, PLGA: poly(lactic-co-glycolic acid); Poly(I:C): Polymosin-Polyeytidin-Saure; TRP2: melanocyte
differentiation antigen tyrosinase-related protein 2: TT: Tetanus-Toxoid

O/W-Emulsionen, beispielsweise die squalenhaltige MF59 (microfluidized emulsion 59),
werden hauptsdchlich als Adjuvans fiir direkt applizierte prophylaktische Impfstoffe, wie
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Influenza-Vakzine, verwendet. APC invivo sollen die mit Antigen assoziierten
Emulsionstropfchen aufnehmen und die immunstimulatorische Wirkung tiber eine Zytokin-
Ausschiittung vermitteln (Dupuis et al. 1998, Schultze et al. 2008). O/W-Emulsionen spielen
fiir die Beladung von huMoDC mit Antigenen bisher eine untergeordnete Rolle.

ISCOM wurden von Morein ef al. 1984 erstmalig beschrieben und sind 40 nm grof3e,
kéfigartige, sphdrische Komplexe, die aus Saponinen, Cholesterol, Phospholipiden und
Antigen bestehen. Sie entsprechen in etwa der GroBe von Viren, werden schnell von DC iiber
Endozytose aufgenommen und konnen aufgrund der Saponine eine Reifung induzieren
(Morein und Bengtsson 1999). Allerdings werden nur hydrophobe Antigene in ausreichendem
Mal von ISCOM inkorporiert, was deren Anwendung stark begrenzt (Mowat und Reid 2001).

VLP bestehen aus viralen Proteinen, die sich spontan zu Virion-artigen Strukturen
zusammenlagern. Sie besitzen kein virales Erbgut und sind daher nicht infektids
(Rolddo et al. 2010). VLP induzieren aufgrund ihrer Virus-dhnlichen Strukturen die Reifung
von DC und die Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen (Lenz ef al. 2003). Da
VLP sowohl Trdger von Antigenen, als auch Immunstimulanzien sind, ist eine gezielte
Beeinflussung der Immunantwort durch eine Kombination von Antigen-Triagersystem und
Immunstimulanz nicht moglich.

Liposomen sind Cholesterol- und Phospholipid-haltige spharische Partikel, die aus einer
(unilamellar) oder mehreren (multilamellar) Doppelschicht(en) bestehen und einen wissrigen
Kern umhiillen. Dabei sind die hydrophoben Anteile der Phospholipide ins Innere der
Doppelschicht gerichtet und die hydrophilen Kopfgruppen zeigen zur wéssrigen Phase (Kern,
Umgebungsmilieu). Aufgrund dieses Aufbaus sind Liposomen in der Lage hydrophile,
lipophile und amphiphile Stoffe zu inkorporieren und konnen mit Antigenen und
Immunstimulanzien gleichzeitig beladen werden. Thre physikochemischen Parameter, wie die
Oberflichenladung, kénnen verindert werden. Sie werden infolge der Ahnlichkeit zu
Zellmembranen als nicht toxisch, bioabbaubar und biokompatibel betrachtet. In Abhidngigkeit
vom Herstellungsverfahren konnen Liposomen unter 50-100 nm grof3 sein, beispielsweise
SUV (small unilamellar vesicles), aber auch mehrere Mikrometer erreichen, z. B. LUV (large
unilamellar vesicles) und GMV (giant multilamellar vesicles). Liposomen werden von APC
durch Endo- oder Pinozytose aufgenommen und koénnen die inkorporierten Antigene vor
schneller intra- und extrazellulirer Degradation schiitzen. Zudem verbessern sie die

Kreuzprésentation tiber MHC-I-Molekiile (Altin und Parish 2006). Nachteilig sind die geringe
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Verkapselungseffizienz fiir Antigene und Immunstimulanzien, das schlecht steuerbare
Freisetzungsverhalten und bei der Lagerung auftretende Instabilititen (Hernandez-
Caselles et al. 1990, Kayser et al. 2003).

Neben der hoheren Stabilitdt weisen polymere Mikro- und Nanopartikel im Vergleich zu
Liposomen weitere Vorteile auf. Das Freisetzungsverhalten kann durch das
Herstellungsverfahren, die Hilfsstoff- und Polymerzusammensetzung sowie die resultierende
PartikelgroBe und -morphologie gesteuert werden. So konnten Wackerle-Men et al. 2006 eine
verlangerte Antigenpriasentation durch PLGA-MP im Vergleich zu 16slichen Antigenen
zeigen. Die polymeren Partikel konnen in den verschiedensten Gréf3en produziert und weitere
physikochemische Parameter, wie Oberflichenladung und Hydrophobizitit, angepasst
werden, so dass eine Aufnahme durch APC forciert werden kann (Foged et al. 2005). Sie
schiitzen die Antigene gegen extra- und zu schnellen intrazelluldren Abbau und sind in der
Lage die Kreuzprasentation iiber MHC-I-Molekiile zu verbessern (Burgdorf und Kurts 2008).
Zudem sind unterschiedlichste Antigene durch eine geeignete Hilfsstoff- und Polymerauswahl
verkapselbar. Die polymeren Antigen-Tragersysteme konnen mit einer Vielzahl von
Immunstimulanzien verbunden werden (Tab. 1-2, Demento ef al. 2011) und die gemeinsame
Aufnahme von Antigen und Reifungsstimulanz in ein Phagosom sicherstellen. Das
verwendete Polymer sollte nicht toxisch, bioabbaubar und biokompatibel sein. Seine
Eigenschaften sollten fiir die Herstellung der Immunstimulanz-modifizierten Antigen-
beladenen Partikel geeignet bzw. durch eine verdnderbare Zusammensetzung an die
Erfordernisse anpassbar sein. Vorteilhaft sind ebenfalls eine Zulassung fiir die Anwendung am
Menschen, eine einfache Verarbeitung, GMP-Qualitdt und ein geringer Preis. Diesen
Erfordernissen entsprechen im Wesentlichen Nano- und Mikropartikel aus dem Polymer
PLGA, das auf eine langjéhrige Geschichte als Polymer fiir die kontrollierte Freisetzung von
Arzneistoffen und Antigenen zuriickblicken kann. Im Folgenden werden sie daher

ausfiihrlicher besprochen.
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1.5 PLGA-Mikropartikel

1.5.1 Allgemeines und Definitionen

Als MP bezeichnet man Partikel mit einer Gro3e von einem bis 1000 um, wobei je nach
Aufbau nochmals in Mikrokapseln und Mikrosphirulen unterschieden wird. Bei
Mikrokapseln wird der wirkstoffhaltige Kern von einer Kapsel aus Polymer umbhiillt
(Reservoir-System), wéhrend bei Mikrosphirulen der Wirkstoff in eine Polymermatrix
eingebettet ist (Matrix-System) und diese keine spezielle Kapselwand aufweisen (Bauer,
Fromming und Fiihrer 2002). MP fiir pharmazeutische Anwendungen werden vorwiegend als
Arzneistoff-Trigersysteme (drug delivery systems, DDS) eingesetzt und sollen den
enthaltenen Arzneistoff kontrolliert freisetzen (controlled drug release) (Freiberg und Zhu
2004). Als Tragermaterial dienen dabei Polymere, d. h. Makromolekiile, welche aus sich
wiederholenden Einheiten oder Monomeren bestehen, die normalerweise kovalent
miteinander verbunden sind. Homopolymere bestehen dabei nur aus einer Art von
Monomeren, wahrend Copolymere aus zwei oder mehr Arten aufgebaut sind. Die Anordnung
der Monomere in den Copolymeren kann dabei willkiirlich, alternierend oder in Blocken
erfolgen. Bei Pfropf-Copolymeren besteht die Hauptkette aus einer Monomerart auf die
Seitenketten einer anderen Monomerart aufgepfropft sind. Weiterhin unterscheidet man
Polymere nach der rdumlichen Anordnung der Monomere, was zu linearen, verzweigten,
quervernetzten oder dendritischen Polymeren fiihren kann (Mahato 2005).

Fir die Anwendung am und im Menschen werden v. a. natiirliche oder synthetische
bioabbaubare Polymere eingesetzt, welche letztlich riickstandslos aus dem Korper entfernt
werden (Jalil und Nixon 1990). Dies kann durch Zersetzung bzw. Abbau der Polymere sowie
physiologische Metabolisierung und/oder Eliminierung der Abbauprodukte oder die
Auflosung des Polymers und Ausscheidung der gelosten Bestandteile erfolgen. Die durch den
Abbau bzw. die Auflosung entstechenden Produkte sollten biologisch vertrdglich und nicht
immunogen, karzinogen oder toxisch sein (Vert 2009). Als natiirliche Polymere werden u. a.
Albumine, Alginate, Cellulosederivate, Chitosan, Kollagen, Fibrin, Gelatine, Hyaluronsdure
und verschiedene Polysaccharide verwendet (Gombotz und Pettit 1995). Allerdings gibt es
hinsichtlich der reproduzierbaren Herstellung und der Reinheit immer wieder Bedenken. So
wurden beispielsweise immunologische Reaktionen auf Implantate aus Kollagen beobachtet,

welche eine parenterale Anwendung dieser Polymere problematisch erscheinen lassen
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(De Lustro et al. 1990). Des Weiteren zeigten Verbandmaterialien aus Calciumalginaten
zytotoxische Effekte auf Fibroblasten und einen verminderten Bioabbau (Suzuki et al. 1998).
Synthetische bioabbaubare Polymere umfassen u.a. Polyorthoester, Polycyanoacrylate,
Polyaminosduren, Polyamide, Polyanhydride und verschiedene aliphatische Polyester,
darunter Polyhydroxybuttersdure, Polycaprolacton, Polydioxanon sowie Polyglycolsdure
[PGA, poly(glycolic acid)], Polymilchsdure [PLA, poly(lactic acid)] und deren Copolymer
PLGA (Gombotz und Pettit 1995). In der vorliegenden Arbeit wird PLGA als Tragermaterial

verwendet, welches im Folgenden genauer charakterisiert wird.

1.5.2 Bioabbaubare Polymere aus Milch- und Glycolsaure

Zu den bioabbaubaren linearen aliphatischen Polyestern aus den Monomeren Milch- und
Glycolsdure gehoren die Homopolymere PLA und PGA sowie das Copolymer PLGA. PLA
und PGA werden seit den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts fiir die Anwendung am und im
Menschen erforscht, wobei sich die Bemiihungen zundchst auf chirurgische Implantate
(Kulkarni ef al. 1966) und Materialien fiir die Gewebereparatur (Schmitt und Polistina 1969)
beschrinkten. Die Firma American Cynamid Company entwickelte 1962 das erste
synthetische bioabbaubare Nahtmaterial Dexon™ aus PGA, welches 1970 kommerziell
vermarktet wurde (Frazza und Schmitt 1971). Fiinf Jahre spiter wurde unter dem Namen
Vicryl™ auch PLGA als Nahtmaterial vertrieben (Wassermann und Versfelt 1974). Aufgrund
der Bioabbaubarkeit und der guten biologischen Vertraglichkeit, welche von verschiedenen
Gruppen untersucht wurden (Anderson und Shive 1997, Brady et al. 1973, Cutright et al.
1971, 1974, Ignatius und Claes 1996, Kulkarni et al. 1971, Miller et al. 1977), setzte man
PLA und PLGA seit den 1970er Jahren zunehmend fiir die Herstellung von DDS mit
kontrollierter Wirkstoff-Freisetzung ein. Verschiedene Arzneiformen, darunter parenteral
anzuwendende Implantate (Wise et al. 1976, 1978, Yolles et al. 1975a, 1975b), MP
(Beck et al. 1979a, 1979b, 1983, Boswell und Scribner 1973, Mason et al. 1976) und NP
(Krause et al. 1985), welche vorwiegend niedrigmolekulare und hydrophobe Wirkstofte
enthielten, wurden entwickelt.

Im gleichen Zeitrahmen erfolgte auch die Erforschung von Trigersystemen fiir
therapeutische Peptide und Proteine (Chang 1976, Kent et al. 1987, Kwong et al. 1986,
Ogawa ef al. 1988, Redding ef al. 1984, Sanders et al. 1984), wobei PLGA-Formulierungen

mit Gonadoliberin-Analoga, u. a. das Implantat Zoladex® sowie die MP Lupron® Depot und
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Decapeptyl®, erfolgreich in den Markt eingefiihrt wurden. Die Zulassungen von
Formulierungen aus den Polymeren PLA und PLGA sind bis in die heutige Zeit ansteigend
und dem guten Sicherheitsprofil sowie den Eigenschaften dieser Polymere geschuldet. Einen
Uberblick i