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Einleitung 1

Zusammenfassung

Die genetische Immunisierung mittels Plasmid-DNAN@®Vakzinierung) ist eine einfach
durchzufihrende Methode, um in vivo eine Antigeezfische Immunantwort zu induzieren.
Die DNA-Vakzinierung bietet im Hinblick auf die Twrvakzinierung mehrere Vorteile:
Expression multipler CD4- und CD8-T-Zellepitope, nhmnogenitdt von DNA durch CpG-
Sequenzen und die Mdglichkeit der Applikation alsiyerselle Vakzine* iber HLA-Barrieren
hinaus. DNA-Vakzine induzieren sowohl eine Antikérp als auch eine T-Zell-vermittelte
Immunantwort, jedoch ist die zytotoxische Immunamtwbeim Menschen meist nicht effizient
genug, um eine Tumorregression herbeizufiihren. Eerbesserung der durch DNA-Vakzine
induzierten Immunantwort ist eine Voraussetzung é&imen erfolgreichen Einsatz in der
Immuntherapie, der Einsatz in der klinischen Siamateiner ,Minimalen Resterkrankung”
(MRD, ,minimal residual disease") erscheint besasd&folgversprechend.

FIt3-Ligand (FIt-3L) ist ein 1991 entdecktes Zytokidas in vivo die Proliferation und
Differenzierung von hamatopoetischen Vorlauferzellensbesondere dendritischen Zellen,
stimuliert. Dendritische Zellen spielen eine zeletiRolle bei der Induktion undyfPolarisierung
der Immunantwort.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Eirdasvon Flt-3L auf die Immunantwort nach
DNA-Vakzinierung, insbesondere die Modifikation deZell-vermittelten Immunantwort.

In der Maus filhrte die Applikation von rekombinanteFlt-3L zu einer Expansion von
myeloischen und lymphoiden dendritischen Zellen:dén Milzen Flt-3L-behandelter Mause
konnte ein drei- bis vierfacher Anstieg der Anzabh dendritischen Zellen beobachtet werden.
Zur Untersuchung des (adjuvanten) Effektes von 3Elt-auf die Immunantwort nach
DNA-Vakzinierung wurden C57/BL6-Mause mit einem filbakterielle p-Galactosidase
kodierenden Plasmid intramuskular immunisiprGalactosidase diente als gut charakterisiertes
Modellantigen, fur das immunogene MHC-restringieReptide bekannt sind. Die Mause
erhielten taglich 10 pg rekombinantes Flt-3L Uberee Zeitraum von 12 Tagen subkutan
appliziert, am siebten Tag wurden die Mause intskualar mit dem furp-Galactosidase

kodierenden Plasmid vakziniert.
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Die Behandlung der Mause mit FIt-3L resultiertesiner signifikanten Steigerung der Antigen-
spezifischen proliferativen Immunantwort bei Infgi{Restimulation der Splenozyten.

Die Analyse des Zytokinprofils der restimuliertepl&ozyten zeigte, dass die Applikation von
FIt-3L nicht zu einer f1-Polarisierung der Immunantwort fuhrte. Ganz ing&weil fand sich
eine Tendenz zu eineryZ-Polarisierung der Immunantwort, passend hierzu swch die
humorale Immunantwort vorwiegend durch IgG1-Antp&rr gepragt. Eine zytotoxische T-Zell-
Antwort der restimulierten Splenozyten von Flt-3éHandelten M&ausen gegprGalactosidase-
Peptid-gepulste Targetzellen konnte nicht beobackézden. Um die Ursache der fehlenden
Tyl-Polarisierung zu klaren, wurden die expandiertdandritischen Zellen genauer
charakterisiert. Es zeigte sich, dass die dendhiéis Zellen einen unreifen Phanotyp aufwiesen,
welcher mit einer fehlenden bzw. geringen Expresgier akzessorischen Molekile CD80,
CD86 und CD40 einherging.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Flt-3LAaljuvans einer DNA-Vakzinierung zwar in
der Lage ist, eine Immunantwort zu verstarken, gadoicht per se zu eineryI-Polarisierung
fuhrt.

Der Phanotyp der mittels Flt-3L expandierten ddrsbthen Zellen lasst vermuten, dass dies
maoglicherweise auf eine fehlende Ausreifung zuruéltaren ist. Darum ist anzunehmen, dass
die alleinige Applikation von FIt-3L als AdjuvanmiRahmen der Tumorvakzinierung wenig
erfolgversprechend ist. In Kombination mit zus&tzéin Reifungssignalen kdnnte Flt-3L jedoch

in der Zukunft eine Rolle in der onkologischen Irmtherapie spielen.
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1 Einleitung

1.1 Immuntherapie

Die Beobachtung von Tumorregression nach Infektiah Bakterien fihrte zur Erforschung
bakterieller Extrakte als Behandlungsmethode flimdrpatienten zu Beginn des letzten
Jahrhunderts [5]. Das Interesse an Immuntherapieckeand in den darauffolgenden Jahren
jedoch wieder aufgrund mangelnder Erfolge und amik@nder Chemotherapeutika. Erst die
Aufklarung der molekularen Mechanismen und der imatogischen Signalwege, die ausgel6st
werden, wenn B- und T-Zellen eine Immunantwort gegamorzellen hervorrufen, hatte neue
Strategien und Versuchsanséatze in der Entwickluog MAnti-Tumor-Immuntherapeutika
ermoglicht.

Fur die Aktivierung von T-Zellen ist ein Signal tib@en T-Zellrezeptor in Kombination mit
kostimulatorischen Faktoren notwendig. Dieses 3igvied durch eine antigenprasentierende
Zelle (APC) in einem speziellen Zytokinmilieu vettalt (s. Abb. 1-1).

Die Erkennung des Antigens durch die T-Zelle sed# Bildung eines trimolekularen
Komplexes bestehend aus MHC (Major-Histocompatibliomplex), TCR (T-Zellrezeptor)
und dem intrazellular prozessierten Peptid desgkns voraus [6]. Die Peptide der T-Zelle
kénnen in Assoziation mit MHC-Klasse |- oder Kladé®&olekilen prasentiert werden. Die
Prasentation in Zusammenhang mit MHC-Klasse |-Malek fihrt zu  einer
CDS8' T-Zellantwort, die Prasentation in Zusammenhang\itiC-Klasse 1l-Molekiilen zu einer
CD4' T-Zellantwort [7].

Im Gegensatz zu den meisten Zellen, die nur Peptiigesich frei im Zytoplasma befinden, in
MHC-Klasse I-Molekile laden [8], kdnnen dendritiscEAellen auch extrazellulare Peptide in
MHC-Klasse I-Molekule laden. In MHC-Klasse II-Molélle werden Peptide geladen, die sich in
lysosomalen Vesikeln befinden und damit hauptsélehlion extrazellular kommen, wie z. B.

bakterielle Proteine, Toxine und extrazellulareaBaen.
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Abb. 1-1: Immuntherapie: Das Ziel der Tumorvakzinierung @t Stimulierung und Expansion von
Tumorantigen-spezifischen CDBZellen, die durch Préasentation des TSA (tumorctioe antigen) im
Zusammenhang mit MHC-Molekuilen und kostimulatorestiSignalen in APCs aktiviert wurden.

CD8' T-Zellen fuihren zu einer zytotoxischen Immunantwerihrend bei CD4T-Zellen deren
weitere Differenzierung bzw. gIL-/Ty2-Polarisierung dariber entscheidet, ob eine
Antikdrperantwort oder eine zytotoxische Antworfiodgt (s. Abb.1-2).

Naive CD4 T-Zelle
| ]
Proliferierende T-Zelle
[
J L
Unreife Effektor-
T-Zelle (T ,,0)

Jd o

T,1 Zelle T,2 Zelle

[} [}

. .

Aktiviert Makrophagen, Aktiviert B-zellen Abb. 1-2: Die Differenzierung der
A neutralisierende Anti-
stimuliert B Zellen

! korper zu produzieren, aktivierten CDZ4T-Zelle entscheidet U(ber
opsonierende

Antikorper hat verschiedene den weiteren Verlauf der Immunantwort

zu produzieren Effekie auf hJ T | logi
Makrophagen (nach Janeway, Travers, Immunologie)
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Zytokine, die in der Frihphase der Immunantworilgebwerden, entscheiden letztlich Gber die
Differenzierung der CD4T-Zellen in CD4 Ty1-Zellen oder CD4Ty2-Zellen, wobei dieser
Schritt der T-Zelldifferenzierung noch nicht volistlig verstanden ist. Die durch P. Matzinger
formulierte ,Danger theory* geht davon aus, dass blamunsystem nicht zwischen ,selbst,
d. h. zum Organismus gehdrend, und ,nicht-selb&krdaniniert, sondern das Vorhandenseins
eines Pathogens erkennt [9-11]. Als Gefahrensigk@@men dabei bakterielles LPS, bakterielle
DNA und virale RNA dienen, welche Uber sogenanpigtern recognition receptors® (PRR) auf
APCs erkannt werden, aber auch indirekte Signale, dlirch Stress oder Nekrose von
organismuseigenem Gewebe hervorgerufen werden ZlPHen PRRs gehort die Gruppe der
Toll-like receptors (TLR), die verschiedene mikmete Produkte wie LPS, Proteoglykane oder
Mannane erkennen kann [13]. TLRs werden vor allarh Monozyten, Makrophagen und
dendritischen Zellen exprimiert. Die Erkennung &athogene fuhrt zu einer Freisetzung von
Zytokinen, die die weitere Polarisierung der Immmumsrt beeinflussen. LPS kann aber auch
direkt zur Reifung von dendritischen Zellen beigag[14]. Ist die naive T-Zelle aktiviert,
exprimiert sie verschiedene Gene, die fur die Hen®¥ermehrung und Differenzierung
verantwortlich sind, wie z. B. IL-2 [15,16]. Kostutatorische Signale sind entscheidend daftr
verantwortlich, welche Zytokine sezerniert werde alamit, welcher Differenzierungsweg von
der T-Zelle eingeschlagen wird. Ein wichtiges kwostiatorisches Signal ist der CD40-Ligand,
der an CD40 auf den APCs bindet. Die CD40/CD4Okrigktion fuhrt einerseits zur
Aktivierung der T-Zellen und andererseits zur Esgien von B7-Molekilen durch die APCs,
was die T-Zellproliferation weiter anregt. B7-Mold& gehoren zur Immunglobulin-
Superfamilie und finden sich auf der Oberflache \oellen, die eine T-Zellproliferation
auslosen koénnen. Die CD40/CD40L-Interaktion versstladie dendritischen Zellen IL-12 zu
sezernieren, das eine Differenzierung der T-ZeleRichtung F1-Antwort begunstigt. IL-12
und IFNy differenziert naive CD4T-Zellen vorwiegend zu J1-Zellen, wahrend naive CDZ-
Zellen, die unter dem Einfluss von IL-4 und IL-6els¢n, vorwiegend zu yP-Zellen
ausdifferenzieren [17]. IL-12 wird hauptsachlichnvdendritischen Zellen und Makrophagen
produziert, IFNy von NK-Zellen und CD8T-Zellen. Die jeweiligen §-Subtypen kénnen das
Wachstum und die Effektorfunktionen anderer Immilereregulieren [18]. So kann zum
Beispiel IFNy, ein Produkt der J1-Zellen, die Aktivierung von J2-Zellen verhindern und
IL-10, Produkt der %2-Zellen, vermag die Entwicklung vonyI-Zellen zu inhibieren (s. auch

Kap. 1.2.4). Eine J2-Antwort kann eine voriubergehende TumorregresgiamFolge haben,
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eine dauerhafte TumorabstoRung erfordert jedoatemRegel eine J1-Antwort [19-22]. Der
Erfolg einer Tumorvakzinierung ist vom Tumorantigenvon der bestehenden
Tumorzellmasse [23], von einer adaquaten Antigesgnéation im  geeigneten
Microenvironment, vom effizienten Antigen- bzw. Gemsfer und letztlich von der Art der
Immunantwort abhangig.

Das Tumorantigen kann auf unterschiedliche Weiselen Organismus eingebracht werden.
Man unterscheidet zellbasierte von nicht zellbésreMethoden. Zu den zellbasierten Methoden
zahlt die Vakzinierung mit dendritischen Zellerg duvor entweder mit Peptiden bzw. Proteinen
gepulst worden sind oder mit DNA, RNA oder einemalan Vektor transfiziert worden sind. Zu
den nicht zellbasierten Vakzinen gehéren Peptidé Broteine in Kombination mit einem
Adjuvans und DNA- oder RNA-Vakzine, die auf untdrigclliche Art und mit verschiedenen

Adjuvantien verabreicht werden kénnen (s. Kap..1.4)
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1.2 Dendritische Zellen

Jede Zelle, die MHC-Molekile exprimiert, kann alstigenprasentierende Zelle fungieren,
jedoch haben nur spezifische Zellen die Fahigkeitigen-spezifische T-Zellen zu stimulieren
und eine systemische Immunreaktion auszulésen. Daladren DCs, Makrophagen/Monozyten
und B-Zellen [24-26].

Dendritische Zellen (DCs) werden als die effekBwstantigenprasentierenden Zellen des
Immunsystems angesehen und sind maoglicherweiseinlzggen APCs, welche naive T-Zellen
effektiv ,primen“ kénnen. Dendritische Zellen werdem unreifen Zustand in den peripheren
Geweben gefunden, wo sie Antigene aufnehmen undepseeren, die dann zu sekundar-
lymphatischen Organen transportiert werden, wo diB-Zellaktivierung stattfindet [27].
T-Zellaktivierung kann bei sehr niedrigen DC:T-Zallos ausgelost werden (1:50-1:200) [28].
Dendritische Zellen haben ihren Ursprung im Knochark, CD34 Stammzellen reifen dort zu
Vorlauferzellen der dendritischen Zellen heran. Biut machen die dendritischen Zellen
weniger als 0,5 % der mononuklearen Zellen aug] simer in allen lymphoiden und nicht-
lymphoiden peripheren Geweben anzutreffen. Desdhig Zellen haben lange zytoplasmatische
Auslaufer, wenige intrazytoplasmatische Organeljedpch viele Mitochondrien und besitzen
eine hohe Motilitat [29].

1.2.1 Antigenaufnahme und -prozessierung

Nur die unreifen DCs sind in der Lage in der Peznph mittels Phagozytose, Mikropinozytose
und rezeptor- und lectinvermittelter Endozytoseigent aufzunehmen [30-32].

Die Antigenprozessierung kann auf zwei verschieddrauptwegen erfolgen, dem endogenen
oder dem exogenen Pathway. Beim exogenen Pathwedeweé\ntigene mittels Phagozytose
oder rezeptorvermittelter Endozytose aufgenommerg.ndosomen abgebaut und die Peptide
werden auf MHC-II-Molekiile geladen [33].

Antigene im Zytoplasma werden von Proteasomen geigg und werden ins endoplasmatische
Retikulum transportiert, wo sie mit MHC-I-Molekillerassoziiert werden (endogener
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Pathway) [34]. DCs konnen auch Uber den exogendhwlg Peptide in MHC-Klasse I-
Molekule laden (cross-priming) [35].

Die Fahigkeit des Immunsystems, Molekile zu erkandee bei vielen Pathogenen vorkommen,
wird ausgenutzt, um mit Hilfe von Adjuvantien eine@stimmten Antigenprozessierungsweg zu
begiinstigen. Bakterielle DNA hat eine starke imntiomsatorische Aktivitat, dies wird der
Anwesenheit von unmethylierten CpG-Dinucleotiden geachrieben. Werden die
CpG-Dinucleotide mit Hilfe einer CpG-Methylase mgiért, verliert die bakterielle DNA ihre
immunstimulatorischen Eigenschaften [36]. Die bakteen CpG-Motive werden in der Maus
vom TLR9 erkannt. TLR9 wird unter anderem von dérsthen Zellen und B-Zellen
intrazellular im endosomalen Kompartment exprimieidmane dendritische Zellen exprimieren
jedoch weniger oder kein TLR9 [37-39]. Die Aktiviexg der TLR9-Signalkaskade durch
bakterielle DNA fihrt zur Proliferation und Aktivieng der Zellen mit Sekretion von
inflammatorischen Zytokinen wie Typ-I-Interferonamd IL-12. IL-12, das ebenfalls als
Adjuvans eingesetzt wird, ist beteiligt an der Bifinzierung von naiven T-Zellen zuIFZellen
und stimuliert die Produktion von IFN-und TNFe. Es reduziert die IL-4-vermittelte
Suppression von IFN- LPS (Lipopolysaccharid) und MPL (Monophosphorybil A) sind
ebenfalls bakterielle Produkte, die zytotoxischeymphozyten (CTLs) aktivieren kénnen [40].
LPS ist ein Endotoxin, das an den CD14/TLR4/MD2-@garkomplex binden kann, was die
Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen zotge hat. MPL kann ebenfalls an Toll-like-
Rezeptoren binden. Weitere Adjuvantien sind Zytekiwie IL-2 und GM-CSF und
Hitzeschockproteine.

Es gibt Adjuvantien, die in der Lage sind, Antigeheekt ins Zytoplasma zu beférdern, um den
endogenen Antigenprozessierungsweg zu bevorzugdh [@azu gehdren zum Beispiel
Mikropartikel, wie z.B. PLGA-Mikrospheren (polydtc-co-glycolic acid)  oder
Virus-artige Partikel (VLPs, virus-like particlespder auch immunstimulatorische Komplexe
(ISCOMSs), Mizellen aus einer Mischung von Quil AduGholesterol [42].

1.2.2 Reifung und Migration

Nach der Aufnahme von Antigen und unter dem Eisflusflammatorischer Mediatoren

beginnen die DCs zu reifen (s. Abb. 1-3). Im Ladés Reifungsprozesses regulieren die DCs
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die Antigenaufnahme und -prozessierung herunter ergrimieren CD83. MHC wird
hochreguliert und die kostimulatorischen Molekile,a. CD40, CD80 und CD86, und der
Chemokinrezeptor CCR7 werden exprimiert. CD80 (B#ahd CD86 (B7.2) gehbéren zur
Immunglobulinsuperfamilie und sind Liganden fir GDihd CTLA-4. Sie werden nicht nur auf
DCs, sondern auch auf aktivierten B-Zellen exprimi€D40 gehdrt zur TNF-Familie und
bindet CD154 (CD40L) und wird ebenfalls auf B-Zalkexprimiert.

DCs wandern wahrend der Reifung zu den Lymphknotem dort spezifische

antigen-reaktive T-Zellen zu aktivieren.

Zytokinfreisetzung
o IFN-a
DC Vorl&duferzelle TNF
IL-1

Zytokine, z. B. GM-CSF, IL-3, IL-4

Transendotheliale Migration
Antigenaufnahme

Viel MHCIl intrazellular

Endozytose

Phagozytose

Hoch exprimiert:

CCR1, CCR5, CCR6, CD68

\ Niedrig exprimiert:

@ CCR7, CD54, CD58,CD80, CD86, CD40, CD83

Unreife dendritische Zelle

Pathogene, z. B. LPS, bakterielle DNA, CpG
Zytokine, z. B. TNF, GM-CSF

T-Zellen, z. B. CD40L
Antigenpréasentation

Viel MHCII auf der Oberflache

Wenig Endozytose und Phagozytose

Hoch exprimiert:

CCRY7, CD54, CD58,CD80, CD86, CD40, CD83
Niedrig exprimiert:

CCR1, CCR5, CCR6, CD68

Reife dendritische Zelle

Abb.1-3: Reifungsprozess von Dendritischen Zellen

1.2.3 Subtypen von dendritischen Zellen

Alle DCs sind in der Lage, Antigen aufzunehmen, pozessieren und zu prasentieren,
unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihres Phgpwmtihrer immunologischer Funktion und
Gewebeverteilung [3]. Nach der immunologischen Fonkkann man Vorlauferzellen von
konventionellen und inflammatorischen DCs abgrerfdg&h Den dendritischen Vorlauferzellen
fehlt noch die dendritische Morphologie, sie kdnmsgch jedoch ohne Zellteilung durch einen
inflammatorischen oder mikrobiellen Stimulus zu dignschen Zellen entwickeln. Die
konventionellen DCs lassen sich unterteilen in ghiggratory DCs", die in der Peripherie

Antigen aufnehmen und anschlieRend zum lymphatisdBewebe wandern, wie z. B. die
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Langerhans-Zellen, und die ,lymphoid-tissue-reside@s”, die stets im lymphatischen Gewebe
verbleiben. Die ,lymphoid-tissue-resident DCs" neftmm lymphatischen Gewebe Antigen auf
und prasentieren Fremd- und Eigenantigene. Inflaimmnsahe dendritische Zellen lassen sich
erst auf mikrobiellen oder inflammatorischen Stiosuhin nachweisen. Ein Beispiel wéren die
TNF- und iINOS-(induzierbare NO-Synthase) produzides DCs (Tip-DCs).

Ursprunglich wurden alle DCs als myeloischen Uregeu betrachtet, eng verwandt zu
Monozyten, Makrophagen und Granulozyten. Inzwiscivei? man jedoch, dass sie auch von
lymphoiden Progenitoren ausgehen koénnen. Dies kat Gegenuberstellung zweier DC-
Modellsysteme gefuhrt (s. Abb. 1-4). Das Modell deezialisierten hamatopoetischen Linie
geht davon aus, dass die Zuordnung zu einem sjeeri€IC-Subtyp bereits frih in der

Hamatopoese erfolgt und die DCs sich danach alaraepSubtyplinien mit unterschiedlichen
Funktionen entwickeln. Das Modell der funktionelleviariabilitat postuliert, dass die

verschiedenen DC-Subtypen  lediglich  verschiedene tivigkungszustdnde  bzw.

Entwicklungsstufen ein und derselben hamatopoedischiinie darstellen, die durch

unterschiedliche lokale Gegebenheiten hervorgenwkmden [3,44-46].

Hamatopoetische
Vorlduferzellen
DC Vorlduferzellen

Unreife DCs

Reife DCs _

Abb. 1-4: Alternative Modelle fur die Entstehung von fuiokiell unterschiedlichen DC-Subtypen.
Modifiziert nach [3]. Links das Modell der funktielen Variabilitat, rechts das Modell
der spezialisierten hamatopoetischen Linie.
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Die unterschiedlichen DC-Subtypen konnen anhandril®berflachenmarker unterschieden
werden. Als Marker zur Charakterisierung von mumineC-Subtypen dienen CD4, Cb8
homodimer, CD205, CD11b (Mac-1) und CD11c [47], lame DC-Subtypen kénnen mit Hilfe
von CD14, CD11c, IL-3R und BDCA-Antikorpern differenziert werden [48,49].

CD11c (CR4) liegt das Gen ITGAX zugrunde, es kddige Integrin-alpha-X-Kette. Integrine
spielen unter anderem eine Rolle bei der Zelladindsind Phagozytose. CD11c wird in der
Maus auf DCs, ihren Vorlauferzellen und Langerh@eken exprimiert. Beim Menschen wird
CD11c auBer auf DCs auf Monozyten, Makrophagen,tidphilen und bestimmten B-Zellen
exprimiert. CD11b (Mac-1) gehort ebenfalls zur grtefamilie und wird auf myeloischen und
NK-Zellen exprimiert. Es bindet an CD54, an die Kaementkomponente iC3b und an
extrazellulare Matrixproteine. CD205 (auch LY75, OR05, GP200-MR6) ist ein
Typ I-Transmembranprotein und wird ausschlie3licih RCs exprimiert. Es spielt vermutlich

eine Rolle als Rezeptor bei der Antigenaufnahme.

1.2.3.1 Murine DCs

Auf allen reifen murinen DCs werden CD11c und MH@4g¢&e Il hoch exprimiert. Dendritische
Zellen aus Maussplenozyten kénnen unterteilt werde®D8 DCs, die CD8 hoch exprimieren
und CD8 DCs. Die CD8 und CD8 DCs unterscheiden sich beziiglich ihrer Immunfuoriei,
einschlieBlich Zytokinproduktion [50,51] und ihr&ntigenprasentation Uber MHC-Klasse II-
Molekiile [52]. Die CD8DCs lassen sich weiter unterteilen in CDB4" und CD8CD4 [53] (s.
Tab. 1-1), die CD€D4" DCs machen den groften Teil aus.

: Mesenterial- Haut-

DC-Subtypen Milz Lymphknoten | Lymphknoten Thymus
CD8'CD4CD205"CD11b
(lymphoide DCs) i * * A
CD8CD4" CD205CD11b"
(myeloische DCs) LA *h- +h-
CD8CD4CD205CD11b’ 4 it + CD8°"CD11b (+)
(myeloische DCs)
CD8CD4CD205CD11b" /- + t cD8°-cD11b' (+/-)
(myeloische DCs)
CD8°CD4'CD205"CD11b" | o R
(Langerhans DCs)

Tab. 1-1: DC-Subtypen in lymphatischem Gewebe von Mausdie.er aufgefiihrten DCs sind CDT1end
exprimieren MHC-Klasse Il. Im Thymus sind nichteaBubtypen vorhanden. Relative Haufigkeiten der DC-
Subtypen: 50-70% (++++), 30-50% (+++), 20-30% (+40;20% (+) and <5% (+/-). Modifiziert nach [2]
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Dendritische Zellen aus dem Thymus sind zum Ubeysviden Teil CDECD4CD205'CD11b

(70 %), wahrend im Lymphknoten und der Milz ledibli20 % der DCs den CD8D4
Phanotyp besitzen [47]. Ein Drittel der DCs in Hpuphknoten sind co&cD4
CD208"CD11l, wahrend in mesenterialen Lymphknoten nur wenigseth Phanotyp haben.
Da diese DCs auch Langerin (CD207) exprimieren, elasLangerhans-Zellmarker ist, wird
vermutet, dass diese reife Formen der Langerhdasz&hch Migration darstellen [53].

Die Vertreter der hamatopoetischen Abstammungsheahen davon aus, dass die CD&Es
lymphoiden Ursprungs sind, wahrend die CD&s myeloischen Ursprungs sind. CD11b wird
auf myeloischen DCs exprimiert, nicht aber auf Ymiplen DCs. CD205 und CD1d werden von
lymphoiden DCs hoher exprimiert, kbnnen jedoch aaali myeloischen DCs hochreguliert
werden, z. B. durch LPS. Fir die Theorie der hdpwabschen Abstammungslinien spricht
einerseits, dass durch Behandlung von myeloisclwtaferzellen mit GM-CSF Granulozyten,
Monozyten und myeloische DCs erhalten werden [34i5% andererseits, dass sich nach
Rekonstitution myeloabladierter Mause mit lymphoidéorlauferzellen DCs entwickeln, die
CDS8, jedoch keine myeloischen Marker exprimierepuéle Studien gehen jedoch eher davon
aus, dass alle DCs sowohl von lymphoiden als auh myeloischen Zelllinien abstammen
kénnen [44,46]. Es zeigte sich dabei, dass allétigen DC-Populationen sowohl von common
myeloid precursor (CMP) Zellen alleine, als auch eommon lymphoid precursor (CLP) Zellen
alleine erzeugt werden kdnnen. Dies zeugt von emudren Differenzierungsfahigkeit friher
Vorlauferzellen [45].

Lymphoide DCs sind in den T-zellreichen Regionen ¥lz und Lymphknoten lokalisiert [56-
59], wahrend myeloische DCs sich in den "margimalezbridging channels” der Milz befinden,
jedoch unter inflammatorischen Signalen wie z. B?SL zu den T-Zell-reichen PALS
(periarteriolar lymphatic sheaths) migrieren. Itravizeigen die lymphoiden DCs eine geringere
Fahigkeit CD4 und CD8 T-Zellen zu aktivieren [60,61], in vivo scheinenidee jedoch
gleichermafRen fiahig zu sein, Antigen-spezifische4CDZellen zu aktivieren [51,62]. Das
Verhéltnis von Langerhans-Zellen zu lymphoiden uwmgkeloischen DCs ist in Mausen nicht
vollstandig verstanden. Nach Sensibilisierung gegianAntigen in der Haut findet man in den
Lymphknoten myeloische DCs, die in die Lymphknotemgrierte Langerhans-Zellen

reprasentieren [63].
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1.2.3.2 Humane DCs

Menschliche DCs mit murinen DCs zu vergleichensisthwierig, da Blut die einzige leicht

zugangliche Quelle fir DCs von Menschen ist und ldiemanen DCs sich bezuglich ihres

Phanotyps stark von murinen unterscheiden. Somigmen menschliche DCs zum Beispiel nie

CD8. Die DCs aus humanem Blut sind sehr heterogerudiich ihrer Oberflachenmarker,

stellen jedoch eher unterschiedliche Reifungs- uXdivierungsstufen als eigenstandige

Subtypen dar [64,65]. Die humanen DCs zeigen &mntien murinen DCs eine hohe

Wandlungsfahigkeit abhangig vom Zytokinmilieu uneetuell vorhandenen Pathogenen. Im

Blut finden sich unreife DCs (immature DCs, iDG)dureifere, spezialisiertere DCs (pre-DCs,

pDC), die sich in vitro relativ einfach zu bestinemtDC-Typen ausreifen lassen [48,49]. Drei

verschiedene dieser spezialisierteren DC-Vorlaefea lassen sich im Blut unterscheiden,
CD14'CD11¢ Monozyten (pDC1), CDI€D11¢ Vorlauferzellen und CDI€D11¢IL-3Ra*

Vorlauferzellen, auch als plasmacytoide DCs odeCpDezeichnet (s. Abb. 1-5).

Vorlauferzelle 1
myeloisch?

Vorlauferzellen

Monozyt /
Im Blut yt

pDC1

\I\‘H-CSF

0%

g
b
IOk
) Sl

unreif
Interstitielle DC Interstitieller
Makrophage
CD40L
LPS, DNA
IFN-y
reif

DC1 Aktivierter
Makrophage

Hamatopoetische

Vorlauferzelle 2
lymphoid?

Langerhns DC

l ERA0L lCD40L

.Lymphoide DC*“

Aktivierte DC2

Langerhans DC

Abb. 1-5: Drei Subtypen von humanen DCs, Modifiziert n[3]
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Es wird vermutet, dass die CDINorlauferzellen myeloischen und die CD1Vorlauferzellen
lymphoiden Ursprungs sind, jedoch wird die Existeam humanen lymphoiden DCs kontrovers
diskutiert [66,67]. Die CD14D11¢ Monozyten, auch als pDC1 bezeichnet, werden am
haufigsten als Vorlaufer benutzt, um in vitro humddCs zu generieren. Werden diese mit
M-CSF behandelt, differenzieren sie zu Makrophagerden sie jedoch mit GM-CSF und IL-4
behandelt, reifen sie innerhalb von sechs TageDP@Ml [68-70]. Diese kénnen mit Hilfe von
LPS oder TNFx weiter zu reifen CDI€D38CD86'MHC-II" DCs differenzieren. Die
CD4'IL-3R'CD11¢ pDC2 produzieren Interferowf und reagieren auf virale oder bakterielle
Stimulation mit der Produktion von Typ-I-Interferonsie exprimieren intrazellular
MHC-Klasse Il, prasentieren es jedoch nicht auf@eerflache [71,72]. Durch Kultivierung mit
IL-3 und CD154 oder durch bakterielle oder viralientlation kénnen die pDC2 ausgereift
werden zu DC2. Erst kirzlich ist fir diese Art iO@s auch ein entsprechendes Mauséaquivalent
im Blut [73] und in lymphatischem Gewebe [74-77]tdatkt worden. Diese DCs, die den
Oberflachenphanotyp CD45RB220'CD11°CD11BMHC-II" besitzen, kénnen wie die
humanen DCs Typ-I-Interferone produzieren [78]pod zeigen die Maus-pDCs im Gegensatz
zu den humanen keine IL-3R Expression und exprenieum Teil CD8.

Die CD14CD11¢ Vorlauferzellen entwickeln sich unter dem Einflugsy GM-CSF, IL-4 und
TGF{ zu Langerhans-DCs und zu Makrophagen durch M-@®Bgi diese spater ebenfalls zu

DCs differenzieren konnen.
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1.2.4 DC-Subtypen und Induktion von T-Zell-Immunitat

Bedingt durch die funktionelle Vielfalt und die W#uongsfahigkeit der DCs stellt sich die
Zuordnung spezifischer Funktionen zu den einzelm®@-Subtypen schwierig dar. Fir
CD8 DCs wurden sowohl immunstimulatorische als aucHerogene Eigenschaften
beschrieben [50,51,57,60-62,79,80]. Durch ein woteedliches Microenvironement,
unterschiedliche bakterielle Stimuli sowie Zeit u®larke der Aktivierung kdnnen ganz
unterschiedliche funktionelle Antworten der DCs Joegerufen werden. DC-Subtypen
beeinflussen Uber die kostimulatorischen Molekine die sezernierten Zytokine die Art der

uber CD4 T-Helferzellen ausgelésten Immunantwort.

1.2.4.1 Murine DC-Subtypen

Bei Mausen beeinflussen CDEmphoide Milz-DCs naive CD4T-Zellen dahingehend, dass sie
Tul-Zytokine sezernieren, wahrend CD&yeloische Milz-DCs eine jR-Zytokinsekretion
hervorrufen. Die CD8lymphoiden, nicht aber die CD#yeloischen murinen DCs sind in der
Lage, grofRe Mengen an IL-12 und IfN produzieren. IL-12 defiziente Mause kénnen &ein
Thl-Immunantworten induzieren, was die entscheideRidle von IL-12 bei der von

lymphoiden DCs induzierten Immunantwort bei Maubkelegt.

1.2.4.2 Humane DC-Subtypen

Auch beim Menschen gibt es Hinweise, dass bestingubtypen von DCs die Immunantwort in
eine Richtung polarisieren. So kdnnen aktiviertes@m Typ 1 eine J1-Antwort begunstigen,
wéahrend aktivierte DCs vom Typ 2 eingZFAntwort auslosen [72]. Das Zytokinprofil, das
dabei von den T-Helferzellen sezerniert wird, ish@angig von der IL-12 Sekretion der DCs (s.
Abb. 1-6) [81].
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Hamatopoetische
Stammzelle
FIt3, SCF,
GM-CS/ FI(tBSCSS(I:I
| Mgggz'ly‘tl ggﬁc pDC2 |:> IFN-0, B
GM-CSF, IL-4
TNF, CD40L ﬁ IL3 CD40L
T-Zellen TN';L '1'? -1, IL-4IL|_|_510 T zellen
Th1- Th2-

Polarisation Polarisation

Abb. 1-6: Einfluss unterschiedlicher DC-Subtypen auf die aFslerung von
T-Helferzellantworten beim Menschen. Modifizierchd4]
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1.3 Tumorvakzinierung mit DC-basierten Zellularther  apeutika

Fur die Tumorvakzinierung mit DCs muissen zunachgblage dendritische Zellen vom
Patienten gewonnen werden. Dazu werden in der Régebzyten aus dem peripheren Blut des
Patienten ex vivo ausdifferenziert [82]. Andere dadrensweisen beruhen auf der Vermehrung
von DC-Vorstufen aus dem Knochenmark oder diffeilenter DCs aus dem peripheren Blut. Die
DCs werden mit spezifischen Tumorantigenen oder drlysaten beladen. Anstelle der Peptide
oder Proteine selbst kdnnen auch DNA oder RNA vedeewerden, die fur das entsprechende
Antigen kodieren. Diese werden uber Transfektioeradit Hilfe viraler Vektoren in die DCs
eingebracht [83-86]. Die modifizierten DCs werdeamd Patienten intradermal, subkutan,
intraveno®s oder direkt in den Tumor appliziert. Bendritischen Zellen kénnen nicht nur durch
Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen zur Tumorregsion beitragen, sondern kénnen auch
die Uberlebenszeit von CTLs verlangern, indem siesal vor tumorinduzierter Apoptose
schitzen [87]. In Tierversuchen konnte gezeigt eerddass mit DCs, die entweder mit
Tumorlysaten, Tumorproteinextrakten oder synthkaacPeptiden gepulst wurden oder auch mit
DCs, die mit bestrahlten Tumorzellen fusioniert dem, eine protektive Immunantwort auf
nachfolgenden ,tumor challenge” erreicht werdenrkf8B-94]. Eine weitere Rationale fir die
dendritische Zelltherapie ist die Tatsache, dasKbebspatienten und in Tumormodellen zum
Teil Defekte in der Reifung und Funktion der DC<hmgewiesen werden konnen, die eine
ineffektive CTL-Antwort bedingen. Uberstande vonmiarzellen konnen die Reifung von DCs
verhindern, was auf verschiedene WachstumsfaktanenZytokine wie z. B. IL-10, TGB-und
VEGF [95] zurtickgefuhrt werden kann.

Die Wirksamkeit der DC-Vakzinierung in KlinischerntuBien zeigte bisher uneinheitliche
Untersuchungsergebnisse auf und ist insgesamt nmdigend. Dabei konnen neben dem
individuellen Ansprechen auf eine Immuntherapiesgkiedene Faktoren eine Rolle spielen, wie
z. B. die Qualitat der DCs, die Art der Generierung Reifung der DCs, die Dosis und Technik
der Antigenbeladung, der Injektionsweg bzw. -oite Anzahl der Vakzinierungen und die
Immunsuppression des Patienten. Im Tierversucheaigh ein besserer Vakzinierungserfolg
bei multipler Vakzinierung gegeniber Einfachvakeinng [88] sowie bei subkutaner und

intradermaler DC-Injektion [96].
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Vakziniert man gesunde Probanden mit unreifen @€pulst mit Influenzamatrixpeptid (FMP),

kann Induktion von Toleranz beobachtet werden [9]/-Beshalb werden in neueren Studien mit
TNF-a, CD40-Ligand oder monozytenkonditioniertem Mediaasgereifte DCs [100,101] und

Adjuvantien wie IFNy oder IFNe verwendet.
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1.4 DNA-Vakzinierung

Die Entdeckung, dass DNA infektiose und tumorigdfigenschaften haben kann, wurde
erstmals in den spaten 50er Jahren gemacht, aisdf@m mit DNA behandelt wurden, die aus
Tumoren stammte, die mittels Papillomaviren indazrorden waren [102]. Die so behandelten
Kaninchen entwickelten an der Inokulationsstellenbuen. Diese Entdeckung wurde Uber zehn
Jahre spater mit Hilfe eines Plasmidvektors, derpilanavirus-DNA enthielt,
reproduziert [103]. In den folgenden Jahren wurtlemer weitere Erfolge bei der Aufnahme
und Expression reiner DNA in lebende Zellen odega@rsmen berichtet. In den 80er Jahren
wurden die durch Plasmid-DNA ausgeldsten Immunreakh néher charakterisiert [104,105].
Anfang der 90er Jahre konnte gezeigt werden, ddsmmuskular in Mause injizierte Plasmid-
DNA von den Mausmyozyten aufgenommen wird und da der Plasmid-DNA kodierten
Proteine von den Myozyten exprimiert werden [108jurz danach wurde der Begriff
.genetische Immunisierung“ gepréagt, als es gelamgtd eine Vakzinierung mit einer ,Gene
Gun“ und Plasmid-DNA eine B-Zellimmunantwort auf sdakodierte Genprodukt
auszulosen [107]. Die erste protektive Immunantworinte 1993 beobachtet werden, als durch
Immunisierung mit Plasmid-DNA gegen Influenza-A-Nedprotein erfolgreich die Infektion
mit den entsprechenden Influenza-Stdmmen verhingenden konnte [108]. In Folge wurde fur
verschiedene infektibse und onkologische Erkrankaongn Tiermodell gezeigt, dass eine

protektive Immunisierung mittels DNA-Vakzinierungdglich ist [109,110].

1.4.1 Immunantwort nach DNA-Vakzinierung

Die durch eine DNA-Vakzinierung ausgeldste Immunent variiert in Art und Starke je nach
verwendetem Plasmid, dem kodierten Protein und demvendeten Promotor [111]. Die
Plasmid-DNA wird nicht in das Genom integriert, dem persistiert als zirkulares
nichtreplizierendes Episom im Zellkern [106]. Didasmid-DNA kann dabei sehr lange
persistieren und bis zu 19 Monate im Muskel expiniverden [112]. DNA-Vakzinierung kann
sowohl humorale als auch zellulare Immunantwortenvdrrufen, da das kodierte Antigen
sowohl auf dem endogenen als auch auf dem exogéfegnprozessiert wird [106,112,113].
Peptide werden auf MHC-Klasse |- und auf MHC-Kladddolekilen prasentiert. Es konnte
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gezeigt werden, dass antigenprasentierende Zediém derantwortlich sind, naive zytotoxische
T-Zellen nach intramuskularer oder ,Gene Gun“-DNAKZinierung zu stimulieren [114-116].
Dabei konnen die antigenprasentierenden ZellenAddigen aufnehmen, indem sie entweder
direkt transfiziert oder von anderen transfizietZatien beladen werden (s. Abb. 1-7) [114,116-
120]. Das Antigen kann durch Lyse der transfizierZelle freigesetzt oder sezerniert werden,
wobei die Rolle von Myozyten und Epithelzellen loeir direkten und indirekten Aktivierung

von T-Zellen noch nicht vollstandig geklart ist.

(a) (b)

Teell |

DMA vaccine DNA vaccine

Co-stimuiatory
molecule

(c)

£, Co-stimulatory
molecule

Myocyte APC

Abb. 1-7: T-Zellaktivierung tUber unterschiedliche Wege nB#A-Vakzinierung:
(a) direkte Aktivierung tber Myozyt (umstrittenh)(direkte Aktivierung tber APC;
(c) Antigenbeladung der APC ber Myozyt und T-Zei\derung ber APC

Ein Vorteil der bakteriellen Plasmidvektoren istasd sie unmethylierte Cytidinphosphat-
guanosine (CpG) enthalten, die immunstimulatorisaken [121-125]. DNA-basierte Vakzine
hat den Vorteil gegeniber peptidbasierter Vakzilzss die MHC-Peptid-Komplexe tber einen
langeren Zeitraum exprimiert werden. Lésliche rekorante Proteine werden hauptsachlich
Uber den exogenen Weg prozessiert, der nur selteneiger effektiven zytotoxischen
Immunantwort fuhrt.

Bei der DNA-Vakzinierung kdnnen verschiedene Prarest verwendet werden, so dass eine
konstitutive oder selektive Expression in bestimmmt@ewebe oder im Tumor selbst mdglich ist.
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Gegenuber Vakzinierung mit viralen Vektoren bietet DNA-Vakzinierung den Vorteil, dass
die Immunreaktion gegen den viralen Vektor vermiederd, und dass keine Kompetition bei
der Immunreaktion durch zusétzliche virale Epit@mesteht [126]. Gefahren, die durch virale
Lebendimpfstoffe entstehen, werden bei der DNA-Wakzung ebenfalls vermieden [127].

1.4.2 Applikationswege

DNA kann durch intramuskulare, intravenose, subkaitand intradermale Injektion oder auch
mittels Gene Gun appliziert werden. Vor allem flie dntramuskulare und intradermale
Applikation mittels Gene Gun wurde gezeigt, das® atarke Immunantwort induziert wird. Bei
der Gene Gun Applikationsmethode werden Goldpdriikié DNA beschichtet und dann mit
hohem Druck, z. B. durch Heliumgas, ins Zielgewddagapultiert, was sehr effektiv und
atraumatisch erfolgt [128,129]. Immunisierung né&t&ene Gun benotigt viel weniger DNA
und bewirkt eine 10 bis 100 mal hohere Genexprassio Vergleich zur klassischen
intramuskularen Injektion [130]. Diese Applikationsthode kann die DNA direkt in
intradermale antigenprasentierende Zellen trarestam die dann zu Lymphknoten migrieren
und dort Immunantworten auslosen [131], wobei dietilerung von CD8 T-Zellen die
Hauptrolle spielt [132,133]. Weitere neue Applikaswege fir die DNA-Vakzinierung ist die
Anwendung von Aerosolen sowie die in vivo Elektnopeabilisierung, bei der die Plasmid-
DNA intramuskular injiziert und anschlieBend in dilyyozyten elektroporiert wird [134]. Mit
einmaliger Verabreichung von Aerosolen, die DNA gaten an Polyethylenimin enthalten,
kénnen anhaltende Immunantworten im Lungengewebhfgerufen werden [135].

Die klassische intramuskulare Injektion von PlasiMA ist eine aufgrund ihrer Einfachheit
und Kostenginstigkeit oft angewandte und effektiveethode der DNA-Vakzinierung.
Intramuskulare Injektion von Plasmid-DNA induzierhumorale und T-zellulare
Immunantworten, die in ihrer Starke mit denen durdhadermale Injektion hervorgerufenen
vergleichbar sind. Nach einer intramuskularen DNa&k¥nierung kann vorzugsweise eine
Tyl-Immunantwort beobachtet werden, wahrend intradernmmunisierungen mit der Gene

Gun ofters zu einerR-Antwort fihren [136].
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1.4.3 Verbesserung der Immunantwort nach DNA-Vakzirerung

AulRer dem Applikationsweg hat auch das Applikatchema einen bedeutenden Einfluss auf
Starke und Art der Immunantwort [137]. Durch die rkmnation verschiedener
Applikationswege und Optimierung des Vakzinierumpesnas kann die Immunogenitat einer
Vakzine verbessert werden [137]. Eine weitere Mibieit, Einfluss auf die Immunantwort zu
nehmen, ist die Verwendung eines Adjuvans. So kdnmzem Beispiel Zytokine als
Immunmodulatoren eingesetzt werden. IL-2, IL-12 ul&N-y kbnnen unter bestimmten
Voraussetzungen in Richtung eineryl¥Antwort polarisieren und die zytotoxische
T-Zellaktivitat verstarken [138]. IL-4 resultiertni einem Shift in Richtung einer
Tu2-Immunantwort [138]. Verschiedene Studien zeigtiass die Verwendung von GM-CSF als
Adjuvans zu einer deutlichen Verbesserung der Imsnening mit Plasmid-DNA fihrt [139-
142]. Durch die Verwendung eines fur GM-CSF kodielen Plasmids konnte die zur Auslésung
der gleichen Immunantwort bendtigte Menge an ankgdierender Plasmid-DNA in einem
Maus-Tumormodell deutlich reduziert werden [143F twird vermutet, dass GM-CSF die
Migration von antigenprasentierenden Zellen an @ghder Antigenexpression bewirkt und
dadurch die Immunantwort verstarkt [144,145]. GMFCStimuliert die Proliferation und
Aktivierung der APCs und induziert die Differenziag zu reifen MHC-Klasse II-
exprimierenden APCs. Welchen Effekt die verwendetgtokine auf die Vakzinierung haben,
hangt sowohl vom Antigen als auch von den in dienimreaktion involvierten Immunzellen
ab [146].

Eine weitere Mdglichkeit die Immunantwort zu verk&n, ist die Verwendung von Plasmid-
DNA, die Replikons von Viren enthalten [147]. Umnmn-Escape-Mechanismen von Tumoren
entgegenzuwirken, kdnnen kostimulatorische Molekdje B7-1, B7-2 und CD40L verwendet
werden [148,149]. Aul3er durch die CD40/CD40L Webhskung als Vertreter der TNF-
Rezeptorfamilie kénnen DCs auch durch die Stimufigr von Chemokin- und Toll-like-
Rezeptoren aktiviert werden (s. Tab. 1-2). Bei Aletivierung der Chemokinrezeptoren spielen
als Liganden MIPs, RANTES, MCPs, GCP-2, NAP-2, |ILS8 C und SDF eine Rolle [150].
MIP-1a, zum Beispiel, bindet an CCR5 (chemokine recepfound rekrutiert APCs durch
Chemotaxis an den Ort der Vakzinierungsstelle. Dessiltiert in einer verstarkten zellularen
und humoralen Immunantwort [151]. Die Hochregulattwn CCR7 und Herunterregulation von

CCR5 in der Reifung der DCs fuhrt dazu, dass dies DQr Antigenprasentation in die
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Lymphknoten einwandern. Koimmunisierung mit RANTB&nn CD8- und CD4-T-
Zellantworten deutlich verstarken [152]. Murine DBssitzen TLR9 und kdnnen somit durch
bakterielle DNA, die CpG-Motive enthalt, aktiviertverden. Da menschliche DCs
maoglicherweise weniger TLR9 exprimieren, stellenGEpequenzen fir den Menschen kein
effektives Vakzinierungsadjuvans dar [37-39].

Die Expansion von zytotoxischen T-Zellen lasst s@bch durch die Verwendung von
Fusionsproteinen der Antigene mit entweder Mycadraatn tuberculosis, Heat Shock protein 70
oder Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A verstarked, 154]. Auch die Fusion des Antigens
an ein IgG-Fc Fragment kann die Immunantwort inteeen [155]. Die Triggerung von
Apoptose mittels FasL oder spezieller CaspaseWakginierungsadjuvans kann ebenfalls durch

vermehrte Antigenfreisetzung zur Verstarkung denimantwort fihren [156,157].

DC-Rezeptoren Liganden Effekt auf DCs
Chemokin-Rezeptoren

CCR1 MIP-Tn, RANTES Rekrutierung

CCR2 MCP-1, -2, -3, -4 Rekrutierung

CCR5 MIP-%u, -13, RANTES Rekrutierung

CCR6 MIP-31 Rekrutierung

CXCR1 GCP-2, NAP-2, IL-8 Rekrutierung

CCRY MIP-3, SLC Rekrutierung

CXCR4 SDF-1, -1B Rekrutierung
Toll-like-Rezeptoren

TLR2 Antigene Reifung

TLR9 (Maus) CpGs, HSP70 Reifung
TNF-Rezeptorfamilie

Fas FasL Aktivierung und Reifung
CD40 CD40L Aktivierung und Reifung
OX40L 0OX40 Aktivierung

Tab. 1-2 Verstarkung von DNA-Vakzinierung mittels Rekrutiag, Aktivierung und Reifung von
DCs Uber DC-RezeptoreMIPs: macrophage inflammatory proteilRANTES: CCL5, regulated
upon activation, normal T cell expressed and sedr@CPs: monocyte chemoattractant proteins,
GCP-2 granulocyte chemotactic protein RAP-2: neutrophil activating peptid ZLC: secondary
lvmphoic-tissue chemokineSDF: stromal derived fact
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1.4.4p-Galactosidase-Modellsystem

Da ein gut charakterisiertes Tumorantigen fur Imuakzinierungsversuche in den 90er Jahren
fehlte, behalf man sich, indem méiGalactosidase-transfizierte Tumorzelllinien als ei
Modellsystem nutzte, um Immunantworten in Mausenuntersuchen [94]B-Galactosidase
wurde als Modellantigen ausgewahlt, da es als rékuantes Protein, Peptid und in Form eines
retroviralen Vektors zur Verfiigung stand. Als Protgelangt es nur Gber den endosomalen Weg
in die Zelle.B-Galactosidase selbst kann zytotoxische T-Zellahtnstimulieren. In diesem
Modellsystem konnte nachgewiesen werden, dass diffealactosidase-exprimierende
Maustumorzelllinie in vivo tumorspezifische zytotsche T-Zellen expandieren konnte und
damit einen Schutz vor Tumorwachstum aufbauen leofied]. Es konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass nur eine geringe Anzahl an in \itf@alactosidase-gepulsten DCs notwendig war,
um eine schitzende Immunantwort in vivo auszultes. dem Knochenmark stammende mit
GM-CSF erzeugte DCs waren in der Lage, l6sligh€alactosidase-Protein zu prozessieren und
uber MHC-Klasse | CD8T-Zellen zu prasentieren. Im gleichen Modellsystemurde
untersucht, ob sich Tumorzelllinien, die genetisdn modifiziert worden waren, dass sie
entweder die Zytokine IL-7 bzw. IL-4 oder den Kastilator B7.1 exprimierten, in Art und
Umfang von Antigenprasentation und Tumorabsto3wngnicht transfizierten Tumorzelllinien
unterschieden [1]. Tumorzelllinien, die mit IL-7.-#4 oder B7.1 transfiziert worden waren,
zeigten eine bessere Tumorabstol3ung und eine nkeesiadirekte Antigenprasentation durch
Empfanger-APCs. Die direkte Antigenprasentationcduttie Tumorzelllinien wurde nur durch
die B7.1 transfizierten Tumorzelllinien verbessericht durch die zytokintransfizierten
Tumorzelllinien. Die Aktivierung von Empfanger-T-{Bn durch eine DC-basierte Vakzine
wurde ebenfalls in diesem Modellsystem untersutb8]. Dazu wurden Mause mit syngenen
DCs vakziniert, die entweder mtGalactosidase-Peptid gepulst, rifGalactosidase-Protein
beladen oder genetisch modifiziert worden wargitzalactosidase zu exprimieren. In den
Mausen wurden dadurcp-Galactosidase-spezifische zytotoxische T-Zelletumert, die zu
einer moderaten Tumorabstossung fuhrten. Dabei ltspies fur die Effizienz der
TumorabstoRung keine Rolle, ob die DCs mit Pepiolugst, mit Protein beladen oder genetisch
modifiziert worden waren. In den vakzinierten Maug®nnte eine vermehrte NK-Zellaktivitat
beobachtet werden, die zur Lyse der dendritischelle und zur Freisetzung von Antigen

fuhrte. Das freigesetzte Antigen wurde von Empféiy@€s aufgenommen und prasentiert.
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1.5 Flt3-Ligand

FIt-3L steht fur fms-like tyrosine-kinase 3 liganein Glykoprotein, das die Proliferation und
Differenzierung von hamatopoetischen Vorlauferzellstimulieren kann. Flt-3L ist ein
Typ I-Transmembranprotein  und wird hauptséchlich n vaKnochenmarksstromazellen,
myeloischen Zellen sowie B- und T-Zellen exprimi&&9].

Der Rezeptor fur Flt-3L (flt-3) gehort zur KlasdéRezeptortyrosinkinasefamilie, einer Gruppe
von Wachstumsfaktorrezeptoren, die eine Rolle in fléghen Hamatopoese spielen. Diese
Gruppe von Rezeptoren ist charakterisiert durche ilmtrinsische Kinaseaktivitdt nach
Ligandenbindung. Die aktivierte Kinasedomane windtophosphoryliert und kann durch
Phosphorylierung von Tyrosinresten an Zielproteineeitere Signalkaskaden ausldsen.
FIt-3-Expression ist hauptsachlich auf frhe Voitdmellen von myeloischem und B-Zell-
Ursprung beschrankt. Zur Klasse-lll-Rezeptortyrksiasefamilie gehoren auch der
PDGF-Rezeptoa undp, der “stem cell factor” (SCF) Rezeptor c-Kit uner dM-CSF Rezeptor.

Es wurde in vitro gezeigt, daR Flt-3 die Uberlelvates von hamatopoetischen Vorlauferzellen
steigern kann und die Erneuerung reifer hAmatogpdetr Zellen erleichtert. Er unterscheidet
sich von SCF (Kit Ligand, KL) darin, dass er keirigffekt auf Mastzellen und Melanozyten hat.

1.5.1 Hamatopoetische Effekte von Flt-3L

Im Mausmodel fuhrt die Gabe von Flt-3L zu einer Mehrung von Colony-Forming Units
(CFU) im Knochenmark, in der Milz und im peripher8tut [160]. Man beobachtet einen
Anstieg der CFU-GM (CFU-Granulozyten-Makrophagenyl weinen Anstieg der CFU-GEMM
(CFU-Granulozyten-Erythrozyten-Monozyten-Megakaggten). Im Mausmodell steigen die
CFU-GM und die CFU-GEMM in der Milz nach einer aéigigen Flt-3L-Gabe auf das uUber
100-fache, im peripheren Blut von Primaten wurde Anstieg der CFU nach zwdlftagiger
subkutaner Flt-3L-Gabe auf das Uber 500-fache lméa[161]. Die Gesamtleukozytenzahl
wird ebenfalls bis auf das 2,5-fache des Ausgangswgesteigert. Die Gabe von Flt-3L
zusammen mit G-CSF hat einen synergistischen Effadf die Mobilisierung von

hamatopoetischen Vorlauferzellen im Primaten-MofesL ].
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1.5.2 Immunologische Effekte von FIt-3L

FIt-3L Gabe bei Mausen fuhrt zu einem signifikangerstieg an DCs im Blut, in der Milz, in der
Leber, in den Lymphknoten und in der Lunge [162]jede DCs sind in der Lage, die
T-Zellproliferation zu stimulieren und eine Antigepezifische Immunantwort auszulésen.

In Tumor-Challenge-Experimenten bei Mausen zeigt Fli-3L Anwendung in verschiedenen
Modellen eine Antitumoraktivitat. Bei einem Methigtdantren (MCA) induzierten Fibrosarkom
fuhrte die Flt-3L Gabe zur vollstandigen Tumorregien bei einer signifikanten Anzahl von
Mausen und zu einer verminderten Tumorwachstumsida&3]. Untersuchungen des
Mechanismus der Antitumoraktivitdit ergaben, dasse eiAbhéngigkeit von einer
CD8'-Effektorzellpopulation bestand. Die Tumore zeigtine Infiltration mit Lymphozyten
und DCs.

Die Wirkung von FIt-3L wurde ebenfalls im spontants#ehenden B16-Melanom und im
EL-4-Lymphom, als auch im CL8-1-Melanommodell usterht [164]. Diese Studien zeigen alle
eine signifikante Hemmung des Tumorwachstums. Inimstochemische Farbungen von
dendritischen Zellen zeigten einen Anstieg derlthaion mit DCs in den Flt-3L-behandelten
Mausen sowohl beim B16-Melanom als auch beim Elydybhom, jedoch wurde kein

Unterschied bei den immunhistochemischen Farbuagé@D8-Zellen gefunden.

1.5.3 Klinische Studien mit Flt-3L

FIt-3L wurde bereits aufgrund seiner vielversprecien Rolle sowohl als hamatopoetischer
Wachstumsfaktor als auch als ImmuntherapeutikunTbeiorerkrankungen in ersten klinischen
Studien eingesetzt. Die Applikation von FIt-3L wirdon gesunden Testpersonen gut
vertragen [165]. Es wurde wie in den Mausmodellane esignifikante Erhdéhung von
CD34 Vorlauferzellen und DCs im peripheren Blut gefumdfl66]. Es laufen derzeit
verschiedene Studien mit FIt-3L bei Tumorpatientemter anderem an Patienten mit
Non-Hodgkin-Lymphom, Prostatatumoren und Melanontemenfalls wird FIt-3L zusammen
mit G-CSF und GM-CSF an Patienten evaluiert, die &tammzelltransplantation erhalten.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der wdsungen einer adjuvanten
Flt-3L-Applikation auf die durch eine DNA-Vakzinieng induzierte Immunantwort in vivo.
Dazu sollte ein Maus-Modell etabliert werden, das eemoglichen sollte, die durch die
DNA-Vakzinierung induzierte Immunantwort zu beob@rh und zu charakterisieren. Das
Modellsystem sollte sowohl eine Charakterisierungr dhumoralen, als auch der
T-zellularen Immunantwort ermdglichen. Im Rahmeesds Modellsystems sollten folgende

Fragestellungen untersucht werden:

- Einfluss systemischer FIt-3L-Applikation auf Expemmg Migration und Charakteristika
von DCs, insbesondere myeloische oder lymphoideétar

- Einfluss von FIt-3L auf die Antigen-spezifische lfierative Immunantwort nach DNA-
Vakzinierung im*H-Thymidin-Proliferationsassay

- Charakterisierung der T-zellularen Immunantwortctiudie Untersuchung des Einflusses
von FIt-3L auf die zytotoxische Immunantwort ifiCr-Release-Assay und dem
Nachweis von Antigen-spezifischen T-Zellen

- Einfluss der FIt-3L-Applikation auf die humorale imunantwort, insbesondere auf die
IgG-Subtypen im Serum vakzinierter Mause

- Charakterisierung der Immunantwort hinsichtlichylT bzw. T42-Shift durch die
Bestimmung des Zytokinprofils der Splenozyten valerter Mause

- Charakterisierung der expandierten DCs, insbesendeninsichtlich ihres

Reifungszustandes

Diese Untersuchungen sollten dazu beitragen, dmunologische Wirkung von Flt-3L als
Adjuvans bei der DNA-Vakzinierung im Hinblick aufulinftige klinische Studien zu

evaluieren.



2 Material und Methoden

2.1 Material

Als "steril" oder "autoklaviert" bezeichnete Loseng wurden 20 min bei 120 °C und einem

Druck von 2 bar behandelt. Als "sterilfiltriert" b&ichnete Losungen wurden durch einen

0,22 um Filter (Minisaf®- oder Sartola®-P) filtriert. Es wurde stets bidestilliertes Wasse

(,ddH>0O") verwendet.

2.1.1 Chemikalien

Bezugsquelle

Agar

Agarose for DNA-electrophoresis
Ammoniumchlorid

BSA

Calcium-Chlorid
Chloramphenicol

Cytology L6sung

DMSO

EDTA-Natriumsalz
Ethanol

Ethidiumbromid, 10 mg/mi
Fast Red Substrat (Sigma)
Fotales Kalberserum FCS
Glycerol (87 %), steril
Hefe-Extrakt

Isopropanol
Kaliumhydrogencarbonat
L-Glutamin, 200 mM

Difco Laboratories, Detroit, USA
Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Seromed Biochrom KG, Berlin
Sigma, Taufkirchen
Difco Laboratories, Detroit, USA
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Seromed Biochrom KG, Berlin
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Bezugsquelle

LPS

MUP

Na >'CrO; (5 uCi/ml)
NacCl

NaN;

Penicillin

Peroxidase Substrat (DAB)
Propidiumiodid (PI)
RPMI 1640
Streptavidin-AKP
Streptavidin-Peroxidase
Streptomycin

Thymidin (1 Ci/well)

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Amersham, Buckinghamshire, UK
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
BD, Heidelberg
Seromed Biochrom KG, Berlin
BD, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe

Amersham, Buckinghamshire, UK

Tris (Trishydroxymethylaminoethane; Trisamjimanbion, Austin, USA

Triton X-100 0,2 %
Trypanblau 0,4 % (w/v)

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Trypton Difco Laboratories, Detroit, USA
Tween-20 Sigma, Taufkirchen
Venimun Behringwerke AG, Marburg
2.1.2 Puffer
TE-Puffer 10 mM Tris-HCL

1 mMEDTA

pH 7,6
TAE-Puffer 40 mM Tris/HCI

1 mM EDTA

20 mM Eisessig
pH 8,0
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PBS (Invitrogen)

TPBS

1 mM KHPO,

155 mM NacCl
3 mM NaHPO,
pH 7,40

PBS + 0,05 % Tween 20

Puffer des Qiagen-Plasmid-Préaparationskit§Qiagen, Hilden)

Resuspensionspuffer P1

Lysepuffer P2

Neutralisierungspuffer P3

Aquilibrierungspuffer QBT

50 mM Tris/HCI
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase-A
pH 8,0

200 mM NaOH
1% SDS

3 M Kaliumacetat, pH 5

750 mM NacCl

50 mM MOPS, pH 7,0
15 % Ethanol

0,15 % Triton X-100
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Waschpuffer QC

Elutionspuffer QF

2.1.3 AntikGrper

1 M NacCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15 % Ethanol

1,25 M NacCl
50 mM Tris/HCI, pH 8,5
15 % Ethanol

Antikorper |Mark- |lIsotyp Herkunft Alias
ierung
CD11c PE Hamster IgG1A2 |Pharmingen | Integrinay chain
CD44 PE Rat 1gGy, K Pharmingen | Pgp-1, Ly-24
CD40 FITC |RatlgG, K Pharmingen
CD80 FITC |Hamster IgG2k |Pharmingen| B7-1
CD86 FITC |RatlgG, K Pharmingen | B7-2
CD11b FITC |RatlgGy, K Pharmingen | Integrinay chain
I-A° FITC |Mouse IgG. k | Pharmingen| I-AMHC class Il Alloantigen
CD3 FITC |RatlgGy, K Pharmingen
CD8 PerCP |Rat IgG, K Pharmingen
CD62L APC |RatlgG, K Pharmingen | L-selectin, LECAM-1, Ly-22

Tab. 2-1: Antikdrper zur FACS-Analyselle mausspezifisch
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2.1.4 Proteine, Peptide und Enzyme

RestriktionsendonukleasenFermentas, Ontario, Kanada)
B-GalactosidasgRoche Appplied Science, Mannheim)
B-Galactosidase-Peptid DAPIYTNV, Wita Gmbh, Berlin)

IL-7 (Peprotech, London, UK)
FIt-3L (zur Verfigung gestellt von Dr. Kathleen Picha, gen Inc., Thousand Oaks, CA, USA)
GM-CSF (PeproTech, London, UK)

2.1.5 Gerate und Material fir die Molekularbiologieund Biochemie

Calcium-Chlorid-L6sung 50 mM CaC}
1 mM Tris/HCI
pH 7,4
6x Proben-Auftragspuffer 0,25 % (w/v) Bromphenolblau (Serva)

0,25 % (w/v) Xylencyanol FF (Serva)
30 % Glycerol
in ddBO

DNA-Molekulargewichtsmarker (Invitrogen): 1 Kb Plus DNA Ladder
Spektrophotometer

Prazisionskiivettenaus SuprasitQuarzglas
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2.1.6 Medien fUr die prokaryontische Zellkultur

LB-Medium

LB-Agar

Selektionsantibiotika

10 g Trypton (Difco, Detroit, USA)

5 g Hefe-Extrakt (Difco, Detroit, USA)

10 g NaCl

mit ddH,O auf 11 aufgefillt, mit NaOH auf pH 7,0 eingestell

LB-Medium mit 1,5 % Agar (Difco, Detroit, USA)

Stammldsung Konz. in Losung Konz. im Agar
Tetracyclin 12,5 mg/ml 10 pg/ml
Ampicillin 100 mg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml
2.1.7 Plasmide

pcDNA3-LacZ

Das pcDNAS3-LacZ Plasmid kodiert fir das bakterid¢liezym 3-Galactosidase. Das Gen steht

unter der Kontrolle des CytomegalieviruspromotoMY/-Promotors). Der Vektor tragt

auRerdem das Resistenzgen fir Ampicillin (§nomd einen bakteriellen Replikationsursprung

(ColE1).

R pcDN

A3-lacZ

8549 bp

Abb. 2-1: pcDNA-lacZ

CMV Promotor: 209-863

lacZ = B-Galactosidase-Gen: 963-4115
BGH Polyadenylierungssignal: 4137-4351
f1 Replikationsursprung: 4414-4827

Neomycin Resistenzgen: 5252-6046
SV40 Polyadenylierungssignal: 6065-6303
ColE1 Replikationsursprung: 6735-7408
Ampicillin Resistenzgen: 7553-8413

SV40 Promotor und Replikationsursprung: 4892-5216
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2.1.8 Bakterienstamme

E.coli XL1-Blue

Der E.coli-Stamm XL1-Blue zeichnet sich durch sdlese Wachstum und gute
Transformierbarkeit (superkompetent, °1@ransformanten/pg) aus. Die Herstellung der
kompetenten E. coli XL1-Blue erfolgte nach der Ga@éthode.

Der Stamm ist EcoK (HsdR) restriktionsdefizienplkéonierte DNA wird nicht durch das EcoK
Endonukleasesystem herausgeschnitten. Zudem isdtderm endonukleasedefizient (endAl),
was die Qualitat der DNA bei Plasmidpraparationehtlet, und rekombinationsdefizient
(recAl), was die Stabilitat von eingefligter DNA hessert.

Genotyp von E.coli XL1-Blue (bei Stratagene eriéhi:

rec Al endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl IEQfoAB lacfZAM15 Tn10 (‘Te |

2.1.9 Geréate und Material fur die Zellkultur

Gewebekulturflaschen und -schalen

Kryoréhrchen

Hamocytometer nach Neubauer

Zellkulturflaschen (TPP, Trasadingen, Schweiz)
96-well Rundbodenplatten

Mikrotiterplatten mit rundem Boden (Costar, Bodenhe
96-well Filterplatten

Zellharvester

Antibiotikaldsung mit Penicillin, 20000 U/ml undr8ptomycin, 10 mg/ml
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Erythrozytenlysepuffer

RPMI 1640-Vollmedium

Einfriermedium

Ammoniumchlorid 8,29 g
Kaliumhydrogencarbonat 1,00 g
EDTA-Natriumsalz 0,0372 g

ad 1000 ml ddkD, pH 7,3

RPMI 1640
10 % FCS
100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin

70 % RPMI 1640
20 % FCS
10 % DMSO

2.1.10 Material fir immunologische Methoden

Material fur die FACS-Farbung

spezifische fluoreszenzmarkierte Antikdrper (mAdsTabelle 2-1)

Antikorper Verdinnungs (AKV)-Medium

Farbepuffer

PBS
10 % Venimun
0,1 % NaN

PBS
SWFCS
0,05 % NaN

FACS-Calibur-Geréat (Becton Dickinson, Heidelberg)

~CellQuest“-Software (Becton Dickinson, Heidelberg)
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Material fur die MACS-Zellaufreinigung

Bindungspuffer PBS
0,5 % BSA
2 mM EDTA
MACS Saulen

MACS Separatoren

Material fir den Chromrelease-Assay
Szintillationsflussigkeit
Szintillationszahler (TopCount, Packard Bio Scierdentréal, Québec, Kanada)

Feststoff-Szintillatorplatte (Packard)

Material fur die Immunzytologie

Einbettungsmedium (Tissue Tek OCT, SAKURA, Torrar€¢a, USA)
flussiger Stickstoff
Kryostat

Blockierungspuffer PBS
3 % BSA

biotinylierter anti-I-& Antikdrper (Pharmingen)
FITC-markierter anti-CD11c Antikorper (Pharmingen)
IgG-Isotyp (Pharmingen)

Streptavidin-Peroxidase (Sigma)

anti-Alkalische Phosphatase-FITC (Roche ApplieceBoe)
Peroxidase Substrat DAB (Sigma)

Fast Red Substrat (Sigma)

"Cytology" Losung (Merck)
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Fluoreszenzmikroskop (Olympus, Hamburg)

B-Galactosidase 1 pg/ml (Roche Applied Science B8 HH 7,4

Waschpuffer TPBS (PBS + 0,05 % Tween-20)

Blockierungspuffer (0,5 % BSA (Fraktion V, Roth)\iMaschpuffer mit 0,1 % Naj\
biotinylierte anti-Maus-IgG1, -IgG2a, -1lgG2b, -Ig@3harmingen)
Streptavidin-AKP (Pharmingen)

MUP (Sigma)

IFN-y-Zytokinrelease-Assay

Die Bestimmung der IFN-Sekretion von T-Zellen erfolgte mit dem “IFNSecretion Assay -

Cell Enrichment and Detection Kit” von Miltenyi Bex (Bergisch Gladbach, Deutschland):

Bindungsantikdrper: Anti-mouse monoklonaler ZyteRintikdrper
Detektionsantikorper: biotinylierter monoklonal@tiamouse-Zytokin-Antikdrper
Avidin-Meerrettich-Peroxidase Konjugat (HRP-Reagenz

Rekombinante Zytokine als Standards

Bindungspuffer (0,1M NaHC§pH 9,5)

Waschpuffer TPBS (PBS + 0,05 % Tween-20)

Verdinnungsreagenz (PBS mit 10 % FCS, pH 7,0)

Substratldsung: TMB (Tetramethylbenzidin) ungOgl

Stoplésung: 1 M PO,

ELISA-Platten-Photometer (Perkin EImer, MassachaselSA)
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Bakterienkultur

Zur Kultivierung der E. coli XL1-Blue in Flussigkulr wurde LB-Medium mit Bakterien aus
Glycerolkulturen angeimpft und dieses in Erlenmkghyen unter Schutteln inkubiert. Fur die
Anzucht der E. coli XL1-Blue in Petrischalen wurdB-Agar verwendet. Die Flussigkulturen
und die Agarplatten wurden jeweils bei 37 °C inlanbi Zur Selektion wurden dabei die
Antibiotika Tetracyclin bzw. Ampicillin zugesetZietracyclin wurde in einer Endkonzentration

von 12,5 mg/l zugesetzt, Ampicillin in einer Konz@tion von 100 mg/l.

2.2.2 Transformation von Bakterien

Bei der Transformation von Bakterien wird Fremd-DABakterien eingebracht, die zuvor mit
Hilfe von CaC} kompetent gemacht wurden. Dazu wurden 100 ml LB{Mtadmit der
Bakterienkultur angeimpft und bis zu einer gPvon 0,4 kultiviert. Dann wurde die
Bakteriensuspension 10 min auf Eis inkubiert und2&0 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Die
Bakterien wurden in einem halben Volumen GalGisung resuspendiert und weitere 15 min auf
Eis inkubiert. Durch die salzarme Lésung wird dedlmembran der Bakterien instabilisiert. Die
Bakterien wurden erneut unter gleichen Bedingurggmtrifugiert und dann in einem Zehntel
Volumen CaCJ-Losung resuspendiert und mit 2,5 ml Glycerol veatseDiese Lésung kann
aliquotiert und mit flissigem Stickstoff eingefrarand anschlie3end bei -80 °C aufbewahrt und
zur Transformation aufgetaut werden. Zur Transfaionawurden 1 bis 50 ng DNA mit 200 pl
kompetenten Bakterien gemischt. Die DNA sollte imxmmal 10 pl gelost sein, da sonst
Verunreinigungen die Transformationseffizienz baéichtigen.

Es wird 30 min auf Eis und anschlieRend 2 min B2i°@ im Wasserbad inkubiert und die
Bakterien wieder schnell auf Eis abgekuhlt. Dur@n Hitzeschock wird die Aufnahme der
DNA durch die Bakterien beginstigt. Die Bakteriearden mit 800 ml LB-Medium versetzt
und 1h bei 37 °C unter Schutteln inkubiert. ZureBabn auf transformierte Bakterien wurde das
LB-Medium in verschiedenen Konzentrationen auf laatikahaltigen Agarplatten ausplattiert

und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Kolonienrden am néachsten Tag in Flussigkultur
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Ubergeimpft und ca. 18 h vermehrt und dann miféésmidisolierung und Restriktionsanalyse

untersucht und Glycerolkulturen angefertigt.

2.2.3 Anlegen von Glycerolkulturen

10 ml LB-Medium wurden mit dem gewtinschten Baktestamm angeimpft und bis zu einer
ODeoo von 1,5 bei 37 °C inkubiert. Dann wurden 1,8 my€&kol (15 %) hinzugefugt und die
Bakteriensuspension in Kryoréhrchen in flissigenckStoff eingefroren. Die Kryor6hrchen

wurden bei -80 °C gelagert.

2.2.4 Plasmidpraparationen

Der Plasmidpraparation liegt die Methode nach Bimbund Doly zugrunde: Nach Anzucht der
Bakterien im geeigneten Selektionsmedium werdenB#ikterien durch Zentrifugation vom
Medium abgetrennt und in Puffer resuspendiertRi¢ase-A enthalt. Dann wird eine alkalische
Lyse mit NaOH/SDS durchgefuhrt. Dabei werden diktBaenzellen vollstandig denaturiert,
d. h. alle Membranen, Zellkern und Organellen werderstort und sowohl die chromosomale
als auch die Plasmid-DNA wird freigesetzt. Durchn ddkalischen pH-Wert wird die DNA
denaturiert und dissoziiert in single strands. Plasmid-DNA dissoziiert ebenfalls in single
strands, bleibt aber dadurch, dass das Plasmidférmg geschlossen ist, miteinander
verbunden. Als nachstes wird ein Neutralisierunigsgc durchgefihrt, bei dem die
chromosomale DNA durch die schnelle Basenpaarunginem dreidimensionalen Netzwerk
reassoziiert, wahrend die Plasmid-DNA renaturibiirch die Hochsalzbedingungen féllt die
chromosomale DNA zusammen mit dem SDS aus und kawm der Plasmid-DNA
abzentrifugiert werden.

FUr unsere Experimente wurde das endotoxinfreienitipraparationskit von Qiagen benutzt.
Die Bakterien wurden pelletiert, in 10 ml Puffer Rsuspendiert, mit 10 ml Puffer P2 lysiert
und mit 10 ml vorgekuhlten Puffer P3 neutralisi®as Lysat wurde auf ein QIlAfilter-Maxi-
Cartridge aufgetragen und 10 min bei Raumtempeiatwbiert. Dabei flotiert das Prazipitat,
das die genomische DNA, Proteine und SDS entha@s Dysat wurde durch das QIlAfilter-
Maxi-Cartridge in ein 50 ml Falcontube filtriert, 52ml Puffer ER wurden dem gefilterten Lysat
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hinzugefligt, gut gemischt und auf Eis 30 min inkubiDann wurde das Lysat auf eine zuvor
mit 10 ml QBT aquilibrierte Qiagen-tip 500-Sauldgairagen. Die Saule wurde zweimal mit je
30 ml Puffer QC gewaschen. Die Plasmid-DNA wurdé 15 ml Puffer QN eluiert. 10,5 ml
Isopropanol wurden zugefigt und die DNA prazipitiendem 30 min bei 4 °C zentrifugiert
(Rotor HB-4, 12500 rpm) wurde. Der Uberstand wuvéeworfen und die DNA mit 2,5 ml
endotoxinfreiem 70 % Ethanol gewaschen. Nach Zegation wurde der Uberstand
abgenommen, die DNA 5-10 min luftgetrocknet und2@0 pl endotoxinfreiem TE-Puffer

aufgenommen.

2.2.5 Konzentrationsbestimmung von RNA- und DNA-L&sngen

DNA- und RNA-L6sungen absorbieren konzentrationgalgig UV-Licht bei 260 nm. Eine
Extinktion von 1 hat eine Doppelstrang-DNA-L6sungi leiner Konzentration von 50 pg/ml,
eine Einzelstrang-RNA bei 40 pug/ml und Einzelstr@igonukleotide bei einer Konzentration
von 30 pg/ml. Bei 280 nm absorbieren aul3er den éilusdiuren auch Proteine und Phenol. Der
Quotient der Extinktionen bei 260 nm und 280 nmeist Mal3 fur die Qualitat der DNA. Der
Quotient sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen, kaenhdher konzentrierten DNA-L6sungen auch
bei 1,6 bis 1,8 liegen.

2.2.6 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen vom Typ Il spalten dogip@hgige DNA spezifisch an
palindromischen Sequenzen, die fir das jeweiligstriikonsenzym charakteristisch sind. Sie
erzeugen dabei je nach Restriktionsendonukleasgedat 5°- oder 3"-Uberhdngende Enden
einzelstrangiger DNA (,sticky ends”) oder glatteden (,blunt ends”). Dabei sind die optimalen
Reaktionsbedingungen abhéngig vom jeweiligen Regnsenzym. Analytische Verdaue
wurden mit 1 pg DNA durchgefuhrt. Es wurden 10 UstRktionsenzym hinzugefiigt und in
dem entsprechenden Reaktionspuffer 1 bis 2 h béC3ikubiert.
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2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten im GroRenbereioh 0,5 - 15 kb eignen sich je nach
FragmentgroRe 0,4 — 2 %-ige Agarose-Gele, die sbWwhanalytische als auch praparative
Auftrennungen verwendet werden kénnen. Die aufgetnden Proben wurden mit 6x Proben-
Auftragspuffer versetzt und auf 10 pl mit ddHaufgefullt. Der Probenauftragspuffer dient dazu
die Dichte der Probe zu erh6hen und damit das Absirder DNA in der Probentasche zu
ermoglichen. Nach Auftragen der Proben und Markerde die Elektrophorese bei einer
konstanten Feldstarke von 5 V/cm durchgefihrt. Barbung wurde das Gel fir ca. 5 min in
ethidiumbromidhaltigen TAE-Puffer (0,4 pg/ml) ges@mkt. Zur Dokumentation wurde das Gel
mit Hilfe eines Videosystems unter Fluoreszenz-gargy mit langwelligem UV-Licht (312 nm)

fotografiert.
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2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Zelllinien

2.3.1.1 MC-57

Bei der MC-57 Zelllinie handelt es sich um ein iMieéthylcholanthren induziertes Fibrosarkom
aus der Maus. MC-57 Zellen zeigen einen fibroldasen Phanotyp und wachsen gleichmaliig
adharent als Einzellzellschicht in Zellkulturflasch Die MC-57 Zellinie basiert auf dem

genetischen Hintergrund der C57/BL6-Mause.

2.3.1.2 MCA-205

MCAZ205 ist ebenfalls ein schwach immunogenes mekiojanthren-induziertes Fibrosarkom

auf dem Hintergrund von C57/BL6-Mé&usen.

2.3.2 Zellkultur

Alle Arbeitsschritte, die steril ablaufen mussenuraéen in einer Sicherheitswerkbank
durchgefuhrt. Medien und Puffer wurden vor GebraumeciWasserbad auf 37 °C temperiert. Die
Kultivierung aller verwendeten Zelllinien erfolgbei 37 °C in 5 % C@Atmosphare in einem

Begasungs-Brutschrank (Heraeus).

2.3.3 Zellpassage

Je nach Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen wudiernn Kultur gehaltenen Zelllinien ein-

bis dreimal pro Woche passagiert. Bei Adhasionskeit wurde dazu das alte Medium entfernt
und die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen, 2 ml TryfildDTA zugegeben, nach Ablosung der
Zellen wurden 5 ml Kulturmedium hinzugeftigt. Diewgmschte Menge an Zellen wurde mit

15 ml frischem Medium versetzt.
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2.3.4 Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden 10 min bei 1300 rpm abzentrifugieca. 10 Zellen in einem ml
Einfriermedium resuspendiert und in sterile Kryawdten tberfihrt. Die Zellen wurden 10 min
auf Eis inkubiert und dann im Kryobehalter langsauh -80 °C eingefroren. Die Kryoréhrchen

wurden anschlieBend im Stickstofftank gelagert.

2.3.5 Auftauen von Zellen

Die Kryoréhrchen wurden moglichst schnell unteefféndem warmem Wasser aufgetaut, in
10 ml FCS-Medium uberfuhrt und zweimal mit FCS-Medigewaschen, um das fir die Zellen

toxische DMSO zu entfernen.

2.3.6 Zellzahlbestimmung

Die Zelldichtebestimmung erfolgte mit Hilfe der Nemwer-Zahlkammer. Um lebende von toten
Zellen zu unterscheiden wird Trypanblau eingeseadias die Zellmembran von toten Zellen
passieren kann. Pro Eckquadrat wird von den Zéfiesrer Neubauerkammer ein Volumen von
0,1 mn? eingenommen. 50 pl Zellsuspension wurden mit 50rypanblau fur maximal 10 min

inkubiert, bei langerer Inkubation nehmen auchleiieenden Zellen langsam den Farbstoff auf.
Die Zahlkammer wurde mit einem Deckglas so bedat®, Landolt-Ringe sichtbar waren, und
mit der Zellsuspension beflllt. Es wurden vier grdRckquadrate ausgezahlt. Der Mittelwert

daraus entspricht der Zellzahl/ml multipliziert rbd’.
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2.4 Immunologische Methoden

2.4.1 Immunisierung von C57/BL6-Mausen

Fur die Immunisierungsexperimente wurden weiblighkis 12 Wochen alte C57/BL6(H-9k
Mause verwendet, die von Charles River erworberdemur Die Tierversuche waren genehmigt
vom Landesamt fur Arbeitsschutz, Gesundheitsschuted technische Sicherheit Berlin
(LAGetSi), Projekt-Nr. 188/92-49.

Zur Untersuchung der Immunantwort im Mausmodell dewr die C57/BL6-Méause mit
B-Galactosidase-kodierenden Plasmiden vakziniezul@aurde den C57/BL6-Mausen entweder
einmalig oder mit Boosterung nach 3 Wochen entémed der im Ergebnisteil beschriebenen
Vakzinierungsschemata jeweils 100 pg Plasmid-DN#kamuskular injiziert. Zur Austestung
der effektivsten Vakzinationsstelle wurden die @i@n unterschiedlichen Lokalisationen, i.m.,
s.c. und f.p. vakziniert und danach die Starke Idenunantwort mittels Proliferationsassay
untersucht. Entsprechend den Vakzinierungsschematden die Méause vor und nach der
Vakzinierung mit 10 pug rekombinantem Flt-3L (Amgbkit., CA, USA) pro Maus und Tag
behandelt (s.c.).

2.4.2 Praparation von Splenozyten

14 Tage nach der letzten Vakzinierung wurden dieuddagetotet und die Milzen steril
explantiert. Es wurde eine Einzelzellsuspension Komplettmedium erstellt und die
Erythrozyten mittels Erythrozytenlysepuffer entferie Splenozyten wurden zweimal mit
Medium gewaschen und dann in die im folgenden bedmnen immunologischen Assays

eingesetzt.
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2.4.3 Praparation von Dendritischen Zellen

2.4.3.1 Praparation von DCs aus Splenozyten

Die wie oben beschrieben gewonnenen Splenozytedenuitir 2 bis 3 h in Kulturflaschen im
Brutschrank inkubiert, wobei die DCs an der Pladigflache adhé&rieren, wahrend B- und
T-Zellen in Suspension bleiben. Der Suspensionsidog wurde verworfen, die adhéarenten
Zellen wurden in Komplettmedium mit 10 ng/ml GM-C8Rd 25 ng/ml LPS Uber Nacht im

Brutschrank weiter inkubiert und anschlieRend f@rlACS-Analyse verwendet.

2.4.3.2 Praparation von DCs aus Knochenmark

Die Knochenmarkszellen wurden aus Femur und Tibi&pariert, in Komplettmedium
aufgenommen und in Sechs-well-Platten verteil2fiis 3 h im Brutschrank inkubiert. Die nicht
adharenten Zellen wurden in neue Kulturplatten fiibetr und mit Komplettmedium, das
10 ng/ml GM-CSF enthielt, Gber Nacht inkubiert. Dn&cht-adharenten Zellen wurden am
nachsten Tag verworfen und die adharenten Zellenetken mit 10 ng/ml GM-CSF in
Komplettmedium inkubiert. An Tag zwei wurde der thiand mit den nicht-adharenten Zellen
erneut verworfen. An Tag 5 und 7 wurde jeweils 1 Megdium mit 10 ng/ml GM-CSF
hinzugefiigt. Um die DCs auszureifen, wurde an Ta§3 in einer Konzentration von 25 ng/ml
zugegeben. An Tag 8 konnten die reifen nicht adhté@reDCs zur FACS-Analyse eingesetzt

werden.
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2.4.4 FACS-Analyse

Bei der DurchfluRzytometri€Fluorescence activated cell sorting anagjsFACS-Analyse)
werden Zellen in einem Flussigkeitsstrom analysi@kwohl die Messrate bei einigen tausend
Zellen pro Sekunde liegt, wird jede Zelle einzehalgsiert. Mit Hilfe dieser Methode kénnen
verschiedene Parameter einer Zelle gleichzeitigirbes werden, so dass es moglich ist,
verschiedene Zelltypen aus einem Gemisch von Zellequantifizieren und zu isolieren. Dazu
wird aus lebenden oder fixierten Zellen eine Einek$uspension hergestellt.

Im FACS-Gerat passiert die Suspension als TropfemnBeinen Laser-Strahl. Jede Zelle streut
das Laserlicht und emittiert durch die Anregungofészenzlicht.

Gleichzeitig werden dabei folgende Parameter bastim

* Vorwarts-Streuungforward-scatte): liefert Informationen tber die Zellgré3e

» seitliche Streuundside-scatte 90°): liefert Informationen zur Granularitat édrer

Strukturen

* Fluoreszenzintensitat bei verschiedenen Wellenkinge

Mit Hilfe der Lichtstreuung kénnen Zelltod, Zellaggationen und Zelleigenfluoreszenz vom
Fluoreszenzlicht unterschieden werden. Die Streuueicht beispielsweise aus, um
Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten aus Gedanrtleukozytenproben zu isolieren.
Ebenso kénnen Zellen, die mit spezifischen, anrekmenz-Farbstoffe gekoppelten Antikérpern
markiert sind, quantifiziert und getrennt werdempmit z. B. Ruckschliisse auf Dichte von
Oberflachenproteinen gezogen werden kdnnen. Ebesisdie Detektion von verschiedenen
fluoreszierenden Proteinen (GFP, CyanFP, RFP) o@asamtzell-DNA (Zellzyklus-
Abhangigkeiten; Apoptose-Analyse) mdglich.

Die Zellen wurden bei Bedarf trypsinisiert, peetiund in ca. 500 ul PBS resuspendiert, es
wurden maximal 2 x 10Zellen/ml in spezielle FACS-R6hrchen (Becton Ditdan) tberfiihrt.
Vor der Messung wurden die Zellen auf Eis gelagedrch den Vergleich mit Positiv- und
Negativ-Kontrollen wurden die Detektionskanale opdrt, anschlieBend wurden die Proben

durchgemessen, wobei mindestens 20.000 Ereignezsdly wurden.
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2.4.5 Fluoreszenzfarbung der Zellen

Zur Fluoreszenzfarbung wurden 5 X’ 1Bellen in 50 pl Farbepuffer resuspendiert und mit
100 pg/ml AKV (10 pl) fir 20 min auf Eis geblockiellen murinen Ursprungs wurden mit
Mausserum blockiert. Die Zellen wurden mit 200 puskaltem Farbepuffer gewaschen
(1500 rpm, 4 °C, 5 min) und in 100 ul Farbepuffesuspendiert. Nach Zugabe von 10 pl
fluoreszenzmarkiertem Antikorper wurde 30 min aig lkubiert. Die Zellen wurden dreimal
mit 200 pl eiskaltem Farbepuffer gewaschen (1508, rg °C, 5 min), in 300 pl PBS
resuspendiert und im FACS-Calibur (Becton Dickinsamalysiert.

2.4.6 IFNy-Sekretionsassay

Interferony ist ein Zytokin, das hauptsachlich von aktivier@d8" and CD4 Gedéachtnis- und
Effektor-T-Zellen sezerniert wird. Der IFi-Sekretionsassay kann dazu verwendet werden,
Antigen-spezifische T-Zellen zu isolieren und zuwalgsieren. Als Ausgangsmaterial hierfir
kénnen Blut, PBMCs oder auch Zellpraparationen eeitkozyten dienen. Die entsprechenden
T-Zellen werden mit dem spezifischen Peptid, Protailer Antigen restimuliert. Die Zellen
werden kurze Zeit bei 37 °C inkubiert, um die Zyhdekretion zu erlauben. Das sezernierte
IFN-y wird durch das IFNsBindungsreagenz auf der Oberflache der -dk&zerniernden
Zellen fixiert und erlaubt somit die Identifikatiainzelner IFNy-sezernierenden Zellen. Diese
Zellen werden mit einem zweiten IRNspezifischen Antikérper, dem  IFN-
Detektionsantikorper, der mit R-Phycoerythrin (R@pjugiert ist, markiert und in der FACS-
Analyse identifiziert. Die Zellen kdnnen zusatzli¢iber magnetische Microbeads, die an
Anti-PE-Antikérper gekoppelt sind, angereichert uadfgereinigt werden, um fur weitere

Analysen oder Experimente zur Verfligung zu stehen.
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Abb. 2-2: Prinzip des

Anti-PE )
MicroBeads IFN-y-Sekretionsassay
IFN-y Catch y
A Reagent
A JII"N—‘;IJmL‘L‘ﬁ[m
Antibody (PE)

=
1

Der Nachweis von Antigen-spezifischen CD#hd CD8-Zellen erfolgte mit Hilfe des IFN-

IFN-y secreting cell

Sekretionssassay von Miltenyi (Bergisch-GladbaclkeutSchland). Zur Antigen-spezifischen
Restimulation in vitro wurden 2 x i0Zellen der Milzzellsuspensionen mit 10 pg/ml
B-Galactosidase fir 24 h in Vollimedium bei 37 °Cuhilert. Als Referenz wurde ein Teil der
Zellen ohne Protein inkubiert. Zur Markierung desllgn mit IFNy-Bindungsreagenz wurden
die Zellen mit kaltem Puffer gewaschenit 300 g bei 4 °C fur 10 min. zentrifugiert undsda
Zellpellet in 90 pl kaltem Medium aufgenommen. 10 IgN-y-Bindungsreagenz wurde
zugegeben und 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nachabggvon 1 ml 37 °C warmen Mediums
wurde wahrend der IFN-Sekretionsperiode unter Rotation 45 Minuten inkabiDie Zellen
wurden mit IFNy-Detektionsantikdrper markiert, indem nach Wascim#n2 ml kaltem Puffer
10 pl IFNy-Detektionsantikorper (PE) zugegeben wurde. Naclsdhen der Zellen mit kaltem
Puffer wurden 20 ul Anti-PE-MicroBeads pro’1Rellen zugegeben, gut geschiittelt und fir
15 Minuten bei 4 — 8 °C inkubiert. Die Zellsuspemsivurde nach erneutem Waschen auf eine
MACS-Saule im MACS-Separator aufgetragen. Die Saulkede dreimal mit 500 pl kaltem
Puffer gewaschen und nach dem Entfernen der Sauwde de@m Separator wurden die
angereicherten Zellen mit kaltem Puffer aus derle&Sderausgespilt. Die Zellen wurden
zusatzlich mit CD4-FITC bzw. CD8-FITC gefarbt. Nabh Minuten Inkubation auf Eis wurden
die Zellen gewaschen und im FACS-Calibur gemessete Zellen wurden durch Zugabe von
Propidiumiodid (0,5 pg/ml) direkt vor der Messungggeschlossen.
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2.4.7 Proliferationsassay

Die proliferative Immunantwort von T- und B-Zellamach spezifischer Antigenstimulation
wurde mit Hilfe einesH]Thymidin-Proliferationsassays untersucht. Dazuden die aus den
vakzinierten Mausen entnommenen Milzzellkulturem&ahst in vitro fir eine bestimmte Zeit
mit rekombinanteB-Galactosidase als Antigen restimuliert. Durch Bestimulation beginnen
die B-Zellen zunéchst zu proliferieren, spater werdpezifische Ig-Antikorper gebildet. Durch
den Einbau des radioaktiv-markierten Thymidinsignrteusynthetisierte DNA kann das Ausmal}
der Proliferation bestimmt und die Immunantwort mfifeziert werden.

10° Zellen wurden in 200 pl Komplettmedium in einer WéH-Rundbodenplatte finf Tage bei
37 °C restimuliert. Es wurden jeweils Triplikate tmind ohne-Galactosidase inkubiert,
unterschiedlichg-Galactosidasekonzentrationen (1, 5, 10 und 50 pgiorden verglichen (s.
Ergebnisteil). Am vierten Tag wurde 1 p¥E-Thymidin pro well zugegeben und die Zellen fiir
weitere 18 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden Hilfe eines Zellharvesters auf 96-well-
Filterplatten abgesaugt, wodurch freies, nicht ie dNA inkorporiertes *H-Thymidin
ausgewaschen wurde. Die Filterplatten wurden diemaPBS gewaschen und nach Zugabe
von 50 ul Szintillationsflussigkeit im Szintillangzahler gemessen. Zur Auswertung der

Ergebnisse wurde der Median der Triplikate heraogea.

2.4.8 Chromium-Release-Assay

Im >!Cr-Freisetzungstest werden Zellen mit.N&rO, inkubiert. Das CrG¥-Anion gelangt
durch spezifische lonenkandle in die Zelle und vdadt durch Glutathion zu Cr Il reduziert.
Crlll gelangt in den Zellkern und bindet dort ame dDNA. Wird eine Zielzelle von
zytotoxischen T-Zellen erkannt und lysiert werdee ihtrazellularen Bestandteile freigesetzt.
Das radioaktiv-markierte Cr lll kann im Uberstaner d.6sung nachgewiesen werden (Brunner
et d. 1968).

Als Target-Zellen fur die zytotoxische Immunantwdrénten MC-57 Zellen, die mit 10 pg/ml
B-Galactosidase-Peptid (DAPIYTNV, Wita GmbH, Berlig¢pulst worden waren. Die Zellen
wurden in Medium mit N&'CrO, tberfithrt und 45 min bei 37°C inkubiert und anifénd

dreimal mit RPMI-Medium gewaschen. Als Effektoreelldienten Splenozyten, die finf Tage
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mit 5 pg/ml B-Galactosidase-Peptid und 10 U/ml IL-7 restimulievorden waren. Die
Effektorzellen wurden in unterschiedlichen Verhisten (s. Ergebnisteil) mit der'Cr-
markierten Target-Zellen fiir 4 h bei 37 °C inkubi&O pl des Kulturiiberstandes wurden auf
Feststoff-Szintillatorplatten tbertragen, fur 45nniiei 60 °C getrocknet und anschlie3end im
gamma-Zahler ausgezahlt. Die maximale Freisetzumglevbestimmt indem die Target-Zellen
mit 0,2 % Triton X-100 lysiert wurden, die spontalfeeisetzung wurde nach Inkubation der
Target-Zellen in RPMI-Medium bestimmt. Als Positirkrolle diente die Immunisierung der
Mause mit der Zelllinie MCA205/BptGal [1].

Alle Werte wurden als Triplikate ermittelt. Die piesche Lyse wurde mit Hilfe folgender
Formel berechnet:

Prozentsatz der spezifischen Lyse =
(com-Wert der Probe — Spontanfreisetzung) / (cpmmt\Wier maximalen Freisetzung —
Spontanfreisetzung)

2.4.9 Immunhistochemie

Mit Hilfe der Immunhistochemie lasst sich in Gewehand auch auf Einzelzellen eine Vielzahl
von Antigenen spezifisch nachweisen. Durch Komliomamehrerer Verfahren lassen sich auch
Doppelmarkierungen mehrerer Antigene auf der geiclzelle mit verschiedenen Farben
realisieren. Dazu sind zwei fur die unterschiedlithAntigene spezifische Primérantikdrper
notwendig, die an Enzyme gekoppelt sind, die unteeslliche Farbreaktionen erméglichen oder
die die Bindung an unterschiedliche Sekundarantig®ermdglichen, die ihrerseits verschiedene
Farbreaktionen katalysieren oder zum Beispiel alid @der andere sichtbare Partikel gekoppelt
sind. Eine weitere Moglichkeit ist die VerwendungnvBrickenantikorpern die Primar- und
Sekundarantikérper verknipfen. Fur unsere Fradesteivurde eine Doppel-Immunmarkierung
mit anti-1-A"- und anti-CD11c-Antikdrpern durchgefihrt.

Die Mausmilzen wurden in OCT-Einbettungsmedium lilsgigem Stickstoff schockgefroren
und bei —80 °C gelagert. Die Kryoschnitte wurdem Ageton fixiert und in Blockierungspuffer
(PBS mit 3% BSA) inkubiert, um unspezifische Awtigerbindung zu reduzieren. Die

Primarfarbung erfolgte mit biotinyliertem anti-I2Antikorper bzw. FITC-markiertem
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anti-CD11c-Antikérper. Zur Sekundarfarbung wurde t ntbtreptavidin-Peroxidase bzw.
anti-Alkalische Phosphatase-FITC inkubiert. Als Studite wurden Peroxidase Substrat bzw.
Fast Red Substrat zugegeben. Die Zellkerne wurderiGytology"-Losung angefarbt und die

Kryoschnitte im Mikroskop fotografiert.

2.4.10 ELISA

ELISA steht fur Enzyme-Linked Immunosorbent Assdyen ELISA gibt es in vielen
verschiedenen Variationen, allen gemeinsam ist Aasigen oder auch Antikorper, die an eine
feste Phase gekoppelt sind, Antikérper oder Antgauns einer flissigen Phase binden und diese

in einer zweiten Reaktion sichtbar gemacht werden.

2.4.10.1 ELISA auf IgG1, IgG2a, IgG2b und 1gG3-Serm-Antikorper

Sowohl dem ELISA fir die Bestimmung der IgG-Antigér, als auch dem ELISA zur
Konzentrationsbestimmung der Zytokine liegt ein es@nnter Festphasen-Sandwich-ELISA
zugrunde. Dabei wird ein an 96-well-Platten gebwmedeflr das jeweilige 1gG spezifischer
Antikorper verwendet, der das IgG aus der Probeiarf6-well-Platte bindet. Dann wird ein
zweiter fir ein anderes Epitop des gleichen IgGzisigeher biotinylierter Antikdrper
zugegeben, der mit Hilfe einer Farbreaktion sichtipamacht und photometrisch ausgewertet

werden kann.

inactive substrate

-
e .:
active substraie
detection antibody
.

target protein

capture antibody

Abb. 2-3: Prinzip des Festphasen-Sandwich-ELISA
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96-well Platten wurden uber Nacht bei 4 °C mit 300B-Galactosidase-Losung (1 pg/ml)

beschichtet. Die wells wurden mit TPBS-Waschpuffewaschen und tdber Nacht mit 250 pl
Blockierungspuffer inkubiert. Am folgenden Tag werdweimal mit TPBS-Waschpuffer

gewaschen und fir 1 h bei Raumtemperatur mit 10@pleiner Serumverdinnungsreihe (1:30,
1:60, 1:120, 1:240) in TPBS inkubiert. Nach vierigain Waschen mit TPBS-Puffer wurden die
Platten fur 1 h mit 100 pl einer 1:1000 Verdinndeg jeweiligen biotinylierten anti-Maus-IgG-

Antikorper inkubiert. Die 96-well-Platten wurdenewnal mit TPBS-Waschpuffer gewaschen,
dann mit 100 pl einer 1:1000 Verdinnung von Stregia-AKP flr 1 h bei Raumtemperatur

inkubiert. Die Platten wurden gewaschen und mit ROOMUP pro well versetzt. Nach 1 h

wurden die Platten im ELISA-Platten-Reader ausgeier

2.4.10.2 ELISA auf IL-2, IL-4, IL-10, IL-12 und y-IFN-Sekretion

Zur Analyse der Zytokinkonzentration von IL-2, IL-4IL-10, IL-12 und y-IFN in
Zellkulturiberstanden von gepoolten Milzzellkultargvurden ELISA-Kits von Pharmingen
verwendet. Alle Konzentrationsbestimmungen wurdsrDaeifachbestimmungen durchgefihrt.
Die 96-well Platten wurden tber Nacht bei 4 °C gytokin-Bindungsantikérper inkubiert. Die
wells wurden dreimal mit TPBS-Waschpuffer gewascihed 1 h bei Raumtemperatur mit
250 pl Verdunnungsreagenz blockiert. Nach dreinreatigWWaschen mit TPBS-Waschpuffer
wurde 100 pl Probenlésung bzw. 100 pl Standard gelgen und fir 2 h bei RT inkubiert. Es
wurde funfmal mit TPBS-Waschpuffer gewaschen und0 1@ Detektionslésung
(Detektionsantikdrper mit HRP-Reagenz) pro wellzoigeben und fur 1 h bei RT inkubiert. Die
wells wurden siebenmal mit TPBS-Waschpuffer gewasamd 100 pl Substratldsung pro well
zugegeben und 30 min bei RT im Dunkeln inkubiercN Zugabe von 50 ul Stoplésung pro

well wurden die Platten im ELISA-Platten-Reader 40 nm ausgewertet.
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2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Aufbereitung der Daten erfolgtecmaJbertragung in eine Excel-Tabelle
(Microsoft Office Excel 2003 SP2, Microsoft Corfredmond, USA). Mittels deskriptiver
Statistik wurden statistische KenngroRen wie Migrt, Standardabweichung und Median
berechnet. Die Mittelwerte unabhangiger Stichprowenden auf Signifikanzunterschiede unter
Annahme einer Normalverteilung mit Hilfe des t-Besiir zwei unverbundene Stichproben
Uberprift (Studentsche t-Verteilung, [167]). AlleAerte sind zweiseitig angegeben und wenn
nicht anders aufgefihrt handelt es sich immer umgaben des Mittelwertes =
Standardabweichung. Ein Unterschied wurde als fiéignt angenommen, wenn die

Irrtumswabhrscheinlichkeit bei p<0,05 lag.
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3 Ergebnisse

3.1 Expansion dendritischer Zellen mit Flt-3L invi  vo

Die Expansion von dendritischen Zellen durch Flt{BLvivo wurde an C57/BL6-Mausen
untersucht, denen Uber einen Zeitraum von zwoélfefagglich 10 pg Flt-3L subkutan injiziert
worden war. Die Milzen der Tiere wurden steril exglert, in Einzelzellsuspension uberfuhrt
und immunhistochemisch bzw. mittels FACS-Analysarekterisiert.

Die Milzen der mit Flt-3L behandelten Mause zeigtenVergleich zu den Milzen der mit PBS
behandelten Kontroliméuse bereits makroskopisch ¥iergréRerung um ca. 20 %. Die Zahl
der Splenozyten, die aus den mit Flt-3L behandétéosen isoliert wurden, war um den Faktor

drei bis vier hoher als die der Kontrollméause.

3.1.1 Immunhistochemische Fluoreszenzfarbung der Naen

Zur immunhistochemischen Farbung der SplenozytemievuAntikorper gegen MHC-Klasse II-
Molekiile (anti-I-A) und gegen CD11c verwendet.

MHC-Klasse II-Molekile werden auf B-Lymphozyten, ®Qnd Makrophagen exprimiert,
wahrend CD11c in der Maus spezifisch auf dendhgscZellen exprimiert wird. Bei den mit
Flt-3L behandelten Mausen zeigte sich eine dewlictnahme der CD11c-gefarbten Zellen im

Vergleich zu den Kontrollmausen.

_.:'_-'. . By : :: II 1' ,.. 5 f"‘fﬁ‘;k*:‘- 1 o L B T -
isotype control anti-I-A", anti-CD11¢ anti-I-A", anti-CD11¢
PBS PBS FLT-3L

Abb. 3-1: Immunhistochemische Farbung von Milzen aus Fludd PBS behandelten C57/BL6 Mausen
nach der ,Fast Red Substrat‘-Methode (Daka); Isotypkontrolle; b: anti-I-A°(braun) und anti-
CD11c(rot), PBS behandelte Mauseanti-I-A® und anti-CD11c, Flt-3L-behandelte Mause;
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3.1.2 In-Vivo-Applikation von Flt-3L

Um den prozentualen Anteil an T-Helferzellen, zgiaschen T-Zellen und DCs in den Milzen
der mit FIt-3L bzw. mit PBS behandelten Mausen zwestimmen, wurden
durchflusszytometrische Doppelfarbungen mit CD3/COZD3/CD8 und CD1lc/anti-I-A

durchgeflhrt.

35 4

EPBS HFIt-3L

30 A
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3]
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x
T 20
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0 - T
CD3/CD4 CD3/CD8 CD11c/MHC-Klasse Il

Abb. 3-2: Doppelfarbung von Splenozyten auf den Phéanotyp wvohlelferzellen
(CD3/CD4), von zytotoxischen T-Zellen (CD3/CD8) umdn DCs (CD11c/anti-I-A. Die
Mause wurden zuvor mit FIt-3L bzw. PBS behandelirg2stellt ist jeweils der prozentuale
Anteil der doppelt positiven Zellen. Dargestellt Bin reprasentatives Experiment von
dreien. FIt-3L steigerte den Anteil dendritischetlgn um den Faktor 2,8 (p=0,02).

In den Flt-3L-behandelten Mausen wurden deutlicthmi@Cs gefunden als in den mit PBS
behandelten Kontrollmausen, die Zahl der CD11cAdald doppelt positiven Zellen steigt auf
das dreifache (24,2 % versus 8,5 %, p=0,02). Deeifder CD4-T-Zellen ist in den Milzen
der Flt-3L-behandelten Mausen um den Faktor 0,8riger (14,9 % versus 26,4 %, p=0,06), der
Anteil CD8'-T-Zellen ist geringfiigig um den Faktor 0,8 nie@rig15,0 % versus 19,8 %, nicht
signifikant). Dies konnte auf die erhOhte Gesanitaél in den Milzen der Flt-3L-behandelten
Méause zuruckzufuhren sein.

Zur Differenzierung der myeloischen und Ilymphoid&ubtypen der DCs diente der
Oberflachenmarker CD11b. Wé&hrend die myeloischendiieischen Zellen das auch von
Makrophagen gebildete Integrin CD11b exprimiereaigen die lymphoiden dendritischen

Zellen diea-Kette von CD8 auf ihrer Zelloberflache [2].
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CD11c

CD11b

v

Abb. 3-3: FACS-Farbungen zur Unterscheidung von myeloisalmah lymphoiden DCsA: PBS behandelte
Kontrollmause, die Splenozyten wurden auf CD11c amii-A® gefarbt.B: Fit-3L behandelte Mause, Farbung
mit CD11c und anti-I-A C: PBS behandelte Mause, Farbung auf CD11c, CIEL:1Bit-3L behandelte Mause,

Farbung auf CD11c, CD11b

Die Milzzellsuspension der PBS behandelten Kontralise enthielt 8,8 % CD11&ellen,
wovon 3,6 % CD11bund 5,2 % CD11bwaren. Nach Behandlung mit Flt-3L waren 31,8 % der
Zellen CD11¢ und 22,1 % doppelt-positiv fir CD11c und f-A/on den 31,8 % CD11Zellen
waren 11,5 % CD1Ttund 20,3 % CD11bFIt-3L expandierte somit sowohl DCs lymphoiden
als auch myeloischen Ursprungs, hatte jedoch aineden Faktor 1,8 starkeren Einfluss auf die

Expansion lymphoider DCs.
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3.2 Einfluss von Flt-3L auf die Immunantwort in viv 0

Um die immunologische Funktion der in vivo expamgie DCs und deren Einfluss auf
Vakzinierung und Immunantwort zu charakterisieremurde ein Mausmodell mit
B-Galactosidase als Antigen etabliert. C57/BL6-Mauwagrden im Abstand von 3 Wochen
zweimal mit 100 pg Plasmid-DNA (pcDNAS3-lacZ) vakiart, das bakteriell@-Galactosidase
unter einem CMV-Promotor exprimiert. Einer Gruppsr dMause wurde Uber einen Zeitraum
von 13 Tagen wahrend der ersten und zweiten Vakzing Flt-3L injiziert. Zwei Wochen nach
der zweiten Vakzinierung wurde den Mausen die Mileatnommen, in Einzelzellsuspensionen

Uberfuhrt und in verschiedenen immunologischerepssintersucht.

FIt-3L s.c.
Tag 0-12

_ Vakzinierung Tag 7
G

10 P
15
20
25 FIt-3L s.c. E
2 T 2. Vakzinierung Tag 28

Tag 21-33 Ve A
30
35

Tag 42 Immunologische Assays:

40 _ _
42 - Proliferationsassay

- Zytotoxizitatsassay

- IFN-y Sekretionsassay
- Zytokinprofil

- Oberflachenphanotyp

Abb. 3-4: Experimenteller Aufbau der Vakzinierungsexperineent
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3.2.1 Optimierung der DNA-Vakzinierung und des Proiferations-
assays

Zur Optimierung des Applikationsweges wurden Maupgen von jeweils zwei Mausen mit
100 pg pcDNA3-lacZ an unterschiedlichen Applikasiorien vakziniert. Zwei Wochen spéater
wurde den Mausen zur Boosterung nochmals die gleMkenge Plasmid-DNA injiziert. Als
alternative Applikationswege wurden die subkutamgektion (s.c.), die intramuskulére
Injektion (i.m.) und die Injektion in die Pfote {f) gewahlt. An Tag 30 des Experiments wurden
die Mause getotet, die Milzen entnommen und in &rdlsuspensionen uberfuhrt. Um die
bestmoéglichen Konditionen im Proliferationsassayexaluieren, wurden die Splenozyten in
verschiedenen Medien mit unterschiedlicher Mefaggalactosidase-Protein tber drei oder funf
Tage restimuliert.

Die Splenozyten wurden entweder in FCS-haltigem RFMEdium oder alternativ in X-Vivo-
Medium kultiviert. Es wurden 5, 10 oder 50 pgfsaGalactosidase zugesetzt. Am zweiten bzw.
vierten Tag der Restimulation wurde die Antigenzsfsche Proliferation mittelH-Thymidin-
Proliferationsassay bestimmt. Als Kontrollen dientensatze ohne Protein (Negativkontrolle)
und Ansatze mit Zusatz von PHA (Phytohamagglutirkainbiniert mit IL-2 zur maximalen
Stimulation der Proliferation (Positivkontrolle)HR ist ein in Pflanzen vorkommendes ham-
agglutinierendes Globulin (Lectin), das auf Lympyten mitogene Wirkung zeigt. IL-2 wirkt
Uber den IL-2-Rezeptor als T-Zellwachstumsfaktomasliert aber auch die B-Zellproliferation.

2500 1

2000 -

OKeine Restimulation

5 pg B-Galactosidase
W 10 pg B-Galactosidase
1500 A & 50 pg B-Galactosidase

CpM

1000 +

500 -

Applikationsort

Abb. 3-5: Proliferationsassay nach 3 Tagen Kultivierung i@SFMedium. Die Proliferations-
ergebnisse der mit PHA/IL-2 stimulierten Probendsiticht dargestellt, da sie CpM-Werte bis
12000 aufwiesen. Das Experiment wurde mit zwei Maug Gruppe durchgefuhrt. Proliferation
mit 10 pug B-Gal. im Vergleich zur Kontrolle: s.c. =11,4-facfp=0,001); i.m. = 15,3-fach
(p=0,005); f.p. = 8,9-fach (p=0,14). Proliferati¢h0 ugp-Gal.) i.m.-Injektion im Vergleich zur
s.c.-Injektion: 1,3-fach (p=0,06); i.m.-InjektiomiVergleich zur f.p.-Injektion: 1,7-fach (p=0,21).
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Abb. 3-6: Proliferationsassay nach 3 Tagen Kultivierung inVXo-Medium. Die
Proliferationsergebnisse der mit PHA/IL-2 stimuiger Proben sind nicht dargestellt, da sie
CpM-Werte bis 60000 aufwiesen. Ebenfalls nicht datellt sind die Ergebnisse fur die mit
50 pgp-Galactosidase stimulierten Proben, da hier eblertiahe CpM-Werte bis 11000 CpM
gemessen wurden, jedoch keine deutlichen Untemdehimur Kontrollgruppe feststellbar
waren. Das Experiment wurde mit zwei Mausen je @eugurchgefihrt. Proliferation mit 5 pg
B-Gal. im Vergleich zur Kontrolle: s.c. = 2,3-faclp=0,19); i.m. = 1,9-fach (p=0,02);
f.p. = 2,3-fach (p=0,39).
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Abb. 3-7: Proliferationsassay nach 5 Tagen Kultivierung inCSFMedium. Die
Proliferationsergebnisse der mit PHA/IL-2 stimuigr Proben sind ebenfalls nicht
dargestellt. Das Experiment wurde mit zwei Mause@juppe durchgefiihrt. Proliferation mit
5 nugp-Gal. im Vergleich zur Kontrolle: s.c. = 3,6-fach=0,07); i.m. = 3,7-fach (p=0,06);
f.p. =2,4-fach (p=0,19). Proliferation (5 pf-Gal.) i.m.-Injektion im Vergleich zur
s.c.-Injektion: 1,03-fach (p=0,70) ; im VergleictrZ.p.-Injektion: 1,6-fach (p=0,001).
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Abb. 3-8: Proliferationsassay nach 5 Tagen Kultivierung ifnvio-Medium. Die
Proliferationsergebnisse der mit PHA/IL-2 stimuiger Proben sind nicht dargestellt.
Das Experiment wurde mit zwei Mausen je Gruppe higeéiihrt. Keine Steigerung der
proliferativen Immunantwort nach Vakzinierung naelsbar.

Die Antigen-spezifische proliferative Antwort deyraphozyten konnte bei Verwendung von
FCS-haltigem RPMI-Medium und intramuskularer Injekt am besten erfasst werden. Die
Trennschéarfe zwischen den einzelnen Experimentem W& Verwendung von 5 ug
B-Galactosidase am besten, zu hohe Mengen an Préiibimen zu einer Zunahme der
unspezifischen Proliferation. Bei Kultivierung deplenozyten in X-Vivo-Medium wurden im
Vergleich zur Kultivierung in FCS-Medium keine agishenden proliferativen Immunantworten
erhalten.

Aufgrund dieser Ergebnisse und den Hinweisen aus.deratur, dass nach intramuskularen
DNA-Vakzinierungen vorzugsweiseqI-Immunantworten beobachtet wurden [136], wurde fur
die weiteren Experimente die intramuskulare Ingktals Vakzinierungsmethode gewahlt und in
FCS-haltigem RPMI-Medium mit 5 pfgrGalactosidase restimuliert.

Um einen Einfluss der nicht fir Antigen kodierend&lasmid-DNA auf die Immunantwort zu
untersuchen, wurde die proliferative Immunantwoath Vakzinierung mit3-Galactosidase-
kodierendem Plasmid (pcDNA3lacZ) mit der nach Valamung mit einem mock-Vektor
(pcDNA3) bzw. PBS verglichen (s. Abb. 3-9). Wahrendch Vakzinierung mit dem
B-Galactosidase-kodierenden Plasmid pcDNA3lacZ gesteigerte proliferative Immunantwort
beobachtet werden konnte, entsprach die proliferaiinmunantwort nach Vakzinierung mit

dem mock-Vektor pcDNA3 der nach Vakzinierung mitS?B
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3.2.2 Einfluss von FIt-3L auf die proliferative Immunantwort nach
DNA-Vakzinierung

C57/BL6-Mause wurden entsprechend dem beschriebésmandlungsschema vakziniert
(s. Abb. 3-4). Die Mause wurden in vier Gruppen jeteils zwei Mausen aufgeteilt (s. Tab. 3-1
und Abb. 3-10). Die erste Gruppe erhielt eine zvedige Vakzinierung mit 100 ug-
Galactosidase-Plasmid-DNA, die zweite Gruppe ertdakatzlich jeweils funf Tage vor bis
sieben Tage nach jeder Vakzinierung taglich 10 [teBIE subkutan appliziert. Um einen
Einfluss der Injektionen auf die Versuchsergebnessszuschliel3en, wurde der ersten Gruppe
PBS an Stelle von Flt-3L subkutan injiziert. Alsimllgruppen dienten Mause, die nur mit Flt-
3L behandelt wurden ohne DNA-Vakzinierung und Maude PBS an Stelle von DNA
intramuskular injiziert erhielten.

Vierzehn Tage nach der zweiten Vakzinierung wurdienMilzen der Mause entnommen und in
Einzelzellsuspensionen uberfuhrt. Zur Restimulattarden 5 pg/miB-Galactosidase-Protein
zugesetzt. Nach vier Tagen wurde die proliferatileymunantwort mittels eines

[*H]-Thymidinassays gemessen.
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Behandlung Anzahl | 1.s.c. 1.Vakzinierung | 2. s. C. 2.Vakzinierung | Assay
Mause | Injektion Injektion

DNA 2 PBS pcDNA3-lacZ PBS pcDNA3-lacZ | Tag 42
(1. Gruppe) Tag 1-12 Tag 7 Tag 22-33 Tag 28
DNA+FIt-3L 2 FIt-3L pcDNA3-lacZ FIt-3L pcDNA3-lacZ | Tag 42
(2. Gruppe) Tag 1-12 Tag 7 Tag 22-33 Tag 28
FIt-3L 2 FIt-3L PBS FIt-3L PBS Tag 42
(3. Gruppe) Tag 1-12 Tag 7 Tag 22-33 Tag 28
PBS 2 PBS PBS PBS PBS Tag 42
(4. Gruppe) Tag 1-12 Tag 7 Tag 22-33 Tag 28
1. Gruppe: J' ﬁtgﬁ? l @/&E?-gﬁf-: MA

DNA ssay

2. Gruppe:
DNA+FIt-3L

3. Gruppe:
Fit-3L

4. Gruppe:
PBS

5 10

15

20 25 30

35 4042

Abb. 3-10: Vakzinierungsschema zur Untersuchung der protifeza Immunantwort
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Abb. 3-11: Proliferative Immunantwort gemessen mittels eindd]-Thymidinassays nach
Vakzinierung von C57/BL6-Mausen miB-Galactosidase-kodierender Plasmid-DNA und
Restimulation der Splenozyten in vitro nfitGalactosidase-Protein. Daten repréasentativ fur
3 Experimente, jeweils zwei Mause pro Gruppe. Eltsteigerte signifikant die proliferative
Immunantwort um den Faktor 3,0 gegeniiber reiner BR&zinierung (p=0,05). FIt-3L alleine
steigerte die proliferative Immunantwort um dentbalk ,8 (p=0,22).

Die Splenozyten der Mause, die nur mit Plasmid-Dikziniert worden waren, zeigten eine
schwache, aber dennoch von der mit PBS vakziniéttenirollgruppe abgrenzbare Zunahme der
proliferativen Immunantwort. Die Mause, die nur rRlt-3L behandelt worden waren, zeigten
eine Zunahme der proliferativen Immunantwort gegpeniden mit PBS bzw. den mit DNA
behandelten Gruppen (Faktor 1,8 gegenuber DNA, 2230 Die Mause, die mit lacZ-DNA
vakziniert worden waren und zusatzlich mit Flt-3ehlandelt wurden, zeigten eine deutliche
Antigen-spezifische Immunantwort im Proliferatiossay. Gegenuber den nur mit DNA
behandelten Mausen erhéhte die Behandlung mitlFti8 proliferative Immunantwort auf das
3- bis 4-fache (p=0,05).
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3.2.3 Einfluss von FIt-3L auf die zytotoxische Immaoantwort

Zytotoxische T-Zellen sind in der Lage, Zielzellspezifisch aufgrund von Antigenen, die in
MHC-Klasse I-Kontext prasentiert werden, zu idenigren und eine Zytolyse oder Apoptose in
diesen Zellen zu induzieren.

Um den Einfluss von Flt-3L auf die Induktion zyteiecher T-Zellen zu untersuchen, wurden
die  Splenozyten der entsprechend immunisierten/BI%/Mause mit B-Galactosidase-
exprimierenden Target-Zellen in einen Zytotoxidt#say eingesetzt.

Die Splenozyten waren zuvor fur funf Tage mit 5Smigp-Galactoside-Protein restimuliert
worden. Die restimulierten T-Zellen wurden in ustdniedlichen Effektor:Target-Verhaltnissen
von 1:1 bis 100:1 mit Target-Zellen kokultiviertlsATarget-Zellen dientefl-Galactosidase-
gepulste, mit N&'CrO, markierte MC-57-ZellenMC-57 ist eine Fibrosarkomzelllinie auf dem
genetischen Hintergrund der C57/BL6-Mause. Nach Mhkubation bei 37 °C wurde die
spezifische’’Chromfreisetzung aus den Target-Zellen als Tripéiken Uberstand des Mediums
gemessen. Das Ergebnis ist anhand eines repragent&ikperiments in Abb. 3-12 dargestellt,
insgesamt wurde das Experiment finfmal durchgefifstkonnte in keinem der Experimente
eine signifikante Erhohung der zytotoxischen Immmiwart der restimulierten T-Zellen
festgestellt werden. Auch in Experimenten, bei deaetweder mit einem H2-t1<restringierten
B-Galactosidase-Peptid (DAPIYTNV) oder mip-Galactosidase transfizierten syngenen
Tumorzellen in IL-7 enthaltendem Medium restimulievurde, konnte keine signifikante

Erh6hung der zytotoxischen Antwort der T-Zellendestellt werden.

D
o
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spezifische Toxizitat

spezifische Toxizitat berechnet:

[y [ N N
o 6] o 6] o [¢)]
| | | | |

FP- F—h i d—- Spontan-release) / (Maximalrelease — Spontanrélease
| ‘ 100. Die Daten sind reprasentativ fur funf Experitee
PBS DNA

Abb. 3-12 Zytotoxizitdtsassay: Mit B-Galactosidase-
OE:T=80:1 Peptid restimulierte T-Zellen aus unterschiedlichen
Versuchstiergruppen (mit PBS, DNA, Flt-3L und FIt3-
WE:T=40:1 L+DNA behandelt) wurden in unterschiedlichen
Verhaltnissen mip-Galactosidase exprimierend&cr-
markierten MC-57-Zellen inkubiert (Effektor:Target
Verhdltnis, E:T Ratio). Die freigesetzte Radioaitdit/
wurde im Uberstand gemessen und daraus di

Spezifische Toxizitat in % = (Experimenteller Redea

FLT3  FLT3+DNA MCA(B- Als Positivkontrolle diente die Immunisierung mit

gallB7)  MCAZ205/B7p-Gal [1].
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3.2.4p-Galactosidase-spezifische T-Zellen nach DNA-Vakazerung

Zum Nachweis vonp-Galactosidase-spezifischen T-Zellen wurden dieeisptyten der
vakzinierten Mause 24 h mif3-Galactosidase-Antigen restimuliert und awinterferon-
Sekretion untersucht (s. 2.4.6 IRPSekretionsassay). In Zusammenhang mit einer db#i-C
bzw. anti-CD8-FITC-Farbung konnen so aktivierte i§an-spezifischne CD4 bzw. CD8
T-Zellen identifiziert werden.

Es zeigte sich, dass aktivierte CD#hd CD8 T-Zellen unter den Splenozyten der vakzinierten
Mause vorhanden waren, sowohl bei alleiniger DNAfaierung als auch bei zusatzlicher
Behandlung mit FIt-3L (Abb. 3-13; CD#&+g, CD4:i+k). In Kontrollmausen, die nur mit PBS
oder nur mit FIt-3L behandelt wurden, konnten kekmigen-spezifischen CD4oder CD8
T-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3-13; PBS:d+R3[Ef+)). Als Positivkontrolle dienten
Splenozyten PBS-behandelter Mause, die mit Stagblglen-Enterotoxin-B (SEB) behandelt
wurden (Abb. 3-13; a-c).
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Abb. 3-13: Interferony-Sekretionsassa@-Galactosidase-spezifische CDdnd CD8 T-Zellen in Splenozyten
vakzinierter Mause. Splenozyten unterschiedlich zirdkrter M&use wurden fur 24h restimuliert mit
B-Galactosidase-Antigen und dann auf Interfeyeg®ekretion untersucht.

a: Zellpopulation im Light-Scatteb/c: Positivkontrolle (SEB)

d-g: Antigen-spezifische CO8T-Zellen;h-k: Antigen-spezifische CD4T-Zellen

d,h: Mause, die mit PBS injiziert wurdea;i: Mause, die mifi-Galactosidase-DNA injiziert wurden;

f,j; Mause, die nur mit FIt-3L injiziert wurdeg,k: Mause, die mit Flt-3L un@-Galactosidase-DNA injiziert
wurden
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Der Phanotyp der CD8T-Zellen wurde genauer charakterisiert, indemfizert wurde, ob es
sich bei den aktivierten T-Zellen um zytotoxischeZdllen handelt. Mit Hilfe der
Oberflachenmarker CD62L und CD44 lassen sich zytsthe T-Zellen von anderen CBEDS"
T-Zellen abgrenzen [168]. Die Expression dieser riehenmarker auf CD8T-Zellen lasst
sich mit der zytolytischen Aktivitat korrelieren. (§ab. 3-2). Aktivierte zytotoxische T-Zellen
(CTLg) haben den Phanotyp CtisD44"'CD62L".

Phanotyp T-Zellart Zytotoxizitat

(in % spezifische Lyse)
CcD44°cD62L™ Naive T-Zelle <1
cb44'cpe2L™ Gedéchtnis-T-Zelle <1
CcD44"'cD62L° Zytotoxische T-Zelle (CTE) 41

Tab. 3-2: Zytotoxische Aktivitat von CD8Maussplenozyten nach Oughton [168]

Die (berwiegende Mehrheit der COEDS8" in vitro restimulierten T-Zellen der mit
B-Galactosidase vakzinierten Mause zeigte nicht Ekanotyp von aktivierten zytotoxischen
T-Zellen, dabei spielte es keine Rolle, ob die Maudediglich mit B-Galactosidase-DNA
vakziniert wurden oder zusatzlich mit Flt-3L behalidvurden (s. Abb. 3-14 Der Anteil an
CD8'CD44"CD62L° aktivierten zytotoxischen T-Zellen war in immueisen Mausen nicht
wesentlich héher gegentber nicht immunisiertenefidd.,5 % versus 1,2 %) und der Anteil bei
vakzinierten mit Flt-3L behandelten Mausen gegeniilbe mit FIt-3L behandelten M&ausen war

ebenfalls nur geringfiigig héher (4,6 % versus 2)1 %
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Abb. 3-14: Phanotyp von CDTDS8" T-Zellen in der Milz vorp-Galactosidase vakzinierten Maugbi,
von denen ein Teil mit FIt-3L behandelt wur@d. Als Kontrollméuse dienten Mause, die entweder nur
mit PBS vakziniert wurde(a) oder nur mit Flt-3L behandelt wurdée).
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3.2.5 Einfluss von Flt-3L auf die humorale Immunantvort

Um den Einfluss von Flt-3L auf die humorale Immuiwaort zu untersuchen, wurde den Mausen
an Tag42 des Vakzinierungsschemas eine Serumpmft@ommen und diese auf
IgG-Antikorper gegerp-Galactosidase mittels ELISA untersucht. Es wurdenSerumproben
von B-Galactosidase-vakzinierten Mausen mit Proben vaundén verglichen, die zusatzlich zur
B-Galactosidase-Vakzinierung mit Flt-3L behandeltaem waren. Es zeigte sich ein Anstieg in
der IgG1-Subklasse auf das ca. 4-bis5-fache ki diit Flt-3L behandelten Tieren
(p=0,000026). Es wurde um den Faktor 0,6 wenig&3ldpei den Flt-3L-behandelten Mausen
nachgewiesen (p=0,02). Fur die 1gG2-Subtypen kanrkeine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden.

3500000 ~

3000000 -

2500000 OO DNA (lacz)

M Fit3L + DNA (lacZ)
£ 2000000 -

c

o
J5,1500000 .
1000000 -

500000 -

IgG1 IgG2a IgG2b 1gG3

Abb. 3-15: Humorale Immunantwort: Vergleich der Subtypen dgf-p-Galactosidase-
Antikérper nach Vakzinierung gegehiGalactosidase mit und ohne gleichzeitige Applixati
von Flt-3L (ELISA). Reprasentative Daten fur zweiabhangige Experimente, jeweils zwei
Mause pro Gruppe. Serum 1:60 verdinnt. Flt-3L stéégdie IgG1-Konzentration im Serum um
den Faktor 4,4 (p=0,000026). Es konnte um den Fdktbmehr IgG2a in den Serumproben der
Flt-3L-behandelten Mause detektiert werden (p=0,E4)fand sich um den Faktor 0,6 weniger
IgG3 in den Flt-3L-behandelten Mausen (p=0,02).
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3.2.6 Einfluss von FIt-3L auf das Zytokinprofil vonSplenozyten

Die Polarisierung der Immunantwort durch Flt-3LRichtung H1- bzw. T42-Antwort wurde

anhand der von den Splenozyten produzierten Zypo&file untersucht.
Die Splenozyten der entsprechend dem Vakzinierwhgssa behandelten Mause wurden funf
Tage in vitro mit einem HZ-Rrestringierterﬁ-Galactosidase-Peptid restimuliert und in einem

IL-7 enthaltenden Medium kultivierty-IFN,

IL-2, IL-12, IL-4 und IL-10 wurden in den

Uberstanden dieser Milzzellkulturen mit Hilfe einékISAs bestimmt. Die Ergebnisse sind in

Abb. 3-16 — Abb. 3-20 dargestellt.
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Abb. 3-16 bis 3-20:Zytokinsekretionsprofil von Spleno-
zyten vakzinierter Mause nach Restimulation mit
B-Galactosidase-Peptid. Die Mause wurden mit
B-Galactosidase-DNA vakziniert, eine Kontrollgruppe
wurde mit PBS injiziert. Jeweils eine Untergrupphielt
nach Schema Flt-3L appliziert. Flt-3L fuhrte beinde
vakzinierten M&ausen zu einer Reduktion dgidFN-
Produktion um den Faktor 2 (p=0,03). Flt-3L erhotie
IL-4- und IL-10-Sekretion sowohl bei alleiniger -
Behandlung als auch in Kombination f#Galactosidase-
Vakzinierung . ;2-Zytokineblaudargestellt.
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Bereits die p-Galactosidase-DNA-Vakzinierung alleine zeigte etokinprofil, das keiner
Tyl-Immunantwort entsprach, sondern eher einen ShiftRichtung T2-Immunantwort
reprasentierte. Die Kombination von FIt-3L-Applikat und p-Galactosidase-DNA-
Vakzinierung fuhrte zu einer Verstarkung de2iPolarisierung des Zytokinprofils.

Der Ty2-Shift zeigte sich in einer Erhdhung der Sekretiwm IL-4 und IL-10 und einer
Reduktion dery-IFN-Sekretion durch die Splenozyten. Die alleiniBehandlung mit Flt-3L
fuhrte zu einer Reduktion dgfIFN-Produktion auf das 0,8-fache (p=0,09), die r88&n von
IL-4 stieg um den Faktor 1,6 (p=0,08), die von -m den Faktor 1,7 (p=0,02). Flt-3L-
Behandlung in Kombination mit Immunisierung geg@rGalactosidase fiihrte zu einer
Reduktion dery-IFN-Produktion um den Faktor 2 (p=0,03), erhohie lil-4-Sekretion um den
Faktor 1,6 (p=0,20) und die IL-10-Sekretion um de€aktor 1,5 (p=0,19) gegenuber
DNA-Vakzinierung alleine. Auch die IL-2-Sekretionerd Splenozyten nach Immunisierung
gegenp-Galactosidase wurde durch die zusétzliche Behagdimit Flt-3L in der Tendenz
inhibiert und nicht verstarkt. Eine Antigen-speztifie IL-12-Sekretion nach DNA-Vakzinierung
war nicht zu verzeichnen, ein Einfluss der zusétzih Behandlung mit Flt-3L fand sich nicht.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Apphik von Flt-3L in unserem

experimentellen Modell einey2-Polarisierung der Immunantwort zur Folge hatte.
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3.3 Reifezustand der Flt-3L-induzierten dendritisc hen Zellen

Fur die Funktion der DCs im Immunsystem ist ihr Aifsingsgrad und damit vor allem die
Expression von bestimmten Oberflachenantigenen, dle Kostimulatoren bei der
T-Zellaktivierung mitwirken, von entscheidender Batling. Die expandierten DCs wurden
hinsichtlich ihrer Expression dieser Marker mittelBACS-Analyse untersucht. Als
Reifungsmarker dienten CD80, CD86 und CD40.

Als Vergleich dienten ausgereifte DCs, die entwedel.PS (Lipopolysaccharid) aktiviert oder
aus dem Knochenmark gewonnen und mit GM-CSF stertuhiurden.

Die DCs im Knochenmark zeigten einen unreifen, MKI@sse II-negativen Phanotyp. Um reife
DCs aus Knochenmark zu erhalten, wurde zun&chstadas Femur und Tibia erhaltene
Knochenmark von Lymphozyten und MHC-Klasse la-posit Zellen mit Hilfe von
Antikorpern befreit. Das Knochenmark wurde dannMedium kultiviert, das 1000 U/mi
GM-CSF enthielt, die nichtadharenten Leukozytendeardurch vorsichtiges Waschen in den
ersten 2 -4 Tagen der Kultivierung abgetrennt. den Tagen 4 -6 der Kultivierung des
Knochenmarks wurden Zellcluster Uber Sedimentag@monnen, die dann nach Rekultivierung
fur 24 h in GM-CSF-enthaltendem Medium eine hohezgkh reifer DCs lieferten. Die so
gewonnenen DCs zeigten einen reifen Phanotyp ntieh&xpression von MHC-Klasse II-
Molekdlen [55].
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BM-DC
generated in GM-CSF

CDl11c

CD40

Abb. 3-21: FACS-Analyse von DCs, die von Flt-3L-behandelten7/B%6-Mausen (a-c) bzw. aus dem
Knochenmark (BM) von unbehandelten C57/BL6-Mausgs) (stammten. Die DCs von (d-f) waren
zusatzlich 24 h mit LPS behandelt worden, die amodienmark gewonnenen DCs (g-i) waren mit
GM-CSF kultiviert worden. Die CD11icdendritischen Zellen wurden hinsichtlich der Regamarker
CD80, CD86 und CD40 untersucht.

Die in vivo mit Flt-3L expandierten DCs zeigten enunreifen Phéanotyp, CD40 wurde nicht
exprimiert, CD80 und CD86 wurde von weniger als %ié6 Zellen nur schwach exprimiert.
Jedoch war die Fahigkeit zur Ausreifung erhaltenurén die in vivo expandierten
dendritischen Zellen Uber Nacht mit LPS als Reifigtignulanz inkubiert, wiesen die DCs einen
voll maturierten Phanotyp mit hoher Expression v6B80, CD86 und CD40 auf. Die
Expression zeigte eine mit den aus dem Knochenmanonnenen und GM-CSF-stimulierten

DCs vergleichbare Auspragung.
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4 Diskussion

DNA-Vakzinierung ist eine wenig aufwendige und hidurchzufiihrende Methode, um in
Tiermodellen eine humorale und T-zellulare Immuneamt zu induzieren [111,169-171], jedoch
ist die T-Zellantwort beim Menschen meist zu schwaon eine effektive Tumorregression zu
erreichen [117,132,133,171]. Als Grund fur die sable T-Zellaktivierung wird neben einer
Tumor-induzierten Immunsuppression [172-175] einangelhafte Aktivierung von T-Zellen
durch die Vakzine angesehen [176-178]. Daher wukagschiedene Strategien entwickelt, um
die Effektivitdt einer DNA-Vakzine zu verbesserrg gum Beispiel die Verwendung von
Adjuvantien oder die Optimierung des Applikationges (s. Kap. 1.4.2 und 1.4.3).

FIt-3L als DC-expandierender Wachstumsfaktor ish entglicher Kandidat, der die
Immunantwort entscheidend beeinflussen kann. Des$allte in der vorliegenden Arbeit die
Hypothese verifiziert bzw. falsifiziert werden, daBlt-3L tber die Expansion von DCs die
Vakzinierungseffizienz verbessern und eine zytackxe¢ Anti-Tumor-Antwort verstarken kann.
Zur Klarung dieser Fragestellung wurde die Vakzung mit f—Galactosidase-kodierendem
DNA-Plasmid als Modellsystem herangezogen. Es Harmgleh dabei um ein etabliertes
experimentelles System [1,94,158], fur das versidne immunogene MHC-restringierte
Peptide beschrieben worden sind und gezeigt wordgn dass die Vakzinierung mit
B-Galactosidase sowohl humorale als auch zytotogistimunantworten auslost [179,180].

Die Expansion der DCs mit Hilfe von subkutaner JttApplikation fihrte in unseren
Experimenten zur VergrolRerung, Gewichts- und Zbllamahme der Milzen, sowohl
CD11¢CD11b" myeloische DCs als auch CDIC®116 lymphoide DCs wurden expandiert.
Vergleichbare Ergebnisse wurden in einer Studie Boasel et al. erhalten, bei der Mausen
ahnlich wie in unseren Experimenten Uber 15 Tagécti 10 ug FIt-3L subkutan appliziert
wurde [160]. FIt-3L erhdhte sowohl in der Milz aluch im peripheren Blut und im
Knochenmark die Zahl der Leukozyten, in den Mauzeml konnte eine Vermehrung der
B-Zellen, der myeloischen Zellen und der kernheligerythrozytenvorlaufer nachgewiesen
werden. Nach acht Tagen Flt-3L-Behandlung wurdee ega. 100-fache Erhéhung der
koloniebildenden Granulozyten- und Makrophageneiehg CFU-GM, colony forming units) in
den Milzen der Mause festgestellt. Auch in Expentea anderer Arbeitsgruppen wurde die
Stimulation von myeloischen Stammzellen und kolbihdenden Zellen im Blut und in der Milz
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durch FIt-3L beschrieben [181-183]. Die WirkungeonvFIt-3L zeigten dabei synergistische
Effekte zu denen von GM-CSF und G-CSF [184,185}3Elalleine war sowohl GM-CSF als
auch G-CSF uberlegen, was die Anzahl mobilisiettet) betraf. Kombinierte man Flt-3L mit
GM-CSF oder G-CSF wurde eine hohere Anzahl CFU hsadrit als mit Flt-3L alleine.

Die lymphoiden DCs wurden in unseren Experimentérker expandiert als die myeloischen
DCs (20,3 % lymphoide DCs gegeniber 11,5 % mydieiscDCs). Bei der intramuskularen
Injektion eines Flt-3L-kodierenden Plasmids in BExpenten von Peretz et al. wurden ebenfalls
uberwiegend lymphoide DCs erhalten [186]. Eine nobgl Erklarung daflr ist die Tatsache,
dass die Mehrzahl der lymphoiden Vorlauferzellen@€s den FIt3-Rezeptor stark exprimieren,
die myeloischen Vorlauferzellen aber nur zu einéamkeren Teil [187].

Die Kinetik der Expansion von DCs in der Milz unt&it-3L-Applikation wurde von
Maraskovsky et al. untersucht [162]. Nach siebegefiasubkutaner Flt-3L-Applikation hatte die
Expansion der DCs in den Milzen die Hélfte der maaden Zellzahl erreicht. Nach Beendigung
der Flt-3L-Applikation an Tag 11 nahm die Zahl aB¥rasch ab, an Tag 17 konnten noch 20 %
DCs nachgewiesen werden. Parajuli et al. verwen@®@l nach Voruntersuchungen zur
Expansion von DCs unter Flt-3L-Applikation ein &dbhks Behandlungsschema, um den
Einfluss von FIt-3L als Adjuvans bei der Vakziniegu mit p53-Plasmid-DNA zu
untersuchen [188]. Rekombinantes FIt-3L wurde zdlage vor bis einen Tag nach der
Vakzinierung taglich i. m. verabreicht, vor der zie Impfung nach 14 Tagen wurde ebenfalls
10 Tage lang mit Flt-3L behandelt.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fur unsere Expamntsn Tag 7 nach Beginn der FIt-3L-
Applikation als Zeitpunkt fur die DNA-Vakzinierurgewahlt, so dass sichergestellt wurde, dass
zum Zeitpunkt der Vakzinierung DCs bereits zu eirgrof3en Teil expandiert waren und durch
die Fortfihrung der Flt-3L-Applikation tUber 5 Tag@hrend der Initialphase der Immunantwort
weiter expandiert wurden.

Sowohl die intramuskulare als auch die subkutankzMerung riefen in unseren Experimenten
ausreichend starke proliferative Immunantwortenvirer Beide Applikationsarten kdénnen
sowohl humorale als auch zellulare Immunreaktiomervorrufen [189], dennoch weisen einige
Daten in der Literatur darauf hin, dass subkutaag&zihierung eine Verschiebung in Richtung
auf eine T2-Antwort begunstigt [190], wéahrend intramuskuldfgpplikation eher zu

Zytokinprofilen fihrt, die eine J1-Antwort begunstigen [191,192]. Die Vakzinierungt m



Diskussion 75

Plasmid-DNA zeigt bereits ebenfalls eine Bevorzuguaer T;1-Antwort gegentber anderen
Vakzinierungsarten [193].

Die Antigen-spezifische proliferative Immunantwarach intramuskuléarer Vakzinierung mit
B-Galactosidase-Plasmid konnte durch Applikation V3L um den Faktor drei bis vier
gesteigert werden. Auch die alleinige BehandlungFitt3L ohne Vakzinierung fuhrte zu einer
zweifachen Erh6hung der proliferativen Immunantwddie durch die Expansion der DCs
bedingte Verschiebung des Verhaltnisses von DC3-Zellen kdonnte eine Ursache fur die
Aktivierung von T-Zellen und die dadurch hervorgene Zunahme der proliferativen
Immunantwort bei Flt-3L-Applikation ohne Vakziniery sein. Auch die durch die
FIt-3L-Applikation erhdhte Zytokinproduktion der ®pozyten kdnnte eine Erklarung fur die
gesteigerte proliferative Immunantwort bei alleamid-It-3L-Applikation liefern [188]. Dal3 die
FIt-3L-Applikation jedoch nicht nur zu einer genléga Steigerung der proliferativen
Immunantwort fuhrte, sondern die Antigen-spezifestthmunantwort in unseren Experimenten
verstarkte, konnte zum einen dadurch gezeigt werdass die proliferative Immunantwort bei
Vakzinierung mitB3-Galactosidase-kodierendem Plasmid um den Fakter gegentber der bei
alleiniger FIt-3L-Applikation gesteigert wurde. Zuamderen konnte die Antigenspezifitat der
Immunantwort durch den Nachweis vprGalactosidase-spezifischen CDuhd CD8 T-Zellen

im Interferony-Sekretionsassay belegt werden. Auch andere Grugpmamien eine Verstarkung
der Antigen-spezifischen Antwort infolge Flt-3L-Aggtion belegen. Die Immunisierung von
Kalbern mit einem Plasmid, das MSPla (Anaplasmamale major surface protein 1a)
exprimiert, filhrte zu einer starken CDB-Zellantwort [194]. Die Behandlung mit einem Blt-
kodierenden Plasmid fuhrte zu einer hoheren AnzmhlAntigen-spezifischen Effektorzellen,
einer erhodhten Antigen-spezifischen Proliferatiomd uvermehrter IFN~Sekretion von
CD4" T-Zellen. Durch die Injektion eines Plasmids, dasFusionsprotein aus humanem Flt-3L
und HIV-Protein gpl20 exprimierte, konnte eine holahl an gpl20 spezifischen
CD8' T-Zellen induziert werden [195]. Auch mit Hilfe ndTetramerbindungsstudien konnte in
DNA-Vakzinierungsexperimenten mit HIV-1 envelopen{g gezeigt werden, dass Flt-3L die
Zahl Antigen-spezifischer CD8T-Zellen erhoht [196]. Die zuséatzliche Behandluni Flt-3L
fuhrte zu einer verstarkten zellularen und humorafemunantwort, die Protektion gegentber
einer Virusinfektion wurde durch Flt-3L verbessert.

Obwohl wir die intramuskulare Vakzinierung mitteasmid-DNA gewahlt haben, die die

Verschiebung der Immunantwort in Richtung auf eifgl-Antwort beglnstigt [190-193],
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konnten in unseren Experimenten keine zytotoxischetellen (CTL) nachgewiesen werden,
dies weder in der durchfluBzytometrischen Analysechn im >'Cr-Release-Assay mit
Antigen-gepulsten Target-Zellen. Eine Erklarung diie fehlende zytotoxische Immunantwort
liefert das in den Splenozytentberstanden nachgewe Zytokinprofil. Niedrige IFN- und
IL-12-Konzentrationen und hohe IL-4 und IL-10 weisauf einen 2-Shift der Immunantwort
hin. Auch der Nachweis von hohen Konzentrationeffi-@alactosidase-spezifischem IgG1 bei
fehlendem Anstieg von Antigen-spezifischen lgG2aSarum weist auf eineyR-Polarisierung
der Immunantwort hin [197-199].

In der Literatur sind in verschiedenen Arbeiternozgxische T-Zellantworten in Verbindung mit
adjuvanter Flt-3L-Applikation beschrieben worden. i8duzierten Flt-3L-transfizierte DCs, die
mit  Mutl-Peptid gepulst worden waren, yIFlimmunantworten und expandierten
tumorspezifische zytotoxische T-Zellen um das zweis dreifache [200]. Mutl ist ein
MHC-Klasse I-restringiertes Peptid, das eine Seguemn acht Aminosduren des mutierten
Gap-Junction Proteins Connexin 37 umfasst, dasddaus.ungenkarzinomzelllinie 3LL isoliert
worden war. In diesem Experiment wurden die DCs deism Knochenmark gewonnen, mit
GM-CSF und IL-4 ausgereift, danach mit Flt-3L-kodieden adenoviralen Vektoren
transduziert, um sie in Tumor-Challenge-Experimenite vivo einzusetzen. Bei Challenge-
Experimenten mit AML-Zellen konnte ein 1,9-fachenstieg der zytotoxischen T-Zellen bei
gleichzeitiger Behandlung mit Flt-3L beobachtet et [201]. Ebenfalls ein Anstieg Antigen-
spezifischer CD8T-Zellen konnte in einem Plasmid-Vakzinierungssystemit einem
Fusionsprotein aus Flt-3L und dem humanen PapiNinnst16 E7 beobachtet werden [202].
Die Antitumor-Effekte waren dabei unabhingig von ACD-Zellen. Ebenfalls bei einer
DNA-basierten Vakzinierung konnte eine CTL-spetztiis Immunitat erzeugt werden, wenn
Flt-3L in Kombination mit einem Muc-1 Tumorpeptithgesetzt wurde [203].

Die unterschiedlichen experimentellen Ausgangseystéefern einen Erklarungsansatz dafir,
dass in diesen Arbeiten anders als in unseren Expeten zytotoxische Immunantworten
nachgewiesen werden konnten. So wurden im Mut-1éWddt-3L-transfizierte DCs verwendet,
im AML-Modell wurde ein Challenge mit einer AML-Tumrzelllinie vorgenommen, der selbst
die Immunantwort beeinflusst. Tumor-gepulste DGs \&dhkzine waren in diesem Modell der
FIt-3L-Applikation deutlich Uberlegen, sowohl im rilick auf die Expansion von
CTL-Vorlauferzellen als auch auf die Induktion vo@edachtnis-Immunantworten. Im

Papillomavirus-Modell wurde ein chiméres Flt-3L-Eidsionsgen verwendet. Es konnte gezeigt
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werden, dass Zellen, die mit FL-E7-DNA transfizieddrden waren, das E7-Antigen bevorzugt
Uber den MHC-Klasse I-Weg prasentierten. Im Muc-ddell wurde Flt-3L als Plasmidvektor
appliziert, der zusétzlich fur das Tumorpeptid lesth. Einen entscheidenden Hinweis, dass das
Vakzinierungsagens selbst eine grof3e Rolle hidgbhtler Art der ausgelosten Immunantwort
spielt, konnte Parajuli et al. liefern. Mause wurdseit Hilfe von p53-kodierenden adenoviralen
Vektoren bzw. Plasmiden vakziniert und mit einenmbu inokuliert, der mutiertes murines p53
exprimierte [188]. In diesem experimentellen Ans#iste die Vakzine selbst bereits eine
Tul-Antwort aus, welche durch Flt-3L verstarkt wur@@e Ergebnisse weisen daraufhin, dass
nicht Flt-3L sondern der experimentelle Ansatz dad Microenvironment einen entscheidenden
Einfluss auf die Art der Immunantwort haben unduwtad bedingt im Gegensatz zu unseren
Experimenten ein Shift in Richtung;I-Immunantwort erfolgt ist.

Im Zusammenhang mit der Applikation von Flt-3L bzen FIt-3L-induzierten zytotoxischen
Immunantworten wurden von verschiedenen ArbeitggeapAnti-Tumor-Immunantworten und
Tumorregression beschrieben. Zum Beispiel senkt @&ehandlung mit Flt-3L die
Tumorwachstumsrate bei Mausen, die mit einem MC@Aunmerten Fibrosarkom inokuliert
wurden, und fihrt in einem Teil der Mause zur Turagression [163]. Dabei spielen jedoch
auch nicht-T-Zell-vermittelte Mechanismen eine Bd04]. In dem zuvor erwahnten AML-
Challenge-Modell zeigten die Mause hohere Uberlsta¢an, jedoch nur, wenn die Behandlung
mit FIt-3L bereits vor der Tumorinokulation begaf201]. Langlebige Antigen-spezifische
Lymphozyten waren jedoch nicht vorhanden, was s&h der fehlenden Gedachtnis-
Immunantwort bemerkbar machte. Durch die intraml#éskuVakzinierung mit einem Plasmid,
das sowohl FIt-3L als auch das Tumorantigen koelidsdnnte eine deutliche Tumorregression in
dem zuvor beschriebenen Muc-1-Tumormodell erreislgrden [205]. Die Vakzinierung
generierte Antigen-spezifische zytotoxische T-Zellmd die Effektivitat der Vakzinierung war
entscheidend von der gleichzeitigen Behandlung Hit3L abh&ngig. Eine effektive
Anti-Tumor-Antwort konnte nur bei intramuskularerakzinierung erzielt werden, nicht bei
intraventser Gabe der Vakzine. Nach der intramésén Vakzinierung wurde eine Infiltration
des Applikationsortes mit CD11€D8 DCs beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass die
Rekrutierung der DCs zum Applikationsort der Vakaiong und die lokale Immunreaktion
einen entscheidenden Einfluss auf die Auslésung Aletigen-spezifischen zytotoxischen

Immunantwort hatten. Dies koénnte auch eine Erkigraafir sein, daf3 die systemische
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Expansion von DCs durch Applikation von FIt-3L wia unseren Experimenten keine
Antigen-spezifische zytotoxische Immunantwort zalge hatte.

In einem murinen Mamma-Tumor-Modell verabreichtenmM@usen zur Vakzinierung subkutan
Tumorzellen, die entweder Flt-3L oder GM-CSF expemen [206]. Nach 4 Wochen wurden
den Mausen Tumorzellen injiziert und das Tumorwaghs beobachtet. Die mit den
FIt-3L-exprimierenden Tumorzelllinien vakziniertdféuse zeigten dabei ein deutlich geringeres
Tumorwachstum als die Méause, die mit den GM-CSHiexprenden Zellen vakziniert worden
waren. Die Depletion von aktivierten NK-Zellen hdke Immunantwort gegen den Tumor in
diesem Modell auf. Hinweise, dass NK-Zellen bei deFlt-3L-vermittelten
Anti-Tumor-Immunantwort eine Rolle spielen, findgich in weiteren Publikationen. So wurde
bei der Behandlung von Mausen mit Flt-3L eine faoffe Erhéhung der NK-Zellen in den
Milzen gefunden [207]. Auch in dem weiter oben dmt&n murinen AML-Tumormodell
konnte nachgewiesen werden, dass NK-Zellen beiAdéir Tumor-Antwort die entscheidende
Rolle spielten [201]. Nach NK-Zelldepletion war damotektive Effekt der Flt-3L-Applikation
auf die Uberlebensrate der Mause vollstandig awfgeh. Im Mut-1-Tumormodell fiihrte die
adenovirale Transfektion von DCs mit einem Flt-3idlerenden Vektor zur unspezifischen
NK-Zellaktivierung [200]. In einem Lebermetastas@d®ll mit C3-Sarkomzellen liel3 sich
durch Behandlung mit Flt-3L ein deutlicher Antituratiekt erreichen, der jedoch nach
Depletion der NK-Zellen deutlich reduziert wurd®§2.

In anderen Experimenten war die Anti-Tumor-Immumat von der zuséatzlichen Gabe
weiterer Zytokine neben FIt-3L abhangig. So wurde einem Maus-Kolonkarzinommodell
gezeigt, dass die Injektion von Flt-3L-transduzsrrtxenogenen Zellen zusammen mit
Tumorlysat und IL-2 eine Anti-Tumor-Immunantwort direieren und Tumorwachstum
verhindern konnte, die Anti-Tumor-Antwort war dalaai die gleichzeitige Applikation von IL-2
gebunden [209].

Im Zusammenhang mit der Expansion von DCs mit Hiiba FIt-3L wurden in der Literatur
aber auch inhibitorische Effekte auf die Immunamtvib@schrieben. Die durch die Vakzinierung
mit HBc/w Ag (Hepatitis B core Antigen) hervorgeene humorale Immunantwort wurde zum
Beispiel durch die gleichzeitige intramuskulareektjon eines Plasmids, das Flt-3L kodiert,
aufgehoben [210]. Der inhibitorische Effekt von-Blt war dosisabhéngig und am starksten
ausgepragt, wenn Flt-3L zur selben Zeit und ameseldrt wie die Vakzinierung verabreicht

wurde. Ein weiteres Beispiel fur die Induktion voaoleranz durch FIt-3L ist die Beobachtung,
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dass Flt-3L das Engraftment von allogenen hamatguoben Stammzellen ohne signifikante
GVHD fordert [211].

Diese widerspruchlichen Daten in der Literatur, idleZusammenhang mit Flt-3L-Applikation
sowohl immunogene als auch tolerogene Effekte aflthmunantwort aufzeigen, machen
deutlich, dass FIt-3L per se nicht fir die Deternenang des §-Shifts der Immunantwort
ausschlaggebend ist. Die Ergebnisse unserer Expetém sprechen dagegen, dal3
Flt-3L-expandierte DCs ohne weiteres KoadjuvandenlLage sind, eine effiziente zytotoxische
Immunantwort zu induzieren. Um eine Erklarung fie tehlende zytotoxische Aktivitat der
T-Zellen in unseren Experimenten zu finden, wurdiés Flt-3L-expandierten DCs genauer
charakterisiert. Es zeigte sich, dass die DCs eimerifen Phénotyp aufwiesen, mit niedrigen
Expressionsraten von CD40, CD80 und CD86. Dieseeiign Phanotyp der DCs und die
Tatsache, dass die Antigenprasentation durch en2@s eher tolerogenene als immunogene
Effekte auf die Immunantwort hat [212], liefern ei&rklarung fur den fehlenden,I-Shift der
Immunantwort in unseren Experimenten trotz adjusmahtt-3L-Applikation. Der geringe Effekt
von FIt-3L auf die Expansion ausgereifter DCs wumech von anderen Arbeitsgruppen
bestatigt [213]. Brasel et al. zeigte, dass durigh Klltivierung von murinen Knochenmarks-
zellen in hoher Zelldichte (f0Zellen/ml) mit FIt-3L zu ca. 50 % reife CD8@HCII* DCs
erhalten wurden [214]. Da die Expansion von DCse eikbhéngigkeit von der Zelldichte
zeigte [215], vermutet man, dass autokrine Mecima@ms eine Rolle spielten, die auch die
Ausreifung der DCs beeinflussen konnten. Auch esein experimentellen System konnte die
volle Ausreifung der DCs nur erreicht werden, weh@ DCs die letzten 24 h mit LPS oder
IFN-a inkubiert wurden.

Neben dem Ausreifungszustand der DCs tragen vexdehe andere Faktoren zur weiteren
Determination der Immunantwort bei. Das Protein bR&eptid mit dem vakziniert wird,
entscheidet wesentlich mit, ob eing1¥ oder eine J2-Immunantwort hervorgerufen wird.
Dabei sind Dosierung und Art der Antigenprasentatiber MHC-Klasse | oder Il entscheidend
[216-219]. Der Promotor, der zur Expression degdrne benutzt wird, beeinflusst ebenfalls die
Polarisierung der Immunantwort. Der Anteil an Cp&Senzen in der DNA-Vakzine
beeinflusst Uber Toll-like-Rezeptoren (TLR) die Aaktung der Immunantwort [218]. Unter
Ausnutzung dieser Tatsache kann durch gleichzefgaikation von FIt-3L und CpG-reicher
DNA Anti-Tumor-Immunitat induziert werden [220]. ®ICpG-reichen DNA-Sequenzen fuhren

zu einer Ausreifung der DCs, was gesteigerte m@tfve T-Zellantworten und eine Aktivierung
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von NK-Zellen zur Folge hat [221]. Dal3 das Microeorment eine entscheidende Rolle bei
Anti-Tumor-Immunantworten spielt, zeigte sich aucleinem Maus-Prostata-Tumormodell. Es
wurden durch Flt-3L zwar erfolgreich DCs in das Tougewebe rekrutiert, jedoch verloren die
DCs im Verlauf ihre MHC-Klasse Il-Expression, washt durch Reifungssignale wie CD40L
oder durch Flt-3L verhindert werden konnte [222&sMicroenvironment des Tumors flhrte in
diesem Modell zu einem Funktionsverlust der tunfonirerenden T-Zellen, so dass nur eine
transiente Tumorregression beobachtet werden korkbeh Applikationsart und -ort der
Vakzine und die Verwendung weiterer Zytokine bdesden die Polarisierung der
Immunantwort [223,224].

Unsere Hypothese, dass die Expansion von DCs miLFzu unreifen DCs fihrt, die ohne
weitere Reifungssignale eher eing2T als T1-Polarisierung der Immunantwort verursachen,
wird durch weitere Daten in der Literatur gestiug&s. wurde in einer klinischen Studie, bei der
Flt-3L als Adjuvans bei einer zugelassenen HepdBitimpfung eingesetzt wurde, die
Beobachtung gemacht, dass die Behandlung mit Fii8LDCs zwar expandiert, jedoch keine
Erh6hung der Hepatitis B-Antikorpertiter verursacf225]. In einer Studie mit Patienten, die an
einem HER-2/neu-exprimierendem Prostatatumonmlitbed Flt-3L als Adjuvans bei der Peptid-
vakzinierung mit HER-2/neu erhielten, konnten keirgigen-spezifischen T-Zellantworten im
ELISPOT trotz Expansion von DCs detektiert werd2p6]. In einem Mausmodell zur oralen
Immunogenitat von Ovalbumin fiihrte die Behandlungt rRlt-3L zur Auslésung von
Toleranz [227], wurde Ovalbumin allerdings systerhiserabreicht, verstarkte die Behandlung
mit Flt-3L die Immunantwort durch B- und T-Zellebasierend auf einem CD40-CD40L
abhangigen Mechanismus [228]. Die Beobachtung, dassliesem Modell CD86 reife
dendritische Zellen gefunden wurden, sowie die Aigigkeit von der CD40-CD40L
Wechselwirkung lassen darauf schlieRen, dass hisétzliche Reifungssignale eine Rolle
gespielt haben, die in unserem experimentellene8ysticht vorhanden waren. In einer Studie
von Diener et al. wurde die adjuvante Rolle von3tiApplikation bei der Immunisierung von
Mausen mit Ovalbumin untersucht [229]. Mause wurdeh Ovalbumin bzw. mit Ovalbumin
emulgiert in Freunds Adjuvans (CFA) immunisiertt mder ohne die vorherige Expansion von
DCs mittels FIt-3L. Die Flt-3L-expandierten DCs kden nur als im Kontext von CFA
ausgereifte DCs die Antigen-spezifischen T-Zelleraktivieren, dass eine zytolytische Aktivitéat

nachgewiesen werden konnte. Die Autoren der Stkdiramen daher zu dem Schluf3, dass
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FIt-3L eine Immunantwort als Koadjuvans verstarkamn, jedoch Flt-3L alleine nicht in der
Lage ist, die Art der Immunantwort zu verandern.

Zusammenfassend ist Flt-3L ein effektives Adjuvauns Verstarkung einer Immunantwort, die
in Zusammenhang mit einer Flt-3L-Applikation bed@ten Immunantworten kénnen jedoch
sehr unterschiedliche Polarisierungen aufweisen.tetUnEinbeziehung der aktuellen
Literaturdaten lasst sich aus unseren experiment&fgebnissen die Hypothese aufstellen, dass
FIt-3L per se keinen Einfluss darauf hat, ob Imnémoder Toleranz bei einer Vakzinierung
induziert wird oder ob eine Polarisierung in RieiguTyl- oder T2-Antwort stattfindet. In
unserem Fall scheint FIt-3L eine vorhandeng2-Polarisierung der Immunantwort durch
B-Galactosidase-DNA zu verstarken. Dies steht imklmg mit der in der Literatur
beschriebenen Beobachtung, dass Vakzinierung wit-ENA ohne Adjuvans vorwiegend zu
einer starken humoralen und proliferativen Immuwant fiihrt, jedoch keine zytotoxische
Immunantwort auslost [180]. Die Verstarkung deR27Polarisierung durch Flt-3L zeigte sich
auch in der gesteigerten IlgG1-Antikérperproduktien Flt-3L-Applikation.

In der Literatur finden sich viele Hinweise darauflass das Zytokinmilieu, das
DC:T-Zellverhéaltnis, die Dosierung des Antigens angétzliche Stimulantien entscheidend sind
fur die Polarisierung der Immunantwort. Der Subtigy die Immunantwort initiierenden DCs
spielt dagegen eine vergleichsweise geringe Raiedbr Determinierung der Immunantwort
[219,230]. Dies wird durch Untersuchungen an HIVAMakzinen bekraftigt, die zeigten, dass
die Art der induzierten Immunantworten vom Chareklies Antigens abhingen, wéhrend das als
Adjuvans verwendete Zytokin lediglich das AusmaRldenunantwort bestimmte [231].

Im Hinblick auf die Fragestellung der Arbeit kansagesagt werden, dass es nicht hinreichend
ist, die in Verbindung mit der Flt-3L-Applikationfelgte Immunverstarkung zur Tumortherapie
zu nutzen, vielmehr bedarf es einer weiteren Optiumg des Versuchsansatzes, um einen Shift
der Immunantwort in Richtung einepI-Immunantwort zu erreichen.

Das erste Augenmerk sollte dabei auf der Ausreifdegexpandierten DCs liegen. Mit Flt-3L
expandierte DCs sind nur dann fahig, T-Zellen zimdieren, wenn sie zusatzlichen
Reifungssignalen ausgesetzt sind [232]. Wie in wamseéExperimenten gezeigt, kdnnen die
expandierten unreifen DCs durch LPS oder Interferam vitro innerhalb von 24 h in reife DCs
Uberfuhrt werden [214]. Die Verwendung CpG-reicibiA-Sequenzen zur Aktivierung der
DCs bei der Vakzinierung kénnte in unserem expemigleen System ebenfalls zu einem

Tw1-Shift der Immunantwort beitragen, wie an Anti-TarmAntworten gegen Tumorzelllinien,
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die mit Ovalbumin (OVA) transfiziert worden waregezeigt werden konnte [220]. Eine weitere
Mdoglichkeit, die Immunantwort in unserem System kmeinflussen, ware der Einsatz eines
DC-spezifischen Promotors (pDec2), da die ubiqeitaxpression de-Galactosidase, wie in
unserem Fall durch den CMV-Promotor geschehen, fallenzur T,42-Polarisierung der
Immunantwort fihren oder Toleranz induzieren kann.

Unsere sowie die Daten in der Literatur sprechdiirddass Flt-3L in der Tumorvakzinierung
zukinftig nur dann eine Rolle spielen kann, wenn jde/eilige immuntherapeutische Ansatz
auch zu einer Ausreifung der Flt-3L-induzierten CiGisrt. Die Kombination der Amplifikation
der Immunantwort durch FIt-3L mit eineryI-Polarisierung der Immunantwort ware die

Grundlage fir eine effektive Anti-Tumor-Antwort.
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