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1. Einleitung

1.1. Einfithrung in das Thema

Mit der Erkenntnis, dass dendritische Zellen (dendritic cells, DCs) eine zentrale Rolle bei der Abwehr
von Infektionskrankheiten spielen, wuchs das Interesse, DCs fiir die Modulation der zelluldren
Immunantwort beim Menschen einzusetzen. Lange wurden die Identitdt und die Rolle der DCs in
Abgrenzung von anderen potenziell Antigen pridsentierenden Zellen (z.B. Makrophagen, B-Zellen)
kontrovers diskutiert. Heute wird weitgehend akzeptiert, dass DCs eine Schliisselrolle fiir die
Induktion von T-Zell-Antworten in vivo einnehmen. Sie sind die einzigen Zellen, die in Abwesenheit
von aktivierten T-Zellen professionell Antigene présentieren und gleichzeitig kostimulieren kdnnen
(Janeway 2001). Als hocheffiziente Antigen présentierende Zellen sind DCs in der Lage, protektive
und therapeutische Antitumor-Immunitdten im Tiermodell zu erzeugen (Mayordomo et al. 1995,
Zitvogel et. al 1996). Auch im menschlichen Organismus konnten Immunantworten gegen
Tumorantigene in Studien hervorgerufen werden. Dabei wurden DCs aus dem peripheren Blut der
Patienten isoliert, in vitro mit Tumorantigenen beladen und den Patienten injiziert. In einigen Fillen
mit fortgeschrittenen Tumorstadien zeigten sich Hinweise auf einen klinischen Effekt (z.B.

Timmerman et al. 2002, Fong et al. 2001, Kugler et al. 2000).

In den letzten Jahren wurde festgestellt, dass auch bestimmte DNA-Sequenzen
(immunstimulatorische, unmethylierte Nukleotidsequenzen, sogenannte CpG-Motive) eine
funktionelle Bedeutung fiir die Aktivierung von DCs haben konnen. CpG-Motive sind
nichtmethylierte Cytidin-Guanosin-Dinukleotide mit bestimmten flankierenden Basensequenzen in der
bakteriellen oder viralen DNA, die so nicht in der Wirbeltier-DNA vorkommen. Man nimmt an, dass
diese CpG-Motive vom menschlichen Organismus als ,,fremde“ DNA erkannt werden, so dass
dadurch eine Immunreaktion gegen Mikroorganismen hervorgerufen wird. Synthetische
Oligonukleotide mit solchen CpG-Motiven konnen hergestellt und fiir die Induktion einer spezifischen
Immunreaktion genutzt werden. DCs, die mit CpG-Oligonukleotiden aktiviert wurden, zeigten eine
héhere Expression von Reifemarkern und stimulierten alloreaktive T-Zellen stirker als die mit
Tumornekrosefaktor-o (TNF-a) aktivierten DCs (Brunner et al. 2000). CpG aktivierte DCs sind in der
Lage, Antigen spezifische T-Zell Immunantworten gegen bakterielle und virale Erreger zu induzieren.
CpG-Oligonukleotide konnen durch hohe Interferon (IFN)-Produktion in PBMCs (mononukledre
Zellen aus dem peripheren Blut) T-Zell- und Natiirliche Killer-(NK)-Zell-Antworten auslosen
(Rothenfusser et al. 2001).



1.2. Morphologie und Oberflichenmarker-Profil dendritischer Zellen

Im Jahr 1868 beschrieb der junge Student Langerhans in Berlin erstmals morphologisch dendritische
interdigitierende Zellen in der Haut. Uber ihre Biologie und Funktion jedoch konnten lange Zeit nur
Vermutungen angestellt werden. 1973 entdeckten Steinman und Cohn in der MAiusemilz eine
adhérente Zellpopulation mit sternférmigen Zytoplasma-Auslédufern und definierten sie aufgrund ihrer
verzweigten baumchenartigen Morphologie als DCs. Ab 1974 wurden solche DCs auch beim
Menschen in peripheren lymphatischen Organen sowie in nicht lymphatischen Geweben
nachgewiesen (Steinman et al. 1974). Die gemeinsame Eigenschaft aller DCs aus verschiedenen
Organen der Sdugetiere wurde als Fahigkeit zur Induktion von Antigen spezifischen Immunantworten
charakterisiert (Steinman et al. 1978). Diese Annahme wurde in den folgenden Jahren durch den
Nachweis einer Mitbeteiligung von DCs an zelluliren AbstoBungsreaktionen bei Herz- und
Nierentransplantationen unterstiitzt (Hart et al. 1983, McKenzie et al. 1984).

In den 90er Jahren wurde es methodisch moglich, DCs auch in groBeren Zellzahlen aus Méausen (Inaba
et al. 1992) und Menschen (Romani et al. 1994, 1996) zu isolieren, wodurch die in vitro Kultivierung,
Charakterisierung und Erforschung dieser Zellen beschleunigt bzw. erst ermoglicht wurde. Heute weil3
man, dass es sich bei den DCs um eine spezielle Leukozytenpopulation handelt, die mit Effektor-

Zellen sowohl des angeborenen als auch des erworbenen Immunsystems interagiert.

Es wird geschétzt, dass im menschlichen Korper nur rund 2 % aller Leukozyten DCs sind. Sie finden
sich in fast allen Organsystemen, insbesondere im oberen Respirationstrakt, in der Haut und im

Gastrointestinaltrakt, wo sie als wichtige Zellen fiir eine Immunabwehr fungieren.

Studien zur Charakterisierung und Phénotypisierung von DCs haben ergeben, dass DCs eine sehr
heterogene Zellpopulation darstellen, die in verschiedenen Stadien der Zellreifung vorliegen und
unterschiedliche phénotypische und funktionelle Eigenschaften aufweisen. DCs kénnen von anderen
Leukozyten durch ihre Zellmorphologie und ihren unterschiedlichen Oberflichenmarker-Profilen
unterschieden werden. Es fehlen Marker wie CD3 (T-Lymphozyten), CD14 (Makrophagen,
Monozyten) und CD19 (B-Lymphozyten). Charakteristische Oberflaichenmarker von DCs sind
Antigen prasentierende Molekiile (z.B. den Haupthistokompatibilititskomplexen MHC I+1I, CD1),
Adhésionsmolekiile (CD54, CD58) und kostimulatorische Molekiile (CD40, CD80, CD86). Auf
unreifen DCs sind iiberwiegend Rezeptoren fiir die Antigenaufnahme mittels Phagozytose (CD16,
CD32, CD64) nachweisbar. Nach Aktivierung unreifer DCs werden diese Phagozytose-Rezeptoren
weniger exprimiert, die reifen DCs dagegen exprimieren verstiarkt den ,,Reifemarker” CD83 (De Saint-
Vis et al. 1998, Zhou et al. 1995). Es kommt zu einer erhohten Dichte von Antigen présentierenden

und kostimulierenden Molekiilen auf der Zelloberfliche, wie z.B. den MHCs, den



Oberflichenmarkern CD80, CD86 und CD40. CD14 als Monozyten-spezifischer Marker wird weniger
exprimiert (Gursel et al. 2002). Die Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht von dendritischen

Oberflaichenmarkern.

Tabelle 1: Ausgesuchte  Oberflaichenmarker von dendritischen Zellen (modifiziert nach
Janeway/Travers: Immunologie, 1995)

CD14 Auf myolomonozytischen Zellen; Rezeptor fiir den Komplex aus Lipopolysaccharid
(LPS) und LPS bindendem Protein

CD16 Auf neutrophilen Zellen, NK-Zellen, Makrophagen; vermittelt die Phagozytose und
die antikdrperabhingige zellvermittelte Zytotoxizitét

CD40 Auf B-Zellen, Monozyten, DCs; Rezeptor fiir kostimulierende Molekiile, fiir B-

Zellen, bindet den CD40 Liganden

CDo64 Auf Monozyten und Makrophagen, hochaffiner Rezeptor fiir IgG-Antigen-
Komplexe, Endozytose, Antigenaufnahme zur T-Zell-Préasentation

CD80 Auf Untergruppen von B-Zellen und auf DCs; Kostimulator zur T-Zell-Aktivierung
zusammen mit CD86

CD83 Auf aktivierten B-Zellen, aktivierten T-Zellen, zirkulierenden DCs, Funktion
unbekannt, Reifemarker auf DCs
CD86 Auf Monozyten, aktivierten B-Zellen, DCs, Kostimulator zur T-Zell-Aktivierung

zusammen mit CD80

CD123 Auf Knochenmarksstammzellen, Granulozyten, Monozyten, Megakaryozyten, DCs,
Untereinheit des IL-3 Rezeptors

CD206 Reguliert die Endozytose von Glycokonjugaten mit endstdndiger Mannose, Fucose,
N-Acetylglucosamine oder Glucose-Resten

CD209 Auf DCs, die aus Monozyten generiert wurden (MoDCs), wirkt an der Interaktion
zwischen MoDCs und naiven T-Lymphozyten, reguliert die T-Zell-Proliferation

HLA-DR | Expression auf Antigen prisentierenden Zellen, B-Zellen, aktivierten T-Zellen: Teil
des MHC 11

1.3. Differenzierungsweg

Die Entwicklung von DCs in vivo beginnt mit den pluripotenten Stammzellen im Knochenmark. Dabei
werden lymphoide und myeloide Vorlduferzellen unterschieden. Aus lymphoiden Zellen entwickeln
sich einerseits thymusstindige Zellen mit der Aufgabe, autoreaktive T-Zellen zu eliminieren, um somit
Autoimmunreaktionen gegen eigenes gesundes Gewebe zu verhindern (Ardavin 1997). Auf der
anderen Seite differenzieren sich aus lymphoiden Zellen plasmazytoide DCs, die mit ihrer
Ausschiittung hoher Mengen an IFN-a vorwiegend an viralen Abwehrreaktionen beteiligt sind (Siegal
et al. 1999, Cella et al. 1999).

Myeloide DCs spielen dagegen eine wesentliche Rolle bei der Aktivierung von Antigen spezifischen
T-Zellen zur Abwehr von Fremdantigenen (Steinman 1991). Aus myeloiden Vorlduferzellen

entwickeln sich CD14"-Monozyten, die entweder im Blut zirkulieren oder nach Migration ins



periphere Gewebe als Makrophagen ihre Funktion aufnehmen. Ein geringer Teil der Vorlduferzellen
entwickelt sich direkt in myeloide DCs, die im Blut zirkulieren oder sich iiber eine CD1"-Zelle zu

peripheren gewebsstindigen DCs, z.B. zur Langerhans-Zelle in der Haut, differenzieren (Hart 1997).

Fiir die Gewinnung von DCs fiir ex vivo Untersuchungen ist eine Isolation von lymphoiden oder
myeloiden DCs aus Blut moglich, jedoch ist die Zellausbeute aufgrund des kleinen DC-Anteils in
PBMC:s sehr gering. Dagegen eignet sich fiir die Gewinnung groflerer Mengen an DCs vielmehr die in
vitro Generierung aus Monozyten. Eine in vitro Generierung von DCs, die im Wesentlichen alle
Charakteristika von unreifen in vivo DCs besitzt, ist durch Gabe von Granulozyten-/Makrophagen-
Kolonie stimulierendem Faktor (GM-CSF) und IL-4 zu den Plastik adhidrenten Monozyten fiir 5 Tage
moglich (Romani et al. 1994). Die weitere Aktivierung zu CD83"-DCs, die eher den reifen in vivo
DCs entsprechen, kann durch Zusatz von ,,Reifestimuli®, wie z.B. verschiedenen Zytokinen oder LPS,

induziert werden.

1.4. Physiologie dendritischer Zellen

Entscheidend fiir die Funktionsfahigkeit des Immunsystems ist die Unterscheidung von harmlosen und
gefdhrlichen Signalen fiir den Organismus. Hierbei iibernehmen DCs eine zentrale regulierende Rolle.
Je nachdem, wie ein Antigen von einer DC erkannt und aufgenommen wird, kommt es zur Induktion
einer Toleranzbildung oder einer abwehrenden Immunreaktion.

Dendritische Vorlduferzellen zirkulieren in der Blutbahn und verlassen als ,unreife DCs den
Blutkreislauf, um im peripheren Gewebe ihre Funktion zur Antigen-Aufnahme mittels Phagozytose
oder Makropinozytose aufzunehmen. Die Aufnahme von Antigenen oder apoptotischem Zellmaterial
wird tiber Mannose-, DEC 205- und Fcy-Rezeptoren (Oberflichenmarker CD16, CD32, CD64)
vermittelt (Inaba et al. 1993, Sallusto et al. 1994, Steinman et al. 1995, Albert et al. 1998). In den DCs
werden diese Antigene prozessiert und anschlieBend als kurze Peptidsequenzen in Verbindung mit den
MHC:s auf ihren Zelloberflachen prasentiert.

Falls die Antigen-Aufnahme und -Prédsentation ohne weitere Stimuli, wie z.B. Zytokine oder CpG-
Oligonukleotide erfolgt, bleibt die DC in einem ,,unreifen” Zustand und hat tolerogene Eigenschaften.
Es gibt regulatorische T-Zellen, die nach Kontakt mit einer unreifen DC IL-10 ausschiitten und zum
Energieverlust von Antigen spezifischen T-Effektor-Zellen fithren (Jonuleit et al. 2000, Dhodapkar et
al. 2001). Diese Toleranz-Induktion dient dem Organismus vor allem als Schutz vor Autoaggression
gegen korpereigene Antigene (Hawiger et al. 2001).

Eine Aktivierung von DCs zur Induktion einer Abwehrreaktion erfolgt jedoch in der Gegenwart von

mikrobiellen Pathogenen mit nachfolgender lokaler Gewebeschidigung. Es kommt dabei zur



vermehrten Ausschiittung von Zytokinen und Entziindungsmediatoren, wie z.B. TNF-a, IL-1f, IL-6
und Prostaglandin-E, (PG-E,) und somit zur Ausreifung von DCs (Banchereau et al. 2000). Bisher
wurden mikrobielle Substanzen (LPS, CpG-Oligonukleotide) (Hartmann et al. 1999), freies Adenosin-
Tri-Phosphat aus geschiadigtem Gewebe (Schnurr et al. 2000) und die Interaktion von aktivierten T-
Zellen am CD40 Liganden (Cella et al. 1996) als ,,Gefahrensignale und Stimuli zur Aktivierung von
DCs identifiziert.

Wenn DCs durch einen der o.g. Mechanismen aktiviert werden, kommt es zu verminderter Antigen-
aufnahme und hoherer Expression von kostimulierenden Molekiilen, Adhdsionsmolekiilen, Antigen
prasentierenden Molekiilen sowie des Reifemarkers CD83. Aufgrund der hoheren Expressionsdichte
und —dauer dieser Oberflichenmarker ist im aktivierten ,reifen“ Zustand eine optimale

Antigenprisentation gegeniiber naiven T-Zellen moglich.
Viele Ansitze der zellgestiitzten Immuntherapie beruhen auf den Einsatz von DCs. Um DCs

immuntherapeutisch zu nutzen, ist es wichtig, die erwiinschten Merkmale und Funktionen in vitro oder

in vivo zu testen und zu ziichten.

1.5. Bakterielle Extrakte und CpG-Oligonukleotide als Aktivatoren von Immunzellen

Vor {iber 100 Jahren beobachtete William Coley, dass das Immunsystem in der Lage ist, Tumoren
erfolgreich zu bekdmpfen. Es wurde deutlich, dass sich Sarkome nach einer bakteriellen Infektion im
Bereich des Tumors zuriickbildeten. Coley begann 1891 mit der gezielten Injektion von Bakterien
oder bakteriellen Lysaten aus Streptokokken oder Serratien (Coley 1893).

Seit den sechziger Jahren gibt es direkte Hinweise auf immunstimulatorische Wirkungen von Fremd-
DNA (Jensen 1963). Bakterielle DNA-Fraktionen zeigten die hochste Aktivitit. Es wurde in
verschiedenen Arbeitsgruppen die Induktion der IFN-y-Produktion, die Aktivierung von NK-Zellen
sowie die Induktion einer antitumoralen Aktivitit durch Fraktionen des Bacillus Calmette-Guerin
(BCG) beschrieben (Tokunaga et al. 1984, Yamamoto et al. 1988, Mashiba et al. 1990).

Es gelang, die aktiven Sequenzen, die fiir die immunstimulatorische Aktivierung verantwortlich
gemacht wurden, innerhalb der bakteriellen DNA einzugrenzen. CpG-Oligonukleotide, die diese
entsprechenden Sequenzen enthielten, konnten produziert werden. Das wichtige Motiv fiir die
immunstimulatorische Wirkung war aus einer zentralen CpG-Gruppe zusammengesetzt, die am 5'-
Ende von zwei Purinen und am 3’-Ende von zwei Pyrimidinen flankiert wird (Krieg et al. 1995). In
bakterieller DNA liegen diese unmethylierten CpG-Motive in der erwarteten Frequenz von 1:16 vor.
In eukaryonter DNA hingegen werden diese Cytosin-Guanin Dinukleotide supprimiert. Es kommen

nur ca. 20 % der erwarteten Frequenz vor, welche zu 60 — 90 % methyliert sind (Bird et al. 1986). Die

10



Methylierung zerstort das stimulatorische Potential der CpG-Motive (Krieg et al. 1995), weswegen nur
bakterielle DNA vom angeborenen Immunsystem als ,,fremd* erkannt wird. Korpereigene DNA wird
im Gegensatz zu CpG-Oligonukleotiden nicht als ,,Gefahrensignal® erkannt, da die entsprechenden
CpG-Motive fehlen.

Drei Klassen von synthetischen CpG-Oligonukleotiden wurden definiert: CpG-A, CpG-B und CpG-C.

Tabelle 2: CpG-Typen

CpG-A: | Immunologisch bewirken CpG-A-Oligonukleotide (Synonyme: CpG-D, Prototyp ODN
2216, Krug et al. 2001) nur geringe Effekte auf B-Zellen. Sie induzieren jedoch bei
humanen plasmazytoiden DCs die Produktion groer Mengen an IFN-o und IFN-B (Krug
et al. 2001, Rothenfusser et al. 2002) und stimulieren PBMCs zur Sekretion von IFN-a
und IFN-y (Gursel et al. 2002). Aufgrund ihrer Poly-Guanin-Sequenzen am 5’- und 3'-
Ende (sogenannte Poly-G-Motive) wird die zellulire Aufnahme (Agrawal et al. 1996,
Dalpke et al. 2002, Bartz et al. 2004) und die NK-Zell-Aktivierung verbessert. Es kommt
zur Up-Regulation von MHC II und kostimulierenden Molekiilen (CD86, CD80, CD83,
CD40) sowie zur Down-Regulation von CD14 (Krug et al. 2003). CpG-A-
Oligonukleotide bewirken eine Expansion von Gedichtnis-CDS8'-T-Zellen und erhhen

deren Zytotoxizitit (Rothenfusser et al. 2004).

CpG-B: | Stimulation mit CpG-B-Oligonukleotiden (auch CpG-K, Prototyp: ODN 2006, Krieg
2002) fiihrt zu einer spezifischen naiven T-Zell-Antwort, induziert die Ausreifung von
plasmazytoiden DCs und kann B-Zellen aktivieren. Es werden jedoch nur geringe Mengen
an IFN-a und IFN-B von plasmazytoiden DCs ausgeschiittet (Rothenfusser et al. 2004).
CpG-B-Oligonukleotide erzeugen nur schwache NK-Zell-Aktivierungen.

CpG-C: | CpG-C-Oligonukleotide (Prototyp: ODN M362, Hartmann et al. 2003, Marshall et al.
2003, Vollmer et al. 2004) besitzen gleichermafen CpG-A- und CpG-B-Eigenschaften
und bewirken eine robuste B-Zell-Stimulation und Ausreifung von plasmazytoiden DCs.

Plasmazytoide DCs werden zur Zytokin-Produktion angeregt und es kommt zur Up-

Regulation von MHC II sowie kostimulierenden Signalen (Marshall et al. 2003).

Der Toll-Like-Receptor 9 (TLR9) ist entscheidend fiir die Erkennung von immunstimulatorischen
CpG-Sequenzen auf PBMCs. CpG-Oligonukleotide konnen nur solche Zellen direkt aktivieren, die
den TLR9Y exprimieren. Trotz einer sehr geringen TLR9-Expression auf myeloiden DCs und MoDCs
sind diese nicht sensitiv auf CpG-Oligonukleotide in Abwesenheit von plasmazytoiden DCs (Hornung

et al. 2002).
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1.6.

Zusammenspiel verschiedener Zytokine

Zytokine als 16sliche Faktoren des Immunsystems werden von unterschiedlichen Zellen gebildet. In

der folgenden Tabelle sind wichtige Zytokine zusammengefasst

Tabelle 3: Zusammenfassung wichtiger Zytokine (modifiziert nach Janeway/Travers, Immunologie 1995 und

Horst Ibelgaufts'C O P E 2006)

Zytokin Synthetisierende Zellen Wirkungen und Funktionen
IL-1B Monozyten, Makrophagen, | Stimulation von T-Helfer-Zellen und B-Zellen (Produktion von
Epithelzellen, (tote Zellen) | Immunglobulinen=Ig), Ausschiittung nach Stimulation durch
LPS, bakteriellen Mitogenen, Viren und anderen Zytokinen (wie
TNF-a, IFN-0, IFN-y etc.), Aktivierung von NK-Zellen,
Zytotoxizitit gegeniiber bestimmten Tumorzellen
IL-2 T-, B- und NK-Zellen, T-Zellaktivierung, klonale Expansion, Induktion von Apoptose,
Monozyten, Granulozyten | Differenzierung zu zytotoxischen T-Zellen, Aktivierung von
NK- und B-Zellen sowie Monozyten und Granulozyten
IL-4 T-Zellen, Mastzellen B-Zellaktivierung, Verstarkung der Produktion von IgG1 und
IgE, Induktion einer T-Helferzell-Antwort vom Typ 2 (Th2-
Antwort)
IL-5 T-Zellen, Mastzellen Regulation der Expansion von Eosinophilen und Chemotaxis
IL-6 T- und B-Zellen, Klassisches proinflammatorisches Zytokin, Akutphasereaktion;
Makrophagen, Monozyten | breite Effekte auf Zellwachstum und Differenzierung
IL-7 Knochenmarkstroma und T-Zellentwicklung, Regulation der peripheren T-Zellhomdostase
Thymus-Stromazellen und Expansion, Uberleben von Memory-Zellen
IL-8 T-Zellen, Monozyten, Mediator einer akuten Entziindung, Leukozytenaktivierung,
Granulozyten -chemotaxis und -adhésion
IL-10 Makrophagen, Monozyten, | Begrenzung der Entziindung durch Effekte auf Monozyten,
Mastzellen, Epithelzellen, inhibiert IL-12 und reguliert Wachstum und Differenzierung von
T-Zellen, Keratinozyten B-, T- und NK-Zellen sowie Mastzellen und Granulozyten
IL-12p70 | B-Zellen, Granulozyten Induktion einer Th1-Antwort, proinflammatorisches Zytokin,
Induktion der Produktion von IFN-y und anderen Zytokinen der
NK- und T-Zellen
IL-13 T-Zellen Zellproliferation, Expression von Adhésionsmolekiilen und
MHC II auf Monozyten und Makrophagen
IL-15 T-Zellen, Stromazellen, T-Zellproliferation und Reifung sowie Uberleben von Memory-
Monozyten T-Zellen, unabdingbar fiir NK-Zellentwicklung sowie Funktion/
Induktion von IFN-y
IFN-y T-Zellen, natiirliche Zellaktivierung und Differenzierung, Verstirkung der MHC-
Killerzellen Expression, Verstirkung der zytolytischen Aktivitit
GM-CSF | Monozyten, Makrophagen, | Stimulation der Myelopoese und der Zellfunktion myeloider
T-Zellen Zellen, Mobilisierung von Stammzellen, proinflammatorisch
TNF-a Monozyten, Makrophagen, | Proinflammatorisches Zytokin, Antitumoreffekte,
NK-Zellen lokale Entziindung, Endothelaktivierung
TNF-B T-Zellen, B-Zellen Proinflammatorisches Zytokin, Antitumoreffekte,
hemmt das Zellwachstum von B-Zellen, entziindungshemmend
MIP-3a Monozyten, Makrophagen, | Zellaktivierung von Granulozyten, neutrophile Entziindung,
PBMCs Fibroblasten und Makrophagen: Induktion von
proinflammatorischen Zytokinen (wie z.B. IL-1, IL-6, TNF)
MIP-383 Monozyten, Makrophagen, | Zellaktivierung von Granulozyten, neutrophile Entziindung

PBMCs
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1.7. Zielsetzung und Herangehensweise der vorliegenden Arbeit

In vitro generierte DCs stellen ein besonderes Forschungsinteresse der angewandten zelluldren
Immunologie dar. Methoden zur in vitro Generierung von funktionell nutzbaren DCs und deren
genaue Charakterisierung werden als Voraussetzung fiir eine Erfolg versprechende Anwendung von
DCs in der Klinik gesehen. Im Mittelpunkt der vorliegenden Dissertation standen in vitro generierte
DCs, die von bestimmten Ausreifungsstimuli (konditionierten Medien) beeinflusst wurden. Die
konditionierten Medien wurden zuvor aus PBMC-Kulturiiberstinden unter Zusatz von
immunstimulierenden bakteriellen Extrakten oder CpG-Oligonukleotiden gewonnen. Ziel der Arbeit
war es, die so gewonnenen DCs zu charakterisieren und herauszufinden, ob unter dieser DC-
Ausreifung phéanotypisch und funktionell interessante DC-Populationen entstehen.

In einem systematischen Vergleich sollten die so generierten DC-Populationen anhand ihrer
phéanotypischen Eigenschaften im Oberflichenmarkerprofil untersucht werden. Auch die funktionellen
Merkmale wie Zellproliferationen, spezifische CD8'-Reaktionen oder die Fihigkeit zur
Antigenaufnahme wurden analysiert. FEine weitere Frage war, welche unterschiedlichen
Zytokinzusammensetzungen in den konditionierten Medien bzw. DC-Zellkulturen existierten und

somit mitverantwortlich fiir die Heterogenitét der verschiedenen DC-Subpopulationen waren.

Wir wollten in dieser Arbeit Alternativen zu den bisherigen Verfahren zur in vitro Generierung von
klinisch einsetzbaren humanen DCs entwickeln. Die in vitro gewonnenen DCs sollten in diesem
Projekt beziiglich ihrer funktionellen Qualitdt, der methodischen Durchfiihrbarkeit und der

Kosteneffizienz systematisch verbessert werden.
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2.

Material

2.1.

2.2.

Labormaterialien

50 ml Zentrifugenrohrchen (Sarstedt, Niirnbrecht)

Cryorohrchen 1,8 ml (Nunc, Roskilde, Dédnemark)

Eppendorf-Rohrchen (Reaktionsgeféfle, Eppendorf, Deutschland)

Einfachblutbeutel (Compoflex, Fresenius HemoCare, Bad Homburg) mit 70 ml CPDA-Stabilisator
Falcon 14 ml Rundbodenréhrchen, Polypropylen (Becton Dickinson Labware, USA)
Falcon 5 ml Rundbodenréhrchen, Polystyrol (Becton Dickinson Labware, USA)
Filtereinheit 0,2 um Celluloseacetat (Schleicher&Schuell Microscience, Dassel)
Nalgene Cryo 1 °C Freezing Container (Nunc, Roskilde, Dédnemark)

Schiittler (Phero Shaker, Biotec-Fischer)

Vortexer (VF 2, IKA Labortechnik)

Zellkulturflaschen 75 cm? (Sarstedt, Niirnbrecht)

Zellkulturplatten 6-Well, 24-Well, 48-Well (Nunc, Roskilde, Ddnemark)

Zellkulturplatten 96-Well Rundboden oder Flachboden (Nunc, Roskilde, Danemark)

Reagenzien

2.2.1.  Grundsubstanzen und Losungen

Aqua-Spiillosung DeltaSelect

Biocoll Separating Solution (Biochrom AG, Berlin)
Bovines Serumalbumin BSA (Sigma, Miinchen)
EDTA (Sigma, Miinchen)

Dimethylsulfyloxid (Sigma, Miinchen)

Humanes IgG Flebogamma (Grifols GmbH, Langen)

Trypan-Blau-Losung (Fluka)
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2.2.2. Zytokine und Chemokine

e GM-CSF (Leucomax, Essex Pharma, Miinchen)

IL-2 (Proleukin, Chiron Corporation, USA)

o [L-1p (CellGenix, Freiburg)

e [L-4 (CellConcepts, Umkirch)

e [L-6 (CellGenix, Freiburg)

e PG-E, (Minprostin, Pharmacia GmbH, Erlangen)

e TNF-a (CellGenix, Freiburg)

2.2.3. Peptide

NMI Peptides, NMI Technologietransfer GmbH, D-72770 Reutlingen

e Influenza-Peptid AA-Sequenz GILGFVFTL (FLU), Bindungstyp: HLA.A201
o K-ras-12V-Peptid  AA-Sequenz KLVVVGAVGV (12V), Bindungstyp: HLA.A201
e HIV-Peptid AA-Sequenz SLYNTVATL (HIV), Bindungstyp: HLA.A201
2.2.4.  Puffer

e PBS-Dulbecco = Phosphate buffered saline (Biochrom AG, Berlin)

e FACS-Puffer =PBS +2 % humanes IgG (Flebogamma, Grifols GmbH, Langen)

2.2.5.  Zellkulturmedien
Zellkulturmedium

e 500 ml Iscove’s Medium (Gibco, Invitrogen GmbH) mit L-Glutamin, 25 mM HEPES Puffer und
3,024 mg/1 Natriumbikarbonat, ohne Phenolrot

e 50 ml humanes AB-Serum (Sigma, Miinchen)

e 5 ml Penicillin/Streptomycin (Gibco, Invitrogen GmbH)
RPMI-Medium
e 500 ml RPMI 1640 Medium (Biochrom AG, Berlin) mit 0,532 g/l L-Glutamin und 2 g/l

Natriumbikarbonat mit Phenolrot
e 50 ml fotales Kilberserum (FCS) (Gibco, Invitrogen GmbH)

e 8 ml 1M HEPES Puffer (Biochrom AG, Berlin)
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e 5 ml Penicillin/Streptomycin (Gibco, Invitrogen GmbH)

2.2.6. CpG-Oligonukleotide

Firma COLEY Pharmaceutical Canada, Kanata, Ontario, Canada 3 upg/ml mit zugehdriger

Nukleotidsequenz:

e  CpG-A: N°: 2336, G*G*G-G-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-G-G*G*G*G*G*G

e  CpG-B: N 2006, T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*G*T*C*G*T*T*T*T*G*T*C*G*T*T

e  CpG-C:N® 2395, T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G

e CpG N°: 2137 Kontrolle zu 2006: T*G*C*T*G*C*T*T*T*T*G*T*G*C*T*T*T*T*G*T*G*C*T*T
e CpG N°: 2243 Kontrolle zu 2216: G*G*G-G-G-A-G-C-A-T-G-C-T-G*G*G*G*G*G*G

*Phosphorothioatbindung, —Phosphodiesterbindung

2.2.7. Bakterielle Extrakte
e Begrivac”® 2003/2004 (9 pg Influenza Antigen/100 ul, Chiron Behring, Marburg)

e  Symbioflor 1® (1,5 - 4,5 x 10" Enterococcus faecalis/ml, Symbiopharm, Herborn-Horbach)

2.2.8. Antikorper und Reagenzien fiir die Durchflusszytometrie

Tabelle 4: Dendritische Zellmarker: B&D, Heidelberg

NAME FARBSTOFF KLON ISOTYP
CD123 PE 7G3 IgG2a
CD14 FITC MS5E2 IgG2a
CD16 PE 3G8 IgG1
CD206 APC 19.2 IgG1
CD209 FITC DCN46 1gG2b
CD32 FITC FLI8.26 1gG2b
CD40 APC 5C3 IgGl
CD64 FITC 10.1 IgG1
CDS80 FITC L307.4 IgG1
CDS83 PE HB15e IgG1
CD86 PE IT2.2 IgG2b
HLA-DR PE TU36 IgG2b

e  FEndozytose-Assays:

Dextran-FITC MW 40 kD (25 mg, Molecular Probes, Kat.#D-1845, lyophilisiert)




Tabelle 5: T-Zell-Marker:

B&D, Heidelberg:

NAME FARBSTOFF KLON ISOTYP
CD3 Per-CP SK7 IgG1
CD4 PE RPA-T4 IgG1
CD8 APC SK1 IgG1
HLA-A2 FITC BB7.2 1gG2b
IFN-y FITC 25723.11 1gG2b

Tabelle 6: Monoklonale Mausimmunoglobin-Isotyp-Kontrollen: B&D, Heidelberg:

NAME FARBSTOFF KLON
IgG1 FITC MOPC-21
IgG1 PE MOPC-21
IgG1 APC MOPC-21
IgG2a FITC G155-178
IgG2a PE G155-178
IgG2b FITC 27-35
IgG2b PE 27-35

2.2.9. Andere FACS-Reagenzien

e FACS Permeabilization Solution (B&D, Heidelberg)

e FACS Lysing Solution (B&D, Heidelberg)

e Brefeldin A (BFA) (Sigma, Miinchen)

e Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) (Sigma, Miinchen)

e Jonomycin (Sigma, Miinchen)

2.3. Kits und Arrays

e T-Zell-Negativ-Isolationskit (Dynal Biotech GmbH, Hamburg)

e Vybrant CFSE Cell Tracer Kit (Molecular Probes Inc., USA)

e RayBio Human Cytokine Antibody Array (RayBiotech, Inc.)
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2.4. Gerite

e (CO,-Begasungsbrutschrank (Heraeus, Hanau)

e Durchflusszytometer FACSCalibur (B&D, Heidelberg) mit CellQuest Software (B&D, Heidelberg)
e Magnet Dynal MPC-L (Dynal Biotech GmbH, Hamburg)

e Neubauer-Zahlkammer

e  Mikroskop ID 03 (Carl Zeiss, Deutschland)

e Sterilbank Microflow Class 2 Biological Safety Cabinet

e Tischzentrifuge

e Wasserbad Polytherm 1,5 (Dinkelberg GmbH, Gablingen)

e Zentrifuge Laborfuge 400e (Kendro Laboratory Products, Newtown, USA)

e Chemolumineszenz-Kamera (Las 1000 Pro V2.5, Raytest Germany, Fujifilm) mit Aida Image
Analyzer v3.21 Software
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3. Methoden

3.1. Isolierung von PBMCs aus peripherem Blut und Buffy Coats

Fiir die Gewinnung von PBMCs wurden von gesunden Blutspendern ca. 300 ml bis 400 ml Vollblut oder
deren Buffy Coats entnommen (Einfachblutbeutel, Compoflex). Die Blutentnahme fand in der
himatologischen Ambulanz bzw. in der Transfusionsmedizin unter sterilen Bedingungen in der Charité -
Campus Benjamin Franklin statt.

Es wurden Tubes mit jeweils 10 ml Biocoll Losung vorbereitet, daraufhin das 1:1 mit PBS gemischte Blut
langsam und vorsichtig dariiber geschichtet (Ficollprdparation, spezifische Dichte 1,077 g/ml) und
anschlieBend bei 20 °C, 400 g fiir 30 bis 40 min (ohne Zentrifugenbremsung) zentrifugiert.

Die mononukledren Zellen reicherten sich im Gradienten zwischen der dichteren Biocoll-Lésung und
dem weniger dichten Blutplasma an. Die PBMC-Schicht, die sich als zarte Wolke iiber der Biocoll
Losung abbildete, wurde abpipettiert und dreimal mit PBS gewaschen.

3.2. Zellzdhlung, Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die gewonnenen PBMCs wurden mit Trypanblau-Losung angeférbt, welche in defekte Zellen eindringt
und somit die toten Zellen blau kennzeichnet. In einer Neubauer-Zéhlkammer wurden die lebenden
Zellen, die sich als helle Zellen hervorhoben, gezdhlt. Je nach Bedarf wurden die PBMCs fiir die
Ausreifung von DCs auf die entsprechende Zellkonzentration eingestellt und weiter verwendet.

Zur Aufbewahrung lagerten die Zellen bis zur schlieBlichen Verwendung in fliissigem Stickstoff bei -196
°C. Das dafiir genutzte Einfriermedium bestand aus 90 % AB-Serum und 10 % Dimethylsulfyloxid.
Dimethylsulfyloxid hemmt die Kristallbildung im Zellplasma und verhindert somit die Zerstérung von
Zellstrukturen beim Einfrieren. Es folgten die Resuspendierung und Ubertragung in Kryordhrchen von 2
— 10 x 107 Zellen/ml Einfriermedium. Nach sofortigem Transfer in eine mit Isopropanol gefiillte
Einfrierbox (Nalgene), die eine langsame und gleichmiBige Tieffrierung bei -80 °C gewahrleistete,
konnten die Kryotubes nach einem Tag in den Stickstofftank iibertragen werden.

Zum Auftauen wurden Zentrifugenrohrchen (Falcon-14-ml-Tubes) mit 7 ml Medium und 1 ml AB-Serum
vorbereitet. Nach der Entnahme der Zellen aus dem fliissigen Stickstoff wurden die Kryorohrchen im
Wasserbad aufgetaut, anschlieBend zentrifugiert, mit Medium oder PBS gewaschen und fiir das weitere
Vorgehen auf eine geeignete Zellsuspension eingestellt. Die Zellen wurden bereits einen Tag vor den

geplanten Experimenten aufgetaut und im Brutschrank aufbewahrt, um so ausreichend Zeit fiir die
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Adaptation und die Wiederherstellung der Zellfunktionen zu gewihrleisten.

3.3. Herstellung von konditionierten Medien

Fiir die Ausreifung unreifer DCs (immature monocyte derived DCs = imMoDCs) zu reifen DCs (mature
monocyte derived DCs = mMoDCs) wurden verschiedene konditionierte Medien mit Zusétzen wie CpG-
Oligonukleotiden oder bakteriellen/viralen Extrakten in PBMC-Kurzkulturen produziert. Dafiir
verwendeten wir frisch gewonnene oder in Stickstoff tiefgefrorene PBMCs. Nach Waschvorgéngen,
Zellzahlung und Einstellung auf eine geeignete Zellsuspension erfolgte die Zugabe von jeweils 2 x 10’
PBMCs pro Well in eine 6-Well-Platte in 4 ml Kulturmedium. AnschlieBend wurden CpG-
Oligonukleotide (ODN No 2336 = CpG-A, ODN No 2006 = CpG-B, ODN No 2395 = CpG-C, ODN No
2137 als Kontrolle, ODN No 2243 als Kontrolle) in einer Konzentration von 3 pg/ml hinzugegeben und
fiir 48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Desweiteren gaben wir unstimuliertes Medium als
Kontrolle zu den PBMCs hinzu. Danach wurden alle PBMCs mitsamt den Uberstéinden abgeerntet und
fiir 10 min bei 300 g zentrifugiert. Dadurch entstanden die verschiedenen konditionierten Medien (CM):
UM (aus unstimuliertem Medium), CpG-A-CM, CpG-B-CM, CpG-C-CM und deren Kontrollen.
Weiterhin produzierten wir ein konditioniertes Medium von bakteriellen/viralen Extrakten aus Begrivac”
und Symbioflor”. Dabei wurden ebenfalls 2 x 10’ PBMCs in 4 ml Kulturmedium mit einem Zusatz von 9
ng Begrivac® (2003/2004, 9 g Influenza Antigen/100 ul, Chiron Behring, Marburg) bzw. 1 x 107 bact. =
1 ml Symbioflor 1% (1,5 - 4,5 x 10’ Enterococcus faecalis/ml, Symbiopharm, Herborn-Hérbach) fiir 48 h
bei 37 °C inkubiert, anschlieBend zentrifugiert und der Uberstand in Aliquots eingefroren.

Pro Bedingung wurden Uberstinde von 3 verschiedenen Spendern getrennt angesetzt, anschlieBend
innerhalb einer Bedingung gemischt, steril gefiltert (Porengréfe 0,22 um) und in Aliquots a 0,5 ml bei

-20 °C eingefroren.

3.4. Adhérenztrennung und Kultur von DCs

PBMCs wurden fiir die Isolierung von Monozyten in einer Zellkulturflasche (Firma Sarstedt, 75 cm?)
angesetzt. Diese Methode bediente sich der Eigenschaft von Monozyten, an Plastikoberflichen zu
adharieren. Fiir eine Kulturflasche setzten wir 2 x 10’ PBMCs in 3 ml Medium (Firma Gibco) zur
Adhérenztrennung ein. Nach einer zweistliindigen Adhédrenzzeit wurden die nicht adhérierenden Zellen
(NACs) mit Medium oder PBS vorsichtig abgespiilt und fiir weitere Verwendungen (z.B. fiir den Ansatz
einer spezifischen T-Zellkultur) eingefroren.

Die adhédrenten Monozyten inkubierten fiir 5 Tage mit GM-CSF (100 ng/ml) und IL-4 (50 ng/ml) bei 37
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°C zur Differenzierung zu imMoDCs. AnschlieBend wurden die imMoDCs mit den verschiedenen
Reifestimuli inkubiert: nach Zugabe vom Zytokin-Cocktail (CC: Kombination aus PG-E,, IL-1p, IL-6,
TNF-a) bzw. den konditionierten Medien (CpG-CM/BeCM+SyCM) reiften die imMoDCs innerhalb von
2 Tagen zu mMoDCs aus.

3.5. Durchflusszytometrische Phinotypisierung

3.5.1.  Extrazelluldre FACS-Fdrbung mit Oberfldchenantikérpern

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die Differenzierung von Zellen nach deren Granularitit und
Zellgrosse sowie nach der spezifischen Bindung von Fluoreszenz markierten Antikérpern gegen
definierte Oberflichenantigene. Anhand von DC-Oberflaichenmarkern und deren spezifisch bindenden
Fluoreszenz markierten Antikdrpern erfolgte eine Immunphdnotypisierung der unterschiedlich
ausgereiften DCs. Dafiir wurden die folgenden Antikdrper ausgewihlt: CD14, CD16, CD32, CD40,
CDo64, CD80, CDS83, CD86, CDI123, CD206, CD209, HLA-DR sowie die zugehdrigen
Isotypenkontrollen. Isotypenkontrollen sind Antikorper des gleichen Subtyps, die nicht an menschlichen
Antigenen binden. Sie wurden bei der Auswertung der Proben als Leerwert abgezogen. Durch die
Verwendung von Antikorpern mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen (FITC = Fluorescein
Isocyanat, PE = Phycoerythrin, APC = Allophycocyanin oder PerCP = Peridin Chlorophyll-a Protein) war
es moglich, Zweifach- und Dreifachfarbungen vorzunehmen. Dabei wéhlten wir das folgende

Kombinationsschema:

Tabelle 7: Mehrfachfarbungen durch Kombination extrazelluldrer Antikorper
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Fiir die FACS-Firbungen wurden pro Tube 1 x 10° DCs mit den entsprechenden Antikorpern bei 4 °C
angefarbt. Nach einer 20-miniitigen Inkubationszeit bei 4 °C und Dunkelheit wurden alle Tubes mit
FACS-Pufter zwei- bis dreimalig gewaschen und zentrifugiert. Durch eine Fixierung in 37 % Formalin-

Losung gelang es, die Zellen haltbar zu machen und innerhalb der nédchsten Tage zu messen.

3.5.2.  Durchflusszytometrische Messungen

Die durchflusszytometrische Messung erfolgte am FACSCalibur (B&D, Heidelberg) mithilfe der
Software CellQuest (B&D, Heidelberg). Es wurden jeweils 1 x 10" Ereignisse gemessen. Zwischen den
Messungen wurde mit Wasser gespiilt, um das Ubertragen von Artefakten zu minimieren. Fiir Zweifach-
und Dreifachfiarbungen haben wir die iiberlappenden Emissionsspektren (PE, FITC, APC) anhand von

Proben mit Mehrfachfarbungen vor der eigentlichen Messung am Durchflusszytometer kompensiert.

Adhérente Monozyten
Phénotypisierung
5 Tage IL-4, GM-CSF - HLA-DR
- CD14
imMoDCs - CD16
- CD32
-Um - CD40
=SICC —» - CD64
2 Tage . 29’:" ACZ'M - CD80
- CEG-B-CM - CD83
- CpG-C-CM gLy
- CpG-2137-CM - CD123
- CpG-2216-CM - CD206
v - CD209
mMoDCs

Abbildung 1: Aus adhdrenten Monozyten wurden nach 5 Tagen unter Zugabe von GM-CSF und IL-4 imMoDCs.
Fiir weitere 2 Tage wurden die konditionierten Medien zur Kultur hinzugegeben und anschlieBend mMoDCs fiir
phénotypische und funktionelle Versuche vorbereitet.
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3.5.3.  Bestimmung HLA-A2 positiver Blutspender
PBMCs von mehreren gesunden Blutspendern wurden aus Vollblut oder deren Buffy Coats {iber eine

Ficoll-Dichtezentrifugation isoliert. Fiir die extrazellulire Anfirbung wurden ca. 10° PBMCs mit HLA-
A2 FITC und in einem anderen Rohrchen die zugehorige Isotypenkontrolle Iso2b FITC angefarbt.

3.6. CFSE-Proliferationsassays

Die Grundlage der gemischten Lymphozytenkultur ist die Interaktion von Leukozyten zweier
verschiedener Individuen: T-Lymphozyten des einen Individuums erkennen via T-Zell-Rezeptor ein
Fremd-MHC-Molekiil einer Antigen prisentierenden Zelle eines anderen Individuums. Darauthin werden
die T-Lymphozyten zur Proliferation angeregt. Als Stimulatorzellen verwendeten wir die DCs von HLA-
A2 postiven Spendern. Lymphozyten (Pan-T—Zellen) von HLA-A2 negativen Spendern dienten als
Responderzellen. Die intrazelluldre Farbung mit Carboxyfluorescin-Succimidyl-Ester (CFSE) ist eine

einfach durchfiithrbare Methode, um die Proliferation von T-Zellen zu bestimmen.

3.6.1. Isolation von Pan-T-Zellen aus PBMCs

Fiir die gemischte Lymphozytenkultur wurden T-Lymphozyten (Pan-T-Zellen) mittels T-Zell-Negativ-
Isolationskit (Dynal Biotech GmbH, Hamburg) aus PBMCs isoliert. Das Prinzip des Verfahrens ist eine
Antikorpermarkierung der unerwiinschten Zellen mit anschlieBender Kopplung der gebundenen
Antikorper an magnetische Partikel. Mithilfe eines starken Magneten (Dynal MPC-L) wurden die
unerwiinschten, magnetpartikelgebundenen Zellen an der Wand eines Zentrifugenréhrchens fixiert und
die erwiinschten, ungebundenen Zellen mit dem Medium abgenommen.

Zunichst resuspendierten wir 1 x 10 PBMCs in 100 ul PBS/0,1% BSA in einem Falcon-
Rundbodenrdhrchen und versetzten sie mit 20 pl FCS sowie 20 pl Antikorpermix (monoklonale
Mausantikorper gegen CD14, HLA-Klasse II DR/DP, CD56 und CD16 fiir T-Zellisolation). Nach 15-
miniitiger Inkubation bei 4 °C und anschlieBendem Waschen (mit 2 ml PBS/0,1 % BSA) zentrifugierten
wir die Proben fiir 8 min bei 500 g, um die {iberschiissigen Antikorper zu entfernen. Der Uberstand wurde
verworfen, die Zellen in 0,8 ml PBS/0,1 % BSA resuspendiert und mit 0,2 ml der zuvor in PBS/0,1 %
BSA gewaschenen Magnetpartikel (Dynabeads) versetzt. Wahrend der 15-miniitigen Inkubationszeit bei
Raumtemperatur und gleichmdBigem Drehen banden die Beads an die zellgebundenen
Oberflachenantikdrper unter Bildung von Zell-Magnetpartikel-Rosetten. Nach vorsichtigem Pipettieren
wurden diese geldst und das Tube in ein starkes Magnetfeld iiberfithrt (Dynal-MPC-L-Magnet). Dabei

koppelten unerwiinschte Zellen wie B-Zellen, NK-Zellen, Monozyten, Makrophagen, Granulozyten und
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Erythrozyten an die Beads. Nach 2 min Verweildauer im magnetischen Feld hafteten diese an der
Réhrchenhinterwand. Die nicht markierten Pan-T-Zellen befanden sich nun im Uberstand und konnten
abgenommen werden. Um eine hohe Zellreinheit zu gewéhrleisten, wurden die Arbeitsschritte ab Zugabe
der Magnetpartikel wiederholt. Die Zellen wurden schlieBlich nochmals gewaschen, gezdhlt und die

Reinheit in einer kleinen Probe durchflusszytometrisch iiberpriift.

3.6.2. Proliferation von allogenen T-Zellen in der gemischten Lymphozytenkultur

Als Prinzip zur Messung der Proliferationsraten von Lymphozyten wird die Eigenschaft des Farbstoffes
CFSE genutzt, sich an intrazytoplasmatische Proteine kovalent zu binden. CFSE ist ein farbloses
Reagenz und diffundiert passiv in die Zellen. Im Cytoplasma werden die Azetatreste durch Esterasen
abgespalten, wodurch der Fluoreszenzfarbstoff CFSE entsteht. Das Molekiil kann die Zellmembran nicht
passieren und bindet an intrazelluldre Proteine. Jede Zelle hat dann eine Farbung dhnlicher Intensitit. Im
Falle einer Zellteilung wird an jede Tochterzelle die Hélfte des Farbstoffs weitergegeben. Die Intensitét
verringert sich somit bei jeder Zellteilung um die Hélfte. Diese Abnahme kann durchflusszytometrisch
erkannt und somit die Anzahl der Zellteilungen einer markierten Zelle festgestellt werden.

Unter Verwendung des Vybrant CFSE Cell Tracer Kits (Molecular Probes Inc., USA) wurden nach
Angaben des Herstellers zundchst 1 - 2 x 10° Pan-T-Zellen von HLA-A2 negativen Spendern fiir 15 min
in 2 ml Medium mit 2,5 pM CFSE bei 37 °C inkubiert. Nach dem Waschen in 10 ml PBS erfolgte eine
Inkubation der Pan-T-Zellen in 1 ml Medium im Brutschrank. Anschliefend wurden in einer 96-Well-
Platte jeweils 5 x 10 DCs und 1 x 10° CFSE gefirbte Pan-T-Zellen in 200 pl Medium angesetzt. Die
Ausfiithrung erfolgte jeweils dreifach pro Bedingung (Triplets) und es wurden Zellen von 2 verschiedenen
HLA-A2 negativen Pan-T-Zell-Spendern eingesetzt. Nach einer 5-tdgigen Kultur ernteten wir die Zellen

und bereiteten sie nach Waschvorgéngen (in FACS Puffer) fiir die Durchflusszytometrie vor.
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Abbildung 2: mMoDCs wurden zusammen mit CFSE markierten T-Zellen in Kultur gebracht und nach 5 Tagen
durchflusszytometrisch analysiert. Pro Zellteilung sinkt der Anteil der CFSE Mengen in jeder Zelle, wodurch die
Proliferationsraten sichtbar werden.

3.7. Spezifische Kokultur von NACs mit Antigen beladenen DCs

DCs sind in der Lage, Antigen spezifische T-Zell-Antworten hervorzurufen. Diese Eigenschaft testeten
wir in einer Kokultur von autologen NACs (darunter CD8 -T-Lymphozyten) als Responderzellen und
Antigen beladenen mMoDCs als Stimulatorzellen. Dabei verwendeten wir das Influenzapeptid FLU fiir
eine Memory-Antwort und das mit dem Pankreaskarzinom assoziierte K-ras-12V-Peptid fiir eine naive T-

Zell-Antwort.

3.7.1.  Expansion von spezifischen CDS"-Lymphozyten

Fiir den Kulturansatz wurden die mMoDCs und NACs auf eine geeignete Zellsuspension (mMoDCs: 4 x
10°/ml und NACs: 4 x 10%ml) eingestellt. Die Beladung der DCs mit den entsprechenden Peptiden (10
ng/ml) erfolgte fiir 2 h bei 37 °C. In einer 48-Well-Platte wurden pro Well jeweils 2 x 10° NACs und 2 x
10° mMoDCs in ingesamt 1 ml Medium zusammen kultiviert. Wir versorgten die Kultur ab Tag 1 alle 2
Tage jeweils mit 300 Einheiten (U) IL-2. Am Tag 10 wurden alle Kokulturen geerntet und fiir die

intrazelluldre IFN-y-Farbung vorbereitet.

25



3.7.2.  Intrazellulire FACS-Fdrbung

Fiir die Detektion reaktiver CD8 -Lymphozyten innerhalb der spezifischen Kokultur (von NACs mit
Antigen beladenen DCs) farbten wir intrazelluldres IFN-y an, das nach Aktivierung durch T2-Zellen von
CD8 -spezifischen Zellen produziert wurde. Dafiir wurden T2-Zellen 2 h mit 10 mg/ml Peptid inkubiert
und anschliefend mit PBS gewaschen. Die NACs versetzten wir im Verhéltnis 10 : 1 mit den Peptid
beladenen T2-Zellen in 2 ml Medium in Falcon-Rundbodenrdhrchen und inkubierten sie fiir eine Stunde
bei 37 °C. Als Positivkontrolle diente ein Ansatz von NACs mit 25 ng/ml Phorbol-1,2-myristat-1,3-acetat
und 1 pg/ml lonomycin in 2 ml Medium. Anschlieend wurde jede Probe mit 10 pg Brefeldin A (BFA)
versetzt und fiir 5 h im Brutschrank inkubiert. BFA blockiert den Golgi-Apparat, wodurch der Export von
Zytokinen aus den Zellen verhindert wird. Infolgedessen reichert sich in den aktivierten CD8"-Zellen
IFN-y intrazelluldr an. Nach Waschvorgéngen und Zugabe von 1 ml 1 mM EDTA-Ldsung fiir 10 min bei
37 °C wurde die Stimulation gestoppt. Nachdem wir die Zellen in FACS-Puffer bei 4 °C gewaschen und
zentrifugiert hatten, erfolgte nun die Anfarbung mit 5 pl extrazelluldren Antikérpern (CD3 PerCP, CD8
APC) und anschliefender Inkubation auf Eis im Dunkeln. Nach Zugabe von 2 ml FACS Lysing Solution
wurden die Proben zentrifugiert und mit 500 ul FACS Permilizing Solution versetzt, geschiittelt und fiir
15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend zentrifugierten wir die Proben und der
intrazellulare Antikorper, welcher intrazelluldr akkumuliertes IFN-y anfarbt (10 pl IFN-y FITC), wurde
zugefiigt (Inkubationszeit von 30 min auf Eis im Dunkeln). Nach dem letzten Waschvorgang erfolgte die
abschlieBende Fixierung der gefarbten Zellen mit je 100 ul PBS + 1 % Formalin.

Fiir die spitere FACS-Messung wurden zusitzlich ungefdarbte und einfach gefirbte Proben fiir die

Einstellung und Kompensation der interferierenden Fluoreszenzen am Durchflusszytometer vorbereitet.

3.7.3.  Durchflusszytometrische Messung der spezifischen Peptid-Kultur

Die Proben wurden im Durchflusszytometer (FACSCalibur) gemessen und mit der zugehorigen Software
ausgewertet. Jede Probe wurde mit einer maximalen Geschwindigkeit von nicht mehr als 1000 Zellen pro

Sekunde (insgesamt 100 000 Ereignisse pro Probe) eingelesen.

Wir werteten die Proben folgendermaBen aus: Im Forward-/Side-Scatter-Diagramm wihlten wir die
Lymphozytenregion aus und grenzten davon die CD3"- und CD8"-Lymphozyten ab. Die Darstellung der
Lymphozyten im CD3/CDS8-Diagramm zeigte die doppelt-positive Population im oberen rechten
Quadranten. Diese Zellen wurden nach IFN-y-Expression und CD8"-Expression dargestellt. Die Frequenz

der reaktiven T-Lymphozyten wurde als Prozentzahl der CD3"- und CD8"-Zellen ausgedriickt.
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Abbildung 3: Im Forward/Side-Scatter-Diagramm wurde die Lymphozytenpopulation eingegrenzt, wovon
wiederum die CD3"-Zellen durch ein Rechteck abgegrenzt wurden. Die IFN-y sezernierenden CD8"-Zellen konnten
davon im rechten oberen Quadranten prozentual dargestellt werden.

3.8. Zytokinanalysen

Zytokine spielen eine wesentliche Rolle im Immunsystem, u.a. fiir Apoptose, Angiogenese sowie flir
Zellwachstum und —differenzierung. Mithilfe der RayBio Human Cytokine Antibody Arrays” war es
moglich, verschiedene Zytokine (IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-15,
IFN-y, GM-CSF, TNF-a, TNF-B, MIP-3a, MIP-3p3, MCP-1, MCP-3, IP-10) aus den konditionierten
Medien sowie aus den Uberstinden der DC-Kulturen zu detektieren. Dabei waren vor allem die von UM,
BE-CM, Sy-CM, CpG-A-CM und CpG-B-CM von Interesse, da bereits in der Phinotypisierung
charakteristische Unterschiede zu erkennen waren. Zusidtzlich wurden die Kulturiiberstinde der
verschiedenen mMoDCs analysiert. Wir vermischten jeweils Uberstinde von 3 verschiedenen Spendern,
um individuelle Unterschiede auszugleichen.

Die Versuche wurden nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Zunéchst versetzten wir die Zytokin-
Membranen in der vorgesehenen 8-Well-Platte fiir 30 min mit Blocking Buffer bei Raumtemperatur unter
vorsichtigem Schiitteln. Nachdem der Blocking Buffer abpipettiert wurde, erfolgte die Zugabe der
entsprechenden konditionierten Medien. Nach einer 1-2 stiindigen Inkubationszeit bei vorsichtigem
Schwenken auf dem Schiittler wurden die konditionierten Medien wieder abgenommen. Es folgten drei
Waschvorgénge a 5 min mit 2 ml Wash Buffer I und zwei Waschvorginge mit Wash Buffer II.
AnschlieBend gaben wir den 1. Antikorper (Biotin-konjugierter Antikorper) dazu, welcher fiir 1 - 2 h bei
Raumtemperatur inkubierte. Der 2. Antikorper (HRP-konjugierter Antikorper) wurde aufgetragen und
ebenfalls fiir 1 — 2 h inkubiert. Fiir die Detektion wurden jeweils 500 pl Detection Buffer A + 500 pl

Detection Buffer D zugegeben, welche bei Raumtemperatur fiir 10 - 20 min inkubierten.
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Abbildung 4: Schema der Zytokinmembranen: Fiir die Zytokinmessungen wurden Zytokinmembranen (Ray
Biotech™) mit jeweils 20 ausgesuchten relevanten Zytokinen hergestellt. AnschlieBend wurden die Signale per
Chemolumineszenz detektierender Kamera bzw. Rontgenfilmentwicklung analysiert.
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Die Signale wurden sowohl iiber eine Chemolumineszenz-Kamera als auch iiber Rontgenaufnahmen
erfasst. Die Detektion in der Chemolumineszenz-Kamera erfolgte fiir ca. 60 s und wurde mit der
zugehorigen Aida®-Software ausgewertet.

Die Rontgenfilme wurden in der Dunkelkammer auf die vorbereiteten Membranen fiir ca. 5 s gelegt und

anschlieBend entwickelt.
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Abbildung 5: Fiir die Zytokinmessung aus den konditionierten Medien und den unterschiedlich ausgereiften DC-
Kulturen wurden die Proben auf die Zytokinarrays nach Herstellerangaben aufgetragen. Die anschlieBende Messung
erfolgte per Chemolumineszenz-Kamera und Rontgenfilmentwicklung.

3.9. Endozytoseassays (Dextran-FITC-uptake durch DCs)

Unreife DCs nehmen Antigene wie z.B. Dextrane iiber unterschiedliche Mechanismen auf, reife DCs
besitzen diese Eigenschaft dagegen nicht mehr. Durch Inkubation der Zellen mit FITC-markierten
Dextranmolekiilen konnte die Aufnahme der Substanzen mittels FACS gemessen werden.

Es wurden 5 x 10* DCs in 50 pl Medium fiir mindestens 30 min in Eppendorfrohrchen auf Eis vorbereitet.
Anschlieend wurden die DCs mit Dextran-FITC (10 pg/ml) bei 37 °C fiir 30 min (bzw. auf Eis als
Negativkontrolle) inkubiert. Als zusitzliche Negativkontrolle dienten weiterhin DCs, die nicht mit
Dextran-FITC versetzt wurden. Nach 4 Waschvorgingen in 500 pl Medium (Tischzentrifuge, 3000/min,

3 min) erfolgte die Fixierung in 37 % Formalin-Losung und anschlieBend die FACS Messung.
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4. Ergebnisse

4.1. Isolierung von PBMCs aus peripherem Blut und Buffy Coats

Von 25 gesunden Blutspendern (8 weibliche, 17 ménnliche) wurden jeweils ca. 300 - 500 ml Vollblut
oder deren Buffy Coats abgenommen. Dabei waren die Blutspender zum Zeitpunkt der Blutabnahme im
Alter von 23 - 36 Jahren (im Durchschnitt 26,9 Jahre). Aus einer Blutspende isolierten wir 3 - 8 x 10
PBMCs. Die Verwendung der Buffy Coats hatte aufgrund der hoheren Zelldichte den praktischen Vorteil,
dass beim Pipettieren des Ficoll-Gradienten weniger Material (Ficoll-Losung/Plastikmaterial) verbraucht

wurde und eine Zeitersparnis durch kleinere Pipettiervolumina erzielt werden konnte.

4.2. Zellzahlentwicklung und Zellmorphologie

Fiir die in vitro Generierung von DCs wurden jeweils 2 x 10’ PBMCs in 3 - 4 ml Medium zur
Adhérenztrennung gebracht. Die Abbildung 6 zeigt, dass davon ungeféhr 4 - 10% zu mMoDCs ausreiften,
was jeweils von der entsprechenden Kulturbedingung abhingig war. Prozentual entwickelten sich unter
CC- und CpG-A-CM-Bedingungen die hochsten Zellzahlen. Die geringste Anzahl an mMoDCs entstand
unter UM.

Prozentuale Zellzahlentwicklung
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Abbildung 6: Prozentuale DC-Zellzahlentwicklung in Relation zur eingesetzten Gesamt-PBMC-Zellzahl (mit
zugehorigem Standardfehler der Mittelwerte)
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4.3. Herstellung von konditionierten Medien

Fiir die Ausreifung der imMoDCs wurden verschiedene konditionierte Medien aus PBMC-Kurzkulturen
produziert. Die Kombination von konditionierten Medien aus bakteriellen/viralen Extrakten (Begrivac®
und Symbioflor® = BeCM+SyCM) fertigten wir zusitzlich fiir den Vergleich mit CpG-CM aufgrund von
phénotypisch und funktionell interessanten Eigenschaften an. Es wurden konditionierte Medien aus 24 h-
und 48 h-Kurzkulturen hergestellt und verglichen. Die konditionierten Medien aus den 48 h-Kurzkulturen
zeigten stiarkere Signale fiir DC charakteristische Oberflichenmarker, insbesondere der kostimulierenden

Molekiile (bisher unverdffentlichte Ergebnisse aus dem Vorprojekt von Benjamin Giinther).

44. Kultur von mMoDCs

ImMoDCs konnten aus Monozytenkulturen durch Zugabe von GM-CSF und IL-4 generiert werden.
Durch Zugabe der Ausreifungsstimuli am Tag 5 differenzierten sich die imMoDCs zu mMoDCs. Die
direkte Ausreifung in der Kulturflasche von Tag 1 bis Tag 7 erwies sich dabei beziiglich der Ausreifung
der DCs (Expression von kostimulierenden Oberflichenmarkern, Antigen priasentierenden Molekiilen und
Zellzahlentwicklung) als vorteilhaft. Dagegen beeinflussten verschiedene mechanische Manipulationen
am Tag 5 der DC-Kultur (Zellernten, Mischen, Zentrifugieren, Zihlen und Aufteilen der imMoDCs in
einer 24-Well-Platte) diese o0.g. DC-Merkmale negativ (siche Abbildung 7): Es zeigten sich eine geringere
mMoDC-Zellzahlausbeute sowie eine geringere Expression von Antigen présentierenden und
kostimulierenden Oberflachenmarkern. Wir entschieden uns daher fiir die direkte DC-Ausreifung in einer
Kulturflasche bis zum Tag 7 der DC-Kultur, um unnétige mechanische Irritationen wihrend der DC -

Kultur zu vermeiden.
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Abbildung 7: Einfluss der Ausreifung ohne mechanische Manipulation vs. Ausreifung nach mechanischer
Manipulation der imMoDCs am Tag 5. Bei CD80 und CDS83 sind mittlere Prozentzahlen von positiven
Subpopulationen dargestellt, bei CD86 ist die mittlere Expressionsdichte aus Histogrammen angegeben. Dargestellt
sind zwei reprasentative Versuche.
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4.5. Phénotypisierung

4.5.1. Identifizierung von HLA-A2 positiven Spendern

Fiir eine spezifische Immunreaktion war es erforderlich, HLA-A2 positive Blutspender zu identifizieren.
Daher wurden die PBMCs unserer Blutspender mit HLA-A2 FITC angefirbt. Von 25 weiblichen und
ménnlichen gesunden Spendern waren 14 Spender HLA-A2 positiv (56%).
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Abbildung 8: Identifizierung HLA-A2 positiver Spender mittels Durchflusszytometrie durch Anfarbung mit HLA-
A2 FITC-Antikorper und der zugehdrigen Isotypenkontrolle.

4.5.2.  Durchflusszytometrische Phdnotypisierung von DCs

Die verschiedenen DC-Kulturen wurden mit HLA-DR, CD14, CD16, CD32, CD40, CD64, CD80, CD83,
CD86, CD123, CD206, CD209 und den Isotypenkontrollen angefarbt. Die DCs waren durch ihre
charakteristische Grofe und Granulierung im Forward-/Side-Scatter-Diagramm der Durchflusszytometrie
erkennbar. Diese DCs wurden bei der Analyse abgegrenzt und phénotypisch beurteilt.

Es wurden insgesamt 11 Versuche fiir die Phinotypisierung durchgefiihrt.
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Abbildung 9: Nach Abgrenzen der mMoDCs im Forward-/Side-Scatter-Diagramm wurden die DCs anhand ihrer
Oberflachenexpression beurteilt. Bei CD83, CD80 und CD123 wurden positive Subkulturen eingegrenzt und
prozentual in Bezug auf alle DCs berechnet. Bei allen anderen Markern wurden die Mittelwerte aus Histogrammen
ermittelt.

Die Generierung von DCs mittels verschiedener konditionierter Medien und Ausreifungsstimuli (Zugabe
von CpG-CM, UM, BeCM+SyCM sowie des CCs) fiihrte zur Ausbildung von verschiedenartigen
phénotypischen Profilen der DCs: Der Oberflichenmarker CDS83 (typischer ,,Reifemarker) wurde auf
reifen CC-DCs, hingegen nicht auf unreifen UM-DCs exprimiert. Fiir die Analyse wurden CD83 positive
Subpopulationen eingegrenzt und prozentual ausgewertet. In der Abbildung 10 ist erkennbar, dass unter
den verschiedenen Kulturbedingungen der Marker CD83 unterschiedlich stark exprimiert wurde.
Diesbeziiglich war die Kombination verschiedener Zytokine aus dem CC am stérksten wirksam. Die
Kulturbedingung aus der Kombination von bakteriellen Extrakten (BeCM+SyCM) zeigte bei den DCs
eine mittelstarke CD83"-Subpopulation. Bei den CpG-A-CM- und CpG-C-CM-DCs war noch eine kleine
CD83"-Subpopulation nachweisbar. Die UM-DCs zeigten den geringsten Anteil an CD83"-DCs. Ein
reprisentatives Beispiel ist in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Phénotypische Modifikation von CD83 und CD64 auf DCs durch verschiedene Reifestimuli. Es
wurde die unterschiedliche Entwicklung von CD83"-Subpopulationen anhand von Density Plots dargestellt. Auf der
x-Achse wurde der Marker CD64 dargestellt, welcher sich relativ gegensitzlich zu CD83 entwickelte: Bei relativ
hohen CD83"-Expressionen zeigten sich niedrige CD64 -Expressionen. Dargestellt ist ein reprisentativer Density
Plot aus 7 verschiedenen Messungen.
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Abbildung 11: Expression von Oberflichenmarkern auf den unterschiedlich ausgereiften mMoDCs. Die grauen
Histogramme stellen die Expression der entsprechenden Marker dar, die weilen Diagramme sind die zugehdrigen
Isotypenkontrollen. Dargestellt ist eine reprasentative Phianotypisierung aus 7 Versuchen.
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Das kostimulierende Molekiil CD80 und der Reifemarker CD83 (siehe Abbildung 12) wurden
insbesondere von den CC-DCs, in etwas geringerem Mafle von den BeCM+SyCM-DCs, CpG-A-CM-
und CpG-C-CM-DCs, hochreguliert und grenzten sich als positive Subpopulationen von den {ibrigen DCs
ab. Die Expression des kostimulierenden Molekiiles CD86 war bei den CpG-A-CM-DCs gegeniiber den

anderen Ausreifungsstimuli durchschnittlich am hochsten ausgepragt.
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Abbildung 12: Abgebildet sind die kostimulierenden Molekiile CD80 und CD86 sowie der Reifemarker CD83. Es
wurden Mittelwerte abziiglich der Isotypenkontrollen aus 7 unabhingigen Versuchen mit den zugehorigen
Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt. Bei CD80 und CDS83 beziehen sich die Angaben auf eingegrenzte
Subpopulationen (Mittelwerte aus Prozentwerten), bei CD86 beziehen sich die Angaben auf mittlere
Fluoreszenzwerte aus Histogrammen.

UM —unstimuliertes Medium

CcC — Zytokin Cocktail (TNF-a, IL-1B, PG-E,, IL-6)
BetS — BeCM+SyCM

CPG A - CpG-A-CM

CPGB — CpG-B-CM

CPGC - CpG-C-CM

CPG 2137 —Kontrolle zu CpG-B-CM
CPG 2243  —Kontrolle zu CpG-A-CM
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Die Oberflaichenmarker CD16 und CD64 (siehe Abbildung 13), welche eine wichtige Rolle fiir die
Endozytose spielen, wurden von den reifen CC-DCs gering, bei den BeCM+SyCM-DCs hoher und am
stirksten bei den CpG-CM- sowie den UM-DCs exprimiert. Der Marker CD32, dem ebenfalls eine
wichtige Rolle hinsichtlich der Endozytoseaktivitit zugeschrieben wird, war dagegen bei den

BeCM+SyCM DCs am geringsten exprimiert.

CD16 CD32 CD64
=1 =21 21
=0 2% M
24 = =12
2200 290
= : S0 St
a Z100 =6
s : H
22 B -2
0 o0 To
= = g o & o G = 4 o & o G C
=2 < o &, o o o Y tal Ox 0, ) 0, Y ) O 0, 0, 0
7al &"d’ ’06‘4 0& 6’0 gl 6‘4 6’(9 6‘0 iy 6’4 6‘& 6’0

Abbildung 13: Expression von Phagozytose beteiligten Oberflichenmarkern (CD16, CD32, CD64) auf DCs. Es
wurden jeweils Mittelwerte aus Fluoreszenzintensititen von 7 unabhingigen Versuchen mit den zugehorigen
Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt.

UM — unstimuliertes Medium

CcC — Zytokin Cocktail (TNF-a, IL-1B, PG-E,, IL-6)

BetS — BeCM+SyCM

CPG A - CpG-A-CM

CPG B ~ CpG-B-CM

CPG C - CpG-C-CM

Der Antigen préisentierende Komplex HLA-DR (sieche Abbildung 14) wurde unter allen

Kulturbedingungen stark exprimiert, am stdrksten jedoch von den CC-DCs. Bei CD123 (siche Abbildung
14) lieB sich erkennen, dass lediglich die CC-DCs eine stirkere Expression aufwiesen. Dabei zeigten die
CpG-B-CM- und die UM-DCs die schwichste Expression von CD123, bei allen anderen DCs war diese
vergleichbar stark ausgepragt. CD40 (siche Abbildung 14) wurde von den CC-, CpG-A-CM- und CpG-C-

CM-stimulierten DCs stiarker exprimiert als von DCs mit den anderen Reifestimuli.
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Abbildung 14: Expression der Oberflichenmarker HLA-DR, CDI123 und CD40 als mittlere
Fluoereszenzintensititen abziiglich der Isotypenkontrollen aus 7 unabhingigen Experimenten mit den zugehoérigen
Standardfehlern der Mittelwerte.

UM — unstimuliertes Medium

CC — Zytokin Cocktail (TNF-a, IL-1B, PG-E,, IL-6)
Be+S — BeCM+SyCM

CPG A - CpG-A-CM

CPGB — CpG-B-CM

CPG C - CpG-C-CM

CPG 2137 —Kontrolle zu CpG-B-CM
CPG 2243 —Kontrolle zu CpG-A-CM

Der Monozyten spezifische Marker CD14 wurde bei keiner der verschiedenen Kulturbedingungen
beobachtet (mittlere Fluoreszenzintensitét unter 10").

CD206 und CD209 (Abbildung 15) wurden tendenziell auf den UM-DCs und den DCs aus den Kulturen
mit CpG-CM-Kontrollen stdrker exprimiert als auf den CC- oder BeCM+SyCM-DCs.
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Abbildung 15: Expression von Oberflichenmarkern CD206 und CD209 auf mMoDCs als mittlere
Fluoereszenzintensititen abziiglich der Isotypenkontrollen aus 4 unabhingigen Experimenten mit zugehorigen
Standardfehlern der Mittelwerte.

UM —unstimuliertes Medium

CcC — Zytokin Cocktail (TNF-a, IL-1B, PG-E,, IL-6)
Be+S — BeCM+SyCM

CPG A - CpG-A-CM

CPGB — CpG-B-CM

CPGC - CpG-C-CM

CPG 2137 —Kontrolle zu CpG-B-CM
CPG 2243  —Kontrolle zu CpG-A-CM
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Zusammenfassend lésst sich die folgende semiquantitative Auswertung anhand von FACS-Darstellungen

herausarbeiten.

Tabelle 8: Zusammenfassung der DC-Phénotypisierung unter verschiedenen Kulturbedingungen. Anhand von
Mittelwerten und Subpopulationen aus Histogrammen sowie Dichte-Diagrammen wurde die Oberflachenexpression
von Zellmarkern beurteilt: - unter 10el Fluoreszenz/keine Expression, + geringe Expression/kleine Subpopulation,
++ mittlere Expression/mittlere Subpopulation, +++ starke Expression/stark positive Subpopulation

Sample HLA-DR CD14 CD16 CD40 CD64 CD80 CD83 <CD86 CD123 CD206 CD209
um + - + - + - - + + ++ o
cC ++ - - + - ++ +++ +++ +++ + +
CPG-A-CM ++ - + + + + + +++ +++ + ++
CPG-B-CM ++ - + - + - - ++ ++ ++ +++
CPG-C-CM ++ - + + + + + +++ +++ + ++
BeCM+SyCM ++ - - - + + ++ +++ +++ + ++

4.6. CFSE-Proliferationsassays

Die Induktion von T-Zell-Proliferationen innerhalb einer gemischten Lymphozytenkultur konnte anhand
der CFSE-Aufnahme und der pro-Zellteilung verringerten CFSE-Menge bestimmt werden. Es wurden
insgesamt 7 Versuche durchgefiihrt.

39



CcD8 4

APC

BeCM+SyCM CpG-A-CM _ CpG-C-CM
S 226% ﬂ " 153% [§ 6% |
5 . s 'l 5 v, "
g ﬁ ih L
B 2029% g Ti3649% ¥
X 1 :
CFSE-FITC

Abbildung 16: Entwicklung von T-Zellproliferationen in einer Kokultur von Lymphozyten und DCs. Auf der x-
Achse wurde die CFSE-FITC-Proliferationsrate dargestellt und auf der y-Achse die anteilige CD8'-Proliferation.
Dargestellt ist ein représentatives Beispiel aus 7 unabhingigen Versuchen.

Alle Pan-T-Zellen proliferierten dhnlich stark unter den verschiedenen DC-Bedingungen, wobei die Pan-

T-Zellen aus der CC-DC-Kokultur am stirksten proliferierten. Der Anteil der CD8 -Proliferation betrug

durchschnittlich ca. 30 - 50 % und war ebenfalls bei den CC-DCs erhoht.
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Abbildung 17: Induktion von T-Zell-Proliferationen innerhalb von gemischten Lymphozytenkulturen. Dargestellt
sind die Mittelwerte der proliferierten Lymphozyten (Pan-T-cells) bzw. der prozentuale Anteil an CD8'-T-
Lymphozyten aus 7 unabhingigen Versuchen mit zugehdrigen Standardfehlern der Mittelwerte.

4.7.

Spezifische Kokultur von NACs mit Antigen beladenen DCs

Zur weiteren funktionellen Charakterisierung wurden anhand von intrazelluldrer IFN-y-Messung Antigen

spezifische T-Zell-Antworten untersucht. Wir fithrten dazu insgesamt 6 Experimente durch. Fiir die

Kultur inkubierten wir die DCs der unterschiedlichen Kulturbedingungen mit Peptiden (Influenza-Peptid

FLU fiir eine Memory-Antwort und das Peptid K-ras-12V fiir eine naive T-Zell-Antwort). AnschlieBend
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wurden Peptid beladene DCs mit NACs desselben Spenders kokultiviert.
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Abbildung 18: Im Forward-/Side-Scatter wurden die Lymphozyten eingegrenzt und anschlieBend die CD3
Expression dargestellt. Die CD3"-T-Zellen wurden auf ihre Expression von IFN-y produzierenden CD8'-Zellen
untersucht. Dargestellt sind FACS-Diagramme (Dot Plots, Density Plots), die die Eingrenzung der Lymphozyten —
Anteil der CD3"-Zellen — Anteil der IFN-y produzierenden CD8'-Zellen zeigen (im rechten Diagramm rechts
oben).

Eine T-Zell-Antwort wurde als positiv bewertet, wenn in der stimulierten Probe mindestens doppelt so
viele IFN-y sezernierende Zellen wie in der Negativkontrolle gez&hlt wurden. Die Memory-Antwort auf
das Influenza Peptid FLU fiel bei allen Kulturbedingungen etwa gleich stark aus, wobei eine leicht
stirkere IFN-y-Ausschiittung bei den BeCM+SyCM- und CpG-B-CM-DCs zu erkennen war. Die
Kulturen mit CC-DCs zeigten allerdings schwiichere spezifische FLU-Memory-CD8"-Antworten als die
Zellen aus den CpG-CM- oder UM-DC-Kulturen.

Bei 2 von 6 Versuchen konnten K-ras-12V-Peptid spezifische, IFN-y produzierende CD8"-Zellen in den
CpG-B-CM gereiften DC-Kulturen nachgewiesen werden. Es kann nicht sicher ausgeschlossen werden,

ob es sich hier moglicherweise um Artefakte handelte.
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Abbildung 19: Prozentualer Anteil von IFN-y produzierenden CD8'-Zellen an CD3'-Lymphozyten. Linke
Abbildung: Naive T-Zell-Antwort auf K-ras-12V, rechte Abbildung Memory-T-Zell Antwort auf FLU. Dargestellt
sind prozentuale Anteile von IFN-y produzierenden Zellen an CD3'/CD8'-Lymphozyten mit den zugehdrigen
Standardfehlern der Mittelwerte aus 6 unabhéngigen Experimenten. UM=unstimuliertes Medium, CC=Zytokin-
Cocktail, Be+S=BeCM+SyCM, CpG-A=CpG-A-CM, CpG-B=CpG-B-CM, CpG-C=CpG-C-CM.
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4.8. Zytokinprofile

Ziel der Zytokinanalysen war es, zu erkliren, unter welchem Zytokin-Einfluss die unterschiedlichen DCs
bestimmte funktionelle und phénotypische Eigenschaften entwickelten. Wir gingen der Frage nach,
welche Zytokine durch Zugabe der bestimmten Stimuli stirker ausgeschiittet bzw. supprimiert wurden.
Hierfiir wurden 20 Zytokine, die im Zusammenhang mit der DC-Ausreifung stehen (siche Tabelle 2,
Einleitung), mithilfe von speziellen Zytokin-Membranen (RayBio Human Cytokine Antibody Arrays”,
RayBiotech, Inc.) analysiert.

4.8.1. Zytokinanalysen in den konditionierten Medien

Die konditionierten Medien UM, BeCM, SyCM, CpG-A-CM und CpG-B-CM wurden aufgrund des unter
ihrem Einfluss entstehenden DC-Phénotyps fiir die Zytokin-Profilierung ausgewahlt.

Die Zytokinanalysen erfolgten nach Angaben des Herstellers. Positive Signale detektierten wir mittels
Chemolumineszenz-Kamera und Rontgenautnahmen. Die Chemolumineszenzen wurden anschlieBend
anhand ihrer Intensitéten quantitativ ausgewertet.

Aufgrund der geringeren Signalsensitivitit waren die Rontgenaufnahmen besser geeignet fiir die
Aufzeichnung von starken Signalen, die schwachen Signale hingegen stellten sich besser in den

Chemolumineszenzaufnahmen dar.

42



UM BeCM SyCM CpG-A-CM CpG-B-CM

e - . .0
o0 o0 L . . .o
. . @ e ° . . e
- . » . = - L] - e
. . - . -
L] L] L] L -
] . . . L3
8 ™ a ] -

Abbildung 20: Zytokinmembranen (RayBio Human Cytokine Antibody Array™) mit verschiedenen positiven
Signalen der konditionierten Medien mittels Chemolumineszenz-Kamera: Detektionszeit 60 s (oben) und
Rontgenfilmaufnahme: Detektionszeit 5 s (untere Abbildung).

In Abbildung 20 sind die unterschiedlichen Zytokinprofile der verschiedenen konditionierten Medien
erkennbar. Fiir die quantitative Auswertung wurden die jeweiligen Signale in Relation mit der

Positivkontrolle (auf den Zytokinmembranen rechts unten) gesetzt (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Vergleich der verschiedenen Zytokinprofile in den konditionierten Medien. PBMCs von 3 gesunden
Spendern wurden fiir die Herstellung von konditionierten Medien eingesetzt. AnschlieBend wurden diese
konditionierten Medien aus PBMC-Kurzkulturen abgenommen, gemischt und auf die Zytokinmembranen
aufgetragen. Die Abbildung zeigt relative Signalintensitdten (in Bezug auf die Positivkontrolle).

UM

BeCM SyCM CpG-A-CM = CpG-B-CM

In der Tabelle 5 werden die wesentlichen Zytokinprofile der konditionierten Medien erldutert.

Tabelle 9:

Beschreibung der unterschiedlichen Zytokinprofile in den konditonierten Medien

UM

Verglichen mit allen anderen Kulturbedingungen befanden sich im UM wie erwartet
anteilsmépig die geringsten Zytokinmengen. Das im UM am stirksten nachweisbare
Zytokin war IL-15 und betrug in der Intensitdt lediglich 7 % (im Verhéltnis zur
Positivkontrolle, welche mit 100 % gleichgesetzt wurde). In anderen konditionierten
Medien war IL-15 nicht nachweisbar. IL-6, IL-8 und IL-10 wurden bei UM am geringsten

ausgeschiittet.

SyCM

Bei SyCM waren viele Zytokine erhoht nachweisbar. IL-1p hatte eine Signalintensitét von
iiber 170 %, in den anderen Uberstinden lag IL-1p nur bei 10 %. TNF-a lag bei SyCM bei
186 %, in allen anderen konditionierten Medien war TNF-o kaum nachweisbar. MCP-1
war ebenfalls bei SyCM am stirksten vorhanden, wurde jedoch in allen anderen
Uberstinden (abgesehen von UM) dhnlich stark detektiert (bei ca. 100 %). IL-7 wurde
ebenfalls durch SyCM am stéirksten ausgeschiittet (IL-7 lag bei 14 %, dagegen in den
anderen Uberstéinden unter 6 %). Das am stirksten nachweisbare Zytokin war IL-6 in den
gesamten Zytokinanalysen, welches bei 840 % Signalintensitdt im SyCM lag, gefolgt vom
CpG-B-CM, wo IL-6 bei 135 % lag. In allen anderen konditionierten Medien befand sich
IL-6 bei unter 60 %. IL-2 zeigte auch im SyCM mit 11 % die stdrkste relative
Signalstirke (in anderen Uberstéinden 0 — 6 %). Im SyCM befanden sich die geringsten

Intensitdten an IP-10 (bei 5 %, in anderen konditionierten Medien bis zu 65 %).

BeCM

Bei BeCM war IP-10 am stirksten nachweisbar (bei 65%). MCP1 (mit 13%), MCP3
(ca.100%) und IL-8 (bei 350%) erreichten ebenfalls die hochsten Signalstirken im

Vergleich zu den anderen CM. IL-7 war im BeCM am geringsten nachweisbar.

CpG-A-CM

Im CpG-A-CM war der TNF-B-Anteil am hochsten im Vergleich zu den anderen CM (bei
7 %), wobei TNF-B insgesamt nur sehr schwache Signalstiarken aufwies (in allen anderen
Uberstidnden unter 4%). IP-10 und MIP-30. waren ebenfalls im CpG-A-CM stérker
vorhanden als in den anderen Uberstinden (IP-10 bei 40 % und MIP-3a bei 7 %).

CpG-B-CM

Im CpG-B-CM befanden sich die hochsten IL-12p70- und IL-10-Anteile im Vergleich zu
den anderen Uberstiinden (IL-12p70 bei 9 % und IL-10 bei 58 %). IL-8 zeigte ebenfalls
im CpG-B-CM eine hohe Signalintensitit (bei 320 %). Im CpG-B-CM lag MCP-1 genau
wie im BeCM und SyCM im oberen Bereich bei ca. 100 %.
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4.8.2. Zytokinanalysen in den Kulturiiberstinden der mMoDCs

Aus den mMoDC-Kulturen wurden erneut Kulturiiberstinde abgenommen, um die jeweiligen

Zytokinprofile zu analysieren.
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Abbildung 22: Zytokinmembranen (RayBio Human Cytokine Antibody Arrays®™) mit verschiedenen positiven
Signalen der mMoDC-Kulturiiberstinde mit den Bedingungen: UM, CC, BeCM+SyCM, CpG-A-CM und CpG-B-
CM mittels Chemolumineszenz-Kamera: Detektionszeit 60 s (obere Abbildung) und Rontgenfilmaufnahme:
Detektionszeit 5 s (untere Abbildung)
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Abbildung 23: Zytokinprofile in den mMoDC-Kulturen. DCs wurden nach Stimulation mit konditionierten Medien
(bakterielle Extrakte, CpG-Oligonukleotide) und dem CC (TNF-0, PG-E,, IL-6, IL-1B) bis zum Tag 7 ausgereift.
Am Tag 7 wurden die Kulturiiberstinde abgenommen. Es wurden jeweils 3 Proben (d.h. aus 3 Versuchsreihen) aus
der jeweiligen Kulturbedingung gemischt.

DC Uberstand aus UM m DC Uberstand aus CC m DC Uberstand aus BeCM+SyCM

DC Uberstand aus CpG-A-CM = DC Uberstand aus CpG-B-CM

Die Tabelle 10 zeigt die verschiedenen Zytokinprofile in den DC-Kulturen.

Tabelle 10:

Beschreibung der Zytokinprofile in den verschiedenen DC-Kulturen

UM

Wie die Abbildung 23 zeigt, waren in der UM-DC-Kultur viele Zytokine (IL-1p bei 18
%, IL-2 bei 0 %, IL-10 bei 9 %, IL-12p70 bei 0 %, MCP-3 bei 0 %) im Vergleich zu den
anderen Kulturbedingungen am geringsten nachweisbar. Die meisten Zytokine zeigten
im UM die geringsten Anteile oder konnten gar nicht nachgewiesen werden. IL-8 (419
%), MCP1 (183 %), IL-6 (654 %) befanden sich allerdings mit den hochsten Mengen in
UM im Vergleich zu den anderen DC-Kulturiiberstdnden.

CC

In den DC-Kulturiiberstainden des CCs (Kombination aus TNF-a, PG-E,, IL-1p, IL-6)
waren erwartungsgemif die zugegebenen Zytokine TNF-a (76 %), IL-1B (268 %) und
IL-6 (575 %) in hohen Anteilen vorhanden.

BeCM+SyCM

In der Kulturbedingung BeCM+SyCM zeigten die Zytokine IL-1B (167 %), IL-6 (638
%), IL-7 (17 %) und IP-10 (68 %) ecbenfalls eine starke Intensitit. Maximale
Zytokinmengen lagen im Vergleich zu den anderen mMoDC-Kultur-Uberstéinden bei IL-

10 (36 %) und IL-12p70 (9 %) vor.

CpG-A-CM

Die Kulturbedingung CpG-A-CM zeigte die hochsten IP-10-Mengen, alle anderen
Zytokine waren unauffillig (entweder sehr geringe Zytokinmengen oder im Bereich wie

alle anderen Kulturiibersténde).

CpG-B-CM

Im CpG-B-CM befanden sich nur geringe Zytokinmengen bzw. &hnlich hohe

Zytokinmengen wie in anderen Kulturbedingungen.

Ein Nachteil der Zytokinanalysen war, dass keine absoluten Zytokinmengen gemessen werden konnten.

Es konnte nur ein Bezug auf die Positivkontrolle hergestellt und prozentuale Angaben gemacht werden.

Es bleibt weiterhin offen, ob die Zytokine in manchen Uberstinden weniger sezerniert wurden oder ob sie

eventuell verstirkt abgebaut wurden.

4.9, Endozytoseassays (Dextran-FITC-uptake durch DCs)

Ein Merkmal von unreifen DCs ist, dass sie bestimmte Antigene oder Substrate wie Dextran per
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Phagozytose aus ihrer Umgebung aufnehmen konnen. Es wurden dazu 3 Versuche durchgefiihrt. In der
Immunphénotypisierung wurde bereits dargestellt, dass unter den Kulturbedingungen UM, CpG-A-CM,
CpG-B-CM und CpG-C-CM die Oberflichenmarker CD16, CD32 und CD64, die an Endozytose-
Mechanismen beteiligt sind, verstarkt exprimiert wurden. Dagegen waren diese Oberflichenmarker bei
den CC-DCs weniger stark ausgeprdgt. Nach flinftdgiger Kultur und anschliefender Reifeinduktion
wurden die DCs auf ihre Aufnahmefahigkeit von Dextran-FITC untersucht. Wie auf den Abbildungen 24
und 25 zu erkennen ist, war bei den CC-DCs sowie bei den BeCM+SyCM-DCs ein Riickgang der
Endozytose-Aktivitdt zu beobachten. Bei den DCs, die mit CpG-CM ausreiften, konnte man eine dhnlich
starke Endozytose-Aktivitit wie bei den UM-DCs erkennen.

UM CcC BeCM+SyCM CpG-A-CM CpG-B-CM CpG-C-CM
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Abbildung 24: Einfluss von verschiedenen Reifestimuli auf die Endozytose-Aktivitit von DCs. Die grauen
Histogramme stellen die Dextran-FITC-Aufnahmen bei 37 °C dar, die weilen Histogramme sind die Kontrollen
bei 4 °C. Es wurde ein reprasentatives Ergebnis aus 3 Versuchen dargestellt.
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Abbildung 25: Endozytoseaktivitit von DCs. Dargestellt sind Mittelwerte (mit den zugehdrigen Standardfehlern
der Mittelwerte) und Negativkontrollen der Dextran-FITC-Aufnahmen aus 3 unabhdngigen Experimenten.
Kulturbedingungen:

UM=unstimuliertes Medium, CC=Zytokin-Cocktail, Be+S=BeCM+SyCM, CpG-A=CpG-A-CM, CpG-B=CpG-B-
CM, CpG-C=CpG-C-CM
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5. Diskussion

5.1. Konditionierte Medien als Alternative zur DC-Aktivierung?

In dieser Dissertation untersuchten wir die phénotypische und funktionelle Modifikation von MoDCs
durch konditionierte Medien, die wir aus PBMC-Kurzzeitkulturen mit CpG-Oligonukleotiden bzw.
bakteriellen Extrakten produzierten. Viele Arbeiten weisen darauf hin, dass CpG-Oligonukleotide zwar
einen direkten Einfluss auf plasmazytoide DCs, nicht jedoch auf MoDCs zeigen (z.B. Rothenfusser et al.
2002). Humane MoDCs exprimieren keine oder zu wenig TLR9, so dass CpG-Oligonukleotide hier nicht
direkt wirken kénnen (Krug et al. 2003, Rothenfusser et al. 2004). CpG-Oligonukleotide werden nicht
von menschlichen myeloiden DCs und Monozyten erkannt (im Gegensatz zu Méausen, die hohere TLR9-
Expressionen auf myeloiden DCs und Monozyten aufweisen - Wagner et al. 2004). Wir gingen der Frage
nach, ob konditionierte Medien aus CpG-Oligonukleotiden oder bakteriellen Extrakten einen Einfluss auf
die Ausreifung von MoDCs haben kdnnte, was bisher noch nicht von den o.g. Arbeitsgruppen untersucht
wurde.

Eine potente Immunantwort auf spezifische Antigene ist nur durch die Aktivierung von Antigen
prasentierenden DCs durch verschiedene Gefahrensignale moglich (Banchereau et al. 2000). Diese
Gefahrensignale konnen durch das Eindringen von Mikroorganismen, entziindlichen Gewebereaktionen
oder durch ungeordneten Zellzerfall erzeugt werden. Die Aktivierung von DCs fithrt zu verdnderten
dendritischen Zellfunktionen und Phénotypen. Kostimulierende Oberflichenmolekiile, Antigen
prasentierende Molekiile und Reifemarker werden stirker exprimiert, wogegen die Fahigkeit zur

Aufnahme von Antigenen (Endozytose) mit zunehmendem Reifungsgrad abnimmt.

Finige Autoren haben beschrieben, dass bestimmte CpG-Oligonukleotide zu einer phénotypischen
Verdnderung der MoDC:s fiithren: Gursel et al. berichteten 2002 von einer neuen Untergruppe von CpG-A,
die MoDCs zur Ausreifung stimulieren sowie eine Down-Regulation vom monozytenspezifischen Marker
CD14 zeigen. Die meisten Autoren widerlegten jedoch eine Sensibilitdt von humanen MoDCs auf CpG-

Oligonukleotide aufgrund der unzureichenden Expression von TLR9.

Bisher wurde nicht untersucht, inwieweit CpG-Oligonukleotide oder bakterielle Extrakte als
Gefahrensignale gewissermaflen sekundidre Signale (Zytokine und andere immunmodulatorische
Faktoren) freisetzen, wenn PBMCs damit stimuliert werden. Solche sekundiren Faktoren analysierten wir
in dieser Arbeit. Wir haben konditionierte Medien aus PBMC-Kurzzeitkulturen mit CpG-
Oligonukleotiden und bakteriellen Extrakten hergestellt und konnten zeigen, dass die so gewonnenen

konditionierten Medien eine Stimulierung von humanen MoDCs mit einer erhéhten Expression von
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kostimulierenden Molekiilen und Antigen prisentierenden Molekiilen bewirkten. Zudem gelang es uns,
diese sekunddren Faktoren, wie z.B. wichtige DC-aktivierende, antitumorale oder proinflammatorische

Zytokine, in den entsprechenden konditionierten Medien nachzuweisen.

Durch Herstellung von konditionierten Medien sollten in vitro die in vivo Verhiltnisse teilweise simuliert
werden. CpG-Oligonukleotide kénnen PBMCs zur Zytokinproduktion aktivieren. In den aus PBMC-
Kurzkulturen gewonnenen konditionierten Medien befanden sich wichtige Zytokine fiir die Ausreifung
von DCs, die das Potenzial zur DC-Aktivierung besallen, was wir durch unsere phénotypischen und

funktionellen Tests beweisen konnten.

5.2. Generierung und phéinotypische Eigenschaften von DCs

Gegenwirtig existieren mehrere Protokolle fiir die Generierung von MoDCs aus adhidrenten Monozyten,
die jedoch in wichtigen Teilaspekten erhebliche Unterschiede aufweisen (Romani et al. 1994, Sallusto
und Lanzavecchia 1994, Alijagic et al. 1995, Romani et al. 1996 und Thurnher et al. 1997). Wir haben in
dieser Arbeit ein optimiertes Ausreifungsprotokoll fiir die Kultur von MoDCs durch GM-CSF, IL-4 und
die entsprechenden konditionierten Medien bzw. den CC erarbeitet: Durch die kontinuierliche
Generierung der DCs in einer Kulturflasche bis zum Kulturende (Tag 7) konnte eine wesentlich stirkere
Expression der DC spezifischen Oberflaichenmolekiile erreicht werden. Dadurch wurde auch der
mechanische Stress (Zentrifugieren, erneutes Zdhlen und Einstellen der Zellzahlen, Wechseln von
Plastikoberflachen, haufigeres Waschen mit erhdhter Kontaminationsgefahr) weitgehend vermieden.
Zusitzlich war diese Methode zeitsparender, da lediglich die konditionierten Medien am Tag 5

hinzugegeben werden mussten.

MoDCs haben insbesondere im Hinblick auf den klinischen Gebrauch den Vorteil, dass sie sich leicht aus
dem peripheren Blut gewinnen und die DCs in groBer Zellzahl innerhalb von 5 - 7 Tagen in vitro
generieren lassen. Selbst bei Tumorpatienten mit fortgeschrittener Erkrankung konnten MoDCs so
generiert werden (Romani et al. 1994). Das Verfahren zur DC-Generierung aus Monozyten, das in der
vorliegenden Arbeit verwendet wurde, entspricht im Wesentlichen vorbeschriebenen Kulturprotokollen
(Romani et al. 1994, Bender et al. 1996, Thurner et al. 1999). Die Aktivierung von DCs erfolgte einerseits
mit den konditionierten Medien (aus CpG-Oligonukleotiden und bakteriellen Extrakten) und andererseits
mit dem bekannten CC (TNF-a, IL-1B, PG-E,, IL-6), wie er auch in &dhnlicher Zusammensetzung heute
noch zur Aktivierung von DCs eingesetzt wird (z.B. Zobywalski et al. 2007). Die Ausbeute an mMoDCs
von durchschnittlich 4 — 10 % von den urspriinglich eingesetzten PBMCs entsprach ungefihr der Menge

anderer Arbeitsgruppen.
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Die Ausreifung von DCs durch konditionierte Medien wurde bisher nicht analysiert, so dass kein direkter
Vergleich zu den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen moglich ist. Wir konnten DCs generieren, die
phénotypisch kostimulierende Molekiile und Antigen priasentierende Marker dhnlich stark exprimierten
wie DCs, die mit dem bekannten und oft verwendeten CC ausreiften. Die DCs, die durch eine
Kombination bakterieller Extrakte ausreiften (BeCM+SyCM), zeigten eine DC-Aktivierung (CD83-
Expression) und waren den CC-DCs phéinotypisch am &hnlichsten. Die stérksten CD83-Expressionen
waren jedoch wie erwartet bei den CC-DCs erkennbar.

DC-Aktivierungen im Sinne von erhdhten CDS83-Expressionen zeigten sich auch in geringerer
Ausprigung bei den CpG-CM-DCs: Hier entwickelten sich CD83"-Subpopulationen. Die Rolle des
CD83-Markers ist bisher noch nicht genau erforscht, so dass offen bleibt, ob dieser eine essentielle Rolle

fiir therapeutisch genutzte DCs spielt.

Die fiir unreifere DC-Stadien charakteristischen Phagozytose-Rezeptoren und damit die Fahigkeit zur
Antigenaufnahme blieben bei den DCs, die mittels konditionierter Medien ausreiften, erhalten. Somit
konnten diese DCs besonders fiir den klinischen Einsatz, z.B. bei Vakzinierungstherapien, interessant
sein, da sie einerseits Reifemerkmale zur Antigenpridsentation aufweisen und andererseits noch die

Féhigkeit zur Antigenaufnahme (Phagozytose) besitzen.

5.3. Funktionelle Beurteilung der DCs

Zu den funktionellen Eigenschaften von DCs gehoren vor allem die Induktion von Antigen spezifischen
T-Zell-Antworten und die Fahigkeit zur Antigenaufnahme, welche wir in dieser Arbeit untersuchten.

Rothenfusser et al. beschrieben 2004 Peptid spezifische zytotoxische T-Zell-Antworten und die
Expansion von Memory-CD8"-Zellen auf die Stimulation von plasmozytoiden DCs mit CpG-A. Es
konnte jedoch keine direkte Aktivierung von T-Zellen durch CpG-Oligonukleotide festgestellt werden.
Durch Inkubation mit CpG-B-Oligonukleotiden zeigte die Arbeitsgruppe sogar eine naive Melan-A
spezifische CD8"-Zell-Antwort. In der vorliegenden Arbeit wurden mMoDCs und das Peptid K-ras-12V
fiir die Induktion einer naiven T-Zell-Antwort verwendet. Es konnten in 2 von 6 Versuchen bei den CpG-
B-CM gereiften DCs spezifische IFN-y-Antworten beschrieben werden. Wir konnten somit nicht
eindeutig sagen, ob es sich um reproduzierbare und robuste naive T-Zell-Antworten handelte oder

moglicherweise um Artefakte.

Die Phagozytose-Untersuchungen zeigten, dass die CC-DCs ihre Fahigkeit zur Phagozytose verloren
hatten und Dextran-FITC nicht mehr aufnahmen. Die CpG-CM und UM ausgereiften DCs wiesen eine
hohe Phagozytose-Aktivitdt auf. Dabei fiihrten die CpG-B-CM-Kulturbedingungen durchschnittlich zur
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hochsten Aufnahme von Dextran-FITC. Es bleibt letztendlich unklar, welche DCs sich fiir eine in vivo
Anwendung besser eignen wiirden. Moglicherweise wiren diejenigen DCs am besten geeignet, die
sowohl Antigene per Phagozytose aufnehmen konnen als auch DC spezifische Marker aufweisen

(kostimulierende und Antigen prasentierende Molekiile).

5.4. Zytokinprofile der konditionierten Medien und der DC-Kulturen

Die Zytokinproduktion von MoDCs durch Stimulation mit CpG-CM oder BeCM+SyCM wurde bisher
nicht eingehend untersucht, da auch hier aufgrund der mangelnden TLR9-Expression keine Aktivierung
und somit auch keine Zytokinsekretion zu erwarten war. Wir konnten in der vorliegenden Arbeit
nachweisen, dass PBMCs eine Zytokinproduktion nach Stimulation mit bakteriellen Extrakten und CpG-
Oligonukleotiden zeigten. Im SyCM stellten sich besonders ausgepriagt die Zytokine dar, die MoDCs
aktivieren konnen und auch im CC vorhanden waren. Das Nachweisverfahren mittels Zytokin-
Membranen erlaubte allerdings keine Aussagen zu absoluten Zytokinmengen sondern nur relative

Angaben.

Elkord et al. beschrieben 2005, dass die MoDC-Gewinnung per Plastik-Adhédrenz sich vorteilhafter auf
die Zytokinproduktion und Oberflichenexpression (CD80, CD83, CDS86) auswirkte als die DC
Generierung durch CD14"-Isolation. Besonders IL-12, IL-10 und TNF-a wurden stirker sezerniert. In
unserer Arbeit zeigten sich ebenfalls nach Ausreifung der imMoDCs per Plastikadhdrenz kennzeichnende
Zytokinprofile:

In den DC-Kulturiiberstdnden befanden sich am Tag 7 die hochsten Anteile von Zytokinen bei den CC
gereiften DCs (wie z.B. IL-1B, IL-2, IL-7, MIP-3a, MIP-3 und TNF-a), was teilweise durch die direkte
Zytokinzugabe (TNF-a, IL-1B, PG-E,, IL-6) am Tag 5 zur DC-Aktivierung bedingt war. In den
BeCM+SyCM gereiften DCs war ebenfalls ein interessantes Zytokinprofil vorhanden: IL-6, 1L-12p70
und IL-10 wurden am stirksten von allen Kulturbedingungen sezerniert. Es seien hier nur einige der
relevanten Zytokine zur DC-Ausreifung, T-Zell-Aktivierung oder Zellproliferation aus unserer Arbeit
nochmals erwahnt:

IL-6 ist ein klassisches proinflammatorisches Zytokin in der Akutphasereaktion und ist fiir das
Zellwachstum sowie zur Zelldifferenzierung verantwortlich. IL-6 wurde in unserer Arbeit am stérksten im
BeCM+SyCM sezerniert. In den DC-Kulturiiberstinden war es in allen Kulturbedingungen etwa gleich
stark vorhanden.

IL-10 dagegen begrenzt die Entziindungsreaktion, indem es IL-12 inhibiert und das Wachstum sowie die
die Differenzierung verschiedener Zellen reguliert. Wir konnten es bei den konditionierten Medien

verstiarkt im CpG-B-CM nachweisen und bei den DC-Kulturiiberstinden war es in hochsten Anteilen im
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BeCM+SyCM vorhanden.

IL-12p70 ist wiederum ein proinflammatorisches Zytokin, welches fiir die Produktion von IFN-y und
anderen Zytokinen der NK- und T-Zellen essentiell ist. Wir detektierten im Uberstand der BeCM+SyCM-
DCs die hochsten Mengen an IL-12p70 unter allen DC-Kulturiiberstinden (sogar hohere Anteile als bei
den CC-DCs). Bei den konditionierten Medien wurde IL-12p70 im CpG-B-CM am stirksten sezerniert.
Wagner et al. zeigten 2004, dass plasmozytoide DCs und B-Zellen vermehrt IL-12p70 durch Stimulation
mit CpG-Oligonukleotiden und CD40-Liganden produzierten. Weiterhin testeten sie die kombinierte
Stimulation von B-Zellen mit E.coli-DNA und CpG-Oligonukleotiden, welche einen synergistischen
Einfluss auf die Zytokinproduktion hatte.

TNF-a ist ein bedeutendes DC aktivierendes Zytokin, was auch fiir Antitumoreffekte verantwortlich
gemacht wird. TNF-o war im SyCM am hochsten nachweisbar (deutlich hoher als in anderen
konditionierten Medien). Bei den DC-Kulturiiberstinden war es jedoch im CC-Kulturiiberstand am
stirksten vorhanden, was sicher durch die direkte TNF-a-Zugabe erkldrbar ist. Es bleibt unklar, welcher

Anteil von den DCs produziert wurde und was der zugegebenen Menge entsprach.

In unserer Arbeit erreichten wir eine Stimulation von MoDCs durch konditionierte Medien aus
bakteriellen Extrakten und CpG-Oligonukleotiden. Insbesondere konnten vergleichsweise hohe DC
aktivierende, antitumorale und proinflammatorische Zytokinmengen in den konditionierten Medien aus

den bakteriellen Extrakten (BeCM+SyCM) detektiert werden.

Die meisten Arbeitsgruppen bezogen sich in ihren Zytokinanalysen auf die plasmozytoiden DCs. Es
wurde bisher keine Aktivierung durch CpG-Oligonukleotide bei MoDCs und folglich auch keine
Zytokinproduktion durch MoDCs beschrieben. Mit dieser Arbeit konnten wir eine Aktivierung und
Zytokinausschiittung von MoDCs durch Stimulation mit konditionierten Medien aus CpG-
Oligonukleotiden und bakteriellen Extrakten erreichen, wie sie bisher in keiner verdffentlichten Arbeit
beschrieben wurden. Zwar lagen die Zytokin-Anteile in den DC-Kulturiiberstinden teilweise nur knapp
iber der Nachweisgrenze, es waren jedoch haufig klare Abgrenzungen zur unstimulierten Probe
erkennbar, so dass von einer Zytokinproduktion aufgrund der zugegebenen Stimuli ausgegangen werden
kann. Es lédsst sich jedoch nicht differenzieren, ob die Zytokine vermehrt/vermindert sezerniert, die
Produktion von anderen Zytokinen gehemmt/geférdert wurde oder ob ein verstirkter Abbau stattfand.
Zusétzlich haben wir weitere Zytokine und Chemokine untersucht, die bisher in dieser Weise noch nicht
analysiert wurden (wie z.B. IL-1p, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IP-10, MCP-1, MCP-3, MIP-30, MIP-3[3, TNF-
o, TNF-B). Diese spielen ebenfalls eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit der DC-Aktivierung oder

zur Induktion spezifischer T-Zell-Antworten (siche Tabelle 2, Einleitung).
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5.5. Klinischer Ausblick: CpG-Oligonukleotide in der Therapie von Tumoren und

Infektionskrankheiten

Seit der Einfithrung von Vakzinierungen besteht ein Interesse, die Qualitdt von Impfungen zu verbessern
oder Impfungen auch in der Tumortherapie einzusetzen. Dabei stellen CpG-Oligonukleotide ein Adjuvans
bei herkdmmlichen Vakzinen durch Aktivierung von Antigen préasentierenden Zellen und durch
Forderung der Antikorperproduktion bei prophylaktischen oder therapeutischen Impfungen dar (Kovarik
et al. 1999, Brazolot et al. 1998).

Einige Studien haben gezeigt, dass ODN 2006 (CpG-B) als Vakzine-Adjuvans bei Primaten die
Entwicklung einer humoralen Immunantwort fordert (Hartmann und Krieg 2000, Jones et al. 1999). Die

Anwendungsmoglichkeiten als Immunadjuvans scheinen daher vielversprechend zu sein.

Weiterhin scheinen CpG-Oligonukleotide weitaus vertrdglicher zu sein, als andere Adjuvanzien, wie z.B.
CFA (Freund’s complete adjuvant), da selektiv nur die Zielzellen durch CpG-Oligonukleotide aktiviert
werden. Durch CFA werden sehr hohe Mengen proinflammatorischer Zytokine und Chemokine

ausgeschiittet, die gewebstoxische Nebenwirkungen verursachen konnen.

Durch die CpG abhéngige Aktivierung unspezifischer Effektorzellen (NK-Zellen, Makrophagen) wird die
Antikdrper abhingige Zytotoxizitdt verstirkt. Das Immunsystem wird durch die Anwesenheit von CpG-
Oligonukleotiden stidndig stimuliert und wére theoretisch somit in der Lage, Tumoren effizienter zu
bekdmpfen. Sfondrini et al. konnten 2002 zeigen, dass CpG-Oligonukleotide die Inzidenz und die Zahl
der Tumoren in weiblichen Maiusen, die spontan Mammakarzinome entwickelten, signifikant

verringerten.
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6. Zusammenfassung

Dendritische Zellen (DCs), die zur Antigenaufnahme und -pridsentation fdhig sind, nehmen eine
Schliisselrolle in der Auslésung einer spezifischen zelluldren Immunantwort ein. Daher stehen sie im
Fokus vieler Forschungsansdtze, die durch Modulation der spezifischen Immunantwort nach neuen
therapeutischen Erfolgen suchen. Wéhrend der letzten Jahre wurden verschiedene Subpopulationen von

DCs beschrieben, die die phanotypische und funktionelle Heterogenitét der DCs deutlich machen.

Um die Rolle und Funktion von verschiedenen DC-Populationen im Immunsystem besser zu verstehen
und immuntherapeutisch zielgerichteter einzusetzen, ist es notwendig, die verschiedenen DC-
Populationen anhand von definierten und damit vergleichbaren Charakteristika zu analysieren. Ziel dieser
Arbeit war es, durch unterschiedliche Ausreifungsstimuli verschiedene DCs in vitro zu generieren und sie
anhand ihrer phinotypischen und funktionellen Eigenschaften zu vergleichen. Im Rahmen eines
Gesamtprojektes sollte diese Dissertation alternative Verfahren aufzeigen, um kosteneffizient DCs mit
verschiedenen Phianotypen und Funktionen zu entwickeln, um somit weitere klinische Anwendungen von

DCs zu erméoglichen.

Vorraussetzung fiir den Einsatz von DCs in der Immuntherapie ist, dass sie in ausreichend hoher Zellzahl
isoliert werden konnen. Zu diesem Zweck wurden im ersten Schritt humane unreife DCs aus
Monozytenkulturen mit unterschiedlichen konditionierten Medien ausgereift. Die konditionierten Medien
wurden zuvor aus Kurzzeitkulturen von peripheren mononukledren Blutzellen (PBMCs) unter Zusatz von

bakteriellen Extrakten oder immunstimulatorischer DNA (CpG-Oligonukleotiden) gewonnen.

Die vergleichende Analyse der unterschiedlich in vitro ausgereiften DCs umfasste die
durchflusszytometrische Phénotypisierung, die Messung der Induktion von Antigen spezifischen und
unspezfischen Lympozytenproliferationen in gemischten DC/Lymphozytenkulturen sowie die Féhigkeit
zur Endozytose von Antigenen. Ergdnzt wurde die Charakterisierung der DCs durch die Zytokinanalyse

der konditionierten Medien und DC-Kulturen.

In den aktuellen Verfahren werden DCs meist mithilfe eines Zytokin-Cocktails (CCs) ausgereift, die in
unserer Arbeit als Referenz-DCs dienten. DCs, die wir mit konditionierten Medien von bakteriellen
Extrakten oder CpG-Oligonukleotiden generierten, zeigten eine erhohte Expression von kostimulierenden
und Antigen prasentierenden Molekiilen. Wir konnten zeigen, dass die konditionierten Medien DCs
aktivieren und ausreifen konnen und sich darunter stabile DC-Phénotypen ausbildeten. Im Vergleich zu
den o.g. CC-DCs zeigten die DCs, die mittels konditionierter Medien ausreiften, zudem hohere Anteile an
Endozytose-Markern und stirkere Antigenaufnahmen durch Endozytose, wihrend die CC-DCs ihre

Féhigkeit zur Endozytose verloren hatten. Wir konnten weiterhin nachweisen, dass sich DC aktivierende,
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proinflammatorische und antitumorale Zytokine in den konditionierten Medien und DC-Kulturen
befanden, darunter auch die entscheidenden Zytokine TNF-a, IL-1B und IL-6, welche im CC enthalten

sind.

Die Ergebnisse unserer Analysen veranschaulichen, dass sich je nach Stimulus unterschiedliche DC-
Populationen in vitro generieren lassen, die sich durch verschiedene Phénotypen, Morphologien,
Funktionen und Zytokinprofile auszeichnen. In weiteren Studien miissen die verschiedenen DC-
Populationen auf ihre praktische Nutzbarkeit untersucht werden. Es ist vorstellbar, dass sich einzelne DC-
Populationen fiir spezielle immuntherapeutische Anwendungen eignen. Wo bisherige Therapiestrategien
noch unzureichend sind, erdffnet die Entwicklung der DCs aus konditionierten Medien zusitzliche
klinische Behandlungsmoglichkeiten. Hierfiir kdnnten je nach Verwendungszweck unterschiedliche DC-
Populationen mit den charakteristischen Zytokinprofilen von Interesse sein. In der vorliegenden Arbeit
wird ein reproduzierbares und kostengiinstiges Verfahren zur in vitro Generierung von DCs mit
therapeutisch erwiinschten FEigenschaften vorgestellt und erweitert somit die denkbar klinische

Einsetzbarkeit von DCs.
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