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Einleitung

1. Einleitung

Die Immuntherapie maligner Tumoren versucht, sich die Leistungsfahigkeit und
Spezifitat des Immunsystems zu Nutze zu machen, um gezielt Tumorzellen zu
zerstoren. Dendritische Zellen bilden als professionelle antigenprasentierende Zellen
(antigen presenting cells, APC) die zentrale Schnittstelle zwischen angeborenem und
erworbenem Immunsystem. Sie sind in der Lage, sowohl Immuntoleranz als auch
starke Immunantworten zu induzieren. Damit scheinen sie das ideale Ziel fur eine
therapeutische Vakzinierung zu sein.

In den letzten Jahren wurde das immuntherapeutische Potential Dendritischer Zellen
intensiv erforscht. Es konnte gezeigt werden, dass sich in der Tat starke, gegen
Tumorantigene gerichtete humorale und zellulare Immunantworten induzieren lassen.
Es wurden dabei bisher vor allem ex vivo generierte Dendritische Zellen verwendet.
Bei diesem Ansatz ist jedoch problematisch, dass fir eine Tumortherapie jedem
Patienten Zellen individuell entnommen, anschlieBend mit Antigen beladen und
nachfolgend aktiviert werden muissen. Dies ermdglicht zwar eine gute Kontrolle der
einzelnen Prozessierungsschritte, ist jedoch mit erheblichem Kosten- und
Arbeitsaufwand verbunden.

Eine Antigenbeladung und Reifung der Dendritischen Zellen in vivo wirde den
Aufwand deutlich reduzieren. AuRerdem liel3en sich natirliche und seltene Subtypen
Dendritischer Zellen gezielt erreichen, die moglicherweise Eigenschaften aufweisen,

welche den ex vivo erzeugten, artifiziellen Dendritischen Zellen Giberlegen sind.
1.1. Dendritische Zellen

1.1.1. Allgemeines

Unter dem Begriff ,Dendritische Zelle® wird eine Gruppe von Zellen zusammengefasst,
welche auf die Préasentation von Antigenen spezialisiert ist. Sie haben eine
herausragende Fahigkeit, sowohl Toleranz zu induzieren als auch Immunitét in Form
von starken zellularen und humoralen Immunantworten hervorzurufen. Das macht sie
zu einer zentralen Schnittstelle zwischen angeborenem und erworbenem

Immunsystem (Hart 1997; Palucka und Banchereau 2012).
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1.1.2. Typen

Die Vorlauferzellen der Dendritischen Zellen entwickeln sich aus CD34*
hamatopoetischen Stammzellen. Uber das Blut gelangen diese Vorlauferzellen in
nahezu alle Organe, wo sie sich zu verschiedenen Subtypen von unreifen
Dendritischen Zellen differenzieren (Lipscomb und Masten 2002; Collin 2013). Es
lassen sich vier Haupttypen unterscheiden (Collin 2013; Segura und Amigorena
2014):

e Myeloide Dendritische Zellen (mDZ),

auch klassische Dendritische Zellen (kDZ) genannt

e Plasmazytoide Dendritische Zellen (pDZ)

e CD14" (,inflammatorische®) Dendritische Zellen

e Langerhans-Zellen und moglicherweise Mikroglia
Myeloide Dendritische Zellen zeichnen sich durch die myeloiden Antigene CD11b,
CD11c, CD13 und CD33 aus. Sie lassen sich weiter unterteilen in CD1c* (BDCA-1%)
und CD172a* mDZ sowie die seltenen CD141* mDZ (Palucka und Banchereau 2012;
Collin 2013; Guilliams 2014). Wahrscheinlich handelt es sich bei diesen beiden Arten
von mDZ auch um die Vorlauferzellen der entsprechenden im Gewebe
vorkommenden Untertypen (Segura und Amigorena 2014). CD141* mDZ sind
besonders befahigt, exogene Antigene Uber einen als Kreuzprasentation be-
zeichneten Weg auf MHC-Klasse-I-Molekiulen zu prasentieren (siehe Seite 4).
AuRerdem exprimieren sie XCR1, den ausschlie3lich auf Dendritischen Zellen zu
findenden Rezeptor fir das Chemokin Lymphotactin (XCL1), welches von NK-Zellen
und aktivierten CD8* T-Zellen produziert wird. Damit sind sie in der Lage, starke
zellulare Immunantworten auszulésen (Palucka und Banchereau 2012; Collin 2013;
Hartung 2015).
Plasmazytoiden Dendritischen Zellen fehlen die genannten typischen myeloiden
Antigene. Sie lassen sich durch ihren besonderen Phanotyp, die Expression von
CD123 (IL-3R), CD303 (CLEC4C; BDCA-2) und CD304 (Neuropilin; BDCA-4) er-
kennen. Sie sind die zahlreichsten Dendritischen Zellen im Blut und finden sich in
peripheren lymphatischen Organen, jedoch kaum im Gewebe. Im Gegensatz zu den
anderen Subtypen wandern sie wahrscheinlich direkt Uber das Blut in die
lymphatischen Organe ein. lhre Hauptaufgabe scheint die Abwehr viraler Infektionen

zu sein (Lipscomb und Masten 2002; Liu 2005; Palucka und Banchereau 2012; Collin
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2013). CD1c* und CD141" mDZ sowie pDZ finden sich in unreifer Form im Blut (siehe
Abb. 1.1; Ziegler-Heitbrock 2010; Palucka und Banchereau 2012).

Weitere Untergruppen myeloider Dendritischer Zellen sind die vermutlich von
Monozyten abstammenden CD14* Dendritischen Zellen sowie die bei Entziindungen
vorkommenden, aus eingewanderten Monozyten hervorgegangenen, inflamma-
torischen Dendritischen Zellen (Collin 2013).

Langerhanszellen stellen die epidermale DZ-Population. Sie lassen sich durch
Langerin auf der Zelloberflache identifizieren. Eine Besonderheit gegeniiber den
anderen Untertypen ist die Fahigkeit, unabhéngig vom Knochenmark zu proliferieren.
Langerhanszellen sind &hnlich wie die CD141* mDZ hervorragende
Kreuzprasentierer. Ob Mikroglia zu den Dendritischen Zellen gehéren, ist nach wie vor
unklar (Collin 2013; Fehres 2013; Palucka und Banchereau 2013).

Knochenmark
»
%
»

Blut

pDZ CD14* Monozyt
CD141* mDZ CD1c* mDZ

v 7 7 o

(o)

CD14+DZ pDZ CD141hh DZ CD1c* DZ CD14*DZ Inflammatorische

<5 >
CcD141+DZ
— CD12*CD1c* D7

Langertin® LZ
Haut

Lymphknoten
3gaman

CD1c* Langerin*”
Interdigitierende Zelle

Abb. 1.1: Ontogenese Dendritischer Zellen und deren Verteilung

WeilRe Pfeile zeigen Entwicklungsschritte, die fir menschliche Dendritische Zellen noch bestétigt werden
mussen. HSZ: CD34* hamatopoetische Stammzelle; GMV: Granulozyten-Makrophagen-Vorlauferzellen; MLV:
Multi-lymphoide Vorlauferzellen; mDZ: Myeloide Dendritische Zelle; pDZ: Plasmazytoide Dendritische Zelle; LZ:
Langerhans-Zelle (Klechevsky 2009; Ziegler-Heitbrock 2010; Palucka und Banchereau 2012; Collin 2013)
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In der oberflachlichen Dermis finden sich noch CD1la® mDZ. Sie stellen mit 30-35%
der Dendritischen Zellen die grof3te Hautpopulation dar. Méglicherweise handelt es
sich um die dermale Population der CD1c* mDZ, da sich CD1c ebenfalls auf der Zell-
oberflache findet. Es ist auch mdglich, dass es sich um die Vorlauferzellen der
Langerhanszellen handelt (Klechevsky 2009; Fehres 2013).

Zusatzlich zu den genannten Typen, lassen sich in vitro Zellen mit DZ-
charakteristischem Phanotyp und den funktionellen Eigenschaften inflammatorischer
Dendritischer Zellen durch Inkubation von Monozyten mit IL-4 und GM-CSF erzeugen
(abgekirzt MoDZ; Sallusto und Lanzavecchia 1994; Segura und Amigorena 2014).
Neben den bereits genannten Besonderheiten und Funktionen der DZ-Populationen
gibt es noch viele weitere, welche zum Teil immer noch wenig verstanden oder noch
unbekannt sind (Tacken und Figdor 2011; Collin 2013; Fehres 2013).

1.1.3. Antigenaufnahme und Préasentation

Unreife Dendritische Zellen nehmen Antigene Uber Pinozytose, Phagozytose und
Rezeptor-vermittelte Endozytose auf. Wichtige Endozytose-Rezeptoren, tiber welche
Antigene aufgenommen werden, sind Fc- und C-Typ-Lektin-Rezeptoren. Zudem
kénnen Antigene aber auch von anderen Zelltypen auf Dendritische Zellen tGbertragen
werden (Lipscomb und Masten 2002; Tacken 2007).

Antigene werden auf unterschiedlichen Wegen prozessiert. Zum einen werden zyto-
plasmatische Proteine durch das Immunproteasom gespalten und in das Endo-
plasmatische Retikulum transportiert. Dort binden sie an MHC-Klasse-I-Molekiile und
kénnen nach Reifung der Dendritischen Zelle zytotoxische T-Zellen aktivieren (Hart
1997; Lipscomb und Masten 2002).

Dem gegenuber erfolgt der Abbau des durch Pinozytose, Phagozytose oder Rezeptor-
vermittelter Endozytose aufgenommenen Antigens in spaten Endosomen, wodurch es
zu einer Prasentation der antigenen Peptide auf MHC-Klasse-lI-Molekilen und
nachfolgend zur Stimulation von T-Helferzellen kommt (Hart 1997; Lipscomb und
Masten 2002).

Zusatzlich kbnnen Antigene den endozytotischen Weg verlassen und ebenfalls tber
MHC-Klasse-I-Molekulle prasentiert werden, so dass nach Reifung zytotoxische T-
Zellen aktiviert werden konnen. Dies wird als Kreuzprasentation bezeichnet. Fir die
Kreuzprasentation ist es wichtig, dass Antigene moglichst in frihen Endosomen

akkumulieren, d. h. nicht in spaten Endosomen abgebaut werden (Chatterjee 2012).

4
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Der dritte bekannte Weg fuhrt zur Prasentation von Lipid-Antigenen auf CD1-

Molekilen (Palucka und Banchereau 2012).

1.1.4. Reifung

Neben Rezeptoren fur die Antigenaufnahme besitzen Dendritische Zellen auch Re-
zeptoren fur ,Gefahrensignale“. Diese Signale fuhren zur Reifung der Dendritischen
Zelle und nachfolgend zur Wanderung in das nachstgelegene periphere lymphatische
Organ. Je nach Gefahrensignal kbnnen unterschiedliche Phanotypen Dendritischer
Zellen entstehen, welche unterschiedliche Immunantworten hervorrufen (Palucka und
Banchereau 2012).

Es lassen sich endogene und exogene Gefahrensignale unterscheiden. Endogene
Signale sind beispielsweise Zytokine wie TNF-a oder IL-1(3, bestimmte Hitzeschock-
proteine oder CD40L (Lipscomb und Masten 2002). Exogene Signale sind vor allem
pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns,
PAMP) wie beispielsweise virale RNA oder bakterielle Lipoteichonsaure, LPS oder
CpG-Motive. Wichtige Mustererkennungs-Rezeptoren (pattern-recognition receptors,
PRR) zur Erkennung dieser Molekule sind die sowohl auf der Zelloberflache als auch
intrazellular vorkommenden toll-ahnlichen Rezeptoren (toll-like receptors, TLR),
intrazellulare NOD-ahnliche Rezeptoren (NOD-like receptors, NLR) und intrazellulére
Helikasen (Lipscomb und Masten 2002; Palucka und Banchereau 2013).

Ohne Gefahrensignal erfolgt keine Reifung der Dendritischen Zelle. Die Reifung ist
essentiell fur die Entwicklung von Immunitat, da nur reife Dendritische Zellen in der
Lage sind, T-Zellen effektiv zu aktivieren (Lipscomb und Masten 2002; Tacken 2007).
Die Prasentation von Antigenen durch unreife Dendritische Zellen fihrt zu Toleranz
zum einen durch die Induktion von Anergie in den T-Zellen und zum anderen durch
die Aktivierung regulatorischer T-Zellen (Treg) (Palucka und Banchereau 2012).

Die Reifung fuhrt zu einer Vielzahl von Veranderungen in der Dendritischen Zelle. Sie
verandert sich morphologisch; die Dendriten verlangern und verbreitern sich, so dass
sich damit die Oberflache fur Zellinteraktionen vergroRert (Foged 2002). Es werden
andere Chemokinrezeptoren exprimiert, was zu einer Wanderung der Dendritischen
Zelle in Richtung der peripheren lymphatischen Organe flihrt. Weiterhin werden
kostimulierende Molekile fur die T-Zell-Interaktion wie CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2)
exprimiert und Chemokine produziert, welche T-Zellen rekrutieren und somit die

Wahrscheinlichkeit fur einen DZ-T-Zell-Kontakt erhéhen. Verstarkt exprimiert werden
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aulRerdem unter anderem CD83, CD40, CD11c, CD54 (ICAM1) und MHC-Klasse-II-
Molekule. Zusatzlich werden Zytokine wie Interleukin-12 produziert, welche die T-Zell-
Differenzierung beeinflussen. Durch die Reifung verlieren Dendritische Zellen die
Fahigkeit zur Antigenprozessierung, so dass naive T-Zellen nur fur kurze Zeit

stimuliert werden kénnen (Morel 2001; Lipscomb und Masten 2002).

1.2. Antigenbeladung Dendritischer Zellen

Damit Dendritische Zellen eine Immunantwort auslésen kénnen, ist die Beladung mit
Antigen notwendig. Das ist auf unterschiedlichen Wegen mdoglich. Die erste Gruppe
von Antitumorvakzinen nutzt Strategien, welche die Ex-vivo-Beladung Dendritischer
Zellen mit Tumor-assoziierten Antigenen (tumor-associated antigens, TAA) gemein-
sam haben. Die Dendritischen Zellen werden dabei meist entweder aus héma-
topoetischen Vorlauferzellen oder aus Monozyten des Patienten erzeugt (Galluzzi
2012; Palucka und Banchereau 2013). Folgende Verfahren lassen sich unterscheiden
(Galluzzi 2012):
1. Inkubation mit Tumorzell-Lysaten oder apoptotischen Tumorzellen
2. Inkubation mit gereinigten Tumor-assoziierten Antigenen
3. Transfektion der DZ mit Antigen-kodierender mRNA
4. Genetische Manipulation der DZ zur Expression von Tumor-assoziierten Anti-
genen
5. Fusion von DZ mit Tumorzellen
Die zweite Gruppe fasst Verfahren zur In-vivo-Beladung Dendritischer Zellen mit TAA
zusammen. Unter anderem (Condon 1996; Tacken 2006; Galluzzi 2012):
1. Direkte Kopplung von TAA an monoklonale Antikdrper gegen Oberflachen-
rezeptoren oder Liganden von Oberflachenrezeptoren Dendritischer Zellen
2. Verpackung von TAA in Mikropartikeln wie Liposomen oder Polymerpartikeln
und Kopplung von Antikdrpern oder Rezeptorliganden an das Partikel
3. Lebende Vektoren, wie beispielsweise Adenoviren, welche TAA-DNA in das
Zytoplasma Dendritischer Zellen einschleusen
4. Vakzinierung mit fur TAA kodierender nackter DNA
Die dritte Gruppe beinhaltet Strategien, welche von Dendritischen Zellen abstam-
mende und ex vivo gewonnene Exosomen verwenden. Diese Exosomen sind 30 bis

90 nm grol3e Vesikel, welche MHC-Klasse-II- sowie kostimulierende Molekile auf der
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Oberflache besitzen und somit T-Zellen direkt stimulieren kénnen (Viaud 2010;
Galluzzi 2012).

1.2.1. Adressierung der Endozytoserezeptoren

Far die gerichtete In-vivo-Beladung Dendritischer Zellen ist die Wahl eines geeigneten
Rezeptors entscheidend. Je nach Rezeptor und teilweise je nach Ligand bzw. bei
Verwendung von Antikérpern je nach gewahlter Zielstruktur auf dem Rezeptor werden
die Antigene unterschiedlich prozessiert (Tacken und Figdor 2011).

Der gewahlte Rezeptor sollte vorwiegend auf Dendritischen Zellen exprimiert sein
(Tacken 2006). Weiterhin ist es fur die erfolgreiche Tumorvakzinierung essentiell, dass
das Antigen nach der Prozessierung sowohl auf MHC-Klasse-I- als auch auf MHC-
Klasse-lI-Molekiilen  prasentiert wird (Palucka und Banchereau 2013).
Winschenswert ware auf3erdem, wenn der Rezeptor die Reifung der Dendritischen
Zelle auslost, damit kein kostimulatorisches Signal appliziert werden muss (Tacken
2006).

Je nach adressiertem Rezeptor lassen sich zudem unterschiedliche Subtypen
Dendritischer Zellen erreichen. Somit kann die Art der Immunantwort beeinflusst
werden (siehe Tabelle 1; Tacken und Figdor 2011).

Fur die rezeptorvermittelte Beladung der Dendritischen Zellen kommen eine ganze
Reihe von Oberflachenrezeptoren in Betracht. Die meisten dieser Rezeptoren
gehoren zur Gruppe der Mustererkunngsrezeptoren (,pattern-recognition receptors®,
PRR). Die wichtigsten Familien stellen die C-Typ-Lektin-Rezeptoren sowie die Fc-
Rezeptoren dar. Als weitere bereits untersuchte Rezeptoren, welche zur Antigenpré-
sentation fihren, sind die Bz-Integrine (CD11b/CD18 und CD11c/CD18) sowie das
Oberflachenantigen CD40 (Figdor 2002; Tacken 2006) zu nennen.

1.2.1.1. Fc-Rezeptoren

Die Fc-Rezeptoren bilden eine Rezeptorfamilie, welche die Fahigkeit zur Interaktion
mit der konstanten Region von Immunglobulinen hat. Es gibt sowohl aktivierende als
auch inhibierende Fc-Rezeptoren. Sie sind unter anderem wichtig fur die Phago-
zytose, Antikorper-abhéangige zellvermittelte Zytotoxizitat (antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity, ADCC) und Antigenprasentation. Auf Dendritischen Zellen
finden sich Rezeptoren zur Erkennung von IgG (FcyR), IgA (FcaR) und IgE (FceR)

(Tacken 2006). Bei Verwendung von Fc-Rezeptoren als Zielstruktur ist es notwendig,
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diese nicht Uber den Fc-Teil zu adressieren, um die Bindung an inhibitorische Fc-
Rezeptoren zu vermeiden (Kalergis 2002).

Fcy-Rezeptor | (CD64)

Der Fcy-Rezeptor | (FcyRI, CD64) ist der bestuntersuchte Fcy-Rezeptor. Die
Beladung mit Antigen fiihrt zu einer Prasentation sowohl auf MHC-Klasse-I- als auch
auf MHC-Klasse-II-Molekulen (Wallace 2001; Amigorena 2002; Schuurhuis 2006;
Tacken 2006). Er bindet IgG-Molekile mit hoher Affinitdt und findet sich vorwiegend
auf von Monozyten abstammenden Dendritischer Zellen und Makrophagen und hier
vor allem auf Zellen aus entziindeten Geweben (Guilliams 2014).

In Mausen fuhrt die Gabe von gegen diesen Rezeptor gerichteten Antigen-Antikdrper-
Fusionsproteinkomplexen zu tumorprotektiven CD4* und CD8* T-Zell-Antworten
(Rafig 2002; Tacken 2006).

Ein Nachtell ist, dass im Vergleich zu Monozyten die Expression auf Dendritischen
Zellen niedriger ist (Fanger 1996). Damit bei In-vivo-Applikation nicht Gberwiegend
Monozyten und Makrophagen beladen werden, ist entsprechend entweder eine
Applikation des Vakzins notwendig, bei der Monozyten nur begrenzt erreicht werden
(z. B. subkutan) oder das Vakzin wird zur Ex-vivo-Beladung von Dendritischen Zellen
verwendet. Leider scheinen die so beladenen MoDZ schlecht zu migrieren (Guilliams
2014).

Fca-Rezeptor (CD89)

Der Fca-Rezeptor (FcaR, CD89) wird auf neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und auf einigen Subtypen myeloider
Dendritischer Zellen exprimiert. Der natirliche Ligand ist Serum-IgA. Ldsliches IgA
wird kaum gebunden (Otten und van Egmond 2004). Nach Adressierung dieses
Rezeptors ist kein zuséatzlicher Reifungsstimulus erforderlich. Die Beladung von CD89
fuhrt bei Quervernetzung zur Hochregulierung des fur die T-Zell-Interaktion wichtigen
kostimulierenden Molekils und als Reifungsmarker verwendeten CD86 sowie MHC-
Klasse-lI-Molekulen auf Dendritischen Zellen (Geissmann 2001; Bajtay 2006). Ohne
Quervernetzung wirkt der Rezeptor immunsuppressiv (Geissmann 2001; Pasquier
2004; Pasquier 2005). Es konnte bereits gezeigt werden, dass humane, aus
Monozyten generierte Dendritische Zellen in vitro durch IgA-Komplexe aktiviert

werden (Geissmann 2001; Pasquier 2004).
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Die Expression von CD89 ist wie die von CD64 auf Monozyten deutlich hoher als auf
Dendritischen Zellen (Heystek 2002). CD89 ist aufRerdem auf vielen weiteren myelo-
iden Zellen zu finden. Vor allem die Expression auf neutrophilen Granulozyten ist hoch
(Otten und van Egmond 2004). Das macht die systemische In-vivo-Anwendung
problematisch, so dass ebenfalls eine Applikation des Vakzins erforderlich ist, bei der
Uberwiegend Dendritische Zellen erreicht werden.

1.2.1.2. C-Typ-Lektin-Rezeptoren

Die C-Typ-Lektin-Rezeptoren (CLR) sind eine Gruppe von Rezeptoren, welche
Kohlenhydrate Calcium-abhangig Uber konservierte Kohlenhydrat-Erkennungs-
Domanen (carbohydrate recognition domains, CRD) binden kénnen. Sie kommen
sowohl als l8sliche Proteine als auch als Transmembranrezeptoren vor und sind
maoglicherweise neben anderen Aufgaben wichtig fur die Erkennung von Pathogenen
(Figdor 2002).

Die meistuntersuchten Rezeptoren dieser Familie sind der Mannose-Rezeptor (MR),
DEC-205 (CD205) und DC-SIGN (CD209) (Tacken 2006). Relevant sind aufl3erdem
Langerin sowie das erst vor wenigen Jahren identifizierte CLEC9A (DNGR-1) (Sancho
2009; Tacken und Figdor 2011).

DEC-205 (CD205)

DEC-205 (von ,dendritic and epithelial cell* oder Decalektin und der Masse von 205
kD; CD205) ist ein Typ-I-CLR (Aminoterminus extrazellular), welcher auf den meisten
DZ-Subtypen und Monozyten stark, auf B-Zellen, NK-Zellen und T-Zellen schwach
exprimiert wird (Swiggard 1995; Kato 2006; Steinman 2012). Er ist der zur Zeit am
besten untersuchte Rezeptor fur die Antigenbeladung Dendritischer Zellen (Hesse
2013). Die natdrlichen Liganden sind noch unbekannt, allerdings binden synthetische
CpG-Oligodeoxynukleotide (CpG-ODN) an DEC-205 (Steinman 2012; Caminschi
2013).

Durch Kopplung von Antigen an einen monoklonalen Antikérper gegen diesen
Rezeptor wurde gezeigt, dass die Immunogenitat von Antigen-Antikérper-Fusions-
proteinen in vivo deutlich héher ist als die von I6slichem Antigen. Fur die MHC-Klasse-
I-Prasentation ist in der Maus etwa 1000-mal weniger, fur die MHC-Klasse-II-
Prasentation etwa 50-mal weniger Antigen erforderlich (Bonifaz 2004; Steinman

2012). Durch seine Beladung lassen sich mit zusatzlichem Reifungsstimulus starke
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CD4*- und CD8*-T-Zell-Antworten auslésen, welche sowohl vor Tumoren als auch vor
Virusinfektionen schiitzen. Ohne Reifungsstimulus wird hingegen Toleranz induziert
(Bonifaz 2004; Tacken 2007). In Mausen konnten bereits préexistierende Tumoren
erfolgreich geheilt werden (Mahnke 2005).

Da sich CD205 im Menschen uberwiegend auf Dendritischen Zellen findet, ist es fur
eine In-vivo-Beladung geeignet. Es muss allerdings dennoch die Endozytose durch
andere myeloide Zellen in Kauf genommen werden (Tacken 2007).

Auch fur die Ex-vivo-Beladung scheint CD205 ein geeigneter Rezeptor. Gegenuber
der Beladung mit l6slichem Antigen ist die MHC-Klasse-lI- und MHC-Klasse-II-
Prasentation um ein vielfaches effizienter (Bonifaz 2004). Bei Verwendung humaner
Dendritischer Zellen ist die zytotoxische T-Zell-Antwort jedoch weit weniger aus-
gepragt (Kastenmuller 2014). Es scheint aber, dass sich diese durch Gabe von Sub-
stanzen, welche die Immunantwort verstarken - sogenannten Boostern (z. B. HIV-

Gag-Impfstoff) - deutlich verbessern lasst (Kastenmdiller 2014).

DC-SIGN (CD209)
DC-SIGN (dendritic cell specific ICAM3 grabbing nonintegrin; CD209) ist ein Typ-II-

CLR, welcher Uberwiegend auf CD14* dermalen Dendritischen Zellen und auf einem
Teil der Dendritischen Zellen in Lymphknoten exprimiert wird (vgl. Tab. 1.1). Es ist
unklar, ob es sich bei letzteren um eingewanderte CD14* Dendritische Zellen oder um
Lymphknotenpopulationen handelt (Tacken und Figdor 2011). Auf reifen
Dendritischen Zellen ist der Rezeptor nur noch schwach exprimiert. Aul3er auf
Dendritischen Zellen findet er sich in geringer Menge auch auf Makrophagen
(Geijtenbeek 2000; Figdor 2002; Tacken und Figdor 2011; Hesse 2013). Im Vergleich
zu den anderen in dieser Arbeit genutzten Rezeptoren hat CD209 die beste Spezifitat
fur Dendritische Zellen. Die natirlichen Liganden sind Kohlenhydratstrukturen, welche

Mannose enthalten (van Kooyk und Geijtenbeek 2003).
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Tabelle 1.1: Expression verschiedener C-Typ-Lektin-Rezeptoren auf unterschiedlichen Subtypen
Dendritischer Zellen (aus Tacken 2011)

MR DEC-205 DC-SIGN Langerin CLECY9A

MoDZ + + + - -
Blut-CD1c" - + - - -
Blut-CD16* - + - - -
Blut-BDCA-3* - + - - +
pDZ - + - - -
Dermal-CD14* + - + - ?
Dermal-CDla* + ? - . ?
LZ - + - + ?

Dieser Rezeptor lasst sich nicht in Mausen mit nicht-humanem Immunsystem
untersuchen, da diese Formen von CD209 exprimieren, welche funktionell keinen
Bezug zu ihrem menschlichen Gegenstiick haben (Tacken 2007).

In transgenen DC-SIGN* Mausen werden jedoch durch ein Antigen-Antikdrper-
Fusionsproteinen gegen diesen Rezeptor starke CD4* und CD8* T-Zellantworten
ausgelost, welche, auch Uber l&angere Zeit, effektiv vor Infektionen schitzen (Hesse
2013). In Mausen mit humanem Immunsystem wird Raji-Zell-Tumorwachstum nach
Administration von gegen DC-SIGN gerichteten und mit Antigen verknipften
Antikérpern und gleichzeitiger Gabe von gegen DC-SIGN gerichteten und mit dem
Adjuvans KLH verknipften Antikorpern erfolgreich gehemmt (Kretz-Rommel 2007).
Vermutlich ist fur effektive Immunantworten ein zusatzlicher Reifungsstimulus
erforderlich (Hesse 2013), auch wenn dieser nicht absolut notwendig scheint (Ueno
2010).

1.2.2. Tumorantigene

Da die Rekrutierung zytotoxischer T-Zellen tUber die Prasentation von Peptiden Uber
MHC-Klasse-I-Molekule erfolgt, eignen sich im Gegensatz zu antikorper-basierten
Therapien prinzipiell sowohl membranstandige als auch intrazellulare Proteine als

Antigene. Weil jedoch neben der zellularen auch eine humorale Immunantwort
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induziert wird, ist dennoch die Wahl von Antigenen sinnvoll, welche auf der
Tumorzelloberflache zu finden sind.

Daneben scheint es sinnvoll, mutierte tumorspezifische Proteine zu wahlen. Dadurch
ist die Wahrscheinlichkeit fir das Vorhandensein geeigneter T-Zell-Klone hoher, da T-
Zellen gegen nicht-mutierte Proteine oft bereits durch negative Selektion autoreaktiver
Zellen nicht mehr vorhanden sind. Zudem existieren oft regulatorische T-Zellen gegen
nicht-mutierte Selbstantigene, was eine effektive Immunantwort zusatzlich erschwert
(Palucka und Banchereau 2012).

1.2.3. Differenzierungsstrategien

Dendritische Zellen lassen sich nur schwierig aus menschlichem Gewebe isolieren
(Tacken und Figdor 2011). Daher werden fur Laborversuche meist Dendritische Zellen
aus leicht isolierbaren CD14* Blutmonozyten differenziert. Dies geschieht mit Hilfe von
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF) in
Kombination mit Interleukin-4 (Romani 1994), Interleukin-3 plus Interferon-§ (Buelens
2002), Tumor-Nekrose-Faktor a (Sallusto und Lanzavecchia 1994; Chomarat 2003),
Interferon-a (Paquette 1998) oder Interleukin-15 (Mohamadzadeh 2001). GM-CSF
bewirkt dabei die myelomonozytare Differenzierung der Zellen. Die weiteren Zytokine
inhibieren die Entstehung von Makrophagen (Sallusto und Lanzavecchia 1994; Della
Bella 2004).

Je nach gewahlter Zytokinkombination entstehen Dendritische Zellen
unterschiedlichen Phanotyps. Daher ist die Wahl geeigneter Zytokine essentiell
(Palucka und Banchereau 2012). Als Standard hat sich die Kombination aus GM-CSF
und Interleukin-4 etabliert. Die damit generierten Dendritischen Zellen sind vermutlich
In-vitro-Aquivalente inflammatorischer Dendritischer Zellen (Segura und Amigorena
2014). Sie sind jedoch moglicherweise nicht in der Lage, zum nachsten lymphatischen
Organ zu wandern (Della Bella 2004).

Dendritische Zellen, welche mit der Kombination GM-CSF plus Interferon-a generiert
wurden, scheinen diese Einschrankungen nicht aufzuweisen. Sie sind moglicherweise
sogar in der Lage, T-Zellen ohne weiteren Reifungsstimulus zu aktivieren (Mohty
2003). Interleukin-3 in Kombination mit Interferon-B induziert die Bildung von CD123*
Dendritischen Zellen (Buelens 2002). Diese haben also Ahnlichkeit mit

plasmazytoiden Dendritischen Zellen, besitzen jedoch noch myeloide Antigene. Mit
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Interleukin-15 erzeugte Dendritische Zellen haben Ahnlichkeit mit Langerhanszellen
(Mohamadzadeh 2001).

1.3. Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit war die Entwicklung und Herstellung rekombinanter Antikorper, welche
von dendritischen Zellen so prozessiert werden, dass ein gebundenes Antigen sowohl
auf MHC-Klasse-I- als auch auf MHC-Klasse-II-Molekllen prasentiert wird, um die
Aktivierung antigen-spezifischer T-Zellen zu ermdglichen. Fiur die Beladung wurden
die Fc-Rezeptoren CD64 und CD89 sowie die C-Typ-Lektin-Rezeptoren CD205 und
CD209 ausgewahlt. Als Modellantigen wurde das auf Multiplen-Myelom-Zellen
exprimierte HM1.24 gewabhilt.

Weiterhin sollte die Hohe der Expression von CD64, CD89, CD205 und CD209 auf
Dendritischen Zellen ermittelt werden, welche unter Einfluss unterschiedlicher

Zytokinkombinationen aus Monozyten differenziert wurden.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Material und Methoden

Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie / Reagenz Hersteller
100 Bp-DNA Leiter EXTENDED Carl Roth

6x Gelladepuffer (fir DNA-Proben) Carl Roth
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
Accutase Invitrogen
Agarose Bio-Rad
Ampicillin-Natriumsalz Carl Roth
Bovines Serumalbumin (BSA) Carl Roth
Brefeldin Sigma Aldrich
Bromphenolblau Merck
Chloroquindiphosphat Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck
Dinatriumcarbonat Carl Roth
Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth
Eisessig Merck
Ethanol Merck
Ethidiumbromid Carl Roth
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck
Ficoll-Paque PLUS GE Healthcare
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie- CellGenix
stiemulierender Faktor (GM-CSF)
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)- Carl Roth
Ethansulfonsaure (HEPES)

Glyzin Carl Roth
Hygromycin B Invitrogen
Imidazol Carl Roth
Isopropanol Carl Roth
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Magermilchpulver (MMP)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4)
Natriumhydroxid (NaOH)
Tris-Hydroxymethylaminomethan (Tris)
Triton X-100

Tween 20

Bio-Rad
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Merck
Merck

2.1.2. Puffer und L6sungen

Tabelle 2.2: Liste der verwendeten Puffer und Lésungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

2x HBS

aKappa/aLambda-Bindepuffer
aKappa/aLambda-Elutionspuffer
DZ-Einfriermedium
HEK293T-Einfriermedium
His-Tag-Bindepuffer

His-Tag-Elutionspuffer

50x Tris-Acetat-EDTA-Laufpuffer (TAE)

10x Tris-buffered Saline (TBS)

Tris-buffered Saline (TBS) + Tween

Western-Blot-Transferpuffer

50mM HEPES, 280mM NacCl,

1,5mM Na2HPOa4, pH 7,05

1x PBS, pH 7,5

0,1M Glyzin, pH 2,0

CellGro DC Medium, DMSO, BSA
DMEM, 10% (v/v) DMSO, 5% (w/v) BSA
50mM NaH2PO4, 300mM NaCl,
10mM Imidazol, pH 8,0

50mM NaH2PO4, 300mM NacCl,
250mM Imidazol, pH 8,0

2M Tris, 50mM EDTA, 1mM Eisessig,
pH 8,0

1,5M NacCl, 100mM Tris, pH 7,6

1x TBS + 0,1% Vol. Tween 20

25mM Tris, 192mM Glyzin,

20% (v/v) Methanol, pH 8,3

2.1.3. MicroBeads

Tabelle 2.3: Liste der verwendeten MicroBeads

MicroBeads

Hersteller

CD14 MicroBeads

Miltenyi Biotec
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2.1.4. Antikorper

Tabelle 2.4: Liste der genutzten Antikdrper

Material und Methoden

Antikorper Isotyp Klon Hersteller
Penta-His Alexa Fluor 488 IgG1 - Qiagen
Anti-IFN-y (FITC) IgG1 AN 18.17.24 Miltenyi Biotec
IgG1-Isotypkontrolle (FITC) IgG1 679.1Mc7 Beckmann Coulter
IgG1-Isotypkontrolle (PE) 19G1 679.1Mc7 Beckmann Coulter
CD3 (PC5) IgG1 KCHT1 Beckmann Coulter
CD3 (PC7) IgG1 UCHT1 Beckmann Coulter
CD4 (PE) IgG1 13B8.2 Beckmann Coulter
CDS8 (PE) 19G1 B9.11 Beckmann Coulter
CD8 (PC5) IgG1 SFCI21Thy2D3  Beckmann Coulter
CD14 (FITC) IgG2a RM052 Beckmann Coulter
CD20 (PC5) IgG1 3G8 Beckmann Coulter
CD45 (FITC) IgG1 J.33 Beckmann Coulter
CD64 (FITC) IgG1 22 Beckmann Coulter
CD80 (PE) 1gG2k 16-10A1 Beckmann Coulter
CD83 (FITC) IgG1k HB15E BD Biosciences
CD83 (PE) IgG1k HB15E BD Biosciences
CD86 (PE) 19G2b HAS5.2B7 Beckmann Coulter
CD89 (PE) IgG1 A3 Immunotech
CD205 (PE) IgG2b MG38 Beckmann Coulter
CD209 (PE) IgG1 AzND1 Beckmann Coulter

2.1.5. Peptide

Tabelle 2.5: Liste der verwendeten Peptide
Name Hersteller

PepTivator (CMV pp65 Peptidgemisch)

Miltenyi Biotec
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2.1.6. Vektoren

Tabelle 2.6: Liste der verwendeten Vektoren

Vektor Hersteller
pcDNA3.1™ Invitrogen
pCR4-TOPO Invitrogen
pSecTag2/Hygro B Invitrogen

In dem flr diese Arbeit zur Verfigung gestellten Ausgangsvektor ,pSecTag2 IgG1-
FcKO-HM1.24“ liegt bereits eine cDNA vor, die flr ein Derivat des Fc-Teils eines
humanen IgG1-Antikorpers kodiert. Es handelt sich hierbei um die Knockout-(KO)-
Variante des IgGl-Fc-Teils, welche keine Bindungsaffinitat fir humane Fc-

Rezeptoren mehr aufweist.

2.1.7. cDNA

Tabelle 2.7: Liste der verwendeten cDNA
cDNA Herkunft
CD64 Zur Verfuigung gestellt von M. Peipp
CD89 Zur Verfuigung gestellt von M. Peipp
CD205 Zur Verfugung gestellt von D. Dudziak
CD209 Zur Verfugung gestellt von M.

Staudinger

2.1.8. Primer

Tabelle 2.8: Liste der verwendeten Primer
Beschreibung Sequenz
CD209 & GAAGCTTATGAGTGACTCCAAGGAACCAAGAC
CD209 3 TCTAGACTACGCAGGAGGGGGGTTTGGGGTGGCG

2.1.9. Bakterienstamme

Tabelle 2.9: Liste der verwendeten Bakterienstamme

Bakterienstamm Lieferant

One Shot Mach1-T1R Invitrogen

2.1.10. Restriktionsendonukleasen

Alle Restriktionsendonukleasen wurden von New England Biolabs bezogen.
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2.1.11. Zelllinien

Tabelle 2.10: Auflistung der genutzten Zelllinien

Material und Methoden

Zelllinie Zelltyp Herkunft

CD64* BHK-21 Baby Hamster Kidney Zur Verfugung gestellt von
M. Peipp

CD89* BHK-21 Baby Hamster Kidney (Guettinger 2010)

CD205* CHO Chinese Hamster Ovary Zur Verfugung gestellt von
D. Dudziak

CD209* CHO Human Embryonic Kidney Eigene Herstellung

Raji Humane Burkitt- DSMZzZ

Lymphom-Zellen
HEK293T Human Embryonic Kidney

2.1.12. Kulturmedien

Tabelle 2.11: Liste der verwendeten Kulturmedien

Bezeichnung Hersteller Verwendet fur

2x YT Agar Carl Roth One Shot Machl-
T1R

2X YT Medium Carl Roth One Shot Machl-
T1R

CellGro DC Medium CellGenix PBMC, Dz

Dulbecco’s Modified Eagle Medium Invitrogen HEK293T

(DMEM) + 10% Kalberserum
MACS Mo-DC Differentiation Medium

Miltenyi Biotec

Monozyten, DZ

RPMI 1640 + 10% Kalberserum Invitrogen Raji
2.1.13. Kits
Tabelle 2.12: Liste der verwendeten Kits

Kit Hersteller

Experion Pro260 Analysis Kit Bio-Rad

NucleoBond Xtra Maxi

NucleoSpin Extract I

NucleoSpin Plasmid QuickPure
QIAGEN LongRange 2Step RT-PCR

MACHEREY-NAGEL
MACHEREY-NAGEL
MACHEREY-NAGEL

Qiagen
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Rapid DNA Dephos & Ligation Kit Roche

SuperSignal West Dura Extended Thermo Fisher Scientific
Duration Chemiluminescent

TOPO TA Cloning Kit for Sequencing Invitrogen

Inside Stain Kit Miltenyi Biotec

2.1.14. Sonstige Materialien

Tabelle 2.13: Auflistung sonstiger verwendeter Materialien

Bezeichnung Hersteller

MACS LS Column Miltenyi Biotec
CaptureSelect LC Kappa (Hu) Affinity Life Technologies
Matrix

POROS CaptureSelect LC Kappa Life Technologies
Chromatography Column

Vivaspin Sartorius
Erweiterter 100bp-Marker Carl ROTH

2.2. Methoden

2.2.1. Isolierung von RNA aus Zellen

Die Isolierung von RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy-Kits von QIAGEN nach

Herstelleranweisung.

2.2.2. Reverse Transkription isolierter RNA

Fur die reverse Transkription wurde das LongRange-2Step-RT-PCR-Kit (QIAGEN)

nach Herstellerangaben eingesetzt.

2.2.3. Klonierung nach PCR
Die Klonierung der PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe des TOPO-TA-Cloning-Kits for

Sequencing (Life Technologies) nach Protokoll des Herstellers.

2.2.4. Restriktionsverdau von DNA

Zu etwa 2ug Plasmid-DNA wurden 1pl Restriktionsendonuklease (New England

Biolabs) und 2ul des vom Hersteller empfohlenen Puffers gegeben und mit
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destilliertem Wasser auf 20ul Gesamtvolumen aufgefillt. Die anschlieRende
Inkubation erfolgte je nach Enzym nach Herstellerempfehlung bei entweder 37°C oder

50°C fur mindestens 30 Minuten.

2.2.5. Agarosegelelektrophorese

Die Proben wurden mit 6x-Gelladepuffer versehen. AnschlieRend wurden diese
parallel mit einer 100bp-DNA-Leiter auf ein 1%-iges Agarosegel gegeben. Als
Laufpuffer diente 1x Tris-Acetat-EDTA-Puffer. Die DNA wurde bei einer Spannung von
80-120V fur etwa 60 Minuten aufgetrennt. Dann folgte fur etwa 15 Minuten eine
Farbung im Ethidiumbromidbad. Die Dokumentation erfolgte mit der Gel-Doku-
mentationsanlage E.A.S.Y. 440 K (Herolab).

2.2.6. Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Nach der Agarosegelelektrophorese wurde das Fragment passender Grol3e mit Hilfe
eines Skalpells ausgeschnitten. Zur Extraktion der DNA aus dem Gelstiick wurde dann
das NucleoSpin-Extract-1l-Kit der MACHEREY-NAGEL nach Herstelleranweisung

verwendet.

2.2.7. Ligation von DNA

Fur die Ligation von DNA Fragmenten wurde die T4-Ligase (Roche) nach
Herstelleranweisung genutzt. Durch Behandlung des Vektors mit einer alkalischen
Phosphatase (,shrimps alkaline phosphatase®, Roche) wurde, wenn notwendig, die

Re-Ligation des Vektors verhindert.
2.2.8. Transformation von Plasmid-DNA

2.2.8.1. Transformation mit salzfreier Plasmid-DNA

Zunachst wurden 2pul der Plasmid-DNA zu 50pul elektrisch kompetenter One-Shot-
Mach1-T1R Escherichia coli (Life Technologies) gegeben und fir 30 Minuten auf Eis
inkubiert. AnschlieBend folgte die Elektroporation und Zugabe von 250ul SOC-
Medium. 25, 50 und 225pl Suspension wurden auf je eine vorgewarmte 2xYT-
Agarplatte mit dem zur im Vektor vorhandenen Resistenz passendem Antibiotikum

gegeben und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.2.8.2. Transformation mit salzhaltiger Plasmid-DNA

Fur die Transformation wurden chemisch kompetente One-Shot-Machl1-T1R-
Escherichia coli (Life Technologies) verwendet. Zu 50ul dieser Bakterien wurde 2l
Plasmid-DNA gegeben. Das Gemisch wurde fur 60 Minuten auf Eis inkubiert.
Anschliel3end erfolgte fur 30 Sekunden ein Hitzeschock bei 42°C. Nach kurzem
Abklhlen auf Eis und Zugabe von 250ul SOC-Medium wurden unterschiedliche

Volumina auf das Selektionsmedium (vgl. 2.2.8.1) ausplattiert.

2.2.9. Plasmid-Praparation

Im Anschluss an die Anzucht plasmidtragender Klone auf Agarplatten wurde je eine
Kolonie der transformierten Bakterien in entweder 2 ml oder 200 ml 2xYT-
Flissigmedium weiter kultiviert. Entsprechend der auf dem Plasmid kodierten
Resistenz wurde ein entsprechendes Antibiotikum zugegeben. Die Inkubation erfolgte
Uber Nacht bei 37°C unter kontinuierlichem Schutteln.

Zur Gewinnung der Plasmide wurde entweder das ,NucleoSpin-Plasmid-QuickPure-
Kit* fir 2-ml-Kulturen oder das ,NucleoBond-Xtra-Maxi-Kit“ fur 200-ml-Kulturen nach
Herstelleranweisung verwendet (MACHEREY-NAGEL).

2.2.10. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA erfolgte durch das Zentrum Molekulare Biowissen-

schaften (ZMB) der Universitat Kiel nach deren Vorgaben.

2.2.11. Anreicherung von rekombinanten Antikdrpern aus Zellkultur-

medium

Zunachst wurde der Zellkulturiiberstand durch mehrmalige Zentrifugation und
anschlielende Filtration (Porengro3e 0,22um) von Zellresten befreit. Es folgte die
Anreicherung des Proteins ausgehend wvon ca. 2 | Uberstand durch
Affinitatschromatografie mit Hilfe der ,CaptureSelect LC-kappa (Hu) Affinity Matrix*
(Thermo Fisher).

Dazu wurde nach ca. 16h Inkubation unter standigem Ruhren bei 4°C die Matrix durch
Zentrifugation aus der Suspension angereichert. Nach Waschen bei neutralem pH
wurde zur Elution des gebundenen Proteins ein 0,1 M Glycin-Puffer mit pH 2 nach

Angabe des Herstellers der Matrix verwendet.
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2.2.12. Aufkonzentrierung von Antikdrpern

Zur Aufkonzentrierung von bereits gereinigten Antikdrpern wurden Vivaspin-Zentri-

fugationseinheiten der Firma Sartorius nach Herstellerprotokoll verwendet.

2.2.13. Quantifizierung von Antikdrpern

Die Antikdrpermenge wurde mit Hilfe des Experion-Pro260-Analysis-Kits der Firma

Bio-Rad nach Herstelleranweisung bestimmt.

2.2.14. Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe des Vi-CELL von Beckman Coulter ermittelt.
2.2.15. Isolierung von Zellen

2.2.15.1. Isolierung mononuklearer Zellen (peripheral blood mononuclear cells,

PBMCs) aus humanem Blut

Zunachst wurde ein Buffy-Coat (50ml) mit PBS auf 200ml verdiinnt. Es folgte zur Iso-
lierung der Leukozyten eine Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-Paque PLUS
(Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer). Dazu wurden je 25ml verdiinnter Buffy-Coat
vorsichtig auf 15ml Ficoll ,geschichtet® und anschlieBend fir 10 Minuten bei 2000
U/Min, Raumtemperatur und ohne Bremse zentrifugiert. Die abpipettierten Leukozyten
wurden anschlieBend noch zur Entfernung der Thrombozyten mehrmalig mit PBS
gewaschen.

Die Buffy-Coats wurden aus Blut freiwilliger gesunder Spender am Institut fur

Transfusionsmedizin Kiel des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein gewonnen.

2.2.15.2. Isolierung von Monozyten

Die Isolierung von Monozyten erfolgte mit Hilfe von CD14-MicroBeads von Miltenyi

Biotec nach Herstelleranweisung.
2.2.16. Transfektion von HEK293T-Zellen

2.2.16.1. Transfektion mit Hilfe von Liposomen

FUr die Transfektion wurde ,Lipofectamine LTX & PLUS Reagent® der Firma Invitrogen

nach Herstellerprotokoll verwendet.
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2.2.16.2. Kalziumphosphat-Transfektion

Auf 100mm-Platten wurden je etwa 6x10® HEK293T-Zellen gegeben. Nach etwa 24
Stunden wurde das Medium gewechselt und 8ml neues Medium auf jede Platte
gegeben. Pro Platte wurden dann 20ug DNA, 100pul (2,5M) CaCl2 und 5ul (100mM)
Chloroquin zusammengemischt und mit destilliertem Wasser auf 1ml aufgeflit.
Anschliel3end wurde in einem 15ml Falcon-Réhrchen Luft durch 1ml 2xHBS gepumpt,
und die DNA-CaCl2-Chloroquin-Ldsung tropfchenweise hinzu pipettiert. Nach kurzem
Vortexen wurde die Mischung auf die Zellen getropft.

Nach 9 bis 10 Stunden wurde das Medium ausgetauscht. An den darauffolgenden
Tagen wurde taglich der Uberstand abgenommen und frisches Medium zu den Zellen

gegeben, bis sich diese von der Platte l6sten.
2.2.17. Kryokonservierung von Zellen

2.2.17.1. Kryokonservierung von Dendritischen Zellen und T-Zellen
Fur die Kryokonservierung wurden die Dendritischen Zellen oder T-Zellen zunachst
gezahlt und dann je 107 Zellen in 1 ml DZ-Einfriermedium aufgenommen. An-
schlieend wurden die Zellen in Einfrierrdhrchen pipettiert und in einem mit Isopro-
panol gefillten Einfriergefal (Qualifreezer, Nalgene) bei -80°C gefroren.

2.2.17.2. Kryokonservierung von HEK293T-Zellen

Die Kryokonservierung der HEK293-Zellen erfolgte nach 2.2.17.1. in HEK-Einfrier-
medium (80% DMEM, 10%DMSO, 10%FCS).

2.2.18. Differenzierung von Monozyten zu Dendritischen Zellen

Fur die Differenzierung von Monozyten zu Dendritischen Zellen wurden die Monozyten
in ,CellGro DC Medium*® (Cellgenix) aufgenommen. Zu Letzterem wurden 800 U/ml
GM-CSF plus 500 U/ml IL-4, 800 U/ml GM-CSF plus 1000 U/ml IFN-a oder 1000 U/mi
IFN-B plus 500 U/ml IL-3 gegeben. In diesen Medien erfolgte eine Inkubation bei 37°C

fur sieben Tage. Das Medium wurde alle 2 Tage erneuert.

2.2.19. Aktivierung und Expansion CMV-spezifischer T-Zellen

Zur Beladung der Dendritischen Zellen mit Antigen wurden 10 MoDZ mit 10ul
PepTivator (Miltenyi Biotech) fur 1h bei 37°C inkubiert. Zur Induktion der Zellreifung
folgte die Zugabe von je 1 pl/ml IL-13 (10 ng/ml), IL-6 (1000 U/ml), TNF-a (10 ng/ml)
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und PGE:2 (1 pg/ml). Nach einem Tag wurde je eine Probe zur Analyse der T-Zell-
Aktivierung kryokonserviert. Zur T-Zell-Stimulation wurden 1x10°® Antigen-beladene,
gereifte Dendritische Zellen zu 107 T-Zellen gegeben. Nach einer Inkubation iber 6

Tage bei 37°C erfolgte die Analyse.

2.2.20. Durchflusszytometrische Messung der spezifischen Bindung

eines Antikoérpers

Im ersten Schritt wurden etwa 300.000 Zellen in 100ul PBS aufgenommen. Es folgte
die Inkubation mit der vom Hersteller empfohlenen Menge an Primarantikdrper fur 20
Minuten bei 4°C. Bei erforderlichem Sekundarantikbrper erfolgten einmaliges
Waschen mit PBS und Zugabe desselben fiir erneut 20 Minuten bei 4°C. Danach
wurde 1ml PBS zu der Zellsuspension gegeben. Die durchflusszytometrische
Messung erfolgte mittels Epics, FC 500 oder Navios (Beckman Coulter).

Bei indirekter Immunfluoreszenz wurde eine Zellprobe als Negativkontrolle mit einem
irrelevanten Antikdrper inkubiert. Bei direkt gekoppelten Primérantikérpern wurde eine

Isotyp-Kontrolle mitgefiihrt.

2.2.21. Durchflusszytometrische Messung der T-Zellaktivierung

Zur Messung der T-Zellaktivierung wurden 1x10® Antigen-beladene Dendritische
Zellen mit antigenstimulierten T-Zellen co-inkubiert. Nach 2-stiindiger Inkubation bei
37°C erfolgte die Zugabe von 1pul/ml Brefeldin. Nach weiteren 3 Stunden Co-Kultur
folgte die Farbung der Zellen mit direkt gekoppelten Antikérpern gegen CD4, CD8 und
CD69 uber 15 Minuten. Ungebundene Antikérper wurden durch Waschen entfernt.
Nachfolgend wurden die Zellen unter Verwendung des Inside-Stain-Kits (Miltenyi
Biotec) nach Herstellerprotokoll fixiert. Zur Farbung des intrazellularen Interferon vy
wurden die Zellen mit dem Insideperm-Puffer des Kits permeabilisiert und mit dem
Interferon-y-Antikorper nach Herstellerangaben in Insideperm-Puffer fir 20 Minuten
inkubiert. Die Messung der Zellen im Durchflusszytometer erfolgte anschliel3end in

Insideperm-Puffer.
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3. Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Generierung von Fusionsproteinen aus einem
Tumorantigen und rekombinanter Fc-Rezeptor-Knockout-Derivate humaner IgG1-
Antikdrper. Die gewahlten Antikorper sind gegen Rezeptoren gerichtet, die eine
Endozytose des gebundenen Antigen-Antikdrper-Fusionsproteins in Dendritische
Zellen ermdglichen sollten, so dass im Anschluss an die Degradation des in die Zelle
aufgenommenen Tumor-Antigens die Prasentation der Tumor-Antigen-Peptide im

Kontext von MHC-Klasse-I- und -1lI-Molekilen erfolgen sollte (siehe Abbildung 3.1).

Herstellung der Antigen- Expansion antigen-
Antikorper-Fusinsproteine spezifischer T-Zellen
Klonierung PBMC
Expression Monozyten T-Zellen
Aufreinigung Unreife DZ
Charakterisierung ==t Beladung
Reife DZ
T-Zell-Aktivierung

Abb. 3.1: Ubersicht der notwendigen Schritte zur Herstellung der Antigen-Antikérper-Fusionsproteine,
zur Herstellung, Reifung und Beladung Dendritischer Zellen sowie zur T-Zell-Aktivierung

3.1. Herstellung der Antigen-Antikérper-Fusionsproteine

3.1.1. Aufbau des Antikdrpers

Wahrend die konstanten Regionen eines Antikorpers fur die Induktion der indirekten
Wirkmechanismen, d. h. die Rekrutierung von Komplement und Effektorzellen ver-
antwortlich sind, bestimmen die variablen Regionen die Bindungsselektivitat und

Bindungsaktivitat des Antikorpers zu seinem Antigen.
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Zur Konstruktion von Antikorperderivaten kann die genetische Information fur die
variablen Regionen der leichten und der schweren Kette eines Antikorpers derart neu
kombiniert werden, dass die beiden variablen Doméanen des Antikdrpers Uber einen
Linker miteinander verbunden sind. Solch ein einzelstrangiges variables Fragment
(scFv, single chain fragment variable) kann mit dem Fc-Teil eines Antikorpers
kombiniert werden, um einen rekombinanten scFv-Mini-Antikorper zu erhalten (siehe
Abbildung 3.2). Die Bindungsselektivitat des Mini-Antikorpers sollte hierbei dem des
parentalen Antikérpers entsprechen. Da die fur die beiden variablen Domanen
kodierenden Bereiche in der scFv-Sequenz auf einem Plasmid vorliegen, entfallt die
Notwendigkeit einer Co-Transfektion von schwerer und leichter Kette.

scFv

| Disulfidbriicke

FcKO

HM1.24

Monomer
I

Homodimer

Abb. 3.2: Schematischer Aufbau der Antigen-Antikdrper-Fusionsproteine

Die jeweiligen scFv-Anteile wurden mit einem modifizierten Fc-Teil fusioniert. Die in
die Sequenz des Fc-Teils eingefuhrten Mutationen fihren zu je einem
Aminosaureaustausch an drei Positionen. Hierdurch wird die Bindungsaktivitat des
Fc-Teils zu Fc-Rezeptoren vermindert (FcKO, Oganesyan 2008). Ohne eine solche
Veranderung wirde die selektive Adressierung der Endozytoserezeptoren CD89,
CD205 und CD209 mit der Endozytose uber den hochaffinen Rezeptor fur IgG (CD64)
interferieren. Zudem verhindert der Aminosdureaustausch die Induktion der
Antikorper-abhangigen, Zell-vermittelten sowie der Komplement-vermittelten Zyto-
toxizitat, so dass es nicht zu einer Lyse der Dendritischen Zellen nach Bindung des

Antikérpers kommen kann.
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Zur Beladung der Zielzellen wurde der scFv-Miniantikdrper N-terminal mit dem Modell-
Tumorantigen HM1.24 fusioniert. Hierzu wurden ausschlie3lich die extrazellularen,
d. h. hydrophilen Anteile des HM1.24 kloniert. Innerhalb der verwendeten Sequenz
liegen drei fur Cystein kodierende Bereiche. Um eine Di- bzw. Multimerisierung des
HM1.24 Anteils im rekombinanten Protein auszuschlieen, wurden die
entsprechenden Triplets durch eine gerichtete Mutagenese eliminiert. Das Fusions-
konstrukt aus dem humanen FcKO-Anteil und dem mutagenisierten HM1.24 wurde fur

diese Arbeit zur Verfligung gestellt.

3.1.2. Klonierung

Ausgangspunkt fir die Herstellung der chimaren Mini-Antikdrper war der Vektor
pSecTag2/Hygro B (Invitrogen). Dieser Vektor erlaubt die Expression rekombinanter
Proteine in eukaryotischen Zellen sowie die Etablierung stabiler Transfektanden auf

Basis des Hygromycin-Resistenzgens.

sfil sfil Xhol Xhol
scFv FcKO-lgG1 HM1.24

Sekretionssignal His-Tag

Abb. 3.3: Schematische Darstellung der DNA des vollstandigen Antikdrpermolekils

Im 3‘-Bereich liegt die fir das Modell-Antigen HM1.24 kodierende cDNA vor (siehe
Abb. 3.3). Dieses Konstrukt ermdglicht die Expression des Tumor-Antigens als C-
terminale Fusion mit dem chiméaren FcKO-Mini-Antikbrper. Zur selektiven Adres-
sierung der Endozytoserezeptoren auf humanen Dendritischen Zellen wurden die Fc-
Rezeptoren CD64 (FcyRI) und CD89 (FcaR) sowie die Lektin-Rezeptoren CD205
(DEC-205) und CD209 (DC-SIGN) ausgewahlt.

Fur die Generierung der Mini-Antikorper lagen cDNAs vor, die fir die entsprechenden
Bindungsdoménen der Antikorper in Form eines scFv (single chain fragment variable)
kodieren. Hierbei sind die variablen Bereiche der schweren (VH) und leichten (VL)
Kette des jeweiligen Antikorpers Uber einen Linker auf einem cDNA-Strang
miteinander verknupft. Dies erlaubt die Fusion des scFv mit dem Fc-Teil eines IgG1l
zu einem scFv-Mini-Antikorper.

Sowohl die CD64-, CD89-, CD205- und CD209-scFv-Anteile als auch der Ausgangs-

vektor weisen Erkennungssequenzen fir die Restriktionsendonuklease Sfil auf. Diese

27



Ergebnisse

Schnittstelle erlaubt eine gerichtete Klonierung der jeweiligen scFv-cDNA in den 5°-
Bereich des 1gG1-FcKO-Bereichs. Um die jeweiligen scFv-Fragmente in den Vektor
einzubringen, wurde dieser ebenso wie die scFv-enthaltenden Plasmide mit der
Restriktionsendonuklease Sfil hydrolysiert. Das Hydrolyseprodukt sowie die scFv-
Anteile wurden anschlie3end mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und nachfolgend
durch Extraktion aus dem Agarosegel gewonnen (siehe Abb. 3.4).

AnschlieRend wurden die jeweiligen scFv-Anteile mit dem Vektor ligiert. Nach der
Transformation von E. coli erfolgte die Selektion potentieller Klone auf Ampicillin-

haltigem Nahrmedium, da der Klonierungsvektor eine Ampicillin-Resistenz vermittelt.

M1 2 3 456

Abb. 3.4: Mit der Restriktionsendonuklease Sfil geschnittener Vektor "pSecTag2/Hygro B" mit FcKO
und HM1.24 sowie scFv-Inserts

M: Marker; 1: Sfil-geschnittener Vektor "pSecTag2/Hygro B" mit FcKO und HM1.24; 2: Kontrolle; 3: CD64 scFv;
4: CD89 scFv; 5: CD205 scFv; 6: CD209 scFv.

Die Trennung erfolgte durch Agarosegelelektrophorese (1% Agarose). Gefarbt wurde mit Ethidiumbromid.
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3.1.3. Charakterisierung potentieller Klone

Nach der Praparation sollte die Plasmid-DNA an dieser Stelle den schematischen
Darstellungen in Abbildung 3.3 und Abbildung 3.5 entsprechen. Zum Nachweis des
scFv-Fragments sowie zur Auswahl eines fur die Expression geeigneten Plasmids
wurden die Konstrukte erneut mit der Restriktionsendonuklease Sfil hydrolysiert. Die
gelelektrophoretische Auftrennung der Hydrolyse-Produkte zeigt fir jedes Plasmid
eine Bande mit einer GroRe von mehr als 5 kb, was dem Vektor-Anteil entspricht
sowie eine Bande bei 800 bp, was in der GroRe dem eingefligten scFv-Anteil
entspricht (vgl. Abb. 3.6).

T7 promotor
\ Murine Ig ki hain V-J2-C signal tid
| Murine IG kappa chain V~J2-C signal peptide T7 promotor 7 rine Ig kappa chain slgnal pepeice
\ / - > SALss)
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CMV promotor T : Mcw . promotor, ”__,_\ __CDB9scFv
\ ! J scFv . ST (843)
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.y A FeKOIGGT \  FeKO4gG1
= ), _FcKO4g! d . '
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Al“p!cl”ll’\_r" \ — ' Xhol (1543)
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Abb. 3.5: Plasmidkarten des pSecTag2/Hygro B mit FcKO-IgG1, HM1.24 und scFv-Insert

Zum Nachweis des HM1.24-Anteils erfolgte zudem eine Hydrolyse mit Xhol. Die
gelelektrophoretische Auftrennung der Hydrolyseprodukte zeigt neben der Vektor-
Bande (>5 kb) eine Bande mit einer Gré3e von knapp 500 bp, was der erwarteten
Grolie der hydrolysierten HM1.24-cDNA entspricht (vgl. Abb. 3.7).

Um die Identitdt der Konstrukte zu belegen, wurde eine Sequenzierung vorgenom-
men. So konnte gezeigt werden, dass die entsprechenden CD64-, CD89-, CD205-
und CD209-Anteile in den Plasmiden in Fusion mit dem FcKO-HM1.24-Anteil
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vorliegen. Damit standen alle fur die nachfolgende Expression notwendigen Kon-
strukte zur Verfiigung.

M1 2 3 45

5.0
2.0
1.0
0.5

Abb. 3.6: Nachweis der Insertion der scFv-Kasette durch Hydrolyse der erhaltenen scFv-FcKO-HM1.24-
Konstrukte mit der Restriktionsendonuklease Sfil

M: Marker; 1: Kontrolle; 2: CD64 scFv FcKO HM1.24; 3: CD89 scFv FcKO HM1.24; 4: CD205 scFv FcKO
HM1.24; 5: CD209 scFv FcKO HM1.24.

Die Trennung erfolgte durch Agarosegelelektrophorese (1% Agarose). Gefarbt wurde mit Ethidiumbromid.
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Abb. 3.7: Nachweis von HM1.24 in den erhaltenen scFv FcKO HM1.24 Konstrukten durch Hydrolyse mit
der Restriktionsendonuklease Xhol

M: Marker; 1: Kontrolle; 2: CD64 scFv FcKO HM1.24; 3: CD89 scFv FcKO HM1.24; 4: CD205 scFv FcKO
HM1.24; 5: CD209 scFv FcKO HM1.24.

Die Trennung erfolgte durch Agarosegelelektrophorese (1% Agarose). Gefarbt wurde mit Ethidiumbromid.
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3.1.4. Expression und Anreicherung der rekombinanten scFv-Minianti-
korper

Die Expression der vier Konstrukte erfolgte in eukaryotischen HEK293T-Zellen
(Human Embryonic Kidney) nach transienter Transfektion. Eukaryotische Zellen
wurden gewahlt, um posttranslationale Modifikationen, wie die Homodimerisierung
durch Bildung einer Disulfidbriicke und die Glykosylierung der Proteine, zu
ermdglichen.

Die Anreicherung der scFv-Mini-Antikorper erfolgte ausgehend von dem Uber eine
Woche gesammelten Zellkulturiberstand der transient transfizierten HEK-Zellen
durch Affinitdtschromatographie unter Verwendung einer anti-k-Matrix. Ungebun-
denes Protein wurde durch Waschen der Matrix mit Phosphat-gepufferter Kochsalz-
I6sung (PBS) bei neutralem pH-Wert entfernt. Die Elution der gebundenen scFv-Mini-

Antikorper erfolgte durch Senkung des pH-Wertes auf 3,0.

3.1.5. Quantitative Charakterisierung

Zur Beurteilung der Reinheit und zur Quantifizierung wurden die mittels Affinitats-
chromatographie erhaltenen Proteinfraktionen mit Hilfe des Experion-Pro260-Ana-
lysis-Kits (Bio-Rad) gelelektrophoretisch untersucht (siehe Abbildung 3.8). Die
Auftrennung erfolgte unter nicht-reduzierenden Bedingungen. Dies ermdglicht eine
Aussage uber das Vorliegen der die beiden Monomere verbindenden Disulfidbriicken.
Die Analyse zeigte jeweils nur eine Bande in der GroR3e von 140 kDa, was dem
erwarteten Molekulargewicht der homodimeren Antikérper-Derivate entspricht.

Verunreinigungen kénnen ebenso wie multimere Proteine ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.8: Automatisierte chromatographische Charakterisierung der rekombinanten Proteine zur
Beurteilung von Reinheit und Qualitat sowie zur Bestimmung der erhaltenen Menge

M: Marker; 1. CD64 scFv FcKO; 2: CD89 scFv FcKO; 3: CD205 scFv FcKO; 4: CD209 scFv FcKO. Die
Auftrennung erfolgte mittels automatisierter Elektrophorese mit Hilfe des ,Experion Automated Electrophoresis
System* der Firma Bio-Rad.

3.2. Bindungsnachweis auf transgenen Zellen

Nachdem die rekombinanten Fusionsproteine aus Antikdrper-Derivat und dem Tumor-
Antigen HM1.24 erfolgreich exprimiert und mittels Affinititschromatographie zur
Homogenitat angereichert werden konnten und diese quantitativ charakterisiert
waren, sollte nachfolgend eine qualitative, d. h. funktionelle Analyse der Molekdile er-
folgen. Um die selektive Bindung der Fusionskonstrukte an die Endozytoserezeptoren
CD64, CD89, CD205 und CD209 nachzuweisen, wurden Zielzellen eingesetzt, welche
die jeweiligen Rezeptoren als rekombinante Molekule exprimieren. Wahrend CD64-
und CD89-exprimierende BHK-Zelllinien bereits im Labor etabliert waren, wurde eine
CD205-transgene CHO-Linie freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Zum Nachweis
der Bindung des gegen CD209 gerichteten Fusionsproteins musste hingegen
zunadchst eine entsprechend CD209 transgen exprimierende Zelllinie generiert

werden.

3.2.1. Herstellung einer CD209-exprimierenden CHO-Zelllinie

Die Klonierung des Lektin-Rezeptors DC-SIGN (CD209) erfolgte durch Amplifikation
der 1214 bp groBen CD209-cDNA mittels RT-PCR ausgehend von RNA, die aus
Monozyten isoliert wurde. Grundlage fur das Design der Primer war die publizierte
MRNA-Sequenz (NCBI-Referenz NM_021155.3). Durch die Primer sollten Erken-
nungssequenzen fur die Restriktionsendonukleasen Hindlll im 5°-Bereich und Xbal im
3'-Bereich in die cDNA eingeflgt werden. Dies ermdglicht im Anschluss an eine

Zwischenklonierung des RT-PCR-Produkts die gerichtete Klonierung der CD209-
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cDNA in den ebenfalls mit diesen Restriktionsendonukleasen hydrolysierten Expres-
sionsvektor ,pcDNA 3.1(+)“ (Invitrogen). Der verwendete Vektor ,pcDNA 3.1(+)"
erlaubt die Expression rekombinanter Proteine in eukaryotischen Zellen aufgrund
eines CMV-Promotors. Mit Hilfe des Neomycin-Resistenzgens kénnen zudem stabile
Transfektanden etabliert werden.

Mittels RT-PCR konnte ein ca. 1200 bp grol3es Fragment amplifiziert werden, wie nach
der gelelektrophoretischen Auftrennung ersichtlich wurde (vgl. Abb. 3.9, Spur 4). Die
Kontrolle ohne Zugabe der Reversen-Transkriptase ergab kein PCR-Produkt (vgl.

Abb. 3.9, Spur 3), so dass tatséachlich eine amplifizierte cDNA vorliegt.

M1 2 3 4
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Abb. 3.9: RT-PCR zur Amplifikation der CD209 cDNA

M: Marker; 1 und 2: Kontrollen; 3: PCR-Kontrolle ohne reverse Transkription zum Nachweis von DNA-
Kontaminanten; 4: cDNA.

Die Trennung erfolgte durch Agarosegelelektrophorese (1% Agarose). Gefarbt wurde mit Ethidiumbromid.

Die cDNA wurde aus dem Gel eluiert und nachfolgend mittels Topo-TA-Cloning-Kit
(Invitrogen) in den 3,9 kb groRen Vektor ,o,CR TOPQO" eingebracht. Im Anschluss an
die Transformation von E. coli wurde Plasmid-DNA von potentiellen Klonen isoliert.
Eine gelelektrophoretische Auftrennung der mit Hindlll/Xbal-hydrolysierten Plasmid-
DNA zeigt, dass bei zwei Klonen Banden mit einer Gréf3e von ca. 4000 bp sowie 1200
bp vorliegen (vgl. Abb. 3.10). Dieses Restriktionsmuster entspricht den erwarteten
FragmentgroRen, wenn das inserierte CD209-Fragment und der Vektoranteil durch
die Hydrolyse voneinander separiert werden. AnschlieBend wurden positive Klone
einer Sequenzierung des inserierten Fragments unterzogen. Bei einem der Klone

konnte so belegt werden, dass keine durch die RT-PCR bedingten Mutationen in der

33



Ergebnisse

Sequenz vorlagen. Dieser Klon wurde nachfolgend fur die Umklonierung des CD209-
cDNA Fragments in den Vektor ,pcDNA 3.1(+)“ verwendet.

12 M

bp

5000
2000
- 1000
- 500
200

Abb. 3.10: Nachweis des Inserts nach Klonierung der CD209-cDNA mittels TA-Cloning-Kit
M: Marker; 1 und 2: Bei gut 1,2kbp potentielle Klone. Die zweite Bande ist der Klonierungsvektor.
Die Trennung erfolgte durch Agarosegelelektrophorese (1% Agarose). Gefarbt wurde mit Ethidiumbromid.

Im Anschluss an die Hydrolyse des Plasmids mittels Hindlll und Xbal wurden der
Anteil des Vektors und das inserierte CD209-cDNA-Fragment gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Das aus dem Gel eluierte CD209-Fragment konnte dann mit dem HindlllI-
und Xbal-hydrolysierten Vektor ,pcDNA 3.1(+) mittels T4-Ligase ligiert werden.
Plasmide der nach Transformation von E. coli erhaltenen potentiellen Klone wurden
durch eine Hydrolyse mit Hindlll und Xbal hinsichtlich des inserierten CD209-
Fragments analysiert. Durch die gelelektrophoretische Auftrennung der Hydrolyse-
Produkte konnte ein Fragment mit einer Gr63e von tber 5 kb sowie ein ca. 1200 bp
grol3es Produkt detektiert werden (vgl. Abb. 3.11). Demnach kénnte die CD209-cDNA
in allen analysierten Klonen in dem Expressionsvektor vorliegen. Eine Sequenzierung
der einzelnen Klone bestétigte dieses. Somit lag der fur die Generierung einer
rekombinant CD209-exprimierenden Zelllinie benotigte Expressionvektor vor.

Die Expression der CD209-Plasmide erfolgte in eukaryotischen CHO-Zellen (Chinese
Hamster Ovary). Zur Etablierung stabiler Linien wurde Neomycin als Selektionsmarker
verwendet. Die Expression des CD209 auf der Zelloberflache potentieller

Transfektanden wurde durchflusszytometrisch unter Verwendung kommerziell
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erhaltlicher  fluoreszenzgekoppelter CD209-Antikdrper nachgewiesen (siehe
Abbildung 3.12).

M123456

bp

5000

2000

1000
500

Abb. 3.11: Nachweis von CD209 in den erhaltenen Konstrukten durch Hydrolyse mit den
Restriktionsendonukleasen Hindlll und Xbal

M: Marker; Spur 1 bis 6: Sechs unabhéngige potentielle Klone.
Die Trennung erfolgte durch Agarosegelelektrophorese (1% Agarose). Gefarbt wurde mit Ethidiumbromid.

10 10' 10° 10’

Abb. 3.12: Durchflusszytometrischer Nachweis der CD-209-Expression auf den mit dem CD209-cDNA-
Konstrukt transfizierten CHO-Zellen

Grau: Isotyp-Kontrolle; Schwarz: Nachweis von CD209 mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen CD209-PE-
Antikdrpers (Beckmann Coulter).

35



Ergebnisse

3.2.2. Nachweis der Bindungsselektivitat und -aktivitat

Die Bindungsaktivitdt wurde durch Inkubation der Antikdrper mit Zellen untersucht,
welche das jeweilige Antigen exprimieren. Als Kontrolle und zum Nachweis der
Bindungsselektivitat dienten Antigen-negative Zellen. Als Zelllinien wurden fir CD64
und CD89 antigen-positive BHK-21- (Baby Hamster Kidney), fur CD205 und CD209
Antigen-positive CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary) verwendet. Die Detektion der
Bindung erfolgte durchflusszytometrisch mit Hilfe eines gegen den humanen Fc-Teil
gerichteten FITC-gekoppelten Antikdrpers. Es konnte dabei fur alle vier Antikdrper
eine dosisabhangige spezifische Bindung nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.13).
Der CD64-scFV Miniantikorper weist eine relativ gute Bindungsaktivitat auf (EC50
0,72 pg/ml). Die halomaximale Bindung des CD209-gerichteten Molekils erfolgt bei
einer Konzentration des scFv-Miniantikorpers von 3,9 pg/ml. Dem gegenuber zeigen
die CD89-scFv und CD205-scFv Konstrukte nur eine vergleichbar schwache
Bindungsaktivitat (EC50 12,4 pg/ml bzw. 11,2 pg/ml).

3.3. Nachweis der Expression der Zielrezeptoren auf Dendritischen
Zellen

Nachdem humane Dendritische Zellen in nur geringem Umfang aus dem peripheren
Blut gesunder Spender isoliert werden kdnnen, wurden Zellpopulationen ausgehend
von Monozyten generiert, die einen Phanotyp &hnlich dem der Dendritischen Zellen
aufweisen. Die Differenzierung der Monozyten zu Dendritischen Zellen erfolgt hierbei
durch Kultur in Medium, dem unterschiedliche Zytokine zugegeben wurden. Die
mehrtagige Kultur der Monozyten in Interleukin-4 (IL-4) und Granulozyten-Makro-
phagen-Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF) stellt hierbei den Standard fur die
Differenzierung dar. Dartber hinaus kann eine Population von DZ-ahnlichen Zellen
aber auch durch die Zugabe von Interferon-a (IFN-a) und GM-CSF oder aber IFN-3
und IL-3 erhalten werden.

36



Ergebnisse

CD64* e CD64
4 Kontrolle
[T
=
B o 0 102 10" 10° 10" 102
10° 10’ 10 10° .
Konzentration [ug/mil]
FITC
CD89* 307 e (D89
25+ 4 Kontrolle
20
< 154
104
5-
ol A A
R e 0 102 10" 10° 10" 102
= i ® '° Konzentration [ug/ml]
FITC
12+
CD205* e CD205
104 4 Kontrolle
a-
L g
£ 6
4
2+
- ry A 4
0= 7Ty
0 10-2 10-' 10° 10" 102
* * * * Konzentration [ug/ml]
FITC
80+
CD209* 704 e CD209
4 Kontrolle
60+
— 50-
L 404
< 40
30
20
104
0-d—pr
0 102 10" 10° 10" 102

10° 10!

Konzentration [ug/ml
FITC hg/m]

Abb. 3.13: Durchflusszytometrischer Nachweis der Bindungsaktivitat und -selektivitat der
aufgereinigten Antigen-Antikdrper-Fusionsproteine

Zum Nachweis der dosisabhangigen Bindung der rekombinanten scFv-Antigen-Fusionsmolekile wurden
transgene Zelllinien (CD64* BHK-21, CD89* BHK-21; CD205* CHO; CD209* CHO) sowie untransfizierte Zellen
als Kontrollen verwendet. Die Detektion der Molekile erfolgte durchflusszytometrisch mit einem gegen den Fc-
Teil gerichteten Fluorescein-gekoppelten Antikdrper.

Links: Grau: Isotyp-Kontrolle; Schwarz: Detektion des rekombinanten Molekuls bei maximaler Konzentration
(Abbildung rechts). Rechts: Dosisabhéngige Bindung an Antigen-positive Zellen (Mittelwerte mit Standard-
abweichung aus drei unabhangigen Experimenten).
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Notwendige Voraussetzung fur die Adressierung der gewdahlten Endozytose-
rezeptoren ist die selektive Expression dieser Marker auf den Zytokin-gereiften
Zielzellen, d. h. auf den aus Monozyten differenzierten Zellen mit DZ-ahnlichem
Phanotyp. Daher wurde zunachst die Expression des hochaffinen Fcy-Rezeptors |
(CD64), des IgA-bindenden Fca-Rezeptors (CD89) sowie der zwei ausgewahlten
Lektin-Rezeptoren DEC-205 (CD205) und DC-SIGN (CD209) mit Hilfe der Durchfluss-
zytometrie analysiert (siehe Abb. 3.14).

Es zeigt sich unabhéngig von der Wahl der Reifungsfaktoren, dass alle vier unter-
suchten Rezeptoren auf Monozyten sowie den mit den verschiedenen Zytokin-
Kombinationen von Monozyten differenzierten Dendritischen Zellen exprimiert
werden. Es sind jedoch Unterschiede in der Expressionshéhe erkennbar (Abb. 3.14).
Wahrend CD64 vergleichsweise stark auf Monozyten und den mit IFN-B/IL-3
differenzierten DZ nachgewiesen werden kann, ist die Expressionshdhe auf den mit
IL-4/GM-CSF bzw. IFN-a/GM-CSF aus Monozyten differenzierten Zellen reduziert.
Der Lektin-Rezeptor CD209 wird hingegen nur in geringem Mal3 auf Monozyten sowie
den mit den Zytokin-Kombinationen INF-a/GM-CSF bzw. IFN-B/IL-3 differenzierten
Zellen exprimiert. Demgegenuber zeigen die mit IL-4/GM-CSF erhaltenen Zellen eine
starke Expression von CD209. Die Expressionshéhe von CD89 und CD205 ist
hingegen auf Monozyten und den Zytokinen-differenzierten Zellen vergleichbar hoch

und demnach nicht von den verwendeten Differenzierungsagentien abhangig.

3.4. Bindungsnachweis auf Dendritischen Zellen

In einem zweiten Schritt wurde die Bindungsaktivitat der in dieser Arbeit konstruierten
und hergestellten scFv-Miniantikérper auf Dendritischen Zellen getestet, welche mit
den drei fur diese Arbeit gewahlten Reifungsstimuli - IL-4/GM-CSF, IFN-a/GM-CSF
und IFN-B/IL-3 - aus Monozyten differenziert wurden (Abb. 3.15). Der Nachweis der
Bindung der scFv-MiniantikOper bei séattigenden Antikorperkonzentrationen erfolgte
durchflusszytometrisch mit einem FITC-markierten anti-humanen Fc-Antikoper.

38



Ergebnisse

; W A |
Monozyten L J ;I J -‘I' J ‘
IL-4/GM-CSF L “— “ /\ 1

IFN-a/GM-CSF L M—' M_ M—_
IFN-B/IL-3 M W M M—

CD64 CcD89 CD205 CD209
Abb. 3.14: Durchflusszytometrischer Nachweis der Expression von CD64, CD89, CD205 und CD209 auf
Monozyten und unreifen Dendritischen Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Reifungsstimuli
Fur die Reifung wurden Monozyten gesunder Spender 7 Tage lang mit IL-4/GM-CSF, IFN-a/GM-CSF oder IFN-
B/IL-3 kultiviert. Als Kontrolle dienten fluoreszenzmarkierte Antikérper gleichen Isotyps (schwarz: spezifischer

Antikorper; weif3: Isotyp-Kontrolle). Die Analyse wurde mit Zellen von drei unterschiedlichen Spendern
durchgefihrt. Abgebildet ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Messungen.

Das Bindungsmuster der rekombinanten Miniantikérper entspricht dem Farbemuster,
welches unter Verwendung der kommerziell erhaltlichen, direkt mit einem Fluoro-
chrom konjugierten Antikorper erhalten wurde (vgl. Abb. 3.14 und 3.15).

So konnte auch fiir den CD64-gerichteten Miniantikdrper eine verstarkte Fluoreszenz
bei den mit IFN-B/IL-3-differenzierten Zellen im Vergleich zu den anderen beiden Zell-
populationen festgestellt werden, was demnach auf die erhéhte Expression des CD64
auf diesen Zellen zurtckzufihren ist.

Fur CD89 konnte auf den drei unterschiedlichen Zellpopulationen vergleichbare
Expressionshohe des Rezeptors nachgeweisen werden. Der rekombinante CD89-
Miniantikdrper zeigt hingegen nur eine schwache Bindung an die hier verwendeten

DZ-Populationen. Moglicherweise ist die schwache Bindungsaktivitat des scFv-Mini-
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antikorpers (EC50: 12,4 pg/ml, vgl. Kap. 3.2) in Kombination mit der schwachen Re-
zeptorexpression (vgl. Kap. 3.3) ursachlich fur die in Summe schwache Bindung des
Molekuls an die Zellen.

Die Expression des Lektin-Rezeptors CD205 war auf allen drei der hier untersuchten
Zellpopulationen ahnlich stark ausgepragt und im Vergleich zu CD89 deutlich erhdht
(vgl. Kap. 3.3). Trotz der geringen Bindungsaktivitdt des CD205-scFv-Miniantikorpers
(siehe Kap. 3.2) konnte die Bindung der CD205-scFv-Konstrukte auf den Zellen
nachgewiesen werden.

Bei der Analyse der Bindung des CD209-scFv-Miniantikdrpers zeigt sich, dass dieses
Konstrukt auf allen drei DZ-Populationen bindet. Eine besonders starke Expression
des Lektin-Rezeptors CD209 konnte jedoch auf den mit IL-4/GM-CSF differenzierten
Zellen detektiert werden (vgl. Kap. 3.3.) Die starke Expression des Zielantigens auf
IL-4/GM-CSF Zellen bedingt hier demnach die erhoéhte Bindung des scFv-
Miniantikorpers auf dieser Zellpopulation.

Sowohl die Expressionshohe der Lektinrezeptoren CD205 und CD209 auf den hier
untersuchten, mit drei unterschiedlichen Zytokin-Kombinationen aus Monozyten
erhalten Zellpopulationen wie auch die Bindungsaktivitat der rekombinanten scFv-
Miniantikdrper lassen diese beiden Rezeptoren als besonders geeignete Ziel-
strukturen fur eine Antikérper-basierte Antigenbeladung erscheinen. Wahrend CD205
sowohl auf Monozyten wie auch den DZ-Populationen exprimiert wird, ermoéglicht das
Expressionsmuster von CD209 die selektive Adressierung der IL-4/GM-CSF
Zellpopulation mit den in dieser Arbeit generierten CD209-scFv-Antigen-

Fusionsproteinen.

3.5. Aktivierung antigenspezifischer T-Zellen

Nachdem die rekombinanten Antikdrper-Antigen-Fusionsproteine eine selektive,
dosisabhangige Bindung an ihr jeweiliges Zielantigen zeigen (siehe Abschnitt 3.2.2),
stehen sie fur die abschlieRende funktionelle Charakterisierung, d.h. zur Beladung von
antigenprasentierenden Zellen zur Verfigung. Als antigenprasentierende Zellen
kommen hier die drei Zellpopulationen in Frage, die bei der Differenzierung der
Monozyten mit den drei unterschiedlichen Zytokinkombinationen erhalten wurden (vgl.
Abschnitt 3.3).
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Abb. 3.15: Durchflusszytometrischer Nachweis der Bindungsaktivitat der aufgereinigten Antigen-
Antikérper-Fusionsproteine auf unreifen Dendritischen Zellen nach Zugabe unterschiedlicher
Reifungsstimuli

Schwarz: Antigen-Antikdrper-Fusionsprotein; Weil3: Isotyp-Kontrolle. Fur die Reifung wurden Monozyten
gesunder Spender 7 Tage lang mit IL-4/GM-CSF, IFN-o/GM-CSF oder IFN-B/IL-3 kultiviert. Als Kontrolle dienten
fluoreszenzmarkierte Antikorper gleichen Isotyps. (Repréasentatives Experiment aus unabhéngigen Messungen
unter Verwendung von Zellen dreier unterschiedlicher Spender).

Im Vergleich zeigten die drei Zellpopulationen unterschiedliche Phanotypen, die sich
insbesondere in der Expression der in dieser Arbeit untersuchten Endozytose-re-
zeptoren widerspiegeln. Mdglicherweise beeinflussen die verwendeten Zytokine auch
die Fahigkeit der Zellen, Rezeptor-Antikdrper-Komplexe zu internalisieren, die so
aufgenommenen Antigene zu prozessieren und nachfolgend die Peptide zu pra-
sentieren. Daher sollte zunachst ein Test-System etabliert werden, um diese Zell-
populationen hinsichtlich ihrer Fahigkeiten zur Antigenprasentation und T-Zell-
Stimulation zu charakterisieren.

Als Antigen wurde hierfur das vom Zytomegalie-Virus (CMV) stammende Protein pp65
ausgewahlt. Blut CMV-serumpositiver Spender enthalt einen entsprechenden Anteil
CMV-spezifischer T-Zellen, so dass uUber die Reaktivierung dieser T-Zellen sehr
einfach das Potential der Interleukin-differenzierten Zellen zur Antigenprasentation
und T-Zell-Aktivierung bestimmt werden kann. Ein Peptid-Gemisch wie der CMV-
pp65-,Peptivator” besteht aus einer Vielzahl unterschiedlicher Peptide des gesamten

CMV-pp65-Antigens, die in die Zelle aufgenommen, prozessiert und nachfolgend im
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Kontext von MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-Il prasentiert werden konnen. Eine
Vorauswahl der Spender aufgrund des HLA-Typs entfallt somit.

Zur Etablierung eines solchen T-Zell-Assays wurden Monozyten CMV-serumpositiver
Spender mittels IL-4 und GM-CSF zu Zellen mit einem DZ-&hnlichen Phénotyp
differenziert. Nach einer einstindigen Inkubation der so erhaltenen unreifen
Dendritischen Zellen mit dem Peptid-Gemisch wurde eine Reifung der Zellen mit
einem Reifungscocktail (Interleukin-18, Interleukin-6, Prostaglandin-E2 und Tumor-
Nekrose-Faktor o) Uber 16 Stunden vorgenommen. In der nachfolgenden Co-Kultur
dieser Peptid-beladenen, gereiften Zellen mit den T-Zellen desselben Spenders
(Verhaltnis DZ zu T-Zellen 1:10) erfolgte die Aktivierung und Expansion der CMV-
spezifischen T-Zellen Uber einen Zeitraum von 6 Tagen. AnschlieBend erfolgte eine
Restimulation der T-Zellen mit peptidbeladenen und gereiften Dendritischen Zellen
desselben Spenders (DZ zu T-Zell-Verhaltnis 1:10).

Als Marker fur die Aktivierung der T-Zellen diente die Expression des Oberflachen-
antigens CD69. Dieser Aktivierungsmarker ist bereits wenige Stunden nach einer
Aktivierung der T-Zellen auf deren Zelloberflachen durchflusszytometrisch
nachzuweisen. Aktivierte T-Zellen zeichnen sich zudem durch die Sekretion von
Zytokinen, z. B. von Interferon-y aus. Zum Nachweis der T-Zell-Aktivierung wurde die
Sekretion des IFN-y durch Brefeldin A inhibiert, so dass intrazellular akkumulierendes
IFN-y als weiterer Marker zur Verfigung stand. Die Detektion des IFN-y erfolgte
hierbei durch eine intrazellulare Farbung. Zur Identifizierung der T-Zellen erfolgte eine
intrazellulare Farbung des T-Zell-Markers CD3, da eine T-Zell-Aktivierung zur
Internalisierung des CD3 fuihren kann. Zur selektiven Analyse der T-Helferzellen und
zytotoxischen T-Zellen wurden diese CD3-positiven Zellen zuséatzlich mit CD4 (T-
Helferzellen) und CD8 (zytotoxische T-Zellen) differenziert.

Mit einem Anteil von 2,1% aktivierter T-Helferzellen und 4,5% aktivierter zytotoxischer
T-Zellen zeigte sich eine sehr gute Aktivierung und Expansion der pravalenten CMV-
spezifischen T-Zellen innerhalb des einwochigen Zeitraums (siehe Abbildung 3.16).
Mit diesem Test-System steht damit eine Methode zur Verfiigung, um nachfolgend die
drei phanotypisch unterschiedlichen Populationen antigenprasentierender Zellen

vergleichend hinsichtlich ihres T-Zell-aktivierenden Potentials zu charakterisieren.
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Abb. 3.16: Durchflusszytometrischer Nachweis der T-Zell-Aktivierung

Oben links: Kontrolle ohne CMV-Peptide; Oben rechts: Interferon-y- und CD69-exprimierende Zellen nach
Inkubation mit CMV-pp65-aktivierten Dendritischen Zellen. Differenzierung der T-Helfer-Zellen ber CD3 und
CD4 (unten links) und zytotoxische T-Zellen tiber CD3 und CD8 (unten rechts). Die Analysen wurden mit
Zellen dreier unabhéangiger Spender durchgefiihrt. Die Abbildungen entsprechen einem reprasentativen

Ergebnis dieser drei Experimente.
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4. Diskussion

Neben den klassischen Behandlungsmethoden maligner Tumoren haben sich in den
letzten Jahren unterschiedliche immuntherapeutische Ansétze etabliert. Diese
zeichnen sich vor allem durch eine hohe selektive Wirkung gegen Tumorzellen aus.
Die therapeutische, aktive Tumorvakzinierung ist dabei ein vielversprechender Ansatz
zur Therapie der minimalen Resterkrankung nach konservativer Behandlung. Man
erhofft sich die Verhinderung eines Tumorrezidivs durch die Induktion einer
langanhaltenden, selektiven gegen Tumorantigene gerichteten Immunantwort.
Neben einer humoralen Antwort sind dafur vor allem zytotoxische T-Lymphozyten
erforderlich, welche in das Tumormilieu eindringen, von Malignomzellen Gber MHC-
Klasse-I-Molekile prasentierte tumorspezifische Antigene erkennen und die
Tumorzellen anschlieRend zerstéren konnen. ldealerweise sollte auch die Bildung
CD8" T-Gedéachtniszellen stimuliert werden (Palucka und Banchereau 2013).
Voraussetzung fur die Aktivierung der T-Zellen ist die Prasentation eines passenden
Tumorantigens auf antigenprasentierenden Zellen. Da Dendritische Zellen die
effizientesten antigenprasentierenden Zellen sind (Steinman 2012), stellen diese eine
vielversprechende Zellpopulation fur die Anti-Tumor-Vakzinierung dar.

4.1. Vakzinierungsstrategien

Dendritische Zellen als zellulare Vakzine

In den meisten klinischen Studien wurden Dendritische Zellen bisher ex vivo beladen.
Hierbei werden autologe, aus Monozyten oder CD34* hamatopoetischen
Progenitorzellen gereifte Dendritische Zellen von Patienten mit Tumorantigen
versehen und anschlieBend wieder reinfundiert. Mit den verwendeten Strategien
konnte bei einer Reihe von Patienten eine Verlangerung der Uberlebenszeit, in
Einzelfallen sogar eine Komplettremission beobachtet werden (Fay 2006; Dillman
2010; Galluzzi 2012). Seit 2010 ist in den USA auch ein therapeutisches Vakzin
(Sipuleucel-T, Provenge) zugelassen, bei dem dieses Verfahren zur Vakzinierung
genutzt wird.

Die Manipulation antigenprésentierender Zellen ex vivo ermdglicht es, ein breites
Spektrum an Methoden zur Antigen-Beladung anzuwenden. So kdnnen die Zellen mit
Proteinextrakten bzw. Lysaten von Tumorzellen mit einem komplexen Gemisch aus

potentiellen Tumorantigenen beladen werden. Die gegen verschiedene Antigene

44



Diskussion

gerichtete T-Zell-Antwort ist wiinschenswert, um eine moglichst breite Immunantwort
gegen die Tumorzelle zu induzieren, birgt aber das Problem, dass die Spezifitat der
T-Zellen nicht genauer definiert werden kann. Zudem kann eine so induzierte Immun-
antwort auch gegen auf gesunden Zellen prasentierte Peptide, d. h. gegen Auto-
antigene, gerichtet sein.

Weitaus definierter erscheinen hier Beladungsansatze, bei denen l6sliches Tumor-
antigen bzw. der hiervon abgeleiteten Peptide genutzt werden. Letztere muissen
allerdings fir den jeweiligen HLA-Typ des Spenders angepasst und speziell
synthetisiert werden, wahrend das komplette Antigen von der Zelle selbst prozessiert
wird. Da jedoch die Aufnahme von Antigenen aus dem extrazellularen Raum
hauptséachlich zur Prasentation der Peptide im Kontext von MHC-Klasse-II-Molekilen
fuhrt, scheint diese Beladungsstrategie nicht besonders geeignet, um eine effiziente
Immunantwort zytotoxischer T-Zellen zu induzieren. Fur die Beladung Dendritischer
Zellen mit l16slichem Antigen bzw. l6slichen Peptiden in vivo sind zudem relativ hohe
Dosen (100 pg und mehr) fur eine erfolgreiche Beladung der Zellen erforderlich.

Im Gegensatz zu Antigenen, die von au3en in die Zelle aufgenommen wurden, werden
Peptide, die von der Degradation endogener Proteine herriihren, hauptséachlich tber
MHC-Klasse-I-Molekule prasentiert. In diesem Fall ist demnach die Induktion der
Immunantwort primér seitens CD8* T-Zellen zu erwarten. Sowohl die Transfektion wie
auch die Transduktion der Dendritischen Zellen bieten zwei Methoden, die fir
entsprechende Tumorantigene kodierenden Sequenzen in die Zellen einzubringen,
um so eine MHC-I-restringierte Prasentation der entsprechenden Peptide zu erzielen
(Tuyaerts 2003). Zudem lasst sich die Prasentation der Peptide tiber MHC-Klasse-I
noch deutlich verbessern, indem lysosomale oder endosomale Zielsignalpeptide an
das Antigen gekoppelt werden. Die MHC-Klasse-I-Préasentation lasst sich bei Erhalt
der guten MHC-Klasse-II-Prasentation durch zusatzliche Kopplung des Antigens an
ein MHC-Klasse-I-Zielsignalpeptid (MHC class | trafficking signal, MITD) erhéhen
(Kreiter 2007).

Die Transduktion der antigenprasentierenden Zellen ermoglicht, effektiv. Tumor-
antigen-kodierende Gene in Zellen zu transferieren. Leider sind Dendritische Zellen
relativ resistent gegen adenovirale Infektionen, da ihnen méglicherweise die fir den
Viruseintritt notwendigen Rezeptoren fehlen (Tillman 1999), so dass eine Trans-
duktion der Zellen auf diesem Weg erschwert ist. Durch gezielte Adressierung der
Viruspartikel an Oberflachenrezeptoren wie CD40 oder DC-SIGN lasst sich die
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Infektionsrate jedoch deutlich verbessern (Tillman 1999; Korokhov 2005; Tacken
2007). Dieser Ansatz wurde bereits zur Induktion antigenspezifischer T-Zellantworten
verfolgt (Branddo 2003; Hangalapura 2010; Galluzzi 2012). Bei der Wahl DZ-
aktivierender Rezeptoren wie CD40 entfallt zudem die Notwendigkeit der Gabe eines
zusatzlichen Reifungsstimulus.

Im Gegensatz zu der nur transienten Expression der fur das Tumorantigen
kodierenden Sequenz bei der RNA-Transfektion erfolgt im Anschluss an die
Transduktion eine stabile Integration der Sequenz in die Zielzelle. Diese gen-
technische Veranderung kann hilfreich sein, ist aber auch mit Gefahren verbunden.
So ist die transiente Expression des Antigens nach RNA-Transfektion aufgrund der
stattfindenden Degradation der mRNA zeitlich begrenzt. Entsprechend kommt es nur
in dem begrenzten Zeitraum zu Induktion einer gegen das Antigen gerichteten
Immunantwort. Eine stabile Integration der Antigen-kodierenden Sequenz in die DNA
der Dendritischen Zellen kdnnte zu einer dauerhaften Immunantwort fiihren. Hier ware
ein Weg wunschenswert, der eine solche dauerhafte T-Zell-Aktivierung bei Bedarf
beenden lasst. Bei beiden Verfahren kommt es leider nicht zur Prasentation der vom
Antigen abgeleiteten Peptide auf MHC-Klasse-II-Molektlen und damit zur Aktivierung
CD4* T-Zellen. Diese ist fur die Entwicklung einer tumorprotektiven Immunantwort
aber essentiell (Palucka und Banchereau 2013).

Die Ex-vivo-Beladung ermdoglicht eine gute Kontrolle der hierfir notwendigen
Komponenten. So werden nur die isolierten Dendritischen Zellen aktiviert. Zudem lasst
sich der Aktivierungsstatus der Zellen tberprifen. Jedoch ist das Verfahren aufgrund
der individuellen Therapie und der Notwendigkeit, die Beladung der Zellen mit
Tumorantigen bzw. Peptiden sowie die nachfolgende Reifung der Dendritischen
Zellen unter GMP-Bedingungen durchzufihren, mit erheblichem Arbeits-, Kosten-,

logistischem und damit in Summe hohem finanziellen Aufwand verbunden.

Beladung Dendritischer Zellen in vivo

Eine Beladung der antigenprésentierenden Zellen im Patienten in Anlehnung an
derzeit gangige Vakzinierungen bote dem gegeniber entsprechende Vorteile.
Monoklonale Antikérper bieten aufgrund ihrer Bindungseigenschaften eine
hervorragende Mdglichkeit, die auf Dendritischen Zellen exprimierten internalisie-
renden Rezeptoren zu adressieren. Dies ermdglicht die selektive Beladung der Zellen
mit Antigenen oder Peptiden, die an den jeweiligen Antikérper gekoppelt sind. Da eine
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solche Strategie gezielt zur Aufnahme des Antigens in die gewdahlte Zellpopulation
fuhrt, reduziert sich die fur eine effiziente Antigenprasentation bzw. T-Zell-Aktivierung
notwendige Menge an Antigen (Steinman 2012).

Neben der spezifischen Adressierung der jeweiligen Population an
antigenprasentierenden Zellen, bietet die Rezeptor-vermittelte Endozytose des
Antikorper-Tumorantigen-Konstrukts einen weiteren essentiellen Vorteil. Wahrend die
Aufnahme l6slichen Antigens in die Zellen zu einer Prasentation der vom Antigen
erhaltenen Peptide Uberwiegend im Kontext von MHC-Klasse-II-Molekilen fihrt und
sowohl die RNA-Transfektion als auch die Transduktion zur ausschlief3lichen
Prasentation auf MHC-Klasse-I-Molekilen, kommt es nach Endozytose des
Antikdrper-Konjugats zu einer Kreuz-Préasentation der Peptide Uber MHC-Klasse-I-
und MHC-Klasse-II-Molektle (Schuurhuis 2006). Somit wird in diesem Fall auch die
notwendige Aktivierung zytotoxischer T-Zellen verbessert. Selbst ex vivo fihrt die
Rezeptor-vermittelte Beladung der Dendritischen Zellen zu einem gesteigerten
Potential der Zellen, entsprechende Immunantworten zu induzieren (Schuurhuis 2006;
Tacken 2008).

Weiterhin lassen sich bei antikbrpervermittelter In-vivo-Beladung im Gegensatz zu Ex-
vivo-Strategien DZ-Populationen erreichen, welche nicht oder nur unter grof3em
Aufwand isolierbar sind. Auch ist es moglich, unterschiedliche Subtypen der
Dendritischen Zellen gleichzeitig anzusprechen, wodurch mdoglicherweise eine
bessere Kontrolle der Immunantwort moglich ist (Tacken und Figdor 2011). Die
Verteilung der in vivo mit Antigen beladenen Dendritischen Zellen an multiplen Orten
im Organismus ist zudem fur die Aktivierung von T-Zellen vermutlich von Vortell
(Tacken 2007).

Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass die genutzten DZ-Subtypen eine natirlich
vorkommende Population antigenprasentierender Zellen darstellen, so dass sie
maoglicherweise in ihrer Funktionalitdt den fir die Beladung ex vivo meist aus
Monozyten gewonnenen Dendritischen Zellen Uberlegen sind. Vor allem ist die
Migrationsfahigkeit dieser Dendritischen Zellen nicht eingeschrankt, was bei der Ex-
vivo-Beladung bisher noch ein unzureichend geldstes Problem ist (Adema 2005; Cruz
2011).

Eine Einschrdnkung der Verwendung von Antikérpern zur Vakzinierung ist die
begrenzte Molekilanzahl, welche sich an diese binden lassen. Um multiple Kom-

ponenten in einem Konstrukt zu kombinieren, lassen sich als komplexes
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Beladungssystem Mikropartikel verwenden (Tacken 2007; Cruz 2014). Eingesetzt
werden aktuell vor allem Liposomen oder Polymerpartikel (Tacken 2006). Zur
selektiven Beladung der Zielzelle kénnen Antikorper oder Rezeptorliganden in die
Oberflache eingebaut werden (Badiee 2007; Cruz 2011), so dass die Komponenten
ausschlie8lich am gewinschten Zielort wirken (Kreutz und Tacken 2013). Im
Gegensatz zu viralen Vektoren sind Liposomen und Polymerpartikel selbst nicht
immunogen. Der Vorteil der Polymerpartikel gegentber Liposomen liegt in der
grolReren Stabilitdt (Kreutz 2013). Sind die Polymerpartikel biologisch abbaubar,
werden die enthaltenen Komponenten langsam uber Tage bis Wochen freigesetzt
(Kreutz 2013).

Mikropartikel haben jedoch den Nachteil, dass sie deutlich aufwéandiger und damit
teurer in der Herstellung sind als einfache Antikdrper. So lange sich die Beladung mit
gleich gutem Ergebnis bewerkstelligen lasst, ist die Beladung Uber Antikdrper-

Tumorantigen-Fusionsproteine entsprechend der sinnvollere Ansatz.

4.2. Differenzierung Dendritischer Zellen aus Monozyten

Fur die einfache Gewinnung von Dendritischen Zellen in grél3eren Mengen hat sich
etabliert, Monozyten aus Blut- oder Lymphozytenspenden zu isolieren und diese
anschlieBend Zytokin-vermittelt zu Zellen mit einem DZ-ahnlichem Phé&notyp zu
differenzieren (MoDZ). Neben dem als Standard verwendeten Differenzierungs-
cocktail wurden in dieser Arbeit eine Kombination aus GM-CSF und IFN-a bzw. IL-3
und IFN-B verwendet, um den Einfluss dieser Zytokine auf die Expression der
Endozytose-Rezeptoren zu untersuchen.

Obwohl die Kombination aus IL-4 und GM-CSF vielfach zur Differenzierung der
Monozyten eingesetzt wird, scheint diese Auswahl an Zytokinen nicht in jeder Hinsicht
optimal fur die Induktion einer T-Zell-Antwort zu sein. So scheinen die mit IL-4
erzeugten Dendritischen Zellen nicht in der Lage zu sein, zum nachstgelegenen
lymphatischen Organ zu wandern (Della Bella 2004). Weiterhin fuhrt IL-4 zu einer
Verminderung der CD64-Expression (te Velde 1990). Entsprechend weisen auch die
in dieser Arbeit mittels IL-4/GM-CSF generierten Zellen eine im Vergleich zu
Monozyten geringe Expression von CD64 auf. Eine &ahnliche Verminderung der CD64-
Expression zeigte sich fur die mit IFN-a/GM-CSF differenzierten Antigen-
prasentierenden Zellen. Die CD64-Expression konnte zum Beispiel mit IFN-y (Fanger

1996) oder IL-10 (te Velde 1992) gesteigert werden. Inwieweit diese Zytokine einen
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Einfluss auf die Reifung der Zellen in Bezug auf die Endozytoseféhigkeit und T-Zell-
Aktivierung haben, ware zu untersuchen.

Bei IFN-B/IL-3-differenzierten Zellen findet sich eine vergleichsweise hohe
Konzentration von CD64 auf der Zelloberflache, jedoch ist hier die Oberflachen-
expression von CD209 minimiert.

Die in dieser Arbeit gewahlten Kombinationen der Zytokine zur Differenzierung der
Monozyten sind entsprechend nicht alle gleich gut geeignet, um abschlieRend eine
vergleichende Analyse der Molekule hinsichtlich ihres Potentials vorzunehmen, diese
Zellen mit Antigen zu beladen und nachfolgend T-Zell-Antworten zu induzieren. Neben
der hier charakterisierten Expression der Oberflachenmarker wére nachfolgend auch
die Kinetik der Endozytose von Rezeptor und Antikdrper-Antigen-Fusionsprotein in
Abhangigkeit von den verwendeten Zytokincocktails zu untersuchen.

Dariiber hinaus kdnnte das uber die adressierten vier Endozytose-Rezeptoren in die
Zelle eingebrachte Antigen in der Zelle unterschiedlich prozessiert werden und damit
die Présentation Gber MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-Molekiile beeinflusst sein.
Es ist geplant, dies in weiterfihrenden Arbeiten zu untersuchen.

SchlieR3lich konnte die Auswahl der Zytokine auch einen Einfluss auf die Fahigkeit der
so erhaltenen Antigen-prasentierenden Zellen haben, auf einen Reifungsstimulus zu
reagieren. Die Reifung der Zellen im Anschluss an die Antigen-Beladung ist jedoch
notwendig fur die Induktion der T-Zell-Antwort. Dieser Punkt ist ebenfalls in

anschlieRenden Arbeiten zu untersuchen.

4.3. Wahl des Adjuvans

Ein Adjuvans verstarkt die antigenspezifische Immunantwort durch Verbesserung der
Qualitat, der Dauer oder des AusmalRes der Immunantwort (Dubensky und Reed
2010). Adjuvantien haben im Zusammenhang mit der Beladung von Dendritischen
Zellen vor allem zwei Aufgaben. Zum einen sollen sie die Verfligbarkeit von Antigenen
solange verlangern, dass eine effiziente T-Zell-Aktivierung stattfinden kann. Zum
anderen sind sie in der Lage, Dendritische Zellen zu aktivieren. Da Dendritische Zellen
Antigen Uber langere Zeit speichern kdnnen, ist vor allem letzterer Punkt entscheidend
(van Montfoort 2009). Bei Beladung tiber CD205 und CD209, aber auch tber andere
Rezeptoren, ist die Verwendung von Adjuvantien eine Notwendigkeit, da ansonsten

Toleranz induziert wird (Steinman 2012).
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Wichtig fur den Einsatz im Rahmen der therapeutischen Tumorvakzinierung ist eine
Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen Gber Typl-T-Helferzellen. Viele der aktuell in
vivo verwendeten Adjuvantien, allen voran die Aluminiumsalze, fihren jedoch zu einer
Polarisierung hin zu Typ2-T-Helferzellen und damit zur Produktion von Antikérpern
(Dubensky und Reed 2010). Daher ist die weitere Suche nach passenden Substanzen
essentiell. Weitere wichtige Eigenschaften eines optimalen Adjuvans sind (Dubensky
und Reed 2010):

ungefahrliche, sichere Anwendung

Stabilitdt der Substanz vor Administration

leichte Abbaubarkeit und Elimination im menschlichen Korper

kostengunstige Herstellung

Die Dendritischen Zellen missen nach Differenzierung und Aktivierung vor allem
folgende Eigenschaften aufweisen (Mailliard 2004; Dauer 2008; Kalinski 2013):

e phanotypische Reife

e Fahigkeit zur Migration nach CCR7-Rezeptor-Ligation

e Interleukin-12-Produktion

In-vitro erfolgte die Aktivierung der Dendritischen Zellen bisher meist unter Einfluss
der proinflammatorischen Zytokine Interleukin-13, Interleukin-6, Tumor-Nekrose-
Faktor-a und Prostaglandin-E2 (Jonuleit 1997), so auch in dieser Arbeit.

Das im Standard-Aktivierungscocktail enthaltene Prostaglandin-E2 scheint die Potenz
der Dendritischen Zellen in Bezug auf ihre Fahigkeit zur T-Zell-Stimulation deutlich zu
steigern (Steinbrink 2000). Es fuhrt zu einer hohen Expression kostimulierender
Molekile und befahigt Dendritische Zellen durch Induktion der Expression von CCR7
zur Migration (Nguyen-Pham 2012; Kalinski 2013). Prostaglandin-E2 vermindert
jedoch auch die Interleukin-12-Produktion der Dendritischen Zellen und fuhrt damit zu
einer THz-Verschiebung der Immunantwort (Watchmaker 2010; Kalinski 2013). Daher
werden Prostaglandin-E2-haltige Aktivierungscocktails in aktuellen Arbeiten nicht
mehr verwendet.

Weiteres deutet darauf hin, dass der Standard-Aktivierungscocktail nicht optimal fir
die Reifung Dendritischer Zellen ist. Die Kombination aus Interleukin-13, Interleukin-

6, Tumor-Nekrose-Faktor-a, Interferon-a und CDA40-Ligand scheint einen Typus
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Dendritischer Zellen zu generieren, der den mit dem Standard-Ansatz gereiften Zellen
funktionell deutlich Uberlegen ist (Kaka 2008). Die Kombination aus CD40-Ligand mit
dem TLR3-Liganden poly I.C scheint ebenso zu Zellen zu flhren, die ein verbessertes
Potential der T-Zell-Stimulation aufweisen (Kim 2008). Auch bei der Beladung
Dendritischer Zellen im Mausmodell tber CD205 hat sich poly I:C als sehr effektives
Adjuvans herausgestellt (Kastenmuller 2014).

Neuere Adjuvantien sind weiterhin der im HPV-Impfstoff Cervarix verwendete TLR4-
Ligand Monophosphoryl Lipid A (MPL), weitere TLR-Liganden wie CpG, Resiquimod
oder Flagellin, Montanide und Saponine (Dubensky und Reed 2010; Speiser und
Romero 2010).

Aktuell wird versucht, Dendritische Zellen unter Bedingungen reifen zu lassen, welche
virale Infektionen imitieren. Vielversprechend scheinen sogenannte a-Typl-
polarisierte Dendritische Zellen (aDZ1) zu sein, welche mit einer Kombination aus
Interleukin-13, Tumor-Nekrose-Faktor-a, poly I|:C, Interferon-y und Interferon-a
aktiviert werden. Mit dem oben genannten Standard-Aktivierungscocktail aktivierte
Dendritische Zellen sind zwar bezogen auf die Expansion zytotoxischer T-Zellen
genauso effektiv, Aktivitat zytotoxischer T-Zellen, Granzym-B-Expression und
Chemokin-Reaktivitat sind jedoch nur bei Verwendung von aoDZ1 zu finden
(Watchmaker 2010). Zudem ist das regulatorische T-Zellen anziehende CCL22 im
Gegensatz zu Prostaglandin-Ez-aktivierten Dendritischen Zellen reduziert. Zuséatzlich
wirkt der Anziehung regulatorischer T-Zellen noch Interferon-a entgegen
(Muthuswamy 2008). Interferon-a bewirkt auch eine Erhdhung der CCR7-Expression
(Mailliard 2004). Jedoch ist die Expression von CCR7 geringer als nhach Reifung mit
Prostaglandin-E2 (Nguyen-Pham 2012).

Fiur die Antigenbeladung Dendritischer Zellen werden weiterhin noch gegen CD40-
gerichtete Antikorper verwendet (Tacken und Figdor 2011; Wimmers 2014). Sie
funktionieren gut, sind im Vergleich zu PRR-Liganden jedoch teuer.

Neben der Wahl des Adjuvans ist ein weiteres Problem der Einfluss des verwendeten
Antigens und die Reifungszeit auf die Funktionalitat der Dendritischen Zellen (Kaka
2008; Kim 2008). Auch die klassische 7-Tage-Reifung zur Erzeugung der
Dendritischen Zellen aus Monozyten ist mdglicherweise nicht optimal (Dauer 2008).
Es wird deutlich, dass zum einen das gewahlte Adjuvans die Eigenschaften der
Dendritischen Zellen stark beeinflusst und dass weiterhin die Notwendigkeit fur ein
einheitliches Differenzierungs- und Aktivierungsprotokoll besteht.
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4.4. Applikationswege

Antikérper und Adjuvans konnen entweder dermal, subkutan oder intravends
appliziert werden. Je nach Applikationsweg lassen sich unterschiedliche DZ-Subtypen
erreichen, bei intravendser Injektion von Antikdrpern sogar die Dendritischen Zellen
praktisch aller Lymphknoten (Pereira 2007).

Es macht einen grof3en Unterschied, ob subkutan oder intradermal vakziniert wird.
Subkutane Injektionen erméglichen den direkten Transport der injizierten Substanz
Richtung Lymphknoten. Bei intradermaler Injektion werden die Dendritischen Zellen
lokal aktiviert und migrieren anschlieend Richtung Lymphknoten und Milz (Idoyaga
2008; Flacher 2012). Interessant ist, dass sich intradermal injizierte Antikdrper neben
dermalen Dendritischen Zellen auch auf epidermalen Langerhanszellen finden. Das
hei’t, Immunglobuline kénnen durch die Basalmembran der Epidermis diffundieren
(Flacher 2010). Auch die intramuskulare oder intranasale Applikation kommt
maoglicherweise in Frage.

In der Vergangenheit waren intravends injizierte, ex vivo beladene Dendritische Zellen
weniger effektiv in der Aktivierung von Typl-T-Helferzellen als subkutan oder dermal
applizierte (Wimmers 2014). Das ist ein Grund, weshalb sich klinische Studien bisher
vor allem auf die kutanen Applikationswege fokussiert haben. Da es inzwischen aber
viele neue Erkenntnisse zur Differenzierung und Aktivierung Dendritischer Zellen gibt,
ware die erneute Uberprifung der intravendsen Applikation auch ex vivo beladener
Dendritischer Zellen interessant.

Gegenuber der Ex-vivo-Beladung Dendritischer Zellen ist bei In-vivo-Beladung fur das
Erreichen moglichst vieler Dendritischer Zellen die intraventse Gabe jedoch deutlich
interessanter. Aul3erdem ist ein Problem der lokalen Applikation, dass der Grofteil
des injizierten Vakzins vom Kdrper entweder eliminiert oder von anderen Immunzellen
aufgenommen wird (Rosalia 2015). Ein grol3es Problem der intravendsen
Vakzinierung ist jedoch, dass viele der als kostimulatorisches Signal benotigten
Adjuvantien bei systemischer Gabe schwere Nebenwirkungen verursachen (Tacken
und Figdor 2011). Daher lassen sich diese als Reinsubstanz nur lokal appliziert
anwenden. Eine Mdglichkeit, beide Probleme zu umgehen, ware neben dem Antigen
auch das Adjuvans an einen Antikorper zu koppeln oder Antigen und Adjuvans in
Mikropartikel zu verpacken (siehe Abschnitte 4.1 und 4.5).
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Fur die Ex-vivo-Beladung ist noch interessant, dass die Migrationsfahigkeit
Dendritischer Zellen bei geringer Dichte deutlich besser ist als bei hoher (Aarntzen
2013). Zudem scheint die Vorbehandlung der Injektionsstelle mit Adjuvantien keinen
Einfluss auf die Migrationsfahigkeit der injizierten Dendritischen Zellen zu haben
(Aarntzen 2013).

Eine weitere bereits getestete, kompliziertere Moglichkeit ist die Injektion des Vakzins
direkt intranodal in das Lymphsystem der Haut. Dies scheint bei Ex-vivo-Beladung
zwar schlechter zu funktionieren als die dermale Injektion (Wimmers 2014), bei In-

vivo-Beladung tber Mikropartikel jedoch gut (Jewell 2011).

45. Ausblick

In einem nachsten Schritt musste die Effizienz der Internalisierung der in dieser Arbeit
konstruierten Antikorper, der nachfolgenden Prozessierung des Tumorantigens sowie
der MHC-vermittelten Antigen-Prasentation in Abhangigkeit von dem jeweils
adressierten Rezeptor in weiteren Experimenten in vitro und in vivo untersucht
werden.

Die beiden vielversprechendsten Antikorper — CD205 und vermutlich auch CD209 —
benottigen ein Adjuvans als zusatzlichen Aktivierungsstimulus. Dieser lasst sich
aufgrund der schweren Nebenwirkungen nicht systemisch verabreichen. Daher ist die
In-vivo-Anwendung auf lokalisierte Applikationswege, wie der subkutanen oder
dermalen Gabe, beschrankt. Um diese Einschrankung zu umgehen, kdnnte ein
Aktivierungsstimulus wie beispielsweise ein Mustererkennungsrezeptorligand oder ein
gegen CD40 gerichtetes Molekil an die Antikérper gegen CD205 und CD209
gekoppelt werden. Damit lieRen sich dann auch nicht-dermale DZ-Populationen
erreichen. Aul3erdem erhielten so nur Dendritische Zellen einen Aktivierungsstimulus,
welche auch mit Antigen beladen wurden.

Im Mausmodell wurde die Kopplung von Adjuvans und Antigen an einen Antikdrper
bereits erfolgreich getestet (Palucka und Banchereau 2012). Es muss allerdings noch
geklart werden, ob so aktivierte humane Dendritische Zellen samtliche notwendigen
Eigenschaften aufweisen (Palucka und Banchereau 2012). Leider scheint die
Kombination eines gegen CD205 gerichteten Antikdrpers mit Ovalbumin als
Modellantigen und zumindest CpG als Adjuvans problematisch, da die Beladung der
Dendritischen Zelle zum Teil durch direkte Bindung des Nukleinséaureteils unabhéngig

von CD205 erfolgt. Ob dies auch fur andere Molekile der Fall ist, bleibt zu
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untersuchen. Trotzdem sind Antigen-Adjuvans-Antikdrper-Kombinationen den Anti-
gen-Antikorper-Kombinationen mit I6slichem Adjuvans Uberlegen (Kreutz 2012).
Wahrscheinlich ist es auch sinnvoll, mehrere verschiedene Subtypen Dendritischer
Zellen parallel zu beladen. Dadurch lasst sich die Aktivierung unterschiedlicher T-Zell-
Typen erreichen - beispielsweise hochpotente zytotoxische T-Zellen bei Adressierung
CD141* Dendritischer Zellen und CD103*CD8* T-Gedachtniszellen bei Adressierung
CD1c* Dendritischer Zellen (Kastenmuller 2011; Palucka und Banchereau 2013).

Ein weiteres zu Uberwindendes Problem ist das immunsuppressive Milieu der
Tumoren. Die immunsuppressive Tumor-Mikroumgebung ist vermutlich einer der
wichtigsten Grunde, warum viele Studien bisher trotz messbarer spezifischer T-Zell-
Antworten enttduschende Ergebnisse lieferten (Gajewski 2007; Tacken und Figdor
2011). Tumoren kénnen auf unterschiedliche Weise immunsuppressiv wirken. Zum
einen exprimieren viele Tumoren nur geringe Mengen T-Zell-anziehender Chemokine
wie CXCL9, CXCL10 und CCL5. Gleichzeitig ist die Produktion des regulatorische T-
Zellen anziehenden CCL22 und des suppressive plasmazytoide Dendritische Zellen
sowie myeloide Suppressorzellen anziehenden CXCL12 oft erhéht (Muthuswamy
2012; Kalinski 2013).

Aber selbst wenn aktivierte T-Zellen es bis zum Tumor schaffen — es gibt eine ganze
Reihe Tumoren, in welchen sich aktivierte tumorantigen-spezifische T-Zellen finden —
greifen diese die Tumorzellen meist nicht an. Stattdessen sind diese T-Zellen trotz
funktionaler T-Zellen im Blut dysfunktional. Das liegt an zahlreichen T-Zell- und DZ-
supprimierenden Mechanismen (Gajewski 2007):

e Interleukin-10: Inhibiert die Expression von MHC- und kostimulierenden
Molekilen auf antigenprasentierenden Zellen. AufRerdem bewirkt es eine
Herabregulierung der Zytokinausschittung von Typl-T-Helferzellen und
induziert regulatorische T-Zellantworten (Sato 2011).

e Prostaglandin E2: Siehe Abschnitt 4.3

e Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO): Supprimiert die Proliferation und
Differenzierung von T-Zellen und aktiviert regulatorische T-Zellen (Munn 2012).

e VEGF: Sorgt fur eine fehlerhafte funktionale Reifung Dendritischer Zellen (Ohm
und Carbone 2001).

e TGF-B: Bewirkt eine systemische Immunsuppression. Neutralisierung verstérkt

T-Zell- und NK-Zell-Antworten gegen Tumoren (Yang 2010).
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e Kontrollpunkt-Blockade: Darunter werden immunsuppressive Interaktionen in
spateren Stadien der Immunantwort zusammengefasst. Die wichtigsten sind
die Interaktionen zwischen zytotoxischem T-Lymphozyten-assoziiertem
Antigen 4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4, CTLA4) mit B7.1 und
B7.2 sowie ,Programmierter Tod 1 (programmed death 1, PD1) mit seinem
Liganden PD-L1. Beide sorgen fir eine Herabregulierung T-Zell-Aktivierender
Signalwege (Riley 2009; Hodi 2010).

Es gibt noch eine Reihe weitere bekannte (Palucka und Banchereau 2012) und
sicherlich auch noch viele unbekannte Mechanismen.

Ein anti-CTLA-4-Antikorper (Ipilimumab) sowie ein PD-1 Antikorper (Nivolumab) sind
inzwischen zur Behandlung des malignen Melanoms zugelassen worden. Die
Blockade einer Reihe loslicher Mediatoren wurde bereits erfolgreich in klinischen
Studien getestet (Kalinski 2013). Tumor-Mikroumgebung-modifizierende Substanzen
in Kombination mit DZ-basierter Vakzinierung zu testen, ist eine interessante Aufgabe

fur die nachsten Jahre.
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5. Zusammenfassung

Dendritische Zellen (DZ) sind als professionelle Antigen-prasentierende Zellen in den
vergangenen Jahren ein potentes Werkzeug zur Immuntherapie maligner Tumoren
geworden. Um die Ex-vivo-Manipulation der DZ zu umgehen, wurde in der
vorliegenden Arbeit eine Strategie zur Beladung dieser Zellpopulation in vivo verfolgt.
Fur die Antigenbeladung dieser Zellen kommen insbesondere Endozytoserezeptoren
in Frage. Die Endozytose fiihrt zu einer Kreuzprasentation der durch Degradation
erhaltenen Peptide im Kontext von MHC-Klasse | und II, d. h. zur Aktivierung von
zytotoxischen T-Zellen wie auch T-Helferzellen, was als vorteilhaft fiur die Induktion
einer zellularen Immunantwort angesehen wird.

Die Bindungsselektivitat monoklonaler Antikérper ermdglicht es, diese Endozytose-
rezeptoren selektiv zu adressieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher Fusions-
proteine aus einer Antikorper- und einer Tumorantigen-Doméane in Form von Mini-
Antikdrpern generiert. Zur Herstellung des Mini-Antikdrpers wurden einzelstrangige
variable Fragmente (scFv), die gegen die Endozytoserezeptoren CD64, CD89, CD205
und CD209 gerichtet sind, mit einem Derivat eines humanen IgGi-Fc-Teils
rekombinant verknupft, welches eine reduzierte Bindungsaktivitat fur humane Fc-
Rezeptoren aufweist. C-terminal wurde das Tumormodellantigen HM1.24 an die
Sequenz des Fc-Teils fusioniert.

Die in eukaryotischen Zellen exprimierten Fusionsproteine wurden durch Affinitats-
chromatographie angereichert. Die selektive Bindung der Molekiule an die Endo-
zytoserezeptoren konnte durch eine durchflusszytometrische Analyse gezeigt werden.
Hierbei wurden transgene Zelllinien eingesetzt, welche den jeweiligen
Endozytoserezeptor exprimieren. Abschlie3end wurde die Bindung der Molektile auf
humanen DZ verifiziert. Die DZ wurden durch eine zytokininduzierte Differenzierung
von Monozyten gesunder Spender erhalten. Hierbei zeigte sich, dass die Oberflachen-
expression der Fc-Rezptoren (CD64, CD89) in Abhangigkeit von den gewahlten
Zytokinen (IL-4/GM-CSF; IFN-a/GM-CSF; IFN-B/Interleukin-3) variierte. Aufgrund der
Expressionshdhe und relativ selektiven Expression auf DZ scheinen daher die beiden
Lektinrezeptoren CD205 und CD209 besonders gut fur eine Antigenbeladung
geeignet. Um das Potential der beiden Rezeptoren fir die Vakzinierung zu belegen,
stehen die beiden Antigen-Antikorper-Fusionsproteine fur eine weitergehende

funktionelle Charakterisierung zur Verfiigung.
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