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1 Einleitung

In dieser Arbeit sind die Ergebnisse experimenteller immunotherapeutischer Therapie-

ansdtze, am malignen Lewis-Lung-Karzinom-Modell (LLC1) dargestellt.

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem wird in die unspezifische, angeborene Abwehr und die erworbene,

spezifische Abwehr eingeteilt.

1.1.1 Unspezifische Abwehrmechanismen

Unspezifische Abwehrmechanismen setzen sich aus chemischen, physikalischen und
biologischen Faktoren sowie komplizierten, zelluliren Abwehrmechanismen zusam-
men. Diese konnen im Inneren des Korpers auf Oberflichenstrukturen reagieren und
durch andere Zellen sowie Mediatoren aktiviert werden.

Die unspezifische Abwehr unterteilt sich in humorale und zelluldre Bestandteile.

Zur humoralen Abwehr gehdren der Sdureschutzmantel der Haut, die bakterielle Be-
siedlung der Hautoberfliche oder Schleimhdute mit apathogenen Keimen, die Reini-
gung der Haut oder der Atemwege durch Abtransport und Produktion von Schleim oder
Talg unter Hilfe von Zilien und unter Einfluss von Enzymen wie Lysozym. Ein weiterer
Teil der unspezifischen Abwehr ist das Komplementsystem, das auf dem so genannten
klassischen und alternativen Weg aktiviert werden kann. Beim klassischen Weg spielen
bei der Aktivierung Antigen-Antikdrperkomplexe eine Rolle, wéihrend auf dem alterna-
tiven Weg die Aktivierung direkt durch Produkte von Mikroorganismen oder durch ag-
gregiertes IgA ausgelost wird.

Zur zelluldren unspezifischen Abwehr gehdren Makrophagen, Monozyten und Granulo-
zyten mit phagozytischen Eigenschaften, sowie die natiirlichen Killer-Zellen (NK-
Zellen) und die dendritischen Zellen. Makrophagen, Monozyten, neutrophile Granulo-
zyten werden durch Kontakt mit unbekannten Oberflichenmolekiilen aktiviert. NK-
Zellen binden durch Fc-Rezeptoren (Rezeptoren fiir den Fc-Teil von Antikdrpern) Anti-
korper auf ithrer Oberfldche. Sie konnen auch ohne Bindung von Antikdrpern zur Abto-
tung von Zellen fithren. Auf diese Weise konnen NK-Zellen tumords verénderte Zellen

abtoten, auch wenn diese auf ihrer Oberfldache einen Verlust von Haupthistokompatibili-



titsfaktor-Molekiillen (MHC-Molekiile) aufweisen. Diese Vorginge werden auch als
antikorpervermittelte und nicht antikérpervermittelte Zytotoxizitéit bezeichnet [Janeway

CA, 2002].

1.1.2 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DZ) sind das Ziel vieler Untersuchungen, die momentan im Zu-
sammenhang mit Anti-Tumorimmunitét, aber auch mit anderen immunologischen The-
rapien untersucht werden. Sie spielen eine Schliisselrolle in der Generierung einer zell-
vermittelten Immunitét. Im Gegensatz zu anderen antigenprésentierenden Zellen (APZ)
sind DZ in der Lage mittels MHC-Molekiilen Klasse I und II eine Aktivierung und Pro-
liferation von naiven zytotoxischen CD8+-T-Lymphozyten (ZTL) und Helfer-CD4+-T-
Lymphozyten (TH) zu bewirken [Bossart P, 1997; Nair S, 1992; Obshima Y, 1997;
Progador A, 1995; Shen Z, 1997].

Wie B-Lymphozyten und Makrophagen, sind DZ in der Lage auch ruhende naive T-
Zellen zu aktivieren [Pulendran B, 2001; Moser M, 2003]. DZ konnen in fast jedem
Gewebe als unreife Vorlduferzellen vorliegen. Sie besitzen vor Ort die Fahigkeit zur
Phagozytose. Werden die DZ durch Zytokine oder bakterielle Antigene aktiviert, verlie-
ren sie ihre Ortsstidndigkeit und werden mobil. In diesem Stadium reduzieren sie ihre
Phagozytosefahigkeit [Naughton M, 2001; Svensson M, 1997]. Sie durchlaufen eine
funktionelle und phianotypische Verdnderung, in dem sie von einer phagozytierenden zu
einer antigenprasentierenden Zelle heranreifen, was als DZ-Maturierung bezeichnet
wird [Banchereau JF, 2000]. Reife DZ wirken hauptsdchlich T-Zell-stimulierend. In
diesem Stadium befinden sie sich zu einem groflen Teil in den regionalen Lymphkno-
ten. Dort treten sie in den T-Zell-Regionen der Lymphknoten mit T-Zellen in Kontakt
und rufen durch Antigenprédsentation eine primdre Immunantwort hervor [Kalinski P,
1999; Liu YJ, 2000; Shortman K, 2002]. Dies geschieht mit Hilfe einer verstarkten Ex-
pression von adhésions-, MHC- und kostimulatorischen Molekiilen, sowie durch Sekre-
tion von Zytokinen wie IL-12. [Siegal FP, 1999; Cella M, 1999]. Bei der vorangegan-
gen Prozessierung werden die Tumorantigene (TAA) durch die DZ MHC-I-restringiert
prasentiert, obwohl diese nicht dem Zytosol der Zelle entstammen, sondern durch Pha-
gozytose aufgenommen wurden [Albert, ML, 1998]. Alle anderen APZ préisentieren
zytosolische Proteine MHC-I-restringiert, wihrend exogene Peptide, MHC-II-



restringiert prasentiert werden. Diese Fahigkeit der DZ exogene Antigene, an MHC-I-
gebundene Peptide zu présentieren, wird als ,,Cross-priming* bezeichnet [Bossart, P,
1997; Norbury, CC, 1995; Rock KL, 1996]. Auf diese Weise konnen DZ CD8+-T-
Zellen aktivieren. Zusitzlich werden MHC-II-gebundene Antigene prisentiert. Dies
fithrt zu einer Aktivierung von CD4+-T-Helferzellen, welche die humorale Immunant-
wort und somit die Antikorperbildung aktivieren [Janeway CA, 2002, S. 25 ff.; S. 515-
518]. DZ sind somit nicht nur in der Lage, spezifische T-Killerzellen zu aktivieren und
deren klonale Expansion zu induzieren, sondern sie induzieren ebenfalls eine antigen-
spezifische Antikorperbildung.

Neben der natiirlichen Entstehung von DZ aus CD34-positiven Progenitorzellen kdnnen
DZ auch aus CDI1-positiven Monozyten des peripheren Blutes oder aus Knochenmark-
stammzellen generiert werden. Hierzu finden proinflammatorische Zytokine und
Wachstumsfaktoren wie 1L4, GMCSF, FIt3 und LPS Verwendung. Das Fehlen einer
Tumorantigenprisentation durch DZ in Vivo ist moglicherweise einer der Griinde, fiir
die Unfahigkeit des Immunsystems, immunogene Tumore zu zerstdren [Schuler G,

1997].

1.1.3 Spezifische Abwehrmechanismen

Die spezifischen Abwehrmechanismen werden unterteilt in zelluldre und humorale Be-
standteile. Dazu gehdren auf zelluldrer Ebene die B-Lymphozyten, die T-Lymphozyten
und die DZ als Bestandteil des Makrophagen/Monozyten-Systems. Auf humoraler Ebe-
ne sind Antikorper von elementarer Bedeutung. Sie werden von reifen B-Lymphozyten,
nach Antigenprisentation, spezifisch gegen Antigene gebildet. Im Zusammenspiel der
unterschiedlichen Zelltypen sind Zytokine, aktivierte DZ, Makrophagen oder Signale
von TLR (Toll-Like Receptors) fiir die Aktivierung des adaptiven Immunsystems unab-
dingbar [Barton GM, 2002; Gordon S, 2002]. In der Feinabstimmung der unterschiedli-
chen Faktoren liegt die hohe Empfindlichkeit und Genauigkeit des Immunsystems be-
griindet. Es handelt sich hierbei um die entscheidenden Faktoren fiir die Ausbildung von
spezifischen Erkennungsmechanismen und sie bilden das Gedéchtnis des Immunsys-

tems.



B-Lymphozyten

Beim Menschen werden B-Lymphozyten hauptsédchlich im Knochenmark gebildet. Die
Hauptaufgabe der B-Zellen besteht in der Sekretion von Antikérpern (AK). B-
Lymphozyten verfiigen iiber einen speziellen Oberflachenrezeptor, den so genannten B-
Zellrezeptor (BZR). Wird ein Antigen durch Immunglobuline auf der Zelloberfldche
erkannt, kommt es zur spezifischen Aufnahme des Antigens. Hierzu miissen diese Im-
munglobuline zum Antigen komplementéire Bindungsstellen aufweisen. Dies kann der
Fall sein, wenn eine B-Zelle bereits Kontakt zu dem entsprechenden Antigen gehabt hat,
also ,,geprimed* war. Nach Bindung wird der aus Antigen und Antikorper bestehende
Komplex internalisiert und prozessiert. Die B-Zelle ist nun in der Lage, Peptide aus
Antikorpern an MHC II-Molekiile gekoppelt an der Zelloberflache zu priasentieren. Die
auf diese Weise stimulierten Zellen werden als Plasmazellen bezeichnet. Plasmazellen
bilden, unter kostimulatorischem Einfluss von regulatorischen T-Zellen und Zytokinen,
Antikdrper.

Im Anschluss an eine akute Abwehrphase konnen sich so genannte Gedéchtniszellen
bilden. Sie fithren bei erneutem Kontakt mit Antikorpern zu einer schnelleren und stér-
keren Antikorperproduktion.

Wenn B-Lymphozyten nicht {iber passende Immunglobuline verfligen, handelt es sich
um so genannte naive B-Zellen. Sie fungieren als APZ. Dieser Vorgang wird als unspe-
zifische Aufnahme bezeichnet. Das Antigen wird aufgenommen und seine Fragmente

an ihrer Oberflache présentiert [Janeway CA, 1997].

T-Lymphozyten

Genau wie die B-Zellen stammen auch die T-Lymphozyten von pluripotenten Stamm-
zellen des Knochenmarks ab. Sie gelangen als Prid-T-Zellen in den Thymus und erfah-
ren hier ihre Differenzierung. T-Zellen kdnnen in drei Haupttypen eingeteilt werden. Zu
thnen gehoren die T-Killerzellen, die T-Helfer-Zellen und die regulatorischen T-Zellen
(friiher T-Suppressorzellen). Der T-Zellrezeptor einer jeden T-Zelle bestimmt ihre Spe-
zifitét.

Jede Stammzelle besitzt eine Vielzahl von Genen, die fiir unterschiedliche Abschnitte
des T-Zellrezeptors codieren. Es existieren ca. 100 Millionen unterschiedliche Kombi-
nationsmoglichkeiten dieser Abschnitte mit den entsprechenden T-Zellrezeptoren.

Nach Ausbildung des T-Zellrezeptors bekommen die T-Zellen im Thymus von den

Thymusepithelzellen zum ersten Mal MHC-Molekiile prasentiert. Sie lernen diese als
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korpereigen kennen und werden anhand ihrer MHC-Affinitét selektioniert. Ist diese
Affinitdt zu hoch, sind die Lymphozyten autoreaktiv und werden abgetotet. Ist sie zu
niedrig, sterben die T-Zellen mangels Stimulation ab. So verlassen idealer Weise nur T-
Lymphozyten mit nicht auto-immunologischem T-Zell-Rezeptor (TZR) den Thymus.

Es ist moglich, T-Lymphozyten anhand ihrer Oberflichenmolekiile zu unterscheiden.
Dies kann experimentell mit Hilfe von Antikdrpern gegen Oberfldchenstrukturen ge-
schehen. Die beiden wichtigsten Oberflichenmolekiilen sind CD4 und CDS. Sie sind
beide auf der Oberfliche von Prd-T-Zellen zu finden. Bei der ersten Begegnung mit
MHC-Molekiilen entscheidet nun die Affinitdt des TZR, zu MHC-I oder MHC-II iiber
die weitere Differenzierung. Hat der TZR eine hohere Affinitit zu MHC-I wird die Ex-
premierung des CD8-Molekiils positiv selektioniert. Es entsteht ein Zellklon, der irre-
versibel MHC-I, CD8+ und CD4- restringiert ist. Zu Zellen dieser Art gehdren regulato-
rische T-Zellen und zytotoxische T-Zellen.

Umgekehrt ist es bei T-Helferzellen, deren Vorldufer eine hohe Affinitit zu MHC-II
aufweisen und bei denen deshalb die Ausbildung von CD4-Molekiilen verstiarkt wird.
Diese Zellen sind dann MHC-II, CD8- und CD4+ restringiert, und werden als T-
Helferzellen bezeichnet. Die T-Helferzellen konnen weiter in TH1 und THO/TH2 unter-
teilt werden. Diese unterscheiden sich in der Art der sezernierten Zytokine. TH1-Zellen
sezernieren INF-y und IL12. Diese Zytokine regen Makrophagen zur Phagozytose und
zum Abtdten extrazelluldrer Pathogene an. TH1 sind an der zelluldren Immunreaktion
beteiligt. TH2-Zellen produzieren hauptsidchlich IL4 und IL10, die Plasmazellen zur
Antikorpersynthese stimulieren. Sie wirken damit vor allem bei der humoralen Immun-
abwehr mit [Romagnani S, 1991].

Ein weiterer Differenzierungsmarker ist das CD45RO- bzw. CD45RA-System.
CD45R0 wird als so genannter ,,Geddchtnismarker* bezeichnet. Er ist funktionell auf
anderen T-Zellen zu finden als der fiir naive T-Zellen typische CD45RA [Bierer BE,
1989; Haynes EL, 1986].

Nur etwa 1% der Prd-T-Zellen im Thymus gelangen als reife T-Zellen in die Blutbahn.
Bekommen diese reifen T-Zellen durch APZ, wie z.B. DZ ein Antigen prasentiert, wer-
den die T-Zellen mit dem passenden TZR auf der Oberflache positiv selektioniert und
kloniert. Man bezeichnet dies auch als , klonale Selektionstheorie®. Kommt es nun nach
einer Immunisierung zu einem zweiten Kontakt, besteht der Vorteil der Induktion einer
adaptiven Immunantwort darin, dass sich die T-Zellen an das Antigen erinnern. Die

Abwehrreaktion verlduft rascher und deutlich verstérkt ab. Die klonale Expansion und
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ein immunologisches Gedéchtnis sind die Voraussetzungen fiir jede Vakzinierung [Da-
vid V, 1987].

Allgemein sind T-Lymphozyten im Gegensatz zu B-Lymphozyten nicht in der Lage ein
Antigen direkt zu erkennen. Sie sind auf die Hilfe von APZ wie B-Lymphozyten oder
DZ angewiesen. Allerdings sind T-Zellen nur in der Lage Peptide zu erkennen, die von
einem syngenen MHC-Molekiil prasentiert werden. D.h. die Prdsentation der Antigene
muss durch syngene APZ erfolgen. T-Lymphozyten kdnnen zusétzlich auf die Prisenta-
tion von Antigenen befallener Zellen reagieren.

Heute nimmt man an, dass ein Antigenkontakt allein nicht ausreicht, um eine Abwehr-
reaktion auszuldsen. Zusitzlich miissen Mediatorsubstanzen (Interleukine), wie IL1 und
IL6 und/oder akzessorische Zelladhdsionsmolekiile (z.B. CD2 und LFA-3 sowie LFA-1
und ICAM-1, B7 und CD28 oder CD4 bzw. CDS8) anwesend sein. Diese greifen am
invariablen Anteil der MHC-Molekiile an und unterstiitzen die Bindung zwischen T-
Zelle und APZ.

Von besonderer Bedeutung ist, dass diese Signale die aktivierten Zellen gegeniiber 1L-2
sensibilisieren. Dies geschieht, indem sie zum einen die Expression der IL-2 Rezeptoren
induzieren und zum anderen die Sekretion von IL-2 aus den T-Helferzellen stimulieren.
So sorgen sie fiir eine klonale Expansion der antigenspezifischen Effektor-T-Zellen.
Fehlen solche kostimulatorischen Signale, wird die T-Zelle inaktiviert und kann auf
spatere Signale nicht mehr addquat reagieren. Dieser Umstand wird auch als Anergie
bezeichnet [Schwartz RH, 1990].

In der klassischen Immunologie geht man davon aus, dass das Immunsystem in der La-
ge ist, zwischen ,,fremd* und ,,eigen* zu unterscheiden. Nach dem ,,Danger-Model*
hingegen ist das Immunsystem in der Lage, zwischen , harmlos* und ,,gefahrlich® zu
unterscheiden. So werden auch korpereigene Strukturen angegriffen, wenn der Korper
diese als gefdhrlich erkennt [Matzinger P, 1994; Anderson HA, 2000; Anderson MS,
2002; Matzinger P, 2001].

Die ,,Drei Signalhypothese® geht davon aus, dass unterschiedliche Antigene durch das
angeborene Immunsystem auf den folgenden Wegen erkannt werden:

1. Mikrobiell fremde Signale, wie z.B. Lipopolysaccharide von Bakterien.



2. Fehlen von ,,Eigen-Signalen, wie bei Infektionen von Zellen durch Viren, die die
Expression von MHC-Molekiilen auf der Oberflache vermindern.
3. Veréanderte ,,Eigen-Signale®, wie bei tumords verdnderten Zellen, die auf ihrer Ober-

fliche atypische Proteine prasentieren [Medzhitov, R. 2002].

Humorale Bestandteile der spezifischen Abwehr

Bei der spezifischen nicht-zelluliren Abwehr spielen Antikorper die wohl bedeutendste
Rolle. Sie werden in flinf Untergruppen eingeteilt, die mit den Buchstaben A, D, E, G,
und M gekennzeichnet sind. Die Untergruppen unterscheiden sich in ihrer Funktion,
Struktur und ihrem zeitlichen und ortlichen Auftreten.

IgA ist hauptsichlich in Schleimhduten an der Abwehr beteiligt. IgD sitzt auf der Ober-
fliche von B-Lymphozyten und ist an der Antigenerkennung durch B-Lymphozyten
beteiligt. IgE spielt entwicklungsgeschichtlich eine wichtige Rolle in der Abwehr von
Parasiten, ist heute jedoch hauptsdchlich wegen seiner Beteiligung an allergischen Re-
aktionen von Bedeutung.

Die fiir diese Arbeit wichtigsten Antikorper sind: IgG mit ihren Subklassen 1gG1 —
IgG4, und IgM. IgG1 und IgG3 sind besonders an der Aktivierung von Natiirlichen Kil-
lerzellen (NK-Zellen) und T-Lymphozyten beteiligt. Sie wirken bei der Opsonisierung
von Mikroorganismen und Fremdantigenen mit. Bei der erstmaligen Erkennung eines
Antigens werden von B-Lymphozyten, in der immunologischen Erstreaktion, IgM ge-
bildet. Kommt es nach Abklingen der Primérreaktion zu einem Persistieren des Anti-
gens oder zu erneutem Antigenkontakt, werden IgG gebildet. IgM sind durch ihre pen-
tamere Struktur in der Lage, verschiedene antigentragende Strukturen miteinander zu
verkniipfen. Dadurch koénnen sie deren Phagozytose durch Zellen des Makropha-
gen/Monozytensystems erleichtern. Die IgG-Molekiile hingegen sind besser geeignet,
T-Killerzellen zur Abtétung der mit ihnen markierten Zelle anzuregen und NK-Zellen

zu aktivieren.



1.1.4 Zytokine, Mediatoren

Eine wichtige Rolle im Zusammenspiel der unterschiedlichen Vorgénge spielen Zytoki-

ne und Wachstumsmediatoren.

Tabelle 1: Zytokine und Mediatoren

Typ:

Herkunft:

Wirkung:

IL1

Ubiquitér, vor allem mo-
nonukledre Makrophagen

Entziindung; Fieber; Aktivierung von B-und
T-Lymphozyten; Steigerung der Synthese von
GM-CSF, IL1, IL6 und Prostaglandin E1

IL2

T-Helferzellen

Wachstum und Aktivierung von T- und B-
Lymphozyten und natiirlichen Killerzellen;
Steigerung der Synthese von IL1 und Interfe-
ron

IL4

T-Lymphozyten, mono-
nukledre = Makrophagen
und Mastzellen

Wachstum und Aktivierung von T- und B-
Lymphozyten; Steigerung der Immunglobulin-
synthese (IgG, IgE)

IL5

T-Helferzellen,  mono-
nukledre Makrophagen,
Mastzellen

Wachstum und Aktivierung von T- und B-
Lymphozyten; Steigerung der Immunglobulin-
synthese (IgA, IgM); Wachstum von Vorldu-
fern eosinophiler Granulozyten

IL10

Aktivierte T- und B-
Lymphozyten, Mitogen
stimmulierte Monozyten
und Makrophagen

Inhibition von INF-y, IL2, TNF

IL12

DZ und Makrophagen

Induktion von T-Helferzellen und Steigerung
von Wachstum und Zytotoxizitdt von natiirli-
che Killerzellen

Natiirliche Killerzellen,
TH1 Helferzellen, und
zytotoxische T-Zellen

Pro-inflamatorisch, Induktion von HLA-
Klasse-1 und HLA-Klasse-2, Makrophagenak-
tivierung, Steigerung der Zytotoxizitit in
Makrophagen und natiirlichen Killerzellen

GMCSF

T-Helferzellen,  mono-
nukledre Makrophagen,
Fibroblasten, Endothel-
zellen

Wachstum von Granulozyten- und Monozy-
tenvorldufern

[Ibelgaufts H,1995; Lederer JA, 1994; Fiorentino DF, 1994; Klein J, 1991; Rubin LA

1990]




1.1.5 Apoptose-Mechanismen

In vorangegangenen Studien wurden zwei Hauptwege der Zytotoxizitit postuliert, mit
denen zytotoxische T-Lymphozyten (ZTL) ihre Zielzellen angreifen. Diese beruhen
zum einen auf Perforin und zum anderen auf FAS/FASL. Die Bindung des T-
Zellrezeptor/CD8-Komplexes an MHC/Epitope auf Tumorzell-Oberflichen induziert
ein Signal des CD3-Molekiils, welches zu einer Freisetzung von Perforin, Granzymen
und Chemokinen fiihrt. Perforin-Molekiile polymerisieren und formen Poren. Darauthin
16sen sie die osmotische Lyse der Zielzellen aus. Bestimmte Granzyme, die zusammen
mit Perforinen sezerniert werden, treten durch diese Poren in die Zelle ein und kénnen
Caspasen (cystein-dependent aspartat-spezific proteasis) aktivieren, was zur Apoptose
der Zelle fiihrt. Dies geschieht durch die Zerstérung des Proteingeriistes der Zelle, durch
den Abbau der Nukleoproteine und durch die Aktivierung von DNA-abbauenden En-
zymen. Die ZTLs leiten zusétzlich eine Apoptose der Zielzelle durch FAS/FASL-
Wechselwirkungen ein. FAS erginzt das FADD (FAS-Associated Death Domain)-
Adapterprotein zu einem ,,death-inducing®-Signal-Komplex. Dieser Komplex bewirkt
eine Aktivierung von Caspase 8. Diese wiederum aktiviert weitere, nachgeordnete
Caspasen wie Caspase 3, -6, -7, die sich gegenseitig in ihrer apoptotischen Wirkung
verstarken. Die Art, mit dem diese zytotoxischen Mechanismen in vivo eine ZTL-
vermittelte Tumor-Zerstérung bewirken, bleibt indes kontrovers diskutiert. Dariiber
hinaus ist das Verhéltnis der durch zytolytische Granula hervorgerufenen Zytotoxizitit
gegeniiber der FAS/FASL-vermittelten Lyse noch nicht ausreichend erforscht [Berke G,
1997, Lowin B, 1994].

1.2 Tumorimmunologie

Allgemein werden Tumore in gutartige und bdsartige Tumore unterteilt. Maligne Tumo-
re bilden Metastasen und wachsen infiltrativ in umliegende Gewebe ein. Sie stellen eine
grofle Gefahr fiir den Organismus dar. Gutartige Tumore hingegen bilden weder Metas-
tasen, noch wachsen sie infiltrativ. Sie sind deshalb fiir den Korper kaum gefahrlich.
Gatti et.al.. konnten aufzeigen, dass das Immunsystem mal3geblich an der Beseitigung
von tumords-verdnderten Zellen beteiligt ist. Sie stellten fest, dass auch nicht virolo-
gisch bedingte Tumore bei Immunsupression vermehrt auftreten [Gatti RA, 1971]
Maligne Tumorzellen gehen aus korpereigenen Zellen hervor. Deshalb besteht eine gro-

Be Ahnlichkeit zum gesunden Gewebe. Sie werden vom Immunsystem nicht als fremd



erkannt. Der Grund hierfiir ist die Toleranz des Immunsystems gegeniiber korpereige-

nen Geweben und deren Antigenen. Die Fihigkeit des Immunsystems Krebszellen auf-

zuspliren und zu vernichten, wird als Immuniiberwachung oder ,,Immuno-Surveillance*

bezeichnet. Diese Fahigkeit des Immunsystems, setzt das Vorhandensein von spezifi-

schen Tumorantigenen voraus [Burnet FM, 1967].

1.2.1 Tumorantigene

Fiir immunologische Therapiestrategien sind Tumorantigene von immenser Bedeutung.

Die verschiedenen Tumorantigene lassen sich in fiinf verschiedene Klassen einteilen,

die wiederum in die zwei Gruppen ,,individuell* und ,,shared* unterteilt werden kénnen

[Jager E, 2002].

Tumorantigene werden als individuelle Tumorantigene bezeichnet wenn sie fiir einen

Tumor spezifisch sind und nur von diesen exprimiert werden. Hierzu gehoren folgende

Klassen:

Die patientenindividuellen Peptide, die durch spezifische Mutation entstanden sind
und daher sehr spezifisch fiir den jeweiligen Tumor bei einem bestimmten Patienten
sind. Hierbei handelt es sich um ideale Tumorantigene, allerdings wiirden sie eine
sehr individuelle Therapie erfordern [Eynde BJ van den, 1997].

Nur vom Tumor exprimierte spezifische Antigene, die in gesundem Gewebe nicht
vorkommen. Beispielhaft sind virale Antigene (HCV-/HBV-induziertes hepatozellu-
lares Karzinom, HPV-induziertes Zervixkarzinom) oder Antigene, die durch Muta-
tion oder Translokation von Onkogenen entstehen (p53-Mutation, ras-Mutation) zu

nennen [Gilboa E, 1999].

Tumorassoziierte Antigene, die zwar gehduft in Tumorgewebe zu finden, aber nicht fiir

einen Tumor spezifisch sind, werden ,,shared* Tumorantigene genannt. Zu dieser Grup-

pe gehoren:

Die auch als ,,Cancer testis Antigene* bekannten Antigene, die in gesundem Gewe-
be, mit Ausnahme der Hoden und der Plazenta, nicht vorkommen. Sie konnen aber
in vielen Tumoren reaktiviert werden, wie beispielsweise Proteine der Mage-, Gage-
, Bage-Familie [Boon T, 1994; Eynde BJ van den, 1997; Pel A van, 1995] oder NY-
Eso-1 [Jager E, 1998].
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e Differenzierungsantigene wie etwa Tyrosinase gp75, gpl00 oder Melan A / Martl,
die bei Melanom-Patienten beschrieben sind [Boon T,1994; Eynde BJ van den,
1997].

e Proteine, die in Tumoren iiberexprimiert vorliegen, gleichzeitig jedoch auch in ge-
sundem Gewebe zu finden sind [Fenton RG, 1997]. Z.B.:HER-2/neu [Fisk B, 1994],
Mucl [Brossart P, 2001] sowie das Protoonkogen C-Met.

Trotz der Fiille an verschiedenen Tumorantigenen ist der Korper in vielen Fallen nicht

in der Lage die Tumorantigene dem Immunsystem suffizient zu présentieren. Dies er-

moglicht es dem Tumor, trotz potentieller immunologischer Angriffspunkte weiter zu
persistieren oder zu wachsen. Ferner ist der Tumor, auf Grund des bestehenden Selekti-
onsdrucks, in der Lage die Expression seiner Tumorantigene zu unterdriicken, was als

Escape-Mechanismus bezeichnet wird.

1.2.2 Escape-Mechanismen

Bei Escape-Mechanismen handelt es sich um Ausweichmoglichkeiten von Tumoren
gegeniiber einer sich entwickelnden Abwehrreaktion. Diese basieren auf Modulation der
Molekiilexpression, Immunoselektion, Antigen-Modulation, Produktion von blockie-
renden Faktoren und Immunsuppression.

Der zu Beginn der Tumorentstehung homogene Zellverband entwickelt sich immer
mehr zu einer heterogenen Zellpopulation. Anderungen der Zelleigenschaften kénnen
zu einer Verringerung der Antigenitit fithren. Diese Zellen verfiigen gegeniiber den
anderen Tumorzelllinien Uber einen Selektionsvorteil und wachsen schneller, was
schlieBlich zu einer Dominanz der immunresistenten Subpopulation und zu einer gene-
rellen Immunresistenz des Tumors fiihrt. Als mogliche Ursachen einer solchen Resis-
tenz kommen eine verminderte Anzahl oder ein volliges Fehlen von Antigenen auf der
Zelloberfldache in Frage.

Der Verlust von Antigenen der Zelloberfliche erfolgt durch sogenanntes Patching
(Kreuzvernetzung mit Antikérpern mit anschlieBender Aggregatbildung), Capping
(Sammlung an einem Zellpol) und Endozytose oder AbstoBung der Caps (Shedding)
[Siegel BV, 1985].

Das Immunsystem wird von Tumoren durch so genannte blockierende Faktoren inhi-
biert. Bei diesen Faktoren handelt es sich wahrscheinlich um Antigen-

Antikorperkomplexe, wobei das Antigen vermutlich von Tumorzellen stammt und
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durch Shedding abgestoen wurde [Alexandroff AB, 2000; Chambers CA, 2001; Fen-
ton RG, 1997].

Lymphozyten aus tumortragenden Mausen waren in vitro in der Lage, den Tumor abzu-
téten. Durch hinzufiigen von Serum der tumortragenden Mause zum Testansatz kam der
Abtdtungsprozess vollig zum Stillstand.

Tumorzellen wird in einigen Verdffentlichungen die Féhigkeit zugesprochen ihre MHC-
I-Molekiile herabzuregulieren [Costello RT, 1999; Gilboa E, 2001]. Dies fiihrt zu einer
verminderten Prédsentation von Tumorantigenen z.B. durch TAP- oder Proteasom-
Verminderung [Ferrone S, 1995; Seliger B, 1997].

Tumore sind in der Lage, durch Sekretion von Mediatoren (z.B. IL10, TGF -B) die
Lymphozytenproliferation zu hemmen oder regulatorische T—Zellen zu induzieren
[Gabrilovich DI, 1996; Tada T, 1991; Elgert KD, 1998; Salazar-Onfray F, 1999]. Regu-
latorische T-Zellen blockieren ihrerseits Effektor-T-Zellen direkt durch Zell-Zell-
Kontakt, liber suppressive Zytokine oder durch Induktion des Tryptophan abbauenden
Enzyms IDO (Indoleamine 2,3-Dioxygenase) [Mellor AL, 2004]. Die Effektor-Zellen
selbst konnen durch ein fehlerhaftes T-Zell-Rezeptor-Repertoire oder anti-ideotypische

Suppression zum Tumor-Escape beitragen.

1.2.3 Tumor-Immuntherapie

Die heutigen therapeutischen Moglichkeiten bestehen in der Regel aus Operation, Be-
strahlung und Chemotherapie. Diese Therapien sind hiufig nicht ausreichend und stel-
len eine grof3e Belastung fiir den Patienten dar.

Deshalb sind im Kampf gegen Krebs immunologische Verfahren immer mehr in den
Mittelpunkt der Forschung geriickt. Jedoch scheinen die Patienten keine effiziente Im-
munantwort gegen die Tumore aufzubauen. Mogliche Griinde hierfiir konnen sein: das
Fehlen stark immunogener Neoantigene, eine Vielzahl von immunsuppressiven Mecha-
nismen und die zuvor angefiihrten Escape-Mechanismen. Um die Immunabwehr zu
beeinflussen, wurden in den letzten zwei Jahrzehnten eine Vielzahl von immunthera-
peutischen Strategien in der Behandlung maligner Erkrankungen klinisch angewendet.
Zu erwiahnen sind Therapien mit Zytokinen, Vakzinierungsmodelle mit definierten und
undefinierten Antigenen, Antikorpertherapien oder auch die Gentherapie. Die grofBten

Hoffnungen ruhen heute auf spezifischen Immuntherapieverfahren. Diese sollen in der
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Lage sein, die Immuntoleranz von Tumoren zu durchbrechen und eine dauerhafte effi-

ziente Immunantwort zu induzieren.

Vakzinierungsstrategien

Trotz Erkennung des Tumors durch T-Lymphozyten kommt es oft nicht zu einer immu-
nologischen Reaktion, da kostimulatorische Faktoren fehlen. Um dieses Problem zu
16sen nutzt man die Fahigkeit professioneller APZ, vor allem die DZ. Es wurden ver-
schiedene Strategien entwickelt, tumorspezifische Antigene in DZ zu schleusen, um
ZTL zu generieren, die sich gegen den Tumor richten. Obwohl es sich bei den Tumor-
Antigenen um eine sehr schlecht fassbare Gruppe handelt, wurden einige sehr gut defi-
nierte Antigene in klinischen Versuchen zur Vakzinierung mit DZ verwendet [Brossart
P, 1997; Rosenberg SA, 2001; Timmerman JM, 1999].

In einem Review iiber 1306 Behandlungen mit Vakzinen konnte eine Gesamtrate am
tumorschéidlichen Reaktionen von 3,3% dokumentiert werden [Rosenberg SA, 2004].
Diese Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit die Tumortherapie mit Vakzinen zu
verbessern und alternative immunotherapeutische Anti-Tumor-Strategien zu entwickeln.
Im Moment werden mehrere Alternativen der Behandlung von DZ mit Tumorantigenen
untersucht. Zum einen die in vitro Beladung mit Tumorantigenen in Form von intakten
Proteinen, MHC-I restringierte Peptidfragmente oder lysierten Tumorzellen [Progador
A, 1995; Zitvogel L, 1996; Paglia P, 1996; Fields RC, 1998]. Zum anderen die retrovi-
rale oder adenovirale Transfektion von Vektoren mit Tumorgensequenzen, welche fiir
Tumorantigene codieren, in die DZ [Song W, 1997; Specht JM, 1997]. Eine weitere
Moglichkeit ist die Transfektion von Tumor RNA in DZ, was ebenfalls zu einer Anti-
genprisentation filhren kann [Boczkowski D, 1996]. Diese meist tierexperimentellen
Untersuchungen bilden die Grundlage fiir erste humane Vakzinierungsversuche z. B. an
B-Zelllymphomen [Hsu FJ, 1996].

Die viel versprechendsten Ergebnisse konnten mit DZ-Tumorzell-Fusionen gewonnen
werden, welche theoretisch alle Tumorantigene zugleich préasentieren und alle funktio-
nellen Vorteile von DZ beibehalten [Rosenberg SA, 2001; Boon T, 1997; Gilboa E,
1998]. Dariiber hinaus haben Studien in diversen Tier-Tumor-Modellen gezeigt, dass
Hybridvakzinierung mit Hybriden oder adoptiver Transfer von Hybrid geprimten Lym-
phozyten, eine effektive Anti-Tumor-Immunantwort gegeniiber wenig immunogenen
Tumoren hervorrufen konnen [Kawada M, 2003; Savai R, 2006; Wang J, 1998]. Auch

bei Untersuchungen von humanen DZ-Tumor-Hybriden in vitro und in klinischen Stu-
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dien waren die Ergebnisse sehr viel versprechend. Um einen maximalen und optimalen
Anti-Tumor-Effekt zu erzielen bediirfen die Therapieansétze einer weitere Verbesse-
rung. Es konnte belegt werden, dass die T-Zellaktivierung fiir den Antitumoreffekt der
Hybridvakzinierung und den Effekt einer Therapie mit Hybrid geprimten adoptiven T-
Lymphozyten verantwortlich ist [Galea-Lauri J, 2003; Sloan AE, 2003; Marten A,
2003; Trefzer U, 2000; Trefzer U, 2004].

Adoptive TherapiemaBBnamen stellen ebenfalls einen viel versprechenden Ansatz fiir
neue Therapieverfahren dar. Dabei handelt es sich um die Mdglichkeit einer zielgerich-
teten, immunologischen Therapie, mit der durch Aktivierung und Expansion von spe-
ziell gegen den Tumor gerichteten T-Zellen eine immunologische Anti-Tumor- Reakti-
on generiert werden soll.

Bisher handelte es sich beim adoptiven Transfer von gegeniiber dem Tumor geprimten
T-Zellen entweder um so genannte Lymphokin-Aktivierte T-Lymphozyten (LAK) oder
um Tumor-Infiltrierende T-Lymphozyten (TIL). LAK werden aus dem Blut gewonnen,
extrakorporal mit Hilfe von IL2 aktiviert und wieder dem Immunsystem zu gefiihrt. Die
Aktivierung dieser Lymphozyten hilt allerdings nicht lange an und ist weder klonal
noch sehr spezifisch. Eine gleichzeitige supportive Therapie mit IL2 kann diesen Effekt
verstidrken [Bordignon C, 1999]. Bei TIL handelt es sich um Tumor infiltrierende T-
Lymphozyten, die hiufig in Tumorbiopsien und Tumornahen Lymphknoten zu finden
sind. Diese konnen ex vivo ebenfalls mit IL2 aktiviert und zur Therapie eingesetzt wer-
den [Topalian SL, 1989; Lewko WM, 2000; Aebersold P, 1991; Rosenberg SA, 1994;
Yannelli JR, 1996; Bordignon C, 1999]. Zur Expansion der T-Zellen werden so genann-
te Bioreaktoren verwendet [Knazek RA, 1990; Malone CC, 2001]. Beide Verfahren
scheitern hdufig an zu geringem Vorhandensein von Lymphozyten oder Tumorbiopsien.

Sie sind aufwendig und schwer realisierbar.

1.3 Der Lewis-Lungen-Tumor (LLC1)

Das LLC1-Karzinom wurde erstmals 1951 von Margaret R. Lewis aus einem spontan
entstandenen, epithelialem Lungentumor isoliert. Es ist ein in vielen Versuchen erprob-
ter Modelltumor, von schneller Wachstumstendenz und mit geringem, immunogenem
Potential. 1994 beschrieben Mandelboim et. al. isolierte Tumorantigene des LLC1 Tu-
mors. Bei diesem tumorspezifischen Antigen, dem so genannten ,Lewis- Lung-

Carcinoma-(3LL)-specific Peptide®, handelt es sich um ein dem Connexin 37 dhnliches

14



Protein. Synthetisch hergestellte Octamaére, die entsprechend der Gensequenz geschaf-
fen wurden, zeigten bei Transfektion an ,,leere* H-2k® die Féhigkeit, in vitro zytotoxi-
sche ZTL zu induzieren [Mandelboim O, 1994].

Connexine als Bestandteile des Zytoskeletts sind an vielen Prozessen in der Zelle betei-
ligt. Sie sind fiir second Messenger permeabel, weswegen ihnen wihrend der Entwick-
lung eine wichtige Rolle zugeschrieben wird. Dariiber hinaus sind sie bei der onkogene-
tischen Transformation und bei der Regulation des Zellwachstums von Bedeutung

[Beyer EC, 1990; Kanno Y, 1995; Savai R (A), 2005].
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2 Fragestellung

Seit ihrer Entdeckung genieBen DZ immer grofBere Bedeutung in der Erforschung von
moglichen immunologischen Therapiestrategien. Das Zusammenspiel von T-Zellen und
DZ, sowie die Funktion von durch DZ aktivierten T-Zellen, stehen im Zentrum dieser
Arbeit. Dartiber hinaus wird die Effizienz einer Kombinationstherapie aus Vakzinierung
und dem adoptiven Transfer von Hybrid geprimten T-Zellen dargestellt.

Der LLC1-Tumor als etablierter muriner Tumor, mit bekanntem Tumorantigen (,,muta-
ted connexin 37°) war das therapeutische Ziel unserer Studie. Mandelboim et. al. konn-
ten eine Immunogenitit des Tumorantigens in vitro nachweisen.

Es sollte getestet werden, in wie weit es moglich ist, durch die Immunisierung oder
Vakzinierung mit Fusionszellen aus autologen DZ und LLCI1-Zellen, eine Immunitét
gegeniiber dem Tumor in vivo hervorzurufen. Weiterhin sollte es gelingen, zytotoxische
T-Lymphozyten sowohl in vivo, als auch in vitro zu induzieren. Diese sollten dann fiir
einen adoptiven, tumortherapeutischen Einsatz zur Verfiigung stehen. Die Proliferati-
ons- und Zytotoxizitdtseigenschaften dieser Zellen sollten in vitro in Kulturansétzen
ndher analysiert werden.

Ziel dieser Arbeit ist eine Klassifikation und Charakterisierung der einzelnen Zellsub-
populationen, die an der Reaktion des Immunsystems beteiligt sind und der von ihnen
produzierten Zytokine. In den RT-PCR- und Microarray-Untersuchungen wurden die
Veridnderungen der Genexpressionen im Verlauf der Experimente gemessen.

Um genaueren Aufschluss iiber das Zusammenwirken von therapeutisch gegebenen
Zellen und Immunsystem zu erlangen, wurden in immunhistologischen Préiparaten die
Lokalisation, der Typ und die Verteilung der unterschiedlichen Zellen in den tumorin-
filtrierten Geweben und in den Bestandteilen des Immunsystems beobachtet. Ein zusitz-
licher Fokus lag auf der Charakterisierung, der durch mit Tumor-Antigenen geprimten
ZTL, vermittelten Zytotoxizitit.

SchlieBlich sollten in vergleichenden Untersuchungen des Wachstumsverhaltens die
unterschiedlichen Vakzinierungsmethoden verglichen werden. Die Untersuchung der
Sterblichkeit der hybridimmunisierten Méuse, bzw. der adoptiv therapierten Méuse im

Vergleich zu den Kontrollgruppen war von grof3er Bedeutung.
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3 Material

3.1 Medien und Puffer

Zellkulturmedien

Fir die LLCl1-Zelllinie und fiir die Kultur murinen Knochenmarks und muriner
Milzzellen wurde RPMI-1640 Medium (PAN Biotech GmbH, Deutschland) unter
Zusatz von 2% fetalem Kélberserum (FCS) (Greiner bio one, Deutschland), Penicillin
(100U/ml) und Streptomycin (0.1 mg/ml) (Gibco, Deutschland) verwendet.

Fiir die B16/F10-Melanom-Zelllinie wurde DMEM/F12-Medium (Gibco, Deutschland)

unter Zusatz von 10% FCS, Penicillin und Streptomycin verwendet.

Puffer zur Lyse von Erythrozythen
Die fertige ,,BD Pharm Lyse* Pufferlosung wurde mit destilliertem Wasser im

Verhiltnis von 1:10 verdiinnt und zur Lyse von Erythrozyten verwendet.

Einfriermedium
Als Einfriermedium dienten die o.g. Kulturmedien unter Zusatz von 10% FCS und 10%

Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma, Deutschland).

Puffer
Als Puffer fand PBS (PAA Laboratories GmbH, Ostereich) Saline Losung, PH 7,4 ohne

Ca”" und Mg*" Verwendung.

Radioaktive Reagenzien

Fiir Proliferationstests wurde 3H-markiertes Thymidin (3H-TdR), Stocklosung 777
MBg/ml (Amersham Buchler, Braunschweig) 1:20 in RPMI 1640 verdiinnt und mit 20
ul pro Vertiefung der Mikrotiterplatte (0,037 MBq) eingesetzt.
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Propideumjodid
Nur die Zellmembranen toter Zellen sind fiir Propideum Jodid durchldssig, so war es
moglich, tote von intakten Zellen zu unterscheiden. Es wurde in einer Konzentration

von 0,2 pg/ml verwendet.

Trypsin-Losung
Fir die Zellkultur von LLCI- und BI16/F10-Tumorzellen war es fiir den
Mediumwechsel nétig, die adherent wachsenden Zellen mittels EDTA-Trypsin-Losung

vom Flaschenboden zu 16sen. Verwendet wurden Trypsin-Losung 10x, welche mit PBS

auf eine einfache Konzentration verdinnt wurde.

3.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

96 Well Rundboden und V-Form-Zell-
kulturplatten

Greiner Bio-One, Deutschland

10, 20 und 50ml Zellkulturflaschen

Greiner Bio-One, Deutschland

Eppendorf Pipetten

Eppendorf, Deutschland

Eppendorf Pipettenaufsitze

Eppendorf, Deutschland

Pasteur Pipetten Wu Mainz, Deutschland

Pipettboy IBS (Integra Biosciences), Schweiz

Pipetten fiir Pipettboy Falcon, Becton Dickinson, GmbH
Deutschland

Multipette Eppendorf, Deutschland

Combitips Eppendorf, Deutschland

15 und 50ml Tubes

Greiner Bio-One, Deutschland

Heparin Kantilen

Becton Dickinson GmbH Deutschland

Heparin Spritze

Braun Melsungen AG, Deutschland

Messrohrchen fiir Durchflusszytometer

Sarstedt, Deutschland

Elektroporationscuevette

Biozym Diagnostik GmbH, Deutsch-
land
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Produkt

Hersteller

Iopromide 300, 300 mg Jod/ml,

Schering, Deutschland

Dako Mounting Medium Dako Cytomation Carpinteria, USA
Rontgenfilm Amersham, UK

Chloroform Fluka, Sigma Aldrich, Deutschland
Isopropanol Fluka, Sigma Aldrich, Deutschland

3.3 Reagenzien, Zytokine und Antibiotika

Tabelle 3: Reagenzien, Zytokine und Antibiotika

Produkt

Hersteller

DMSO

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland

Ficoll-Paque Plus

Amersham Biosiences, Schweden

BD Pharm Lyse Becton Dickinson GmbH, Deutschland
GMCSF Pepro Tech EC Itd. England

FLT-3 Pepro Tech EC Itd. England

1L4 Strathmann Biotech AG, Deutschland

LPS Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland

Bovines Serum Albumin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland

Trypanblau Sigma Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Dapi Blue Linaris Biologische Produkte, Deutschland
Vectorshield Linaris Biologische Produkte, Deutschland
Paraformaldehyd (PFA) PFA, Merk, Deutschland

Polyethylenglycol (PEG)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland

Heparin Ratiopharm, Deutschland
Ketamin Ketavet®; Pharmacia & Upjohn, Deutschland
Xylazine Rompun®; Bayer, Deutschland
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3.4 Molekularbiologische Reagenzien

Tabelle 4: Molekularbiologische Reagenzien

Produkt Hersteller

Microarray Kit -GE Array non-radioactive Ampo Labeling-LPR Kit (Su-
per Array Bioscience Corp., Frederick, MD)
-GE Array Q series mouse common cytokine gene mi-
croarray (Super Array Bioscience, cat # MM-003)
-Software: GE Array Analyzer 1.2 (Super Array Biosci-
ence Corp., Frederick, MD)

ZR Whole Blood Total | Zymo research Corp., USA

RNA Kit

ImProm-II™ Reverse
Transcription System

mit oligo (dT);,-; Pri-

Promega Corporation, USA

mern
GEA Primermix Super Array Bioscience Corp., Frederick, USA
GEAprehyb Solution Super Array Bioscience Corp., Frederick, USA
GEAhyb Hybidization | Super Array Bioscience Corp., Frederick , USA
Solution

T-Zell Saulen

R&D Systems, USA

Lachssperma-DNA

Super Array Bioscience Corp., Frederick, USA

TRIzol

Invitrogen, Deutschland

Biotin-16-dUTP

Roche, Deutschland

Triton X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland

Mag cellect Mouse
CD3+ T-Zell Isolation-
skit

R&D Systems, USA

Chemilumineszenz Amersham ECL Detection Kit, UK
Bestimmungskit
Taq Polymerase Promega, Deutschland

“loading® Puffer mit

Bromophenol Blue

MBI Fermentas, Deutschland
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Produkt

Hersteller

1kb DNA Ladder Invitrogen, Deutschland

10kb DNA Ladder Invitrogen, Deutschland

Gel Extraction Kit QIAGEN, Deutschland

QIAquick Séule QIAGEN, Deutschland

Biotin-16-dUTP Roche, Deutschland

DNase [ Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland

DNasefreies Wasser

QIAGEN, Deutschland

Ethidiumbromid

Roth, Deutschland

Zusammensetzung der Reverse-Transkriptions-Reagenz

ImProm-II™ 5X Reaktionspuffer

MgCl2, 25mM
dNTP Mix, 10mM

RNasin® Ribonuklease Inhibitor

ImProm-II™ Reverse Transkriptase

Nukleasefreies Wasser

Endvolumen

Real-time-PCR-Reagenz

Nukleasefreies Wasser

2x-Invitrogen Super Mix-Puffer
ROX Referenz Farbung 50x

MgCl12, 50mM

Forward Primer, 10uM

Reverse Primer, 10uM

Volumen das der RT Reaktion hinzugefiigt wird
PCR-Endvolumen

21

4,0ul
2,0ul
1,0ul
1,0ul
1,0ul
6,0ul
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16,0ul
25,0ul
1,0ul
2,0ul
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1,0ul
1-3pl
50,0ul




Zusammensetzung der Losung zur Chemilumineszenz-Bestimmung

Fur 4 Arrays 6 Arrays

Puffer L 72 ul 108 ul

Puffer AF (BLUE Rohrchen) 36 ul 54 ul

Biotin-16-dUTP (Roche 1-093-070) 8 ul 12 pl

DNA Polymerase (LE) 4 ul 6 pul

Endvolumen 120ul 180 pl

3.5 Antikorper und Fiarbungen

Tabelle 5: Antikorper und Firbungen

Produkt Hersteller Aufgabe

MHC Klasse I PE | Becton Dichinson GmbH, B-Lymphozyten,
Deutschland Makrophagen und dendriti-

sche Zellen.

IgG1 FITC Becton Dickinson GmbH, Zur Kontrolle irregulérer
Deutschland Antikorper

IgG2b PE Becton Dickinson GmbH, Zur Kontrolle irreguldrer
Deutschland AntikSrper

B7-1 PE (CD80) Becton Dickinson GmbH, Kostimulatorisches Molekiil
Deutschland auf dendritischen Zellen

CD13/33 PE Becton Dickinson GmbH, Marker fiir myeloische
Deutschland Leukdmie zur Féarbung der

Standardzellen.

PKH-26 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, |Rot fluoreszierender Zell-
Deutschland membranmarker

PKH-67 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, |Griin fluoreszierender
Deutschland Zellmembranmarker

CD3 FITC PharMingen, USA Marker fiir T-Lymphozyten

Polyklonale Ha- 1:100; Calbiochem, Notting- Marker fiir T-Lymphozyten

sen/Anti-Maus CD3

Antikorper

ham, UK
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Produkt Hersteller Aufgabe

Alexa Fluor™ 488- | Molecular Probes, Invitrogene, | Zur Markierung der Hasen

markierten Ziegen | Deutschland Antikorper

Anti-Hasen IgG

TUNEL Labeling- Roche, Mannheim, Germany in situ “cell detection kit”

KIT

Hématoxylin & Eo- | Sigma, Deutschland Féarbung histologischer

sin (H&E) Schnitte

CD4 FITC Pharmingen, Germany CD4+ T-Zellen

CDS8 FITC Pharmingen, Germany CD8+ T-zellen

CD16/CD32 FITC |Pharmingen, Germany Zellen des Monozyten
Makrophagen Systems

NKI1.1 FITC Pharmingen, Germany Natural-Killer-T-Zellen
(NKT-Zellen) und natiirli-
che Killerzellen (NK-
Zellen)

CD 11c PE Pharmingen, Germany Dendritische Zellen, Mono-
zyten und Makrophagen

3.6 Geriite

Tabelle 6: Gerite

Produkt Hersteller

Zytozentrifuge Thermo- Cytospinn, USA
Mikrozentrifuge Heraeus, Deutschland

Zentrifuge Heraus Instruments, USA
Durchflusszytometer Beckmann und Coulter, Deutschland
Bench Heraeus Instruments, USA
Brutschrank Heraeus Instruments, USA

Elektroporationsgerét

Bio Rad, Hercules, USA

Fluoreszensmikroskop

Leica Instruments, Deutschland
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Produkt

Hersteller

Bestrahlungsgerit

OB 29; STS, Deutschland

Lichtmikroskop

Leica Instruments, Deutschland

“Flat-panel volumetric com-

puted tomography (FpvCT)”

GE Global Research, USA

Oberflachenscanner

TRACE 96, Berchthold Deutschland

Vortex

Heidolph, Deutschland

Microarray Ofen

Biometra System, Deutschland

BioRad, GelDoc-Imaging Sys-

tem

BioRad Laboratory Inc., USA

UV-Transilluminator

Biometra System, Deutschland

T3 Thermocycler

BioRad, Deutschland

Polytron Homogenisators

Roth, Deutschland

Spektometer

TECAN, Deutschland

GelDoc-Imaging System

BioRad Laboratory Inc., USA
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3.7 Primer

Aus der in Frage kommenden Genbanksequenz sind folgende Primersets zum Einsatz

gekommen (+ sense; - antisense):

Tabelle 7: Primer fiir semiquantitative RT-PCR

Gen Bestell Nr. Primer Grofle

+5’- TCA GTT TTT CCC TGT CCA TCT T -3'
FASL NM_010177 232
- -5’ - GGT GGA AGA GCT GAT ACA TTC C -3'

+5 - AAA GTG CTG GAA AAG GAG ACA G -3'
FAS NM_007987 176
- -5’ - TCT TGC CCT CCT TGA TGT TAT T -3'

+5 - TCG ACC CTA CAT GGC CTT AC -3'
GZMB NM_013542 198
- -5’ - TGG GGA ATG CAT TTT ACC AT -3'

+5'- CAC CTC TTT CCA CCA GAC CTA C -3'
PRF1 NM_011073 234
- -5’ - TAATGG CTG ATA GCC TGT CTC A -3'

+5° - TTC CTA CCG AGA TCC TGT GAA T -3'
Casp 8 NM_009812 192
- -5’ - AGC TTC TTC CGT AGT GTG AAG G -3'

+5- GGG CCT GTT GAA CTG AAA AA -3'
Casp 3 NM_009810 242
- -5’ -CCG TCC TTT GAA TTT CTC CA -3'

+5'- ACA AAG AAC CCA CAG GAA AC -3
ICOSL NM 015790.2 299
- -5’ - ACA GCC CAT AAGCAG ACAG-3'

+5° - AGA CAA TGA ACG CTA CAC AC -3'
INFy NM_008337.1 147
- -5-TCT TTT CTT CCA CAT CTA TGC C -3'

+ 5" - GCC TGT GTG ATG CAG GAA -3/,
INFo-4 NM 010504 174
-5"-TGC CAG CAA GTT GGT TGA G- 3/,

+5' - TGA GCT ACT GGT CAA TCTGTT CTC - 3/,
INFa-2 X01969 554
-5 - TTT GTC TCA CAC TCA CTC CTTCTC - 3/,

+5" - AAG GTC CTG GCA CAA ATG Ag- 3,
INFo-11 NM_ 008333 190
- -5"- CAT TCC AAG CAG CAG ATG AAG -3,

+5"-TCCTCA CAG TGA CCTCAA GTCC-3,
IL-2 NM_001530) 512
-5"-TGACAGAAGGCT ATCCATCTCC-3',

+5'- ACG GAT GCG ACA AAA ATC AC -3'
IL4 NM_021283.1 154
- -5'- ACC TTG GAA GCC CTA CAG AC -3'

+5'- CAC ATA CCC AAC CTT AGC ATC -3'
ILS NM _010558.1 209
- - 5'- AGT CAA CCT TCT CTC TCC CC -3'
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+5' - ATC CTT GTT CTG CTG CCT GT - 3/,
IL-7 NM_008371 295
- -5'- CCA GTG TTT GTG TGC CTT GT - 3/,

+5'- GAC AAC ATA CTG CTA ACC GAC -3'
IL10 NM_010548.1 252
- -5'- ATC ACT CTT CAC CTG CTC C -3'

+5'-CAC TCC CCA TTC CTA CTT CTC -3'
IL12b NM_008352.1 259
- -5'-CCA CTT TTC TTT CCT TTC CAA C -3'

+5'- AGA CCAGACTCCCCTGTGCA-3',
IL-13 NM_ 008355 322
-5"-TGG GTC CTG TAG ATG GCA TTG - 3/,

+5- TCT TCC TCT CTC CCT CTC TC -3'
CD28 NM_007642.2 251
- -5'-CAA TCT CGT TAT ATC TGT CCC C -3'

+5'- GAC ACA GAT GAC AGG AAA TGA C -3'
TNFSF13b NM_033622.1 127
- -5'- AGC AAA AAC AGA GGC ACG G -3'

+5'-TAC ACA CAC ACA CAC ACA CAC -3'
TNFRSF13¢ | NM_028075.1 136
- - 5'- ACT CAT TTA CCT GCC TGC C -3'

+5'- TCC AGC CAC CAA AAC AGC AC -3'
TNFSF14 NM_019418.1 182
- -5'-TTC CCT TCT TTC CTC CCT TTC C -3'

+5'- GCA GTG GCA AAG TGG AGA TT -3'
GAPDH NM 001001303 493
- -5'- ACA GTC TTC TGG GTG GCA GT -3'

) +5'- TGT TAC CAA CTG GGA CGA CA - 3’
B-Actin M12481 573
-5 - AGG AAG GCT GGA AAAGAGC-3'.

3.8 Tiere
Es wurden weibliche C57/BL6 (H-2°)- und BALB/C (H-2%)-Miuse im Alter von 3-5

Wochen verwendet. Diese Méduse wurden von Charles Rivers, Sulzfeld, Deutschland
zur Verfligung gestellt. Die Haltung erfolgte unter pathogenfreien Bedingungen und

nach den Richtlinien fiir Tierexperimente der Europdischen Gemeinschaft.
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3.9 Tumorzelllinien

Die LLC1-Zelllinie der C57/Bl6 (H-2b)-Miuse bezogen wir aus der ,,Americam Type
Culture Collection” (ATTCC, Manassas, VA, USA). Die Zellen wurden in RPMI-1640-
Medium unter Zusatz von 2% FCS, Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (0.1
mg/ml) bei 37°C in feuchter Atmosphére mit 5% CO; im Brutschrank kultiviert.

Die B16/F10 Melanom Zelllinie ist ebenfalls eine Tumorzelllinie der C57/BL6 (H-2b)-
Maus aus der American Type Culture Collection (ATTCC, Manassas, VA, USA). Diese
wurden in DMEM/F12-Medium unter Zusatz von 10% FCS, Penecillin und
Streptomycin, bei 37°C in feuchter Atmosphére bei 5% CO; kultiviert.
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4 Methoden

4.1 Zellkulturarbeiten

4.1.1 Trypsinieren

Nach abpipettieren des Uberstandes aus den Kulturflaschen wurden die adherenten Zel-
len mit 6 ml Trypsin tiberschichtet und zum Inkubieren in den Brutschrank gestellt. Die
Inkubationszeit bei LLC1-Zellen betrug ca. 1 Min., bei B16/F10-Zellen etwa 2-5 Min..
Die Zellen wurden mit der Pipette abgespiilt, abpipettiert und mit 10 ml Waschmedium
nachgespiilt. Die Suspension wurde mit 2 ml FCS in 50 ml Réhrchen gegeben, bei 1600
Umdrehungen pro Min. (UpM) fiir 8 Min. zentrifugiert. Um eine saubere Zellsuspensi-

on zu erhalten, wurde die Suspension gewaschen.

4.1.2 Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden in etwa 10-50 x 10° Zellen groBe Portionen aufgeteilt und in einem
Volumen von 500ul Einfriermedium aufgenommen. Das Einfriermedium setzte sich
zusammen aus 10% DMSO, 10% FCS und 80% Kulturmedium. Zum Zeitpunkt des
Aufnehmens betrug die Temperatur etwa 0°C. Dies wurde durch Lagerung des Ein-
friermediums auf Eis erreicht. Die Zellsuspension wurde nun in einer Kiihlkette von
einer Stunde bei -20°C, 24 Stunden bei -80°C und anschlieBend -120°C tiefgefroren.
Die Zellen verblieben entweder bei -120°C in der Tiefkiihltruhe oder wurden in fliissi-
gen Stickstoff tiberfiihrt.

Das Auftauen erfolgte moglichst schnell, mittels schwenken in 37°C warmen Wasser,
sofortiger Zentrifugation und erneutem Waschen in RPMI Kulturmedium mit 5% FCS.

Die Tumorzellen wurden erst nach einem Generationswechsel ihrer Funktion zugefiihrt.

4.1.3 Isolieren mononuklearer Zellen

Das Isolieren von mononukledren Zellen aus Blut bzw. Milz- und Lymphknoten-
Zelllosungen oder zur Entfernung von toten Zellen und Zelldetritus, wurde mittels
Ficoll Dichtegradient, mit einer Dichte von 1,077g/ml durchgefiihrt. Hierzu wurden

20ml Zellsuspension vorsichtig tiber 20ml Ficolllosung geschichtet und anschliessend

28



25 Min. bei 2400 UpM zentrifugiert. Zwischen Ficoll und wissriger Losung bildet sich
nach der Zentrifugation ein sogennanter ,Buffy Coat*. Dies ist ein Ring aus
mononukledren Zellen, die sich auf Grund ihrer Dichte an der Grenzschicht beider
wissriger Phasen sammeln. Alle iibrigen Zellen kamen als Palett am Boden des
Rohrchens zu liegen. Der Buffy Coat wurde mit Hilfe einer Pipette entnommen und mit

Waschpuffer zwei mal gewaschen.

4.1.4 Isolieren von CD3+ T-Zellen

Eine Isolation der CD3+-T-Zellen wurde mit dem ,,Mag Cellect*“-T-Zell-Isolationskit
durchgefiihrt. Hierzu wurde ein Ficolle einer Zellsuspension durchgefiihrt, um eine
Losung aus mononukleédren Zellen zu erhalten. Diese wurden in 1x Mag cellect Puffer
aufgenommen und auf eine Zellzahl von 20 x 10’ eingestellt. Der Zelllssung wurden
200ul ,,Mag Cellect* Maus T-Zellantikorper hinzugegeben, die gegen alle nicht-CD3+-
Zellen gerichtet waren. Diese Losung inkubierte fiir 15 Min. bei 5-8°C. Im néchsten
Schritt wurden 200 pl des Mag Cellect Streptavidin Ferrofluid hinzugegeben, welches
an die antikorpermarkierten Zellen band und abermals 15 Min. inkubierte. Mit Hilfe
eines magnetischen Feldes wurden nun die markierten Zellen, die sich dem Feld folgend
ablagerten, herausgefiltert. Dies geschah, indem der Uberstand mit den verbleibenden
CD3+-T-Zellen abpipettiert wurde und die zuriickbleibenden Zellen verworfen wurden.
Dieser Vorgang konnte bei Bedarf wiederholt werden. Zur Gewdhrleistung der Reinheit
der CD3+-T-Zellen, wurde sie mit Hilfe von FITC markierten CD3-
Oberflichenmarkern zytometrisch iiberwacht. Die Sdulen zeigten routinemifig {iber

90% Reinheit an T-Zellen.

4.1.5 Erzeugung von dendritischen Zellen aus Knochenmarkzellen

Durch Spiilen des Femur und der Tibia wurden Knochenmarkszellen von C57/BL6-
Maéusen gewonnen. Zur Elimination von storenden Erythrozyten wurden die Zelllosun-
gen in 2ml vorbereiteter Erylyse-Losung aufgenommen, 2 Min. bei Raumtemperatur
inkubiert und anschliefend zentrifugiert. Bei Bedarf wurde der Vorgang wiederholt.
Abschliefend wurde die gereinigte Losung noch zweimal mit PBS gewaschen und in
RPMI-1640 Medium aufgenommen. Als Wachstumsfaktoren dienten 1000 U/ml
GMCSF bzw. IL-4 und 100 pg/ml FLT3.
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Am sechsten Tag wurden die lose adhdrenten Zellen abgenommen, indem zuerst der
Uberstand verworfen und danach vorsichtig mit einer 10ml Pipette mehrmals abgespiilt
wurde. Im néchsten Schritt erfolgte die erneute Aufnahme in RPMI-1640 Medium, mit
den oben genannten Wachstumsfaktoren und 10pg/ml LPS. Am zehnten Tag wurden
erneut die lose adhdrenten Zellen abgenommen und durch eine Ficoll-Dichtegradient-
Zentrifugation aufgereinigt. Um den DZ Phénotyp sicherzustellen, wurden die Zellen
mit monoklonalen CD11c PE-Antikdrpern gefarbt und im Durchflusszytometer gemes-

sen.

4.1.6 Herstellung von Hybriden

Das zur Fusion der gewonnenen DZ mit LLCI-Tumorzellen angewandte Verfahren
basiert auf einer Kombination aus Polyethylenglycol und Elektroporation (Abb.1). Die
DZ wurden mit PKH-26-G1 rot und die LLC1-Zellen mit PKH-67-G1 griin angefarbt.
Zunichst erfolgte die Aufteilung der Zellen in Portionen a 5 x 10° Zellen und das Losen
in 500l Diluent Losung. Diese Zellsuspension wurde nun mit 500pul einer Losung, be-
stehend aus 4ul/ml PKH-26 oder 16ul/ml PKH-67, in Diluent, gemischt. Nach einer
Inkubationszeit von 4 Min. wurde 1 ml bovines Albumin hinzugefiigt und abermals 1
Min. inkubiert. Dieser Vorgang erfolgte soweit mdglich unter Lichtabschluss. Nach
Hinzufiigen von 2ml RPMI-1640 erfolgte die Zentrifugation der Mischung mit einer
Beschleunigung von 400g fiir 10 Min., bei einer Temperatur von 25°C. Nach weiteren
zwel Waschschritten waren die Zellen nun fertig zur Fusion. Die gefarbten Zellen wur-
den gewaschen und die LLC1 Zellen in einer Elektroporationscuevette mit 200V/cm fiir
200us mit einem Elektroporationsgerét poriert. Die so behandelten LLC1-Zellen wur-
den mit den DZ im Verhéltnis 2:1 gemischt. Es erfolgte das zentrifugieren des Zellge-
misches und das Aufnehmen in 1 ml warmem Polyethylenglycol unter stindigem Riit-
teln und Verdiinnen der Suspension liber 3 Min. mit 7ml RPMI-1640 Medium ohne
Zusatze und anschlieendes Waschen. Fiir 24 Stunden inkubierten die nun fusionierten
Hybridzellen (HZ) in Serum freiem RPMI-1640 bei 37°C im Brutschrank [Banat GA,
2004].
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Fusion
Elektroporation
Polyethylenglycol
Fusion

LLCA DZ y

mamRaRRRRy ostimulatorische- und
Adhesionsmolekiile

Tumorantigene l MHC-Molekiile

Hybrid aus
Tumor und DZ

Effektorzellen
des Immunsystems\

Die gewonnen DZ werden mit Hilfe einer Kombination aus Elektroporation und Polyethylenglycol fusio-

niert. Es resultieren Hybride aus beiden Zelltypen, die mit Zellen des Immunsystems interagieren.

4.2 Immunhistochemische Arbeiten

4.2.1 Farben in Mikrotiterplatte

Die Zellen wurden mittels FITC- oder PE- kombinierter monoklonaler Antikorper
gegen NKI1.1, MHC Klasse II, B7-1 PE (CD80) und CD 1lc PE gefarbt. Als
Kontrollantikorper dienten Ig G1 FITC und Ig G2b PE. Zur Fiarbung wurden in jede
Vertiefung der 96 Well Rundbodenplatte 2x10° zu firbende Zellen in 200l saliner
Losung gegeben. Es erfolgte die Zentrifugation dieser Platten bei 1400 Umdrehungen
fiir 4 Min., Abwerfen des Uberstandes und Aufnehmen der Zellen in 50ul Firbeldsung,
bestehend aus einer 1:10 Mischung, aus antikdrpermarkiertem Farbstoff und PBS. Diese

Losung wurde fiir 30 Min. im Kiihlschrank bei 6°C inkubiert. Anschlielend erfolgte das
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Auffiillen der Vertiefungen mit 150ul PBS, Resuspendieren und erneutes
Zentrifugieren. Nach Aufnahme in PBS war die Zellsuspension nun bereit sie im

Durchfluflzytometer zu messen.

4.2.2 Fluoreszenz-Mikroskopie

Nach 48 Stunden in Kultur wurde die Fusionsrate mittels Fluoreszenzmikroskopie ge-
priift. Vor der Fusion wurden die LLC1-Zellen griin und die DZ rot fluoreszierend an-
gefarbt. Die Hybride zeigten unter dem Fluoreszenzmikroskop eine gelbe Fluoreszenz.
Auffillig war eine mangelnde Anfiarbung mit Propidiumjodid, so dass es sich bei 90%

der verwendeten Zellen um lebende, funktionsfdhige Hybride handelte.

4.3 Durchflusszytometrie

4.3.1 Standardzellen und deren Gebrauch

Bei den Standardzellen (SZ) handelte es sich um CD 13 positive K562-Zelllinien. Diese
wurden mit anti-CD13/33 PE markiert und in PBS mit 4% Paraformaldehyd fixiert.
Jeder Messung wurden die SZ in bekannter Konzentration (10°/100 pl) beigefiigt. Der
fiir die SZ eingesetzte Puffer bestand aus PBS mit 1% BSA. Zusitzlich farbten sich die
SZ bei Zugabe von 0,2 png/ml Propideumjodid, da es sich um tote Zellen handelte.

4.3.2 Uberwachung der Fusionsrate

Nach 48 Stunden in Kultur wurden die fusionierten Zellen in saliner PBS Losung auf-
genommen und die Konzentration auf 1 x 10° Zelle/m] eingestellt. Um die Rate an HZ
herauszufinden, wurde die Suspension mit Hilfe des fluoreszenzaktivierten Zell-Sorters
(Fluoreszens Activated Cell Sorting = FACS) gemessen. Da die DZ nur mit PKH-26
und die LLC1-Zellen nur mit PKH-67 angeférbt waren, stellte die Rate der doppelposi-
tiv gefarbten Zellen ein verldssliches Mal3 der Fusionseffizienz dar. Zusétzlich wurden
die Zellen auf ihre Anfarbbarkeit mit CD11c, B7.1 und MHC Klasse II-Molekiile hin

untersucht.
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4.4 Molekularbiologische Arbeiten

4.4.1 RNA-Isolation

RNA-Isolation aus Blut

Die RNA-Isolation aus Blut erfolgte mittels eines ZR Whole-Blood Total RNA-Kit.
Hierzu wurden 200l Blut mit 600ul ZR-RNA-Kit gemischt. Diese Mischung wurde in
einem Probenrdhrchen in eine Zytozentrifuge gegeben. Die Zentrifugation Erfolgte bei
iiber 10000 UpM fiir 30-60 Sec.. AnschlieBend wurde der Durchfluss abgeworfen und
in 400 ul RNA-Vorwasch-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde abermals verworfen und nun die Losung in 400ul RNA Waschpuffer resuspen-
diert. Nach Abwerfen des Uberstandes wurden 50ul RNasefreies Wasser direkt auf die
Sdulenmatrix gegeben. Die Sidule wurde nun in ein RNasefreies R6hrchen gegeben und

die RNA vorsichtig herausgelost.

RNA-Isolation aus Milzzellen und Tumorgewebe

Fiir die PCR aus Milzzellen und subkutanem Tumorgewebe wurde RNA mit Hilfe von
TRIzol Reagenz aus exponentiell wachsenden Zell- und Gewebskulturen isoliert.
100mg Tumorgewebe wurde homogenisiert, unter Verwendung eines Polytron-
Homogenisators, in Iml TRIzol-Reagenz aufgenommen und fiir 10 Min. inkubiert. Im
Anschluss an die Inkubation wurden 200ul Chloroform zu den Proben hinzu gegeben.
Nach kréftigem Schiitteln von Hand fiir 15 Sec. wurde die Losung fiir 20 Min. bei 20°C
inkubiert und bei 12000 x g fiir 15 Min. bei 4°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wurde die wissrige Phase entfernt und die RNA mit Hilfe von 0,5ml Isopropanol pro
Iml TRIzol Reagenz ausgefillt. Die RNA wurde fiir 10 Min. bei Raumtemperatur inku-
biert und anschlieBend bei 12000 x g fiir 10 Min. bei 4°C zentrifugiert. Das entstandene
RNA Pellet wurde mit 1ml 70% Ethanol pro 1ml TRIzol Reagenz gewaschen und bei
7500 x g fir 5 Min. bei 4°C zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde luftgetrocknet,
bis das verbliebene Ethanol verflogen war und in RNase-freiem Wasser aufgenommen.
Die Lagerung der Probe erfolgte bis zur Verwendung bei -70°C. Die Konzentration und
Reinheit wurde spektroskopisch iiber die Absorption von 260nm und 280nm bestimmt.
Zur Beurteilung der RNA Konzentration wurde folgende Formel verwendet: RNA

Konzentration= A,q x Losung x 40pg/ml. Zur Bestimmung der Reinheit wurde das
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Az60/Azsg Verhiltnis bestimmt. Bei einem Verhiltnis von 1,7 bis 2 ist in unseren Expe-

rimenten von einer reinen RNA auszugehen.

4.4.2 cDNA Synthese

Im Anschluss an die RNA-Isolation wurden mit Hilfe eines nicht-radioaktiven GE Ar-
ray, Ampo Labeling-LPR-Kit, Biotin-16-dUTP markierte cDNA-Proben aus 5ug RNA
gewonnen. Komplementdre DNA wurde unter Verwendung der Improm II Reverse-
Transcriptase-Reagenz aus RNA synthetisiert. Zwei pg der gesamten RNA wurden mit
0,5pug Oligo(dT);s-Primer in Nuklease-freiem Wasser auf ein Endvolumen von 5ul pro
Reverse-Transkriptions-(RT)-Reaktion eingestellt. Diese Mischung wurde bei 70°C fiir
5 Min. denaturiert, gefolgt von raschem Abkiihlen. Nach einer Zentrifugation wurde die
RT-Reagenz hinzugefiigt und diese Mischung bei 25°C 5 Min. inkubiert, gefolgt von
einer Inkubation bei 42°C fiir 1 Stunde. Die cDNA-Proben wurden nach der Synthese

entweder sofort fiir die PCR verwendet oder bei -20°C eingefroren.

4.4.3 Arbeiten mit Microarray-Technologie

Es wurden Mausegruppen gebildet, die mit DZ-, LLC1-Zellen, DZ/LLC1-Mischung,
DZ/LLCI1-Lysat, HZ oder nur mit PBS immunisiert wurden. Aus jeder Gruppe wurde
einigen Méusen Blut abgenommen und daraus RNA isoliert. Die RNA wurde verwen-
det um sie, mit Q-Serie Zytokin-Microgen-Array zu hybridisieren. Hierzu wurde die
Arraymembran zuvor mit Sml deionisiertem Wasser angefeuchtet. Die GEAhyb Hybri-
disierung Solution wurde auf 60°C vorgewdrmt. Nach Abwerfen des deionisierten Was-
sers wurden 2ml GEAprehyb Losung hinzugefiigt und die Losung mit dem Vortex ge-
mischt. Zur Herstellung des GEAprehyb wurde durch Hitze denaturierte Lachssperma-
DNA, die fiir 5 Min. auf 100°C erhitzt und sofort auf Eis gekiihlt wurde, zu vorgewarm-
ter GEAhyb Hybridisierungslosung gegeben und auf eine endgiiltige Konzentration von
100pg/ml eingestellt. Es wurden 3ml GEAprehyb pro Arrayansatz verwendet. Die
GEAprehyb Losung wurde bis zum Gebrauch bei 60°C gehalten. Die Proben wurden
nun, flir die Préhybridisierung im Rohrchen, in einen Hybridisierungszylinder tiberfiihrt
und 2 Stunden bei 60°C und 5 UpM prahybridisiert. Dieser Vorgang konnte, wenn no-
tig, bis zu 72 Stunden fortgesetzt werden.

Um Lumineszenzsignale zu erhalten und auf Rontgenfilm festzuhalten, fand eine

Hybridisierung der Membranen mit Biotin-16-dUTP statt. Hierzu wurde das gesamte
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denaturierte cDNA Volumen fiir die AmpoLabeling-LPR-Methode in 0,75ml vorge-
wiarmte GEAhyb Losung aufgenommen. Die GEAprehyb Losung wurde aus dem
Hybridisierungsrohrchen abgeworfen und die GEAhyb Losung, die die Probe enthielt,
hinein gegeben. Die Hybridisierung fand iiber Nacht, bei 60°C und 5rpm Rotation im
Microarray-Ofen statt.

Am nichsten Tag wurde die GEAhyb Losung aus den Hybridisierungsréhrchen in ein
sauberes Mikrozentrifugenréhrchen gegeben. Die Membranen wurden zweimal mit Sml
Waschlosung bei 60°C und 30 UpM {iber einen Zeitraum von 15 Min. pro Probe zentri-
fugiert. Die auf 60°C vorgewdrmte Waschlosung bestand aus 2 x SSC und 1% SDS
(100ml 20 x SSC und 50ml 20% SDS pro Liter).

Chemilumineszenz-Bestimmung

Die Lumineszenz der Proben wurde mit einem Chemilumineszenz-Kit bestimmt. Dieser
basiert auf der Fahigkeit des Molekiils Streptavidin mit dem Vitamin Biotin zu reagie-
ren. Biotin war in diesem Experiment mit einem Sekundarantikorper versetzt. Anschlie-
Bend wurde mit einer Saure-Phosphatase-Reagenz der Sekunddrantikdrper gebunden.
Das Enzym Saure Phosphatase kann im nichsten Schritt sichtbar gemacht werden. Da-
fiir wurde die Array zunichst geblockt. Hierzu wurde die Waschlosung des letzten
Waschganges verworfen und sofort 2ml GEAblocking Losung hinzu gegeben. Es folg-
ten 40 Min. Inkubation bei 30 UpM Zentrifugation. Als nichstes fand die Bindung an
mit Alkalischer Phosphatase (AP) gekoppeltem Streptavidin statt. Um den Bindungs-
puffer zu erhalten, wurde 5 x Puffer F auf eine einfache Losung verdiinnt und anschlie-
end AP 1:8000 in diesem 1 x Puffer F gelost, um den Bindungspuffer zu erhalten. An-
schlieBend wurde die GEAblocking Losung Q aus dem Rohrchen verworfen. Es wurden
2ml Bindungspuffer hinzu gegeben und fiir 10 Min. bei 10 UpM Zentrifugation inku-
biert. Die Membranen wurden viermal mit 4 ml 1 x Puffer F, fiir 5 Min. gewaschen und
bei jedem Waschschritt vorsichtig geriittelt. Nach erneutem Spiilen mit 3ml Puffer G
konnten die Proben fiir die Messung der Lumineszenz vorbereitet werden. Hierzu wurde
1,0ml CDP-Star Chemilumineszenz Substrat in das Hybridisierungsrohrchen gegeben.
Nach 4 Min. Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Membranen auf ein Filterpa-
pier transferiert (,,geblottet*). Die Membran wurde anschliefend in einen Plastikschutz
tiberfiihrt. Alle Blasen wurden entfernt. Nach Durchlaufen des kompletten Versuchspro-
tokolls wurden Aufnahmen der Microarray Membranen mit Rontgenfilmen vorgenom-

men. Direkt nach Blotting der Membranen wurde mit der Aufnahme der Ergebnisse
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begonnen. Das Resultat erreichte ca. 2 Stunden nach Plotting ein Maximum. Die Be-
lichtungszeit betrug 2 Min. Alle Bilder wurden mit einem BioRad ,,GelDoc-Imaging
System* aufgenommen und digital als Abbildung in Graustufen (16 bit) im TIFF-
Format gespeichert. Die erhaltenen Bilddaten wurden mit der GE Array Analyser 1.2
Software auf verschiedene Genexpressionen untersucht. Zur Kontrolle der unterschied-
lichen Felder diente die Aktivitdt der Hybridisierungssignale der B-Aktin-Bande als
Vergleichsmafstab.

4.4.5 Polymerase Kettenreaktion

Um das Vorhandensein bestimmter Gene, entweder im tierischen Gewebe oder direkt in
Zellen, zu untersuchen wurden PCR-Untersuchungen durchgefiihrt. Das PCR-Signal
wurde mit Hilfe spezifischer Primer, die fiir Gensequenzen der Gendatenbank designed
wurden verstérkt (siehe Tabelle). Fiir die Standard-PCR wurden 20-23 Basenpaare (,,ba-
se pairs®, bp) lange Primer verwendet. Der AT-und GC-Gehalt wurde tiberpriift und der
Unterschied in der Schmelztemperatur zwischen Forward-und Reverse-Primern wurde
bei nicht mehr als 2-4°C gehalten.

Die Primersequenz wurde anhand der ,,NCBI-BLAST*“-Suche auf mdgliche Uberein-
stimmung mit anderen Genen hin untersucht. Die PCR-Reaktion fand in diinnwandigen
0,2ml-Réhrchen in einem T3-Thermocycler statt. Als Negativkontrolle wurden die PCR
ohne ,templates* durchgefiihrt, um ein ,,self-annealing* des Primédrpaares auszuschlie-
Ben. Es wurde dariiber hinaus auch eine PCR fiir cDNA ohne Reverse Transkriptase
durchgefiihrt, um die Probe auf Verunreinigung mit DNA zu tberpriifen. Die Primer-
paare wurden, abhdngig von der Schmelztemperatur (ST) des jeweiligen Primerpaares,
mit mehreren Fixierungstemperaturen tiberpriift, um ein klares und spezifisches Band in

der PCR zu erhalten.

4.4.6 Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Semiquantitative RT-PCR wurde fiir die cDNA-Proben unter Verwendung von Taq
Polymerase durchgefiihrt. Die Probenr6hrchen wurden zum Vermischen vorsichtig ge-
schiittelt und mikrozentrifugiert bevor sie in den PCR-,,Thermal Cycler* gegeben wur-

den.
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Programm des ,, Thermal Cycler*

Aktivierung der Hotstar Taq 95°C 2 Min.
Denaturierung 94 °C 30 Sec.
Annealing variabel 30 Sec.
Extension 72 °C 45 Sec.
Endgiiltige Extension 72 °C 10 Min.
Zyklen 30-35

4.4.7 Agarose-Gelelektrophorese und PCR-Produktaufreinigung

Die PCR-Reaktionen wurden mit einem 1% Agarosegel in 1 x TAE Puffer analysiert,
der 6ul/100ml Ethidiumbromid enthielt. Die Proben wurden mit 6 x "loading"-Puffer
(mit Bromophenol Blue Farbung) vorbereitet. Das Gel wurde bei 80V fiir 60 Min. mit 1
x TAE Puffer einer Elektrophorese unterzogen. Abhingig von der Fragmentgrof3e wur-
de entweder ,,100bp-DNA-Ladder* (1kb) oder ,,GeneRuler-DNA-Ladder“-Mix (10kb)
verwendet. Die DNA-Banden wurden unter dem UV-Transilluminator sichtbar ge-
macht.

Fiir die semiquantitative Analyse der PCR Produkte wurden 10-20pl von jeder Reaktion
fiir eine Elektrophorese verwendet. Die PCR Signale wurden durch Bestimmung der
optischen Dichte x Bandfldche in ,,Arbitrary Units“ (A.U.) quantifiziert. Die PCR-
Signale wurden wie die RT-Produkte auch mit Hilfe der GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase) oder B-Actin normalisiert, um eine semiquantitative Ein-
schitzung der Genexpression zu bekommen.

Das PCR-Produkt wurde unter Verwendung des “QIAGEN Gel Extraction Kit* isoliert
und die Proben wurden vorsichtig auf das Gel geladen. Nach der Gelelektrophorese
wurden die Banden herausgeschnitten und in 1,5ml Eppendorf-Réhrchen gegeben. Es
wurden 300ul QG Puffer jeweils fiir 100mg Gel hinzugefiigt. Nun inkubierten die
Schnitte in Puffer bei 50°C fiir mindestens 15 Min. Es wurden 100ul Isopropanol hin-
zugefligt. Die Mischung wurde in eine QIAquick-Sdule gegeben, gefolgt von einer
Zentrifugation fiir I Min. bei maximaler Geschwindigkeit. Es folgte erneutes Hinzufii-
gen von 500ul QG-Puffer zur Sdule und abermaliges zentrifugieren. Nach Zugabe von
700ul PE-Puffer (mit Ethanol) zur Siule erfolgte eine Inkubation fiir 5 Min. bei Raum-
temperatur. Nach der anschlieBenden Zentrifugation wurde die Sdule in ein frisches

1,5ml “recovery”’-Rohrchen gegeben und 30ul vorgewidrmter EB Puffer direkt in das
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Zentrum der Sdule gegeben. Bei Raumtemperatur inkubierte die S&ule nun fiir 10 Min.
und wurde anschlieBend fiir 2 Min. bei 12000 UpM zentrifugiert. Jetzt wurde die Séule
verworfen und die DNA entweder bei -20°C tiefgefroren und aufgehoben oder zum

sequenzieren versendet.

4.4.8 RT-PCR

RT-PCR nach Immunisierung

Um die Ergebnisse aus den Microarray-Untersuchungen zu bestéitigen, wurden semi-
quantitative RT-PCR-Untersuchungen durchgefiihrt. Der Schwerpunkt dieser Untersu-
chungen lag hierbei auf IL-2, IL-7, IL-13, IFNa-2, IFNa-4, und IFNo-11. Hierflir wurde
die gesamte RNA unter Verwendung eines ZR Whole Blood Total RNA-Kit aus dem
Blut der Méuse isoliert. Der erste cDNA-Strang wurde mit dem Im-Prom-1I™ Reverse
Transkriptase System synthetisiert. Hierzu fanden passende oligo (dT) 12.13 —Primer
(siche Tabelle 1) Verwendung. Als Folgeschritt wurden 4ul cDNA- Produkt, als Vorla-
ge in einem PCR-Ansatz vervielfacht. Das Endprodukt durchlief eine Gelelektrophorese
auf der Basis eines 2% Agarosegels. Die Messung erfolgte nach Ethidiumbromidfar-
bung. Das Expressionsniveau von B-Actin und GAPDH wurde als Ladungskontrolle

verwendet.

RT-PCR nach Kombinationstherapie

Zur Genexpressionsanalyse nach Kombinationstherapie wurde die analysierte RNA aus
Tumorzellen und CD3+ Zellen isoliert.

Aus den Milzzellen wurden mit Hilfe von kommerziell hergestellten T-Zell-Séulen die
CD3+-Zellen isoliert. Thre CD3 Zugehorigkeit wurde durchflusszytometrisch iiber-
wacht. Aus diesen Zellen wurde, wie oben beschrieben, die RNA isoliert und das Ex-
pressionsprofil der T-Zellproliferations- und Apotosegene in semiquantitativen RT-
PCR-Analysen bestimmt. Es wurde die m-RNA Expression von CD28, ICOL, IL12b,
TNFSF13c¢, TNFSF14 untersucht.

Aus den Tumorzellen wurde, wie bereits ausgefiihrt, mittels TRIzol Losung die RNA
gewonnen und fiir eine RT-PCR verwendet. Bei den Tumorzellen wurden ZTL-
assoziierte proapoptotische Gene wie z.B.: Perforin, Granzym B, FAS, FASL, Caspase

8 und 3 iiberwacht.
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4.4.9 Immunhistochemische Farbung

Die subkutanen Tumore und das Milz- und Lungengewebe wurden zur histologischen
Analyse mit Formalin fixiert und in Paraffin gebettet. Von diesen Prdparaten wurden
3um dicke Schnitte angefertigt und mit H&E gefarbt.

Durch Farbung mit CD3-spezifischen Antikdrpern wurde die T-Zellprisenz in den
Schnitten untersucht. Vorsichtig wurden Sum dicke, aufeinander folgende, Gefrier-
schnitte fiir 10 Min. fixiert, mit eiskaltem Aceton und Methanol luftgetrocknet und mit
PBS befeuchtet. Die Gewebe wurden mit 3% BSA/PBS fiir 30 Min. bei 37°C geblockt
und mit polyklonalen Hasen-Anti-Maus CD3-Antikorpern fiir eine Stunde bei 37°C in
PBS inkubiert. Zur indirekten Immunfluoreszenz wurden die Proben mit Alexa Fluor®™
488-markierten Ziegen-Anti-Hasen IgG inkubiert. Darauthin wurden alle Schnitte mit
DAPI-Kernfarbung zur Auszdhlung angefirbt und mit Dako-Fluoreszenz-
Mountigmedium versiegelt. Als Negativkontrolle wurde auf den ersten Antikdrper ver-
zichtet und die Proben mit dem Fluoreszenzmikroskop bei einer VergroBerung von 20 x

analysiert.

4.5 Funktionelle Zellkulturversuche

4.5.1 Proliferationstest

3H-Thymidin Einbau

Fiir den Proliferationstest war es nétig, Milz und Lymphknoten zu exzedieren, indem
den getdteten Méusen das Peritoneum erdffnet wurde. Die entnommenen Organe wur-
den daraufhin klein geschnitten und durch ein steriles Sieb gefiltert. Die so gewonnene
Einzelzellsuspension wurde einem Ficoll-Paque tiberschichtet. Mit Hilfe des Dichtegra-
dienten war es so moglich, die Lymphozyten zu isolieren und Zelltrimmer und tote Zel-
len zu entfernen. Die so gewonnenen Lymphozyten wurden in 96-Well-
Rundbodenplatten verteilt (1x 10° Zellen pro Well). Bestrahlte LLC1-Zellen, syngene
aufgereinigte HZ, DZ, eine Mischung von syngenen DZ und LLCI-Zellen, eine Mi-
schung aus lysierten LLC1-Zellen und DZ oder Balb/C-Lymphozyten wurden jeweils
als Stimulatorzellen in Triplicates hinzugegeben. Als Kontrolle dienten Stimulatorzellen

und/oder Lymphozyten allein. Alle Wells wurden mit Nahrmedium auf ein Volumen
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von 200ul aufgefiillt. Die Zellen wurden am 3. und 5. Tag auf ihre Inkorporation von
3H-TdR hin untersucht. Hierzu wurden jedem Well der 96-Loch-Mikrotiterplatte 37kBq
einer 3H-markierten Tymidinlésung hinzufiigt. Diese verblieben zur Inkubation fiir
sechs Stunden bei 37°C und 6% CO; im Brutschrank, wurden anschliefend mit einem
Filter abgeschopft und mit einem Oberflaichenscanner die Emission der B-Strahlung
gemessen. Das Resultat wurde als mittlere Anzahl an Ereignissen pro Minute (cpm) x
10° + Standardabweichung aus 3 Kulturansitzen bestimmt. Die Proliferationsaktivitit
wurde als Proliferationsindex (Radioaktivitit (cpm)) pro Testansatz, geteilt durch
die Radioaktivitit im Kontrollansatz, welche nur Effektor-Zellen enthielt, ermittelt

um vergleichbare Werte zu erhalten [Banat GA, 2004].

4.5.2 Zytotoxizititstest

Im Zytotoxizitétstest wurden die wie unter 4.5.1 beschrieben isolierten Lymphozyten,
mit bestrahlten LLC1-Zellen, syngenen gereinigten Hybriden, allogenen T- Lymphozy-
ten (Balb/C) oder syngenen B16/F10 Tumorzellen als Target, in Kultur genommen. Als
Standard wurde ein Effektor/Target-Verhiltnis wurde 40:1 festgelegt. Die Zytotoxizitat
der jeweiligen Effektor-Zellen wurde mit Hilfe der Standardzellmethode bestimmt. Die
Analyse der T-Lymphozyten-/Target-Kokulturen erfolgte nach 4, 12 und 16 Stunden
jeweils in 96-Well V-Form-Platten mittels anti-CD4, anti-CD8, anti-CD16/CD32- und
anti-NK1.1 FITC-konjungierten monoklonalen Antikdrpern (Pharmingen, Deutsch-
land). Die T-Zellen wurden mit den genannten Antikdrpern markiert und nach einer
Inkubationszeit von 30 Min. mit Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in
Puffer resuspendiert und mit 100ul Standardzellsuspension versetzt. Um die Vitalitét
der Zellpopulationen nicht negativ zu beeinflussen, wurden die Proben zeitlich mog-
lichst kurz darauf im Durchflusszytometer gemessen. Die absoluten Zellzahlen wurden
aus der linearen Korrelation zwischen gefdrbten T-Lymphozyten, ungefarbten Target-
zellen und der absoluten Zahl an SZ pro Probe bestimmt. Die Prozentrate der Zytotoxi-
zitdit wurde nach folgender Formel bestimmt: Zytotoxizitit (in %) =1-LLC1,/SC, X
SCy/LLC1;, X 100. (LLC1,: Propidiumjodid negative LLC1 Zellen in Effektor-/Target-
co-Kultur; SC,: Standardzellen in Effektor-/Target-co-Kultur; SCy: Standardzellen in
LLC1/SZ-Kontrolle; LLC1y,, LLC1 in LLC1-/SZ-Kontrolle). Als Positivkontrolle dien-
ten Allogene B16/F10 Tumorzellen, die im Sinne einer ,,mixed lymphocyte Reaktion*
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(MLR) in allen Gruppen eine zytotoxische Reaktion auszulosten. Dies galt dquivalent

fiir die anderen Targetzellen [Pechhold K, 1994].

4.6 Arbeit mit Mausen

4.6.1 Betiuben von Mausen

Um die Méuse zu andsthesieren wurde bei ihnen eine intraperitoneale Injektion mit ei-

ner Mischung bestehend aus Ketamin und Xylazine durchgefiihrt.

4.6.2 Blutentnahme bei Méusen
Zur Blutentnahme wurden die Miuse intraperitoneal anésthesiert, anschlielend wurde
die Arteria carotis freipripariert. Darauthin wurde ihnen mit einer Heparinspritze und

einer feinen Heparinkaniile, unter Zusatz von Heparin, Blut abgenommen.

4.6.3 Schwanzveneninjektion

Zur Injektion der MZ/LKZ Suspension in die Schwanzvene wurden die Méuse anésthe-
siert. Anschliefend wurde mit einem selbst hergestellten Venenkatheter die Schwanz-
vene punktiert, die Zellsuspension mit 1x10” Zellen in 100p1 PBS auf Korpertemperatur

aufgewédrmt und langsam injiziert.

4.6.4 Tumoranimpfung

Zur Tumoranimpfung wurden 1x10° LLC1-Zellen, gelost in 50ul PBS, mit einer Hepa-
rinspritze und einer Heparinnadel langsam am Abdomen, im Bereich der Flanke, subku-

tan injiziert.

4.6.5 Tumorgrofienbestimmung

Mit einem digitalen Messschieber von Mitutoyo, wurde der langste Durchmesser L und
der kiirzeste Durchmesser W bestimmt, und nach der Formel TV (mm®) =(L x W?)/2

das Volumen berechnet [Savai R (B), 2005].
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4.6.6 Immunisierung

Die Immunisierung der C57/BL6-Méuse fand durch zweimalige Injektion in die Ful3-
sohle, im Abstand von einer Woche statt. Es wurden bei der Immunisierung 2 x 10
LLC1-Zellen (6000 Rad bestrahlt), DZ, Hybride oder PBS gespritzt. Vier Tage nach der
letzten Injektion wurden aus jeder Mausepopulation Blutproben entnommen und fiir
Zytokinexpressionsanalysen verwendet. Des Weiteren wurden Milz und Lymphknoten
entnommen, um aus Thnen Zellen zu gewinnen und diese fiir Proliferations- und Zytoto-

xizititstests zu verwenden.

4.6.7 Vakzinierung

Fir die Therapie bei bereits wachsendem Tumor wurden den C57/BL6-Méusen
zunichst subkutan 1 x 10° LLCI1-Zellen injiziert. Am siebten und vierzehnten Tag
wurden diese Méusen dann mit 2 x 10° syngenen DZ oder Hybriden pro Maus, oder
PBS als Kontrolle vakziniert. Die Uberwachung von Uberlebenszeit und
Tumorwachstum fand fiir jede Maéusepopulation unter gleichen Bedingungen fiir
weitere 2 Wochen statt. Nach dieser Zeit wurden die Miuse getdtet, um abermals
Lymphknoten und Milzzellen fiir Proliferations- und Zytotoxizititstests zu gewinnen.
Die C57/BL6-Miuse wurden entweder mit 2 x10° LLC1 (6000 rad bestraht), DZ,
Hybriden oder PBS immunisiert. Die Verabreichung dieser Zellen durch
FuBsohleninjektion wurde 2 mal mit einem Abstand von einer Woche vorgenommen.
Eine Woche nach der letzten Immunisierung wurde jede Maus mit 1 x 10° lebenden
(unbestrahlten) LLC1 beimpft. Die aus 10 Maiusen bestehenden Gruppen wurden
wochentlich beziiglich Tumorwachstum und Uberleben untersucht. Die iiberlebenden
Maiuse wurden nach 4 Wochen getotet und ihre Milz- und Lymphknotenzellen gewon-

nen, um mit thnen Zytotoxizitéts- und Proliferationsversuche durchzufiihren.

4.6.8 Adoptive Therapie

Bei der adoptiven Therapie handelte es sich um eine Immuntherapie mit aktivierten
Lymphozyten. Die C57/BL6-Miuse bekamen hierfiir 10° lebende LLC1-Tumorzellen,
in 200ul PBS subcutan gespritzt. Hierdurch wurde in allen Méusen ein gleich starkes
Tumorwachstum induziert. Vier Tage nach Tumorinokulation wurden die Maiuse

zufillig auf verschiedene Gruppen verteilt. Jede dieser Gruppen bekam eine intravendse
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Injektion von 1 x 10" Milz- und Lymphknotenzellen, die von Miusen stammten, die
zuvor entweder mit DZ oder HZ immunisiert und im Abstand von einer Woche re-
immunisiert worden waren. FEine Boosterinjektion zur Verstirkung der
immunologischen Reaktion erfolgte am 12. Tag durch erneute Injektion immunologisch
aktivierter T-Lymphozyten. Die Méduse wurden 4 Wochen beziiglich Tumorgréf3e und
Uberleben iiberwacht und anschlieBend zur Gewinnung von Milz- und
Lymphknotenzellen (MZ/LKZ) getotet. Die Zellen wurden in Proliferations- und
Zytotoxtests analysiert.

4.6.9 Kombination aus Hybridaktivierten T-Lymphozyten und
Hybridvakzinierung

In der Reihe der Experimente stand die Therapie mit einer Kombination aus
Vakzinierung mit Hybriden und einer adoptiven Therapie mit hybridstimmulierten T-
Lymphozyten im Mittelpunkt.

Fiir die Therapie des LLCI1-Tumors wurden den C57/BL6-Miusen subkutan 1x10°
LLC1-Zellen/200ul in saliner Losung injiziert, um ein Tumorwachstum einzuleiten.
Nach vier Tagen Tumorwachstum wurden die Méuse zufillig auf verschiedene Thera-
piegruppen aufgeteilt. Die Therapie wurde mittels FuBisohleninjektion von 1x10° synge-
nen, mit 6000 rad bestrahlten LLCI1-Tumorzellen, DZ oder Hybrid-Vakzinierung
durchgefiihrt. Am folgenden Tag wurden die Méuse mit 1 x 10’ MZ/LKZ-Zellen be-
handelt, die aus Méiusen gewonnen wurden, welche zuvor mit bestrahlten LLCI-
Tumorzellen, DZ, oder Hybriden immunisiert und re-immunisiert wurden und anschlie-
Bend mit bestrahlten LLC1-Tumorzellen und IL2 in Kultur aktiviert wurden. Nach drei
Tagen erhielten die Méuse eine Booster-Dosis an bestrahlten LLC1 Tumorzellen, DZ
oder Hybridvakzinierung, gefolgt von einer Boosterdosis an adoptiven MZ/LKZ am
nichsten Tag (wie oben beschrieben).

Nach der ersten Kombinationstherapie (TAG 28/5 Mause/Gruppe), nach der zweiten
Booster Kombinationstherapie (Tag 31/5 Méiuse/Gruppe) und am Ende des Behand-
lungprotokolls (Tag 48/verbleibende Miduse) wurden die Miduse zur Analyse der
MZ/LKNZ in Proliferations- und Zytotoxtests getotet.

Um den therapeutischen Erfolg der unterschiedlichen Therapieschemata evaluieren zu

konnen wurde das Tumorwachstum tiber eine Dauer von 3 Wochen nach der zweiten
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Boosterkombinationstherapie beobachtet und gemessen. Eine Darstellung dieses Thera-
pieschemas zeigt Abb. 2.

Zusdtzlich wurden am Ende des Behandlungsprotokolls mit Hilfe des Flachfeld-
Volumen-CT (FpvCT) die Lungen auf Lungenmetastasen und die Milzen auf ihre Gro-
e hin untersucht. Am Ende des Experimentes wurden den Tieren alle Organe entnom-

men, um sie auf histomorphologische Verdanderungen hin zu untersuchen.
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Abb. 2: Experimentelles Design der Kombinationstherapie
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Fiir dieses Experiment wurden 105 ménnliche C57/BL6-Mause verwendet. In jeder Gruppe wurde das

Tumorwachstum von 15 Méiusen iiberwacht.

4.7 Flat- Panel Volumen Computer-Tomographie

Die FpvCT ist ein Prototyp eines hoch aufldsenden Computertomographen, der von
General Electric entwickelt wurde. Vorab wurden die Tiere mit intraperitonealer Injek-
tion betdubt und bekamen einen Schwanzvenenkatheter implantiert. Anschlieend wur-
den sie in die Mitte einer VCT Halterung gelegt und fixiert. Alle CT-Scans wurden mit
70kV/200mA (Aufnahmezeit: 8 sec./Rotation; 4.2cm Schichtdicke/Rotation) durchge-
fiihrt. Es konnte ein 70x70x70um’® Voxel (Volumetric Pixel) rekonstruiert werden. Zur
intramuskuldren und intraparenchymatdsen Kontrastierung wurde iiber den liegenden
Schwanzvenenkatheter 200ul jodhaltiges Kontrastmittel (lopromide 300, 300mg
Jod/ml) 20 Sekunden vor jeder Aufnahme von Hand injiziert. Die Daten wurden in a-
xialer Richtung in zwei Rotationsschnitten, {iber eine Strecke von 8,4cm, aufgenom-
men. Die Rohdaten wurden auf 2000 Frames pro Rotation rekonstruktiert [Kiessling F,

2003].

45



4.8 Bestimmung der Apoptose mittels ,, TUNEL-Assay”

Die Apoptose im subkutanen Tumor und den Milz und Lungenschnitten wurde mit Hil-
fe von ,,TUNEL-Assay* (,,TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling*) sichtbar ge-
macht. Mit dieser Methode wurden freie 3 -hydroxy-Enden nachgewiesen, die bei apop-
totischen Vorgédngen in Zellen entstehen. Es wurde ein ,,in situ cell detection kit*, der
Firma Roche verwendet. Hierzu wurden die Schnitte in 4% Paraformaldehyd fiir eine
Stunde fixiert. Mit Triton X-100 wurden die Membranen permeabilisiert und bei 37°C
fiir 60 Min. mit TUNEL-Reagenz inkubiert. Die nun gefarbten Zellen wurden unter dem
Fluoreszenzmikroskop bei 20 x VergroBBerung betrachtet. Zur Positiv-Kontrolle der
TUNEL-Féarbung wurden die Zellen mit Sug/ml DNase-I behandelt und bei 37°C in
feuchter Atmosphére fiir 10 Min. inkubiert, um DNA-Strangbriiche zu induzieren. Als

Negativkontrolle wurde die letzte Transferase des Farbevorganges weggelassen.

4.9 Histologische Bestimmung der Metastasierung

Das Ausmal} der Metastasierung wurde anhand von Lungenschnitten bestimmt, die am
Ende des Experiments aus den Lungen der getdteten Méduse gewonnen wurden. Zu-
ndchst wurden die Lungen herauspripariert und in Paraffin eingebettet. Die Schnittdicke
betrug fiir alle Paraffinblocks 3pm. Insgesamt waren es etwa 50-80 Serienschnitte fiir
jeden Paraffinblock, in dem jeweils eine Lunge eingebettet war. Gefarbt wurden sie mit
einer Himatoxylin-Eosin (H&E) Féarbung. Sie wurden unter dem Lichtmikroskop auf
das Vorhandensein und die Anzahl an Tumorzellnestern hin ausgewertet. Die Auswer-
tung erfolgte in verblindeter Form. Die Metastasierung wurde in drei Grade eingeteilt.
Diese Einteilung beruhte auf der Anzahl an Tumorzellen, in dem Lungenschnitt mit der
maximalen Metastasenausdehnung (Grad I, Tumorzellen < 20-50; Grad II, Tumorzellen

50-100; Grad III, Tumorzellen >100) [Ye QH, 2003].
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4.10 Statistik

Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Die Unterschiede
zwischen den verschiedenen Gruppen wurden mit Hilfe des ,,one-way-ANOVA-Test*
bestimmt. Zur Bestimmung der Signifikanz wurde der ,,Student-Newman-Keuls-

Vergleichstest* durchgefiihrt wobei ein p-Wert < 0,05 als signifikant angesehen wurde.
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5 Ergebnisse

5.1 Verifizierung der Fusionsrate

Zur Qualititsiiberwachung der Fusion wurde der Anteil an CD11c-positiven Zellen an
den DZ, mit Hilfe der Durchflusszytometrie bestimmt. Dies erfolgte um sicherzustellen,
dass es sich bei den fusionierten Zellen um DZ handelte. LLC1-Tumorzellen wurden
mit dem Fitc-konjungiertem Membranmarker PKH-67 angefarbt (Abb. 3A). Die Cha-
rakterisierung des Phénotyps und die Aktivierung der aus Knochenmark gewonnenen
DZ wurde dadurch bestitigt, dass ca. 60% der analysierten Zellen eine Expression von
CDl1c (Abb. 3B), B7.1 (Abb. 3C) und MHC-Klasse II (Abb. 3D) zeigten. Eine Fér-
bung der LLC1-Tumorzellen mit PKH-67 und der DZ mit CD11c¢ in einer DZ/LLCI1-
Mischung, zeigte nur wenige doppelpositive Zellen (Abb. 3E). Im Gegensatz hierzu
zeigten die DZ/LLCI1-Hybride etwa 50% doppeltpositive Zellen (Abb. 3F). Ein weiterer
Beleg fiir die Effizienz der Polyethylen/Elektroporations-Fusion war die Doppelpositi-
vitdt der Hybride, bei Farbung der dendritischen Zellen mit kostimulatorischen Molekii-
len wie B7.1 und MHC Klasse II (Abb. 2G und H) und Farbung der LLC1-Zellen mit
PKH-67.

Diese Ergebnisse wurden bestétigt durch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der
Hybride, die ebenfalls eine deutliche Doppelfluoreszenz fiir PKH-26 und -67 zeigen.
Auch wiesen die Zellen Kernpolymorphismen im Sinne von heterokaryonten Zellkernen
auf (Abb. 4). Auf den Aufnahmen waren zum einen unfusionierte griin angefarbte PKH-
67 positive LLC1-Zellen, zum anderen unfusionierte rot angefarbte PKH-26 positive
DZ zu erkennen (Abb. 4A und B). Bei den orange oder gelb fluoreszierenden Zellen
handelte es sich um Hybride (Abb. 4C). Einige Zellen zeigten am Tag der Fusion ein so
genanntes "Membranoverlapping" im Sinne einer Verklebung einer DZ mit einer LLC1-
Tumorzelle, ohne vollstdndige Fusion der Zellmembranen. Dieses Phanomen wurde am
Tag nach der Fusion nicht mehr beobachtet, so dass davon auszugehen ist, dass auch
diese Zellen noch vollstindig fusionierten. Die Fusionsrate hat somit bis zu einem Ma-
ximum am Tag nach der Fusion noch zugenommen. Dies konnte durch Messungen am
Durchflusszytometer bestdtigt werden, bei denen am Tag nach der Fusion die Rate an

doppelt positiv gefdrbten HZ hoher war als am Vortag.
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Abb. 3: Facs-Bilder zur Fusionskontrolle
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(A) PKH-67 Fluoreszenz auf LLC1-Zellen. (B) Expression von CD11c. (C) Expression von B 7.1 und
(D) Expression von MHC Klasse II auf DZ. (E) CD11c und PHK-67 Fluoreszenzmischung auf DZ/LLCI.
(F) Doppelfarbung mit PKH-67 und CD11c oder (G) mit B7.1 oder (H) MHC Klasse II auf fusionierten

Hybriden. Die Oberflidchenfluoreszenz-Intensitit wurde mit Hilfe eines Durchflusszytometers bestimmt.
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Abb. 4: Fluoreszenzmikroskopische Bilder der Hybride

PKH-678&PKH-26 Fusioniert

(A) PKH-67 gefirbte LLC1-Zellen (B) mit Dapi blau-Kernfarbung (C) PKH-26 gefirbte DZ (D) mit Dapi
blau-Kernfirbung (E) doppelt gefarbte HZ (F) mit Dapi blau-Kernfarbung. » zeigen die HZ, — zeigen
die unfusionierten LLC1-Zellen. Skala Leiste: 100pm.

5.2 Analyse der T-Zellfunktion nach Immunisierung in vitro

Im T-Zellfunktionstest wurden naive C56/BL6-Méause mit DZ, LLC1, HZ, LLC1/DZ-
Zellmischung, einer Mischung aus lysierten LLC1/DZ-Zellen oder PBS als Kontrolle,
durch Injektion in die FuBlsohle immunisiert. Am elften Tag nach der Injektion wurden
den Miusen die Milz und die Lymphknoten entfernt und aus ihnen die mononukleédren

Zellen mittels Ficoll-Paque isoliert.
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5.2.1 Analyse des Proliferationstests nach Immunisierung

Die isolierten Milz- und Lymphknotenzellen wurden im Proliferationstest mit syngenen
DZ, LLC1, Hybriden, einer unfusionierten LLC1/DZ-Mischung, einer Mischung aus
lysierten-LLC1/DZ-Zellen oder MZ/LKZ (von BALB/C-Méusen) allogenen Balb/C-
Lymphozyten 4 Tage lang stimuliert und deren Proliferationsfiahigkeit gegeniiber den
Stimulatoren untersucht. Nur die Lymphozyten, die aus Mdusen gewonnen wurden,
welche vorher mit Hybriden immunisiert worden waren, zeigten eine Reaktion auf syn-
gene naive Tumorzellen. Eine Reaktion gegen LLC1/DZ-Mischung oder Hybride allein
wurde bei allen Effektor-Zellarten gefunden, wobei die stirkste Reaktion von den Hyb-
rid-stimulierten Zellen ausging (Abb. 5A).

5.2.2 Analyse des Zytotoxtests nach Immunisierung

Um eine Induktion einer LLC1-spezifischen Zytotoxizitdt durch HZ zu priifen, wurden
die isolierten MZ/LKZ mit LLC1-Tumor, mit B16/F10-Melanomzellen und allogenen
BALB/C-Lymphozyten inkubiert. Die B16/F10-Melanomzellen dienten hierbei als Ne-
gativkontrolle und die BALB/C-Lymphozyten als Positivkontrolle. Die Ergebnisse zeig-
ten, dass die hybridstimulierten T-Lymphozyten einen deutlichen zytotoxischen Effekt
gegenliber LLCI1-Tumorzellen haben, nicht jedoch gegeniiber den BI16/F10-
Tumorzellen (Abb. 5B).
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Abb. 5: Proliferations- und Zytotoxaktivitit nach Immunisierung
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(A) Proliferative Aktivitit der MZ und LKZ gegeniiber verschiedenen bestrahlten Stimulatorzellen. Die
MZ und LKZ wurden aus Maiusen gewonnen, die mit bestrahlten LLC1, DZ, DZ/LLCI1-Mischung,
DZ/LLC1-Lysat, HZ oder PBS als Kontrolle immunisiert wurden.

Als Target fir die MZ/LKZ dienten LLC1-Tumorzellen, DZ, DZ/LLCI1-Mischung, DZ/LLC1-Lysat, HZ
oder allogenen Lymphozyten (BALB/C). Die proliferative Aktivitdt wurde mittels [3H]-Thymidin-
Inkorporation nach drei Tagen in Kultur bestimmt. Die Graphik zeigt den Mittelwert + Standardabwei-

chung des Proliferationsindex (cpm des Testwertes/cpm der Kontrolle) aus jeweils 3 Kulturansitzen.
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(B) Zeigt die zytotoxische Kapazitit von T-Lymphozyten aus MZ und LKZ, die aus Mausen gewonnen
wurden, die wie oben beschrieben immunisiert wurden. Sie wurden gegen LLC1-Tumorzellen, syngenem
B16F10-Tumor als negative Kontrolle und allogenen BALB/C Lymphozyten in einem Effektor/Target-
Verhiltnis von 40:1 getestet. Dargestellt werden die Mittelwerte der prozentualen Lyse fiir die verschie-

denen Experimente + Standardabweichung.

5.2.3 Mikroarray und RT-PCR nach Immunisierung

Um die Zytokine zu untersuchen, die durch LLC1/DZ-Hybride reguliert werden, wurde
die zellulire RNA aus Blutproben von Maéusen isoliert, die vorher mit LLC1, DZ,
DZ/LLCI1-Mischung, DZ/LLCI1-Lysat, Hybriden oder PBS immunisiert worden waren.
Nach Isolation wurde die RNA mit reverser Transkriptase transkribiert und mit “com-
mon cytokine gene array* hybridisiert. Abb. 6 zeigt die Expression der Interferon-Alpha
Familie, Gen B, 1, 2,4, 5, 6, 7, 8 und 11 sowie Interleukin 2, 7, 13. Weiterhin weist sie
eine Expression des Maus-Stammzellfaktor (SZF), des Mastzellfaktor (MGF) Kit Li-
gand und des Mitgliedes der Tumornekrosefaktor-Superfamilie 13b auf. Alle wurden im
Vergleich zu den Kontrollen (LLC1, DZ und PBS), im Wesentlichen von Hybrid im-
munisierten Miusen exprimiert. Zur Normalisierung der Ergebnisse wurden sie mit den
Werten fiir B-Actin auf derselben Membran verglichen (Abb. 6).

Zur weiteren Bestétigung, der in der Mikroarray gewonnenen Daten, wurden die iibe-

rexpremierten Zytokinfamilien in semi-quantitativen RT-PCR untersucht. Bei den hyb-
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ridimmunisierten Méusen war, im Vergleich zu den Kontrollgruppen, die Alpha-
Interferonfamilie 2, 4, 7 und 11 sowie Interleukin 2, 7, 13 hoch reguliert (Abb. 7). Diese
Feststellung bestitigte die Ergebnisse der Mikroarray Untersuchungen.

Abb. 6: Microarray-Ergebnisse

..

Die Abb. zeigt einen Microarray-Ansatz (Mouse common cytokine gene arrays), der mit cDNA-Proben

durchgefiihrt wurde. Diese cDNA wurde aus Blutproben von Méuse extrahiert, die mit LLC1, DZ,
DZ/LLCI1-Mischung, DZ/LLCI1-Lysat, HZ oder PBS immunisiert worden waren. Die gemessenen Zyto-
kine aus den verschiedenen Proben sind unten aufgefiihrt:

1= B-Actin,

2= Tumornekrosefaktor Superfamilienmitglied 13b,

3= Interleukin 2, 7, 13 und auch Maus-Stammzellfaktor (SZF), Mastzell

Wachstumsfaktor (MGF) kit Ligand,

4= Interferon Alpha Familie, Gene B, 1,2,4,5,6,7, 8, und 11,

5= Transforming growth factor, beta 1 (Tgf p1),

6= Lymphotoxin B (Ltb),

7= Interleukin 16 (IL 16),

8= Protein Phosphat 1, katalytische Subeinheit, Alpha Isoform (Ppplca).
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Abb. 7: RT-PCR Bestitigung der Microarray-Ergebnisse
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Die mRNA-Spiegel jeder Zytokingruppe (IL-2, IL-7, IL-13, IFNa-2, IFNa-4 und IFNa-11), die in der
Microarray eine signifikante Regulation durch HZ zeigen, wurden mit der semiquantitativen reverse-
Transcriptase-PCR analysiert. Die Fiille an Zytokin-mRNA, in den mit LLC1, DZ, DZ/LLC1-Mischung,
DZ/LLC1-Lysat, HZ oder PBS immunisierten Proben wird im Verhéltnis zur B-Actin-Aktivitét dargestellt.

5.3 Ergebnisse der Tumorchallenge nach Immunisierung

Um zu zeigen, dass eine Immunisierung einen Einfluss auf das Tumorwachstum hat,
wurden syngene Mdiuse in Gruppen aufgeteilt und jeweils mit DZ, LLC1, Hybriden,
LLC1/DZ-Zellmischung, einer Mischung aus lysierten LLC1/DZ-Zellen oder PBS im-
munisiert. AnschlieBend fand eine Uberwachung des Tumorwachstum und der Uberle-
bensrate statt (Abb. 8A).

Diese in vivo ermittelten Daten korrespondierten mit den in vitro evaluierten Daten aus
dem Zytotox- und Proliferationstest, der die T-Zellfunktion der immunisierten Méause
28 Tage nach Tumorgabe zeigte. Zu diesem Zweck wurden alle Méduse nach Ablauf von
28 Tagen getdtet und ihre LKZ und MZ in Zytotox- und Proliferationstest untersucht
(Abb. 8B und C).
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Abb. 8: Hybridimmunisierung
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(A) Tumorwachstum von Méusen, die zweimal immunisiert wurden mit: PBS (@), bestrahlten LLC1 (O),
DZ (¥), DZ/LLC1-Mischung (V), DZ/LLC1-Lysat (w) oder HZ (o) und am zweiten Tag nach Immuni-
sierung subkutan mit LLC1-Tumor beimpft wurden. Danach wurde das Tumorwachstum kontinuierlich
bestimmt. Die Daten sind als durchschnittliches Tumorvolumen aus 10 Méusen + Standardabweichung

angegeben (* mit p<0.05 gegen PBS und LLC1; § p<0.05 gegen DZ).
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(B) Proliferative

Aktivitdt von MZ/LKZ als Reaktion auf verschiedene bestrahlte Stimulatorzellen.

MZ/LKZ wurden aus Méusen gewonnen, die mit bestrahlten LLC1, DZ, DZ/LLC1-Mischung, DZ/LLCI1-
Lysat, HZ oder PBS als Kontrolle immunisiert wurden. Die MZ/LKZ wurden ebenfalls mit LLCI1-
Tumorzellen, DZ, DC/LLC1-Mischung, DC/LLC1-Lysat, HZ oder allogenen BALB/c-Lymphozyten in

Kultur genommen. Die proliferative Aktivitdt wurde anhand der Thymidin-Inkorporation nach 3 Tagen in

Kultur bestimmt. Es sind die Mittelwerte aus drei Kulturansétzen als Proliferationsindex (Cpm des Test-

Well/Cpm der Kontrolle) + Standardabweichung dargestellt.
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(C) Zytotoxische Kapazitit der MZ/LKZ wurden gegen LLCI1-Zellen, syngenen B16/F10-Melanom-

Tumor und allogenen BALB/c-Lymphozyten, in einem Effektor/Target-Verhiltnis von 40:1 gemessen.

Bei den Mittelwerten der Lyse im Zytotoxtest handelte es sich um Mittelwerte aus 4 verschiedenen Expe-

rimenten.
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5.3.1 Ergebnisse des Tumorwachstums nach Immunisierung

Die Ergebnisse zeigten, dass alle Méause, die mit bestrahlten LLCI1-Zellen oder PBS
immunisiert wurden, ein Tumorwachstum in der ersten Woche aufwiesen und zu 60%
in den ersten 28 Tagen nach Tumorgabe starben (Abb. 8A). Bei den Miusen, die mit
DZ immunisiert wurden, zeigte sich eine leichte Abnahme des Tumorwachstums (9%),
wiéhrend bei den hybridimmunisierten Mdusen, der Tumor erst spiter zu wachsen be-
gann und eine signifikante Abnahme des Tumorwachstums um 23% zu verzeichnen war
( p<0.05 gegen PBS und LLC1; p<0.05 gegen DZ). Auch in der Uberlebenskurve zeig-
te sich ein deutlicher Vorteil bei den hybridimmunisierten Méausen. Dies wird durch die
Beobachtung einer vitaleren Aktivitdt der Mause der Hybridtherapiegruppe nach 28

Tagen unterstiitzt.

5.3.2 Analyse des Proliferationstests nach Tumorchallenge

Bei den Miusen die immunisiert und mit Tumor angeimpft wurden, war im Vergleich
zu Maiusen, die nur immunisiert wurden, nur eine leichte T-Zellreaktion festzustellen.
So lasst sich sagen, dass die Tumorinjektion bei Tieren, die mit LLC1, DZ, LLC1/DZ-
Mischung oder LLC1/DZ-Lysat immunisiert wurden, nicht in der Lage war, eine aus-

reichende T-Zell Proliferation gegen naive Tumorzellen zu induzieren (Abb. 8B).

5.3.3 Analyse des Zytotoxtests nach Tumorchallenge

Im Vergleich zum Proliferationstest zeigten mit HZ immunisierte LKZ und MZ im Zy-
totoxtest 40% DZ-spezifische Lyse gegeniiber LLC1-Zellen. Dem gegeniiber entwi-
ckelten T-Zellen von DZ-immunisierten Médusen 17% Lyse und T-Zellen von Mé&usen,
die nicht mit Tumor beimpft worden waren, entwickelten 5% Lyse (mit p<0.05 gegen

PBS und LLC1; p<0.05 gegen DZ siche Abb. 8C).
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5.4 In-vivo und in-vitro-Ergebnisse nach Vakzinierungstherapie

Um den Anti-Tumoreffekt der Hybrid-Vakzinierung auf subkutan wachsende Tumoren
zu untersuchen, wurden tumorbeimpfte Méuse mit bestrahlten LLC1, DZ, HZ, bestrahl-
ter DZ/LLC1-Mischung, bestrahltem DZ/LLC1-Lysat oder PBS am 7. und 14. Tag vak-

ziniert.

Abb. 9: Tumorwachstum, Zytotoxtest und Proliferation nach Hybrid Vakzinie-

rung
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(A) 7 Tage nach Tumoranimpfung mit LLC1-Tumorzellen, wurden die Méuse vakziniert mit: PBS (@),
bestrahlten LLC1 (O), DZ ('V), bestrahlter DZ/LLC1-Mischung (V), bestrahltem DZ/LLCI1-Lysat (m)
oder bestrahlten Hybriden (0). Das Tumorwachstum wird in jeder Gruppe von Miusen im viertigigen
Intervall untersucht. Die Daten sind dargestellt als durchschnittliches Tumorvolumen + Standardabwei-
chung aus 10 Méausen. *, p<0.05 gegen PBS und LLC1; f, p<0.05 gegen DZ; §, p<0.05 gegen DZ/LLCI-
Mischung, {1, p<0.05 gegen DZ/LLCI1-Lysat.
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(B) Proliferative Aktivitat der Lymphozyten (MZ/LKZ) als Reaktion auf verschiedene bestrahlte Stimula-
torzellen. MZ/LKZ werden gewonnen aus tumorbeimpften Méusen, die zuvor zweimal mit bestrahlten
LLCI, DZ, bestrahlter DZ/LLC1-Mischung, bestrahltem DC/LLCI1-Lysat, bestrahlten HZ oder PBS als
Kontrolle vakziniert wurden. MZ/LKZ wurden mit LLCI1-Tumorzellen, DZ, DZ/LLCI-Mischung,
DZ/LLCI1-Lysat, HZ oder mit allogenen (BALB/c) Lymphozyten kultiviert. Die proliferative Aktivitdt
wird durch die [*’H] Thymidininkorporation nach 3 Tagen in Kultur gemessen. Die Ergebnisse sind darge-
stellt als Mittelwerte aus drei Kulturansitzen, des Proliferationsindex (cpm des Tests Well/cpm der Kon-

trolle) + Standardabweichung.
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(C) Zytotoxische Kapazitit der Lymphozyten (MZ/LKZ) wurde getestet gegen LLC1-Zellen, syngene
B16/F10-Tumorzellen als Negativkontrolle und allogenen (BALB/C) Lymphozyten in einem Effek-
tor/Target-Verhéltnis von 40:1. MZ/LKZ wurden wie oben beschrieben gewonnen. Es sind die Mittelwer-

te aus vier verschiedenen Experimenten dargestellt.
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5.4.1 Ergebnisse des Tumorwachstums nach Vakzinierung

Wie die Abb. 9A zeigt, verfiigten Méduse, die nur mit DZ allein immunisiert worden
waren, liber keinen hoheren Schutz gegeniiber dem LLCI1-Tumor als die naiven, nur mit
PBS immunisierten, Mduse. Im Gegensatz hierzu konnte bei Tieren, die mit HZ immu-
nisiert wurden, eine Reduktion des Tumorwachstums um etwa 60% (mit p<0.05 gegen
PBS und LLC1) erreicht werden. Der protektive Effekt hielt dariiber hinaus ldnger an
(28 Tage). Die hybridimmunisierten Méduse wirkten subjektiv vitaler und es konnte ein

normaleres Fressverhalten beobachtet werden.

5.4.2 Analyse des Proliferationstests nach Vakzinierung
Wie erwartet zeigten T-Lymphozyten aus LKZ und MZ von HZ immunisierten Méuse

einen Anstieg der T-Zell-Proliferation gegeniiber allen Stimulatorzellreihen, wihrend

alle anderen Kontrollen sich als unzureichende Aktivatoren herausstellten (Abb. 9B).

5.4.3 Analyse des Zytotoxtests nach Vakzinierung
Im Zytotoxtest zeigten die T-Zellen der HZ-immunisierten Méuse gegeniiber den DZ-
immunisierten Mausen eine Rate an spezifischer Lyse von 65% (p<0.05 gegen DZ, sie-

he Abb. 9C) gegeniiber den Tumorzellen.

5.5 In-vivo und in-vitro-Ergebnisse nach adoptiver Therapie

Um das therapeutische Potential hybridstimulierter T-Zellen gegeniiber wachsenden
LLC1-Tumoren untersuchen zu koénnen, wurden MZ/LLKZ von DZ, HZ, DZ/LLCI1-
Mischung, DZ/LLC1-Lysat oder PBS immunisierten C57BL/6-Mause isoliert. Diese
Zellen wurden im Sinne einer adoptiven Therapie an Tag 4 und Tag 8 in die Schwanz-

vene injiziert.
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Abb. 10: Adoptive Therapie
A)
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(A) Maéuse, die LLC1 beimpft wurden, sind zuvor mit MZ/LKZ behandelt worden. Diese MZ/LKZ
stammen von Méusen, die mit PBS (@), bestrahlten LLC1 (O), DZ ('V), bestrahlter DZ/LLC1-Mischung
(), besthhltem DZ/LLCI1-Lysat (m) oder bestrahlten HZ (o) immunisiert wurden. Das Tumorwachstum
wird nach der Tumorbeimpfung kontinuierlich iiberwacht und gemessen. Die Daten sind als Mittelwerte
des Tumorvolumens + Standardabweichung von 10 Méusen dargestellt. *, p<0.05 gegen PBS und LLCI;
T, p<0.05 gegen DZ; §, p<0.05 gegen DZ/LLC1-Mischung, {1, p<0.05 gegen DZ/LLCI1-Lysat.

B)

(B) Reprisentativ ausgewihlte Milzen und Lymphknoten, die 28 Tage nach Tumorbeimpfung exzidiert

worden sind.
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(C) Zeigt die proliferative Aktivitit von MZ/LKZ, die aus tumorbeimpften Méusen gewonnen wurden,
die mit MZ/LKZ von immunisierten Méusen therapiert wurden. MZ/LKZ wurden ebenfalls mit LLCI
Tumorzellen, DZ, DZ/LLCI1-Mischung, DZ/LLC1-Lysat, HZ oder mit allogenen (BALB/C) MZ/LKZ
immunisiert. Die proliferative Aktivitit wurde durch die [*’H] Thymidininkorporation nach 3 Tagen in
Kultur gemessen. Die Ergebnisse sind dargestellt als Proliferationsindex (cpm des Tests Well/cpm der

Kontrolle) + Standardabweichung. Es handelt sich um Mittelwerte aus drei Kulturansitzen.
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(D) Zytotoxische Kapazitit der Lymphozyten (MZ/LKZ) wurde gegen LLCI1-Zellen, syngene B16/F10-
Tumorzellen als Negativkontrolle und allogenen (BALB/C) Lymphozyten in einem Effektor/Target Ver-
haltnis von 40:1 getestet. MZ/LKZ wurden wie oben beschrieben gewonnen. Dargestellt sind die Mittel-

werte aus vier verschiedenen Experimenten.
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5.5.1 Ergebnisse des Tumorwachstums nach adoptiver Therapie

In allen Gruppen begann das Tumorwachstum bereits am vierten Tag nach Tumorinjek-
tion (Abb. 10A). Bei den Méusen die T-Zellen gespritzt bekamen, die durch HZ akti-
viert worden waren, zeigte sich eine drastischer Riickgang des Tumorwachstums 12
Tage nach Tumorinjektion. So konnte bei diesen Mausen ein um 48% niedrigeres Tu-
morwachstum gezeigt werden. Dies steht im Vergleich zu 14% bei DZ, 18% bei
DZ/LLCI1-Mischung, 21% bei DZ/LLC1-Lysat immunisierten Méusen. Eine Verzoge-
rung des Tumorwachstums zwischen Tag 12 und Tag 28 mit durchschnittlich 51.1%
konnte beobachtet werden (Werte errechnet aus den Mittelwerten gegeniiber den Kon-
trollen mit p<0.05 gegen PBS und LLC1; p<0.05 gegen DZ; p<0.05 gegen DZ/LLCI1-
Mischung, p<0.05 gegen DZ/LLCI1-Lysat).

Bei der Aufbereitung der Milzen und Lymphknoten konnte eine deutliche Zunahme der
MilzgroBBe bei den Miusen beobachtet werden, welche mit Lymphozyten therapiert
wurden, die mit HZ stimuliert worden waren (Abb. 10B). Diese in vivo erhobenen Da-

ten wurden durch die in vitro gewonnenen Erkenntnisse bestétigt.

5.5.2 Analyse des Proliferationstests nach adoptiver Therapie

Wie Abb. 10C zeigt, haben T-Lymphozyten von Miusen, die mit MZ und LKZ von
HZ-immunisierten Mausen adoptiv behandelt worden waren, im Vergleich zu allen
Kontrollen, eine verbesserte proliferative Kapazitit gegeniiber allen Stimulatorzellen.

Es zeigt sich ein signifikanter Vorteil der Stimulation, der MZ und LKZ durch Hybride.

5.5.3 Analyse des Zytotoxtests nach adoptiver Therapie

Die spezifische zytotoxische Aktivitit, die durch Injektion von T-Lymphozyten hervor-
gerufen wurde, die aus mit Hybriden immunisierten Milz und Lymphknotenzellen ge-
wonnen wurden, war signifikant (um 50%) erhoht. Dies gilt im Vergleich zu allen an-
deren Gruppen, inklusive der nicht mit Tumor angeimpften, naiven T-Lymphozyten
(p<0.05 gegen PBS und LLCI; p<0.05 gegen DZ; p<0.05 gegen DZ/LLC1-Mischung,
p<0.05 gegen DZ/LLC1-Lysat siche Abb. 10D).
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5.6 Ergebnisse der Kombinationstherapie aus adoptiver Therapie und Vak-
zinierung

Wie Abb. 11A zeigt, fand sich bei den mit einer DZ-Kombinationstherapie behandelten
Maiusen kein wesentlich geringeres Tumorwachstum als bei den Méausen der LLC1-
Kontrollgruppe. Bemerkenswert war jedoch die frithe (16. Tag) Reduktion des Tumor-
wachstums, die bei den Mausen der Hybridkombinationstherapie-Gruppe beobachtet
werden konnte. Im Vergleich zur DZ-Kombinationstherapie fand sich eine Tumor-
wachstumsreduktion um 46%. Im Vergleich zur LLC1-Kontrolltherapie um betrug die-
se 57%. Die Tumorreduktion zeige sich iiber den gesamten Untersuchungszeitraum und
nahm mit der Zeit zu. Sie erreichte ein Maximum von 80% gegeniiber LLCI1-
Kontrolltherapie und von 77% gegeniiber DZ-Kombinationstherapie 28 Tage nach Tu-
morinjektion.

Uberdies nahm die Uberlebensrate der hybridtherapierten Miuse zu. 4 Wochen nach
Tumorbeimpfung hatte die Uberlebensrate von hybridtherapierten Méusen auf 81%
zugenommen. Im  Vergleich hierzu lag die Uberlebensrate der DZ-
Kombinationstherapie-Gruppe bei 33% und bei LLC1-Kontrolltherapiemausen bei 24%
(Abb. 11B). Dariiber hinaus war am 20. Tag bei 10 von 15 hybridkombinationsthera-
pierten Méausen ein Nekroseareal im Zentrum des subkutan wachsenden Tumors festzu-
stellen, welches bis zum Ende des Experimentes bestehen blieb. Alle angegebenen Pro-
zentzahlen wurden aus den durchschnittlichen Tumorvolumina von 10 Mausen mit

p<0,05 gegeniiber LLC1 und p<0,05 gegeniiber DZ bestimmt.

65



Abb. 11: Anti-Tumor Effekt der Hybrid-Kombinationstherapie
A)

6000
“_ —o— LLC1
€ 50001 |—©— Dz
E —v— Hybride ™)
S 4000 ~N
9
o
= 3000
= 2000
1000 S
0 y ' . ! . .
0 4 8 12 16 20 24 28
Zeit [Tagen]

(A) LLC1 Tumor tragende C57/BL6-Méuse wurden mit bestrahlten LLC1 Tumorzellen als Kontrolle
(@), DZ/LLC1 Kombination Therapie (O) oder Hybrid-Kombination Therapie () behandelt. Das Tu-
morvolumen wurde nach Tumorgabe alle 4 Tage gemessen. Die Daten sind als durchschnittliches Tu-
morvolumen + Standardabweichung von 10 Mausen mit * p<0,05 gegeniiber LLC1 und f p<0,05 gegen-

iiber DZ angegeben.
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(B) Uberlebensvorteil der mit kombinierter Immuntherapie behandelten Miuse nach 4 Tagen beste-

hendem LLC1 Tumor. Mit LLC1 behandelte Gruppe ( ® ), DZ-Kombinations-Therapie Gruppe (O) oder
Hybrid-Kombinations-Therapie Gruppe (v ).
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5.6.1 Analyse der FpvCT (Flat panel volumetric Computed Tomography)- Darstel-

lung nach Kombinationstherapie

Darstellung der Tumore

Um detaillierte Informationen iiber die Tumormorphologie und Metastasierung von
LLC1 tragenden Méusen zu erhalten, wurden nicht invasive hoch auflosende FpvCT
Untersuchungen durchgefiihrt. Sowohl die Tomographie, als auch die Kontrastmittelap-
plikation wurde sehr gut vertragen. Die Darstellung des Tumors zeigte eine Versorgung
des Tumors durch die Vena testicularis und eine ernsthafte Knochendestruktionen ent-
lang des Femur bis zum Kniegelenk. Bei den Maiusen, die mit DZ-
Kombinationstherapie behandelt wurden, zeigte sich ein dhnliches Bild. Hier infiltriert
das Tumorgewebe das Kniegelenk hauptsidchlich im Gebiet der proximalen Tibia, der
Fibula und des distalen Femur. Uberraschenderweise zeigten die Hybridtherapiemiuse
im Gegensatz hierzu eine normale Knochenstruktur (Abb. 12A, B, C).

Durch eine digitale Extraktion des Tumors konnte das Volumen bestimmt werden. Die
FpvCT-Abbildungen der Tumore der hybridtherapierten Mduse zeigten ein signifikant
niedrigeres Tumorvolumen. Das Tumorvolumen der hybridtherapierten Mause war mit
einem durchschnittlichen Volumen von 1,359ccm wesentlich kleiner als bei DZ-
kombinationstherapierten (6,33ccm) oder LLCI-therapierten Mausen (10,502ccm)
(Abb. 12D, E, F). Ferner konnten wir zusitzlich eine Zunahme des Milzvolumens der
hybridkombinationstherapierten Mausen gegeniiber den Kontrollgruppen feststellen. Im
Einzelnen betrug die MilzgroBe bei hybridkombinationstherapierten Méusen durch-
schnittlich 0,724ccm, bei DZ-kombinationstherapierten Méusen 0,259ccm und bei
LLC1-kontrolltherapierten Méusen 0,259ccm (Abb. 12G, H, I) Alle Angaben sind als
Mittelwert aus jeweils 10 M4usen mit p<0,5 gegeniiber DC und LLC dargestellt. Uber-
dies konnte ein relativ homogener Riickgang der Kontrastmittelanreicherung beobachtet
werden, was fiir eine gesteigerte lokale Population an T-Lymphozyten, welche eine

Tumorsuppression bewirken, sprechen kann.
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Abb. 12: Flach-Feld-Volumen-Computertomographie (flat panel volume CT=
FpvCT) Ergebnisse

Die Darstellung zeigt 3D-Angiographie-Bilder von Datensitzen, die mit dem FpvCT aufgenommen wor-
den sind. Es sind Ganzkorperaufnahmen der Mause nach Kontrastmittelgabe bei einer (A) mit bestrahlten
LLC1-Zellen behandelten Maus, (B) DZ-Kombinationstherapie Maus (C) Hybrid-Kombinationstherapie
Maus.

Die Primédrtumore wurden virtuell, halbautomatisch aus den Ganzkorperaufnahmen extrahiert, was die
Tumorvolumenbestimmung vereinfachte. Dargestellt sind die extrahierten Tumore nach (D) LLCI, (E)
DZ-Kombinationstherapie oder (F) Hybridkombinationstherapie. In allen iiberwachten Gruppen konnte
eine Splenomegalie (G) LLC1, (H) DZ-Kombinationstherapie oder (I) Hybridkombinationstherapie fest-

gestellt werden.
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Darstellung der Lungenmetastasierung

Beim LLC1-Tumor ist es bekannt, dass er in die Lungen metastasiert. Deshalb galt das
Interesse der Beobachtung, wie die Hybridkombinationstherapie nicht nur auf den Pri-
martumor, sondern auch auf die Fernmetastasen wirkte. Zu diesem Zweck wurde das
metastatische Wachstum in Méusen, die mit bestrahltem LLC1-Tumor, DZ- und Hyb-
ridkombinationstherapie behandelt wurden, iiberpriift. Dies geschah, indem zum einen
FpvCT-Untersuchungen der Lungen durchgefiihrt und zum anderen, nach abgeschlos-
sener Therapie Lungenschnitte mit H&E gefarbt wurden. Nahezu jede Lunge der Kon-
trolltiere enthielt zahlreiche metastatische Knoten. Die stirkste Reduktion der Metasta-
sierung wurde bei Mdusen gefunden, die mit Hybridkombinationstherapie behandelt
wurden. Diese Therapie reduzierte die Anzahl und die GroBe der Metastasen signifikant
(Abb. 13A). Die durchschnittliche MetastasengroBe war bei der Hybridkombinations-
therapie viel kleiner als bei den Kontrolltherapien. So betrug dieser Durchmesser bei der
Hybridkombinationstherapie 1,3mm, bei der DZ-Kombinationstherapie 2,2mm und bei
den LLC1 behandelten Méusen 2,7mm (Abb. 13B).

Es wurden représentativ die histologischen Eigenschaften von metastatischen Tumor-
knotchen in den Lungen von Méusen, die mit bestrahlten LLC1, DZ und Hybridtherapie
behandelt wurden, untersucht. Es wurde festgestellt, dass die Lungenschnitte bei den
Maiusen aus der Hybridkombinationstherapie-Gruppe weniger und kleinere Tumore
zeigten als bei Kontrolltherapieméusen (Abb. 13C). Die Auswertung der Lungenschnit-
te der Hybridkombinationstherapie zeigte eine signifikante Reduktion der metastati-

schen Knoten im Vergleich zu den Kontrollschnitten (Abb. 13D).
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Abb. 13: Analyse der Lungenmetastasierung mittels FpvCT und Histologie
A)

(A) Lungenmetastasenbestimmung mittels FpvCT bei tumortragenden C57/BL6-Méusen, die mit LLC1,
DZ-Kombinationstherapie oder Hybrid-Kombinationstherapie behandelt wurden. Das FpvCT- Scanning
wurde 28 Tage nach LLC1-Zellinjektion durchgefiihrt. Zusétzlich sind reprisentative axiale Aufnahmen
von Kontroll-Mauselungen nach LLC1, DZ-Kombinationstherapie dargestellt.
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(B) Die Ergebnisse wurden durch FpvCT als totale Anzahl an Tumorclustern pro Lunge quantifiziert.
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(C) Histologische Analyse H&E geférbter Schnitte des metastatischen Lungentumorgewebes, das nach
subkutaner Injektion von LLC1-Tumorzellen gewonnen wurde. Die Querschnitte zeigen die therapieab-
hingigen metastatischen Tumore in den Lungen bei Kontrolle, LLC1, DZ-Kombinationstherapie oder

Hybridkombinationstherapie
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(D) Anzahl der Tumorzellnester pro Lunge quantifiziert durch Auszéhlung.
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5.6.2 Histologische Ergebnisse nach der Kombinationstherapie

Bei den H&E geférbten Schnitten des LLC1-Tumors konnte ein merklicher Unterschied
zwischen den Tieren, die eine Hybridkombinationstherapie erhalten haben, und den
Kontrolltieren festgestellt werden (Abb. 14A, B, C). Im Zentrum der Tumore der hyb-
ridkombinationstherapierten Mause konnte eine erhdhte Anzahl an kleinen Zellen nach-
gewiesen werden, die sich in der TUNEL-Firbung als apoptotisch herausstellten. Bei
den Méusen der Kontrolltherapie und der DZ-Kombinationstherapie konnten, in Aufar-
beitungen des subkutanen Tumors, praktisch keine apoptotischen Zellen nachgewiesen
werden. Die Anzahl an Tumorzellen, die sich im Zustand der Apoptose befanden, waren
in der Gruppe der Hybridkombinationstherapie betrdchtlich erhoht (Abb. 14D, E, F).
Weiter konnte festgestellt werden, dass mehr CD3+-T-Zellen in den Tumoren, die mit
Hybridkombinationstherapie behandelt wurden, zu finden waren (Abb. 14G, H, I).

Bei den H&E gefarbten Lungenschnitten zeigte sich bei den hybridtherapierten Médusen
ein normales Lungengewebe mit wenigen kleinen metastatischen Tumoren im Ver-
gleich zu den Kontrolluntersuchungen (Abb. 15A, B, C). Zusétzlich war die Anzahl an
apoptotischen Zellen erhoht, wie die mikroskopischen Bilder der TUNEL-Farbungen
zeigten (Abb. 15D, E, F). Auch die CD3-Expression in den Lungenschnitten der Hyb-
ridtherapiegruppe war gesteigert (Abb. 15G, H, I). Eine gesteigerte Zelldichte konnte
bei den Milzschnitten der Hybridtherapiegruppe beobachtet werden (Abb. 16A, B, C),
bei gleichzeitigem deutlichen Uberwiegen der CD3+ Zellen (Abb. 16G, H, I). In den
Milzschnitten aller drei Gruppen konnten nur sehr selten apoptotische Zellen nachge-

wiesen werden (Abb. 16D, E, F).
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A bis C: 3um dicke, H&E-gefarbte Tumorschnitte von (A) LLC1, (B) DZ-Kombinationstherapie oder (C)
Hybridkombinationtherapie. D bis F: Farbung der Tumorschnitte mit “terminal transferase uridyl nick
end-labelling” (TUNEL). Abb. (D) LLCI, (E) DZ-Kombinationstherapie oder (F) Hybridkombinations-
therapie. Die Hybridkombinationstherapie-Gruppen-Tumorschnitte zeigten eine gesteigerte Zahl an apop-
totischen Zellen. G bis I: Die Tumorschnitte wurden mit CD3-T-Zell-Marker markiert. Die mit (G) LLC1,
(H) DZ-Kombinationstherapie oder (I) Hybridkombinationstherapie behandelten Gruppen zeigten in den

Tumorschnitten eine gesteigerte Zahl CD3-+ Zellen.
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Abb. 15: Histopathologischer Befund der Lungenmetastasierung nach Kombinati-

onstherapie
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A bis C: 3 pm dicke, H&E- gefarbte Lungenschnitte von (A) LLC1, (B) DZ- Kombinationstherapie oder
(C) Hybridkombinationstherapie. Hybridkombinationstherapiegruppen Lungenschnitte zeigten weniger
metastatische Tumore. D bis F: Die Lungenschnitte wurden mit TUNEL-Markern gefarbt (D) LLCI1, (E)
DZ-Kombinationstherapie oder (F) Hybridkombinationstherapie. Die Lungenmetastasen der Hybridkom-
binationstherapiegruppen zeigten eine gesteigerte Anzahl an apoptotischen Zellen. G bis I: Lungenschnit-
te gefirbt mit CD3 T-Lymphozytenmarkern (G) LLC1, (H) DZ-Kombinationstherapie oder (I) Hybrid-
kombinationstherapie. Die Gruppe der hybridkombinationstherapierten Tumore zeigten mehr CD3+-

Zellen
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A bis C: 3 um dicke H&E- gefirbte Milzschnitte von (A) LLCI, (B) DZ- Kombinationstherapie oder (C)
Hybridkombinationstherapie. Die Milzschnitte der Hybridkombinationstherapiegruppen zeigten eine
gesteigerte Zelldichte. D bis F: Die Milzschnitte wurden mit TUNEL Férbung gefarbt (D) LLCI1, (E) DZ-
Kombinationstherapie oder (F) Hybridkombinationstherapie. G bis I: Die Milzschnitte wurden geférbt mit
CD3-T-Zellmarkern (G) LLC1, (H) DZ-Kombinationstherapie oder (I) Hybridkombinationstherapie. Die
Milzschnitte der Hybridkombinationstherapiegruppen zeigten eine gesteigerte Zahl an CD3+-Zellen.

76



5.6.3 Analyse des Proliferationstests nach Kombinationstherapie

Um die Proliferationsfdhigkeit und die Induktion einer LLC1-spezifischen zytotoxi-
schen Reaktion durch T-Lymphozyten zu messen, wurden den therapierten Méusen
MZ/LKZ entnommen. Die MZ/LKZ aus jeder Therapiegruppe wurden an Tag 8, 11 und
28 gewonnen. Wie die Abb. 17 A, B und C zeigen, konnte bei den T-Lymphozyten, die
aus hybridtherapierten Mdusen gewonnen wurden, eine gesteigerte proliferative Kapazi-
tit gegeniliber LLC1, DZ und Hybridstimulation, mit deutlicher Betonung der Hybrid-

stimulation, festgestellt werden.

5.6.4 Analyse des Zytotoxtests nach der Kombinationstherapie

Die Induktion einer LLCl-spezifischen Zytotoxizitit wurde gegeniiber LLCI-
Tumorzellen, B16/F10-Zellen (alternativer Tumor) oder allogenen Lymphozyten von
BalbC-Maéusen getestet (Abb. 17D, E, F). Es zeigte sich lediglich eine zu vernachléssi-
gende Zytotoxizitdt gegeniiber LLC1- und B16/F10-Tumorzellen bei den T-Zellen der
Mause, die mit DZ-Kombination behandelt worden waren. Im Gegensatz hierzu téteten
die T-Lymphozyten, die von hybridtherapierten Méusen stammten, spezifisch LLCI1-

Tumorzellen und keine B16/F10-Tumorzellen.
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Abb. 17: Proliferations- und Zytotox-Testergebnisse der Kombinationstherapie
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A-C zeigen die proliferative Aktivitit von MZ und LKZ, die aus Mausen gewonnen wurden, die mit
LLC1, DZ-Kombinationstherapie oder Hybridkombinationstherapie behandelt wurden. MZ/LKZ wurden
zum einen mit LLC1 Tumorzellen, DZ, Hybriden oder allogenen Lymphozyten (Balb/c) in Kultur ge-
nommen. Die proliferative Aktivitit wurde iiber die [’H]Thymidininkorporation der MZ/LKZ bestimmt,
nach (A) der ersten Kombinationstherapie (Tag 8), (B) zweiten Boosterkombinationstherapie (Tag 11)
und (C) am Ende des Behandlungsprotokolls (Tag 28). Die Daten sind als Mittelwerte aus drei
Kulturansitzen + Standardabweichung des Proliferationsindex (cpm der Testwell/cpm der Kontrolle)

dargestellt.
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D-E zeigen die zytotoxischen Féahigkeiten der ZTL, die aus MZ/LKZ von Méusen gewonnen und die wie
oben beschrieben behandelt wurden. Die Messung erfolgte gegen LLC1-Zellen, syngene B16/F10-
Tumorzellen und allogene (BALB/c) Lymphozyten in einem Effektor/Target-Verhéltnis von 40:1. Die
durchschnittlichen Lysewerte aus vier verschiedenen Experimenten sind dargestellt fiir (D) die erste
Kombinationstherapie (Tag 8), (E) zweite Boosterkombinationstherapie (Tag 11) und (F) am Ende des
Behandlungsprotokolls (Tag 28).
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5.6.5 Die Aktivitiat der Lymphozyten-Proliferations- und Apoptose-Gene in RT-

PCR nach der Kombinationstherapie

Das Expressionsprofil der T-Zellproliferations- und Apoptosegene wurde mit semiquan-
titativen RT-PCR-Analysen bestimmt. Die m-RNA-Spiegel von ZTL-Aktivierungs-,
Differenzierungs- und Proliferationsgenen (CD28, ICOL, IL12b, TNFSFI13c,
TNFSF14) waren in Milzen von Tieren, die mit Hybridkombinationstherapie behandelt
worden waren, im Vergleich zu Milzen von DZ-Kombinationstherapie oder LLCI1-
Therapie-Mausen, hoch reguliert (Abb. 18A). Weiterhin waren ZTL-assoziierte, pro-
apoptotische Gene, wie z.B. Perforin, Granzym B, FAS, FASL, Caspase 8 und 3 in den
Tumorzellen von hybridtherapierten Miusen, im Vergleich zu Kontrollgruppentumoren,
hoch reguliert (Abb. 18B). Bei den Tieren der Hybridkombinationstherapiegruppe wur-
de das mit Typ 1 assoziierte Zytokin INF, nicht aber die mit Typ 2 assoziierten Zytoki-
ne IL-4, 5 und 10, gesteigert produziert (Abb. 18C). Die Expression der Gene wurde im
Vergleich zur Expression von GAPDH standardisiert.
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Abb. 18: Semiquantitative RT-PCR-Analyse

Dargestellt sind reprasentative semi-quantitative RT-PCR-Analysen von T-Lymphozyten-, Proliferations,

Aktivations- und Apoptosegenen und der mRNA-Level von jedem Gen.
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(A) T-Zell Proliferationsgene (CD28, ICOSL, IL-12b, TNFRSF13c, TNFSF13b, TNFSF14 und FASL in
der Milz.
(B) Apoptose Gene, Perforin, Granzym B, FAS, Caspase 8 und Caspase 3 im Tumor.
(C) IL4, IL5, IL10 und IFNy in der Milz. Die Auspriagung jedes mRNA-Genes ist relativ zur GAPDH
Ausprigung dargestellt. Es werden die Ergebnisse der LLC1-, DZ/LLC1-Kombinationstherapie und der
Hybridkombinationstherapie dargestellt.
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6 Diskussion

Aufgrund ihrer {iberragenden Féhigkeit, eine antigenspezifische Immunitédt hervorzuru-
fen, sind DZ eine hervorragende Basis fiir die Etablierung einer Immuntherapie gegen
Krebs [Nestle FO, 1998; Mayordomo JI, 1995].

Die Induktion einer Anti-Tumor-Immunitit durch DZ héngt vom Reifegrad der DZ ab
[Labeur MS, 1999]. Durch die Aktivierung der DZ wird die Reifung induziert, was zu
einer Abnahme der Antigenprozessierung und zu einer gesteigerten Expression von
MHC-Molekiilen und kostimulatorischer Faktoren fiihrt. Diese reiferen DZ sind in der
Lage in lymphatische Organe zu wandern, um Kontakt zu naiven T-Lymphozyten auf-
zunehmen und mit diesen zu interagieren. Obwohl sich ihre Apoptose in situ eher zu
schnell vollzieht, geben sie ihre Antigene an endogene unreife DZ weiter, was nachfol-
gend zu einer Verstiarkung der T-Zell-Reaktion fiihrt [Kleindienst P, 2003].

Mogliche Griinde einer erfolglosen Immunreaktion gegen Tumorgewebe sind insuffi-
zientes Antigenprozessing, die insuffiziente Antigenprédsentation von Tumorzellen, die
Reduktion von MHC-Molekiilen auf der Zelloberfliche und der Mangel an kostimulato-
rischen Signalen [Marincola FM, 1994; Restifo NP, 1996; Seliger B, 1996]. Zur Uber-
windung dieses Fehlers im Immunsystem sind viele Therapiestrategien entwickelt wor-
den. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass eine Therapie mit DZ, welche apopto-
tische Tumorzellen phagozytiert hatten, einen starken therapeutischen Einfluss auf tu-
mortragende Individuen hat. Dieser Effekt beruht sowohl auf der Stimulation durch
MHC-Klasse-II Molekiile als auch auf MHC-Klasse-I restringierten, zytotoxischen T-
Lymphozyten [Henry F, 1999].

Das einfache Mischen von DZ mit Tumorzellen stellte sich fiir die Induktion einer Anti-
tumorimmunitét als wenig effektiv heraus, da es nur eingeschrinkt zu einer Aufnahme
der Tumorantigene kam [Wang J, 1998]. Aktuelle Studien zeigen, dass die Fusion von
Tumorzellen mit DZ eine effizientere Methode ist, eine durch autologe T-Zellen vermit-
telte Immunantwort gegeniiber dem Tumor hervorzurufen, da mit der Fusion das geneti-
sche Material der Tumorzelle in die DZ eingeschleust werden kann. Bei der Fusion
kommt es {iber eine Zellverschmelzung zu einem kompletten Austausch der genetischen
Information und zu einer vollstindigen Présentation von sowohl exogenen als auch en-
dogenen Tumorantigenen. Die Funktionen der DZ bleiben vollstindig erhalten. Die Fu-

sion von Tumoren mit DZ verleiht nicht nur eine kurzweilige Immunitit, sondern sie
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stellt auch eine bleibende Quelle von Tumorantigenen dar, die in einem fiir die Prasen-
tation optimalen Zustand vorliegen [Kuriyama H, 2004]. Dieser Umstand erleichtert die
Bildung polyklonaler Effektor-Subpopulationen, die nicht nur auf ein Epitop des Tu-
morantigens reagieren, sondern ein breites Spektrum an Antigenen abdecken konnen
[Gong J, 1997]. Hybride konnen potenziell als Transporter fiir Tumorantigene dienen.
Hierzu miissen degenerierte Hybride von DZ oder Langerhanszellen durch Phagozytose

aufgenommen werden.

6.1 In vitro gewonnene Daten zeigen funktionsfihige Hybride

6.1.1 Durchflusszytometrische und fluoreszenzmikroskopische Daten bestitigen

eine erfolgreiche Fusion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestétigen, dass die hergestellten Hybride aus
DZ und den autologen wenig immunogenen LLC1-Tumorzellen die ganze funktionelle
Potenz von DZ aufweisen. Es konnten keine Hinweise gefunden werden, dass die Fusi-
on, entweder durch den Fusionsprozess bedingt oder durch die Integration der LLC1-
Zellen, irgendeinen schiadigenden oder gar toxischen Effekt auf die antigenprisentieren-
den und kostimulatorischen Eigenschaften des Fusions-Produktes hat. Die Bestimmung
des Phénotyps der Fusionszellen im Durchflusszytometer zeigte sowohl eine Expression
von MHC-Klasse-II Molekiilen, CD11c und B7.1 als auch eine Markierung mit dem
Membranmarker PKH-67, womit die LLC1-Tumorzellen vor der Fusion angefarbt wur-
den. Durch die Bestimmung der Rate an doppelpositiven Zellen konnte die Rate an
Hybriden bestimmt werden.

Mittels Fluoreszensmikroskop wurde die Fusion, durch eine Markierung mit PKH- 67
(LLC1) und PKH-26 (DZ), liberwacht. Wir konnten sowohl einfach positive DZ, LLC,
als auch doppelt positive Hybride beobachten. Auch lieBen sich morphologische Verén-
derungen beobachten: zunichst waren die Hybride unregelmafig mit beiden Farbstoffen
bedeckt, 24 Stunden spiter zeigten sie eine homogene Struktur. Zusitzlich konnten wir
nach der Fusion Kernpolymorphismen feststellen. All diese Beobachtungen bestitigen

die sehr gute Funktionsfahigkeit der verwendeten Methode.
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6.1.2 Bestitigung der T-Zellproliferation durch Hybride

Die Proliferation der Lymphozyten gegeniiber den Stimulatorzellen wurde nach jedem
Therapieabschnitt beurteilt und verglichen. Es konnte gezeigt werden, dafl die Stimula-
tion durch die Hybride in vitro den stirksten Wachstumsreiz fiir T-Lymphozyten dar-
stellt. Die hybridstimulierten T-Lymphozyten reagieren am stdrksten auf alle Wachs-
tumsstimuli, wobei der nach den Hybriden stirkste Stimulus von LLCI1-Tumorzellen
ausging. Dies impliziert, dass der Kontakt mit den DZ allein bereits eine Aktivierung
der T-Lymphozyten ausldst. Diese Aktivierung ist jedoch unspezifisch. Erst der Anti-
genkontakt in Form der LLC1-Zellen 16st eine spezifische Aktivierung aus. Weder der
DZ/LLC1-Mix, noch die Lysatbehandlung konnte eine stirkere Aktivierung oder Proli-
feration hervorrufen. Die Kontrollen (Lymphozyten, die vorher mit DZ, LLCI-
Tumorzellen, LLC1/DZ-Mischung, LLC1/DZ-Lysat oder PBS Immunisiert worden
waren) zeigten eine indifferente Proliferation gegeniiber allen Stimulatoren. Die Immu-
nisierung mit DZ/LLC1 Mischung oder DZ/LLC1 Lysat scheint eine leichte Proliferati-
on zu induzieren, die im Gegensatz zur durch Hybride hervorgerufenen Proliferation
gering ist.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Hybridstimulation gegeniiber den anderen Thera-
pieformen in der Induktion einer spezifischen T-Zell Proliferation deutlich iiberlegen
ist. Die durch Stimulation mit Hybriden hervorgerufene starke Proliferation tumorspezi-
fischer Lymphozyten bestitigt die Potenz unserer Hybride, eine signifikante Immunre-

aktion gegeniiber LLC1-Tumoren zu induzieren.

6.1.3 Hybrid-aktivierte T-Zellen zeigen im Zytotoxtest das grofite zytotoxische Po-

tenzial

Nur die hybridstimulierten T-Zellen waren in der Lage, effektiv native LLCI-
Tumorzellen zu lysieren. Die Spezifitit dieser Reaktion wird dadurch deutlich, dass die
T-Lymphozyten der hybridstimulierten Mause nur in der Lage sind LLC1-Tumorzellen
zu lysieren. Allogene B16/F10-Tumorzellen konnen nicht lysiert werden. Die als Posi-
tivkontrolle fungierenden allogenen Mauselymphozyten waren im Sinne einer ,,mixed
lymphocyte Reaktion* (MLR) in allen Gruppen in der Lage, eine zytotoxische Reaktion
auszuldsen. Die nach Vakzinierung entnommenen T-Zellen zeigen einen stirkeren zyto-
toxischen Effekt gegeniiber den LLCI1-Tumorzellen als gegeniiber den allogenen

BALBc MZ und LKZ. Eine weitere Beobachtung zeigt, dass in den tumortragenden,
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nicht hybridimmunisierten Tieren, die Reaktion gegeniiber allogenen BALBc-T-Zellen
abnimmt. Dies deutet auf tumorinduzierte Immundefizienz hin. Dass dieser Umstand
nicht in den hybridimmunisierten Méusen zu beobachten war, ist ein Hinweis flir die

Uberwindung der tumorinduzierten Immundefizienz durch eine Injektion mit Hybriden.

6.2 Unterschiedlicher Erfolg der Therapieverfahren in vivo

In unseren Untersuchungen haben wir die Anti-Tumor-Wirkung, die durch Hybride
induziert wird, auf vier verschiedenen Wegen iiberpriift: Sie umfassen die protektive
Immunisierung, die Vakzinierung, die adoptive Therapie mit hybridaktivierten Lym-

phozyten und eine Kombination aus Hybridtherapie und adoptiver Therapie.

6.2.1 Immunisierung lost Anti-Tumor-Immunitit aus

In der Tiergruppe, die zum Ziel der Tumorprotektion mit Hybriden immunisiert wurde,
stellten wir unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten und unterschiedliche Tu-
morgrofien fest. Nur die mit Hybriden immunisierten Méuse entwickelten teilweise eine
Schutzimmunitét gegeniiber der Animpfung von LLC1-Tumoren. Dies korrespondiert
mit der verstirkten proliferativen und zytotoxischen Aktivitit von T-Lymphozyten in
vitro, welche aus Hybrid-immunisierten Méusen gewonnen und gegen naive LLCI-
Tumorzellen getestet wurden. Begleitet wurde die Immunantwort von einer gesteigerten
Genexpression einiger Mitglieder der Interferon-Alpha-Familie (Gene B, 1, 2, 4, 5, 6, 7,
8 und 11), der TNF-Superfamilie 13 und Interleukin 2, 7 und 13 im Blut von HZ-
immunisierten Miusen. Wir konnten diese Ergebnisse in unabhéngigen RT-PCR Analy-
sen bestitigen. Im Gegensatz zeigten Tiere, die mit LLC1, DZ, DZ/LLC1 Mischung,
DZ/LLC1 Lysat und PBS immunisiert wurden, keine ausreichende T-Zell vermittelte
Antitumoraktivitit gegeniiber LLC1-Tumorzellen. Die Lymphozyten, die von hybrid-
immunisierten Méusen stammten, zeigten keine Varianz in ihrer proliferativen und zy-
totoxischen Kapazitit, im Vergleich zu den Ergebnissen der Kontrollgruppen. Diese
Feststellung legt nahe, dass eine maximale Aktivation der einzelnen Lymphozyten
durch die Hybridstimulation hervorgerufen werden konnte. Dariiber hinaus ist von einer
vollstdndigen Aktivation aller T-Zellen auszugehen. Die T-Zellen sind also nicht nur

quantitativ sondern auch qualitativ voll aktiviert.

85



6.2.2 Vakzinierung bewirkt verringertes Tumorwachstum

In vorangegangenen Studien therapeutischer Vakzinierungen mit Tumorextrakten wur-
de eine Verzogerung der Sterblichkeit auch nach der Immunisierung mit nicht Tumor-
antigen gepulsten DZ beobachtet. Dieser Effekt wird durch die Induktion von spezifi-
schen CD8+-T-Zellen hervorgerufen [Yang S, 1997]. Wir konnten in unseren Experi-
menten eine durch HZ-Vakzinierung bedingte, lang wirksame, deutliche Reduktion des
Tumorwachstums dokumentieren. Im Vergleich dazu fand sich ein geringerer Effekt der
Vakzinierung mit nicht tumorbeladenen DZ oder mit Tumorlysat beladenen, aber nicht
fusionierten DZ. Dies bestitigt die von Shimizu et.al.. beschriebenen Resultate von Ver-
suchen mit therapeutischen Vakzinen [Shimizu K, 2004].

Die protektive Immunitét gegeniiber LLC1-Tumoranimpfung, die durch die vorherge-
gangene Immunisierung mit HZ ausgeldst wird, ist moglicherweise abhéngig von der
injizierten Menge an Tumorzellen. Dieser Umstand konnte die unterschiedlichen Er-
gebnisse des Immunisierungs- und des Vakzinierungstherapieansatzes erklaren. Es ist
bereits bekannt, dass reife DZ weniger aktiv Antigene prozessieren und dafiir ihre T-
Zellaktivierungsfahigkeit stiarker ausgeprigt ist [Labeur MS, 1999]. Diese Eigenschaft
konnte sich als vorteilhaft erweisen, wenn es um das Eindringen in die T-Zellregionen
nach dem ersten Antigenkontakt (bei der Booster Injektion) geht. Die zusétzliche Fa-
higkeit der Aufnahme von Tumorantigenen und deren Prisentation, gegeniiber nicht
aktivierten oder nur durch autologe DZ aktivierten T-Zellen in vivo, stellt eine Alterna-
tive dar. Die festgestellte Kapazitdt der HZ, Tumorantigene zu prozessieren und zu pra-
sentieren, wurde auch durch die Feststellung bestitigt, dass eine Vakzinierung eine spe-
zifische Aktivierung von ZTL gegen LLC1 Tumorzellen in vitro hervorruft.

Auch in der Uberlebenskurve zeigt sich ein deutlicher Vorteil fiir die hybridvakzinierten
Miuse. Diese hatten eine Uberlebenswahrscheinlichkeit von 81 % gegeniiber 24% bei
LLC1 Kontrolltherapieméusen, bzw. 33% gegeniiber DZ-Kombinationstherapieméusen

(p<0.05 gegen LLC1 und p<0.05 gegen DZ/LLC1-Mischung).

6.2.3 Adoptive Therapie zeigt deutlich stirkeren Anti-Tumor-Effekt

Der adoptive Transfer von durch HZ-aktivierten T-Zellen verbessert, im Vergleich zu
T-Zellen anderer Herkunft, die therapeutische Effektivitit gegeniiber einem bereits
wachsenden Tumor. Es fand sich ein deutlich reduziertes Tumorwachstum mit durch-

schnittlich 48 % im Vergleich zur Kontrolle mit PBS Injektionen (mit p<0,05). Die be-
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obachtete hohere Zytotoxizitdt gegeniiber naivem LLC1-Tumor wurde durch die h6here
Zahl der murinen T-Zellen hervorgerufen, die zuvor durch die adoptive Therapie akti-
viert worden waren. Die Beobachtung von MilzvergroBerungen legt eine gesteigerte
Population von tumorsupressorischen T-Lymphozyten nahe. Dies konnten wir in unse-
ren histologischen Analysen der hypertrophierten Milzen bestatigen. Sowohl die drasti-
sche Hypertrophie [Kjaergaard J, 2003], als auch die therapeutische Effizienz einer a-
doptiven T-Zell-Therapie, gegeniiber etablierten, soliden Tumoren [Wang J, 1998], wird
bereits durch verdffentlichte Ergebnisse postuliert. Eine mogliche Ursache der fehlen-
den Uberlegenheit der HZ-Vakzinierung gegeniiber der adoptiven Therapie konnte sein,
dass die erforderliche Zahl an HZ den Lymphknoten nicht erreicht oder dass ihre Halb-
wertszeit zu gering ist [Morse MA, 1999]. Die toxischen Effekte gegeniiber den Tumor-
zellen basieren hauptsidchlich auf CD8+-T-Lymphozyten. Aber auch CD4+-T-Zellen
und natiirliche Killerzellen (NK) scheinen bei den zytotoxischen Vorgingen eine Rolle
zu spielen. Frithere Studien unterstiitzen diese Beobachtungen durch die Feststellung,
dass durch die Eliminierung von CD4+- oder CD8+-Wirts T-Zellen, die Funktion der
Hybride aufgehoben wird [Kjaergaard J, 2003]. Die Aktivierung der NK durch HZ wird
wahrscheinlich eher durch CD4+-Zellen als direkt durch DZ vermittelt. NK die als Be-
standteil der angeborenen Abwehr auf das Fehlen von MHC-Molekiilen reagieren
(,,missing-self-Hypothese*“) werden hierbei durch Zellmediatoren aktiviert, die von
CDA4+-Zellen sezerniert werden [Kldrre K, 1985]. Eine Interaktion von CD40-Ligand
mit T-Zellen und von CD40 mit DZ kann eine IL-15 Produktion bei den DZ induzieren.
Moglicherweise kann dieser Umstand zur Unterstiitzung einer Therapie mit adoptiv
gegebenen ZTL oder zur Verbesserung einer vorhandenen natiirlichen Abwehrreaktion
genutzt werden.

Wenn man die verschiedenen bisher untersuchten Tumorimmuntherapien betrachtet,
kann man zu dem Schluss kommen, dass die Tumorzellen selbst oder tumorinfiltrierte
Lymphozyten (TIL) in der Lage sind, eine Ausschiittung von immunsuppressiven Fak-
toren hervorzurufen. In Frage kommen hier Transforming-Growth-Faktor-beta-1 (TGF-
B1), Interleukin-10 (IL10) und Prostaglandin E2 (PGE2), welche einen inaktivierenden
Einfluss auf die T- und NK- Zellen des Wirtes haben [Henry F, 1999]. Im Gegensatz
hierzu scheinen fusionierte Zellen keinen immunsuppressiven Einfluss zu haben [Tana-
ka H, 2002]. Dariiber hinaus kann IL-12 benutzt werden, um eine Vakzinierung zu un-
terstiitzen [Hayashi T, 2002]. Wenn die suppressiven Zellen fehlen, kann die immuno-

logische Aktivitdt der CD8+-T-Zellen ansteigen und in der Lage sein, den Tumor abzu-
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stoBen [Terabe M, 2003]. All diese Feststellungen legen nahe, dass die Vakzinierung
mit Hybriden die immunosuppressorischen Faktoren soweit reduziert, dass es zu einem

Anstieg von ZTL kommt und diese eine aktive Tumorabwehrreaktion hervorrufen.

6.2.4 Kombination aus Adoptiver Therapie und Vakzination hat den grofiten Er-
folg

Die Wirksamkeit der Vakzinierung mit Hybriden aus Tumorzellen und dendritischen
Zellen oder der adoptiven Gabe von aktivierten T-Lymphozyten hat bisher die meisten
Erwartungen nicht erfiillt [Kawada M, 2003; Wang J, 1998].

In der vorliegenden Schrift kann die hohe Wirksamkeit der Kombination aus wiederhol-
ter Hybridvakzinierung, gefolgt von adoptivem Transfer von hybridstimulierten T-
Lymphozyten gezeigt werden. Diese flihrt zu einem hoch effektiven und persistierenden
Schutz vor Tumorwachstum. Im Vergleich mit den DZ oder LLC1-Zellvakzinierungen
im selben Tumormodell kann eine Verlangsamung des Tumorwachstums um 83%
(p<0,05 gegeniiber LLC1 und p<0,05 gegeniiber DZ) erzielt und die Uberlebensrate
ungefdhr verdreifacht werden. Das Ausstreuen von Tumormetastasen durch das LLC1
Karzinom, kann durch die Kombinationstherapie signifikant (70% mit p<0,05 gegen-
tiber LLC1 und p<0,05 gegeniiber DZ) verhindert werden.

Die Kombinationstherapie scheint ein giinstiges, anhaltendes Umfeld fiir die Vermeh-
rung von tumorspezifischen, zytotoxischen T-Lymphozyten zu schaffen. Dies stimmt
mit den FErgebnissen iiberein, die eine Uberexpression von Idslichen T-
Zellwachstumsfaktoren und proinflammtorischen Mediatoren (IL-2, IL-7, TNF-o und
IFN-a) bei kombinationstherapierten Mausen zeigten.

Die funktionelle Einschrankung einer alleinigen adoptiven T-Zelltherapie ist durch de-
ren limitierte Expansionsfahigkeit in vivo, die herabgesetzte Funktion in vivo, die ver-
kiirzte Uberlebensspanne der T-Zellen und die hiufig beobachtete ineffiziente Invasion
am Zielort bedingt [Foster AE, 2006; Knutson KL, 2002]. Die Uberlebensspanne ist
durch den programmierten Zelltod der gegebenen ZTL limitiert. Aullerdem wird die
Féhigkeit der ZTL Tumore zu zerstoren herabsetzt [Snyder JT, 2003]. DZ-
Tumorzellhybride besitzen nicht nur Eigenschaften der DZ, sondern stellen auch eine
bleibende Quelle an endogenen Tumorantigenen dar [Kuriyama H, 2004]. Dieser Um-
stand erleichtert die Einbeziehung polyklonaler Effektor-Subpopulationen in die Reak-

tion, nicht nur gegeniiber einzelner Determinanten, sondern auch gegeniiber einem mog-

88



lichst breiten Spektrum an Tumor Epitopen [Gong J, 1997]. Die bekannte Féhigkeit
reifer DZ T-Zellen stirker zu aktivieren spielt eine wichtige Rolle beim ,,Boostering*
nach dem ersten Antigenkontakt. Infolgedessen wird angenommen, dass die Wiederho-
lung der Kombinationstherapie die Expansion und die Polyklonalitit sowohl der trans-
ferierten, als auch der vor Ort aktivierten tumorspezifischen T-Zellen in vivo steigert.
So kdnnte es zu einer Bildung von zytotoxischen Gedichtniszellen kommen. Folglich
stellt unsere Kombinationstherapie eine Mdoglichkeit dar, alle oben genannten Schwie-
rigkeiten zu iiberwinden. Sie ist in der Lage, die Probleme die sowohl mit der Vakzina-
tionstherapie, als auch mit der adoptiven Therapie verbunden sind, zu 16sen.

Diese Hypothese wird durch die Beobachtung des Anstieges der CD3+-Zellen in den
Tumoren, in den metastatischen Lasionen und in den Milzen der Miuse unterstiitzt.
Dass die Expansion und Aktivation der T-Zellen dem Tumor gegeniiber zielgerichtet
war, konnte in Proliferations- und Zytotoxversuchen eindrucksvoll demonstriert wer-
den. Hier zeigten die T-Zellen eine gegeniiber dem Tumor deutlich selektive Aktivitit.
Wir schlieBen aus unseren Experimenten, dass die effektivsten T-Zellpopulationen jene
sind, welche sowohl ZTL als auch TH beinhalten. Es ist nicht iiberraschend, dass die
stiarkste Reaktion bei der Hybridkombinationstherapie gemessen werden konnte. Ande-
rerseits kann gezeigt werden, dass eine Vakzinierung die Bildung regulatorischer T-
Zellen und das so genannte ,,Tumor-Trafficking* fordert, statt die selektive Funktion der
gegen den Tumor gerichteten Zellen zu verbessern [Zhou G, 2006]. Tumore sind in der
Lage, DZ in TGF-Beta-exprimierende unreife DZ zu konvertieren. Diese vermitteln
eine Proliferation von CD8+-, CCR7+-, IL-10+- sowie regulatorischen-T-Zellen [Ghi-
ringhelli F, 2005]. Dieses Phinomen liefert eine mogliche Erklarung fiir unsere Feststel-
lung unterschiedlicher, apoptotischer Raten zwischen Primédrtumor und Metastase. Das
wird durch die Beobachtung einer vermehrten Anwesenheit von regulatorischen T-
Zellen in den Tumorldsionen von Patienten bestitigt [ Viguier M, 2004]. Trotzdem redu-
ziert die Hybridkombinationstherapie die Lungenmetastasierung signifikant und wird
von einem leichten Anstieg der Apoptose und der T-Zellinfitration des Tumorgewebes
begleitet. Obwohl zuvor angenommen wurde, dall Fusionszellen therapeutisch effektiv
gegeniiber Lungenmetastasen wéren, ist dies nur fiir die Fusion mit genetisch modifi-
zierten Tumorzellen beschrieben [Cao X, 1999; Wei Y, 2006].

In der vorliegenden Schrift wird es als wahrscheinlich betrachtet, dass die Steigerung
der kostimulatorischen Molekiile auf die zirkulierenden Effektor-Zellen (TH, ZTL, B-
Zellen, DZ, Makrophagen etc.), inklusive der Mitglieder der B7 Familie (ICOS-Ligand,
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CD28) und der TNF/TNFR Familie (TNFSF13a, TNFSF13b, TNFSF14 und FASL) zur
Eradikation sowohl des Primédrtumors, als auch der Metastasen beitrigt.

Demnach hat das kurze ,,priming* und die addquate T-Zellaktivierung durch Hybride
dazu beigetragen, den durch Aktivierung induzierten Zelltod (Aktivation Induced Cell
Death / AICD) der T-Zellen im spéten Stadium zu verhindern.

Beziiglich der Rolle der hohen Expression von CD28 nehmen wir an, dass es die TZR-
vermittelte Aktivierung und Proliferation steigert und ICOS zur Feinabstimmung der
Effektor-T-Zell-Differenzierung anregt [Coyle AJ, 2000; Sharpe AH, 2002; Berkel ME
van, 2006]. Es wird angenommen, dass die Hochregulation von ,,Inducible costimula-
tors* (ICOS) und CD28 bestehende Anti-Tumorreaktionen des Immunsystems boostert.
Interessanterweise fiihrt die Beteiligung sowohl von ICOS als auch von CD28 mit ihren
Liganden gleichzeitig zu einer Steigerung von IFN-y, nicht jedoch von IL-10 (Abb. 7).
Beide Vorginge fiihren zu einer Aktivierung von TH1-Zellen in vakzinierten, tumortra-
genden Miusen.

Die Effektor-ZTL bendtigen zur Aktivierung TH-Zellen und das von TH-Zellen sezer-
nierte IL2. Dariiber hinaus fordern sie die Proliferation von regulatorischen T-Zellen
und deren Suppression [Antony PA, 2005]. Umgekehrt 10st ein gesteigerter Spiegel an
Mediatoren der TNF-Super-Familie eine verstirkte T-Zell-Aktivtierung aus und sendet
so genannte ,,Homing-Signale“. Dies initiiert zytolytische Reaktionen und eine Sup-
pression von regulatorischen T-Zellen. Dass ZTL eine entscheidende Rolle bei der Tu-
morregression in vivo wahrnehmen ist unbestritten. Die genaue Zusammensetzung der
T-Zellsubpopulationen ist jedoch genauso wichtig fiir den therapeutischen Einsatz in
vivo und wurde noch nicht abschlieBend identifiziert. In vorangegangenen Studien wur-
den zwei Hauptwege etabliert, mit denen ZTL in der Lage sind, Zellen zu lysieren. Die-
se beruhen zum einen auf Perforin zum anderen auf FASL [Berke G, 1997; Lowin B,
1994]. Ein gesteigerter [FN-y Spiegel bei den kombinationstherapierten Tieren verstérkt
die Reaktion der Typl- und Typ2-CD8+-T-Zellen. Typl-T-Zellen sezernieren haupt-
sdachlich INF-y und toten Zellen entweder auf einem Perforin oder FAS-vermittelten
Weg. Typ2-CD8+ T-Zellen sezernieren vorzugsweise 1L4, ILS und IL10 und toten auf
einem Perforin-vermittelten Weg [Coyle AJ, 2000; Watts TH, 2005]. Diese Annahme
wird unterstiitzt durch die Erhohung der Apoptoserate im Primértumor und den Metas-
tasen. Die Induktion der Produktion von FAS/FASL, Caspase-3 und Caspase-8 durch
die Hybridtherapie von LLCI-tragenden Maiusen, spielt nach den vorliegenden Er-

kenntnissen eine entscheidende Rolle bei der Apoptose.
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Fiir einige Miusetumore konnte gezeigt werden, dass sie gegeniiber FASL-vermittelter
Lyse in vitro resistent sind. Dieser Umstand macht es unwahrscheinlich, dass dieser
lytische Mechanismus einen wichtigen Weg zur Tumorelimination in vivo darstellt
[Broek ME van den, 1996]. Die fehlende Ubereinstimmung mit unseren Untersuchun-
gen in diesem Punkt ist den Hybriden aus DZ und Tumorzellen zu zuschreiben. Fiir DZ,
die mit FASL-exprimierenden Tumoren zusammen in Kultur genommen wurden, konn-
te gezeigt werden, dass sie eine tumorspezifische Immunantwort in vivo auslosen. Dar-
aus kann gefolgert werden, dass die DZ wéhrend des FAS/FASL-vermittelten DZ-
Tumorzellkontaktes Tumorantigene erwerben [Tada Y, 2002]. Die FAS- und FASL-
Expression kann durch Zytokine (z.B. IFN-y und TNF-a) oder durch Aktivierung der
Lymphozyten induziert werden, Die notwendigen Lymphozyten sind im in-vivo-Milieu
von hybridtherapierten, wenig immunogenen Karzinomen vorhanden.

Die Hybridkombinationstherapie verursacht eine Apoptose des Zieltumors hauptsidch-
lich auf einem FAS/FASL-vermittelten Weg. Die gesteigerte Expression von
FAS/FASL bedingt eine starke Interaktion von ZTL und Tumorzellen. Diese rufen eine
FAS-vermittelte Steigerung der Bildung des FADD-(FAS-Associated Death Domain)
Adapterproteins hervor. Aus FAS und FADD wird dann der so genannte ,,death indu-
cing signaling complex* gebildet, der Caspase 8 aktiviert, was die Aktivierung der
nachgeschalteten Caspasen -3, -6, -7 bedingt. All diese Caspasen ergénzen und fordern
sich in ihrer apoptotischen Wirkung (Abb. 19).

Es konnte gezeigt werden, dass eine Hybridkombinationstherapie bestehend aus wie-
derholten Vakzinierungen und adoptiver T-Zell-Therapie die stirkste wachstumshem-
mende Wirkung auf einen bereits etablierten Primirtumor und dessen Metastasen hat.
Der therapeutische Effekt wurde begleitet von einer gesteigerten T-Helferzellmenge und
einer Aktivierung von ZTL- und FAS- vermittelter Apoptose.

Eine Kombinationstherapie aus Hybriden und adoptivem T-Zelltransfer kann, auch in
der Konsolidierungstherapie, nach Chemotherapie oder nach chirurgischer Tumorreduk-
tion der primdren Tumormasse, beim Menschen effektiv sein. Nicht selten kommt es
nach klinischer Remission und ohne histologischen Nachweis von Tumorzellen zu ei-
nem Rezidiv. Dieser Umstand, der auch als minimale Resterkrankung bezeichnet wird,

ist eine potentielle Indikation fiir eine weiterfithrende immunologische Tumortherapie.
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Abb. 19: Schematische Darstellung der bei der Kombinationstherapie fiir die Tu-

morsuppression verantwortlichen Mechanismen
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DZ von C57/BL6-Méusen wurden mit LLC1-Tumorzellen fusioniert, um Hybride zu generieren. Méuse,
die zuvor den LLC1-Tumor gespritzt bekamen, wurden mit einer Hybridkombinationstherapie behandelt.
Nach der Hybridkombinationstherapie fand ein in vivo ,signaling* iiber Botenstoffe zwischen Hybriden
und T-Lymphozyten statt, was zu einer Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von ZTL fiihrte.
Mehrere T-lymphozytirer Aktivations-, Differenzierungs- und Proliferationsmarker (wie CD28, 1L12b,
ICOSL, TNFRSF13c, TNFSF 13b und TNFSF14) waren gesteigert. Die aktivierten ZTL wanderten zum
Zieltumor und 16sten, durch Induktion von Apoptose, eine Anti-Tumor- Reaktion aus. Fiir ZTL konnte

gezeigt werden, dass sie auf Granzym/Perforin oder FAS/FASL vermitteltem Weg, abhédngig von der in-

vivo-Umgebung, eine Apoptose des Tumors ausldsen.
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6.3 Potenzielle Fehlerquellen

Zur Reduktion der auftretenden Fehler haben wir alle beeinflussbaren Faktoren durch
sorgfaltiges Arbeiten, Randomisierung, Standardisierung und objektive Messverfahren,
soweit moglich, eliminiert.

Nicht von uns beeinflussbar war die tumorbedingte Totung der Tiere aus ethischen
Griinden. So konnten keine Beobachtungen lénger als 28 Tage stattfinden. Deshalb
kann in diesem Experiment zwar eine Aussage dariiber getroffen werden, dass die
Mause signifikant langer tiberlebt haben. Was jedoch nicht beurteilt werden kann ist das
evtl. Auftreten von Residuen, die Uberlebensrate der Miuse, ob eine Restututio ad in-

tegrum eingetreten wére und wie bei einem Rezidiv der Therapieerfolg gewesen wiére.

6.4 Ausblick

In zukiinftigen Untersuchungen soll zunéchst ein humaner Tumor in einem so genann-
ten ,,NOD/SCID-Mouse“-Modell (Nonobese diabetic/severe combined immunodefi-
ciency) untersucht werden. Bei diesem Modell wird den immundefizienten NOD/SCID-
Maiusen ein humanes Immunsystem adoptiv transferiert. Die so behandelten Méuse
werden dann als human rekonstituierte Méuse bezeichnet und bieten die Moglichkeit, in
einer Maus das humane Immunsystem gegeniiber einem humanen Tumor zu testen.
Hierzu bekommen die Méuse eine Tumoranimpfung mit einem humanen Tumor.

Logische Folge dieser Experimente wire, bei ausreichendem Erfolg, diese Therapiever-
suche am Menschen fortzusetzen. Das Ziel solcher Therapieversuche ist die Etablierung
einer beim Menschen anwendbaren immunologischen Therapie von malignen Tumoren.
Zur Generierung ausreichender Zellzahlen von T-Lymphozyten und DZ muss evtl. auf

humane Stammzellen zuriickgegriffen werden.
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7 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, ob und welchen therapeutischen Effekt eine The-
rapie von malignen Tumoren mit Hybriden aus dendritischen Zellen und Tumorzellen,
am Beispiel des Lewis-Lung-Karzinoms (LLC1) der C57/BL6 Maiuse, aufweist.

Zur Fusion wurde eine Kombination aus Polyethylenglycol- und Elektroporationsfusion
verwendet. Die Effizienz der Fusion wurde mittels DurchfluBzytometrie und Fluores-
zensmikroskopie kontrolliert. In der DurchfluBzytometrie fanden sich Fusionsraten von
50%, in der Fluoreszenzmikroskopie konnte die Fusionsprodukte quantitativ und quali-
tativ beurteilt werden.

Die Eigenschaften der Hybride wurden in vivo und in vitro untersucht. Die Stimulati-
onsfahigkeit der HZ wurde sowohl in Proliferations- und Zytotoxizititstests als auch in
Immunisierungs-, Vakzinierungs-, Adoptiv- und Kombinationstherapieversuchen aus
Vakzinierung und adoptiver Therapie untersucht. Das Tumorwachstum und das Me-
tastasierungsverhalten wurde zum einen bildgebend mittels FpvCT und zum anderen
post mortem mittels Histologie analysiert. Die Expression von Genen, die fiir Mediato-
ren der immunologischen Aktivierung und der Apoptose codieren, wurden mittels Mic-
roarray und RT-PCR iiberwacht.

Wihrend die Immunisierung mit Hybriden lediglich zu einer 23%igen Reduktion des
Tumorwachstums filihrte, waren die adoptive Therapie mit 48% Tumorreduktion oder
die Vakzinierungstherapie mit 60% Tumorreduktion wesentlich erfolgreicher. Der beste
therapeutische Effekt zeigte sich bei der Kombination aus adoptiver Therapie und Vak-
zinierung mit 80% Reduktion des Tumorwachstums (alle angegebenen Prozentzahlen
mit p<0,05 gegeniiber LLC1 und p<0,05 gegeniiber DZ).

Dies dokumentiert, dass die Kombinationstherapie zu einem hocheffektiven und per-
sistierenden Schutz vor Tumorwachstum fiihrt. Es konnte eine Verlangsamung des Tu-
morwachstums und eine verringerte Metastasierung festgestellt werden. Ebenso konnte
eine Erhohung der Apoptoserate im Primdrtumor und den Metastasen nachgewiesen
werden. Die Induktion der Produktion von FAS/FASL, Caspase 3 und Caspase 8 durch
die Hybridtherapie spielt hierbei eine entscheidende Rolle.

Es kann konstatiert werden, dass eine Hybridkombinationstherapie bestehend aus wie-
derholten Vakzinierungen und adoptiver T-Zell-Therapie eine potente supressorische

Wirkung gegeniiber dem Wachstum des Primértumors und der Metastasen hat.
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8 Summary

The aim of this study was to evaluate if and what kind of a therapeutic effect we could
detect in the therapy of malignant tumors with hybrids of dendritic cells and tumor cells,
using the example of the Lewis-Lung-Carcinoma (LLC1) of C57/BL6 mice.

For fusion, a combination of polyethylenglycol and electroporation was used. The fu-
sion efficiency was controlled using flow cytometry and confocal microscopy. In flow
cytometry fusion rates of 50% were detected, in confocal microscopy the fusion prod-
ucts were assessed both quantitatively and qualitatively.

The function of hybrids was evaluated in vivo and in vitro. The stimulation capacity of
hybrid cells was assessed firstly in proliferation- and cytotoxitytests and secondly in
Iimmunisation-, vaccination-, and combination therapy of vaccination and adoptive ther-
apy. The growth of primer tumors and metastasis was first observed using FpvCT and
then post mortem in the mice by performing histological strainings. The gene expres-
sion which code for mediators of the immunological activation and apoptosis was moni-
tored using Microarray and PCR.

While immunisation with hybrids showed little success with only 23% tumorreduction,
the results of the adoptive therapy (48% tumorreduction) or vaccination therapy (60%
tumorreduction) were more promising. The best therapeutic effect was shown using a
combination of adoptive therapy and vaccination with an 80% reduction in tumor
growth (all given percentages with a p-value of p<0,05 compared to LLC1 and p<0,05
compared to DZ).

The combination therapy led to a highly effective and persisting protection against tu-
mor growth. A slowing down of tumor growth and decreased scattering of tumor metas-
tasis could be determined. Likewise, an increase of the rate of apoptosis in the primary
tumor and the metastasis was detected. The induction of the production of FAS/FASL,
Caspase3 and Caspase 8 by the hybrid therapy plays an important part in this increase.

It can be stated that a hybrid combination therapy, consisting of repeated vaccination
and adoptive T-Cell-therapy, has a potent suppressive effect on growth of the primary

tumor and the metatasis.
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