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1. Einleitung 

1.1  Das Immunsystem  

Das Immunsystem besteht aus einer Vielzahl miteinander interagierender Zellen. 

Seine zentrale Funktion besteht darin, körpereigene von pathogenen, körperfremden 

oder malignen Zellen bzw. Strukturen zu unterscheiden, was durch spezifische 

Rezeptoren auf den Immunzellen gewährleistet wird.  

Das Immunsystem lässt sich in angeborene und erworbene (adaptive) Immunität 

unterteilen. Die Effektorzellen der angeborenen Immunität - Monozyten/Makro-

phagen, Granulozyten und NK-Zellen - bilden die erste Abwehr. Sie erkennen 

generelle, auf vielen Pathogenen konservierte Strukturen wie bspw. 

Lipopolysaccharide (LPS), und beseitigen die Pathogene durch Phagozytose und 

Abbau in den Phagolysosomen [1]. Die dabei aktivierten Makrophagen sezernieren 

Cytokine wie IL-1, IL-6 und TNFα und Chemokine wie IL-8, die weitere Immunzellen 

zum Infektionsherd locken. Darüber hinaus entsteht durch diese 

proinflammatorischen Signale am Infektionsort ein immunstimulatorisches Milieu, das 

ein Teil des Danger-Signals ist, welches die adaptive Immunantwort einleitet [2, 3]. 

Die sich anschließende adaptive Immunantwort beruht auf hochspezifischen 

humoralen und zellulären Mechanismen, die gezielt von antigenpräsentierenden 

Zellen (APC), insbesondere von Dendritischen Zellen (DC), initiiert werden [1]. 

Effektorzellen der adaptiven Immunität sind Plasmazellen, die große Mengen an 

Antikörpern sezernieren, sowie T-Zellen, die als zytotoxische T-Zellen (CTL) ihre 

Targetzellen lysieren oder als THelfer-Zellen (TH) die zelluläre und humorale Immunität 

regulieren. Diese Effektorzellen entstehen in der Initiationsphase der adaptiven 

Immunantwort, in der ruhende T-Zellen mit DC bzw. ruhende B-Zellen mit TH-

Effektorzellen interagieren. Hierbei werden aus dem Pool der T- bzw. B-

Lymphozyten mit klonal exprimierten Antigenrezeptor-Spezifitäten, die Klone aktiviert 

und proliferieren und differenzieren zu Effektorzellen, welche über einen T- bzw. B-

Zell-Antigenrezeptor verfügen, dessen Antigen in einem immunstimulatorischen 

Kontext im Organismus vorhanden ist.  

Ein Charakteristikum der adaptiven Immunität ist das immunologische Gedächtnis [4, 

5]. Nach einer Infektion bleiben sogenannte Memory T- bzw. B-Zellen im Körper 

erhalten. Bei erneuter Infektion mit dem gleichen Erreger ist dann die Frequenz der 

für diesen Erreger spezifischen T- bzw. B-Zellen höher. Des Weiteren sind die 
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Aktivierungsvoraussetzungen solcher Memory-Zellen im Vergleich zur Primärantwort 

naiver B- und T-Zellen vermindert. Die Memory-Antwort läuft deshalb schneller und 

effektiver ab. 

1.2  Natürliche Killerzellen 

Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) sind zytotoxische Lymphozyten, welche von 

zytotoxischen T-Zellen durch das Fehlen des T-Zell-Rezeptors unterschieden werden 

können. Durchflusszytometrisch sind NK-Zellen durch den Phänotyp CD3-, CD16+, 

CD56+ charakterisiert [6]. Sie machen circa 10-15% der Lymphozyten des Blutes 

aus [7].  

Die Aufgabe von NK-Zellen besteht vor allem in der Beseitigung virusinfizierter und 

entarteter Körperzellen. Sie sind darauf spezialisiert, Zellen zu erkennen, welche 

eine reduzierte oder gänzlich fehlende Expression von Molekülen des 

Haupthistokompatibilitätskomplexes der Klasse I (MHC-I - Major Histocompatibility 

Complex Class I; human: HLA-Klasse I – Human Leukocyte Antigens Class I) 

aufweisen, was bei vielen Tumorzellen und virusinfizierten Zellen zu beobachten ist, 

und es diesen gestattet, einer Immunantwort HLA-Klasse I-restringierter, 

zytotoxischer T-Zellen zu entgehen [8, 9]. NK-Zellen können solche Unterschiede in 

der Expression von MHC-I wahrnehmen und die entsprechenden Zellen lysieren. 

NK-Zellen exprimieren auf ihrer Oberfläche inhibitorische und stimulatorische 

Rezeptoren. Die inhibitorischen Rezeptoren binden MHC-I. Beim Menschen werden 

HLA-Klasse I Moleküle entweder durch Rezeptoren der KIR-Familie (Killer 

Immunoglobulin-Like Rezeptor) oder durch das heterodimere C-Typ Lektin 

NKG2a/CD94 erkannt [10]. Bei Abwesenheit bzw. reduzierter Expression von HLA-

Klasse I bleibt das durch die KIR-Rezeptoren oder NKG2A/CD94 vermittelte 

inhibitorische Signal aus und die Targetzelle wird abgetötet. Das Abtöten der 

Targetzelle durch eine NK-Zelle erfolgt durch Induktion von Apoptose, entweder über 

den Perforin/Granzym B Mechanismus oder über die Fas/FasL Interaktion [11].  

NK-Zellen enthalten lytische Granula mit Proteinen wie Perforin und Granzym B. 

Nach dem Kontakt zwischen NK-Zelle und Targetzelle und dem Ausbleiben des 

inhibitorischen Signals werden beide Proteine durch Exozytose ausgeschleust. 

Perforin wird Ca2+-abhängig an die Lipidmembran der Targetzelle gebunden und als 

Monomer in die Membran inseriert. Es folgt eine schrittweise Polymerisierung, 

wodurch in der Membran der Zielzelle Poren gebildet werden [12, 13]. Dies kann 
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entweder direkt zur Lyse führen oder die Serinprotease Granzym B gelangt über 

diese Poren in die Targetzelle und spaltet dort und dadurch aktiviert das ubiquitäre 

CPP-32, eine Caspase, die wiederum die Caspase-aktivierbare DNAse (CAD) 

aktivieren kann. CAD dringt, nachdem eine inhibitorische Untereinheit (I-CAD) 

abgespalten wurde, in den Zellkern ein und führt zum Abbau der DNA .  

Alternativ zum Perforin/Granzym B Mechanismus bindet FasL auf NK-Zellen an das 

ubiquitär exprimierte Fas (CD95/APO-1) auf der Targetzelle [14, 15]. Fas Proteine 

weisen eine Todesdomäne ("Death Domain", DD) im zytoplasmatischen Teil auf, 

welche das apoptotische Signal mit Hilfe eines Adapterproteins (FADD "Fas-

Associated Death Domain" Protein) in das Zellinnere überträgt. FADD interagiert mit 

Procaspase-8. Aggregierte Procaspase-8-Moleküle spalten sich gegenseitig, 

wodurch eine aktive Caspasedomäne entsteht. Diese spaltet und dadurch aktiviert 

ihrerseits wiederum weitere Procaspasen. Diese Caspase-Kaskade endet bei der 

Caspase-aktivierbaren DNAse (CAD), die den Abbau der DNA der Targetzelle 

bewirkt.  

Neben diesen Aktivitäten im Rahmen der angeborenen Immunität haben NK-Zellen 

auch eine Funktion bei der adaptiven Immunität. Über ihre FcγIII-Rezeptoren (CD16) 

binden sie antikörperopsonisierte Targetzellen und töten diese in einem als 

Antikörper-abhängige, zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC: antibody-dependent cell-

mediated cytotoxicity) bezeichneten Prozess ab [16]. 

1.3  T-Zellen 

Im Knochenmark aus pluripotenten, hämatopoetischen Stammzellen gebildete 

lymphatische Vorläuferzellen wandern über die Blutbahn in den Thymus ein, wo sie 

ausreifen. Während ihrer Reifung durchlaufen die Thymozyten eine positive 

Selektion, wobei nur die eigene MHC-Moleküle erkennenden Zellen überleben. Die 

darauf folgende negative Selektion filtert potentiell autoreaktive Zellen heraus [17]. 

Unterschiedlichste gewebespezifische Antigene werden von Thymusepithelzellen 

exprimiert und abgeleitete Peptide von thymusständigen lymphoiden DC über MHC-

Moleküle präsentiert. Haben Thymozyten einen TCR, der einen entsprechenden 

MHC/Peptid-Komplex erkennt, werden sie durch Apoptose eliminiert.  

Durchflusszytometrisch sind T-Zellen durch den Phänotyp CD3+ innerhalb der 

CD45+ Leukozyten charakterisiert. Die Aktivierung der T-Zellen erfolgt über den T-

Zell-Rezeptor (TCR), der von kovalent verknüpften αβ- oder γδ-Dimeren gebildet 
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wird, welche mit dem für die Signaltransduktion zuständigen CD3-Komplex 

(CD3ε2γδζ2) assoziiert sind [18]. Der TCR-Komplex beinhaltet ferner den CD4 oder 

CD8 Corezeptor, welche die TH und CTL Subpopulationen der T-Zellen 

unterscheiden.  

Die CD3+ T-Zellen im peripheren Blut können anhand weiterer Oberflächenmoleküle 

in verschiedene Subpopulationen unterteilt werden:  

 
1. CD4+ TH-Zellen: erkennen auf MHC-Klasse II Molekülen präsentierte Peptide. 

Ruhende, naive TH-Zellen (TH0) differenzieren erst nach Aktivierung und 

Instruierung durch DC zu TH1- oder TH2-Effektorzellen, welche sich in ihrer 

Cytokinexpression unterscheiden. TH1-Zellen produzieren IL-2 und IFNγ und 

leiten die zellvermittelte Immunantwort ein. TH2-Zellen produzieren dagegen 

u.a. IL-4 und steuern die humorale Immunantwort. Auch regulatorische T-

Zellen (TH3, TR1), die durch die Expression von TGFβ und IL-10 

gekennzeichnet sind und eine negative regulatorische Funktion im Rahmen 

der Kontrolle der Immunantwort ausüben, können aus einem solchen 

Aktivierungszyklus hervorgehen. 

2. CD8+ CTL: erkennen auf MHC-Klasse I Molekülen präsentierte Peptide. Nach 

Aktivierung der naiven CD8+ CTL differenzieren sie zu zytotoxischen 

Effektorzellen, welche über Perforin/Granzym B oder Fas-FasL-abhängige 

Mechanismen Apoptose der Targetzellen induzieren können. 

3. CD45RA+ naive T-Zellen: haben noch keinen Aktivierungszyklus durchlaufen. 

4. CD45R0+ Memory-T-Zellen: aus einem Aktivierungszyklus hervorgegangene 

Zellen, die das immunologische, zelluläre Gedächtnis vermitteln und auf eine 

weitere Infektion durch den gleichen Erreger effizienter reagieren können.  

5. CD4+CD25+ regulatorische T-Zellen (Treg): entstehen im Thymus, haben 

immunsuppressive Aktivität und sind an der Aufrechterhaltung von Toleranz 

beteiligt. Die CD4+CD25+ Zellen beinhalten aber auch gerade frisch aktivierte 

TH-Zellen.  

6. CD3+CD56+ natürliche Killer-T-Zellen (NKT): erkennen über CD1-Moleküle 

präsentierte Glykolipide.  

 
Weitere relevante T-Zell-Antigene, deren Expression Aussagen über 

Aktivierungszustand und Funktionalität gestatten sind: CD28, CD152, CD154 und 

HLA-DR.  
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1.4  Dendritische Zellen  

Dendritische Zellen als hochspezialisierte antigenpräsentierende Zellen (APC) 

spielen eine zentrale Rolle in der Initiationsphase von T-Zell-Antworten und damit 

auch für die meisten Aspekte adaptiver Immunität [19, 20].  

Morphologisch sind reife DC als unregelmäßig geformte Zellen mit langen 

Cytoplasmafortsätzen (Dendriten) charakterisiert, welchen sie auch ihren Namen 

verdanken. Sie können sowohl aus der lymphoiden als auch aus der myeloischen 

Entwicklungsreihe entstehen [21-23]. Der lymphoide DC-Subtyp, die sogenannten 

plasmacytoiden Dendritischen Zellen (pDC), ist im Thymus, im Blut und in den 

sekundären lymphatischen Organen zu finden. Im Thymus spielen sie eine zentrale 

Rolle bei der Eliminierung autoreaktiver T-Zellen. In sekundären lymphatischen 

Organen können sie aber auch CD4+ und CD8+ T-Zellen aktivieren, wobei eine 

präferenzielle Induktion von TH2-Antworten beschrieben wurde [24].  

Langerhans Zellen der Haut, interstitielle Zellen in nicht-lymphatischen Geweben, die 

sogenannten 'veiled cells' in den afferenten Lymphbahnen sowie die 

interdigitierenden Zellen der Lymphknoten repräsentieren myeloische DC [21-23]. 

Sie sind eng mit Monozyten verwandt. Tatsächlich können Monozyten auch als 

proDC fungieren und in einem als reverse Transmigration bezeichneten Prozess zu 

reifen DC differenzieren und ausreifen [25]. In Zellkultursystemen wurde Ähnliches 

bereits 1994 beobachtet [26, 27]. Wurden Monozyten in der Gegenwart von GM-CSF 

und IL-4 kultiviert, differenzierten sie zu unreifen DC, die durch weitere Stimuli wie 

bspw. TNFα ausreifen und dann durch die Expression von CD83 gekennzeichnet 

sind [28]. 

Dendritische Zellen existieren im Organismus in zwei unterschiedlichen funktionellen 

Zuständen: als unreife und reife Dendritische Zellen [20, 29]. Unreife DC 

patrouillieren in den peripheren Geweben und nehmen dort kontinuierlich Antigene 

auf [30]. Sie exprimieren Chemokinrezeptoren wie CCR1, CCR2, CCR5 und CCR6, 

welche sie zu Infektionsorten bzw. Entzündungsherden locken [31, 32].  

Die Antigenaufnahme erfolgt in Form von Rezeptor-vermittelter Endozytose (u.a. 

Mannose-Rezeptor, DEC205), Pinozytose sowie Phagozytose. Die Effizienz dieser 

Mechanismen gestattet es, dass Antigene, die im Pikomolarbereich vorliegen, 

aufgenommen und über MHC-Moleküle präsentiert werden können [33]. Die 

Antigenaufnahme durch DC führt jedoch nur dann zur Induktion einer Immunantwort, 

wenn die DC ein sogenanntes Danger-Signal wahrnehmen, wie es z.B. Pathogene, 
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Signale von Toll-like Rezeptoren (TLR), bestimmte Gewebeschädigungen oder 

Anzeichen einer Entzündung wie die Gegenwart proinflammatorischer Cytokine (u.a. 

IL-1, IL-6, TNFα) darstellen [2, 3]. Die Danger-Signale induzieren die Ausreifung der 

DC [34, 35], was mit einer Veränderung des Chemokinrezeptorprofils einhergeht. Die 

Rezeptoren für an Infektionsorten gebildete Chemokine werden herunterreguliert und 

CCR7, welcher sie zu den Lymphknoten leitet, wo die entsprechenden Liganden, 

CCL19 und CCL21, gebildet werden, wird heraufreguliert [31, 32].  

Die DC migrieren zu den lokalen Lymphknoten und reifen aus. Die Antigenaufnahme 

wird eingestellt [36] und die Expression von Adhäsions- (CD54 - ICAM-1, CD50 - 

ICAM-3), costimulatorischen (CD80 - B7.1, CD86 - B7.2) und weiteren 

akzessorischen Molekülen (CD40, CD58 - LFA-3) sowie von Cytokinen (z.B. IL-12), 

welche für die T-Zell-Aktivierung essentiell sind, wird hochreguliert [20, 29, 37].  

Die durch Danger-Signale induzierte Ausreifung der DC ist ein kritischer Schritt. Er 

entscheidet letztendlich darüber, ob eine Immunantwort gegen eines der 

aufgenommenen Antigene ausgelöst wird oder nicht. In der Abwesenheit von reifen 

Dendritischen Zellen können naive T-Zellen ihre Peptide nur auf 'normalen' 

Körperzellen oder auf unreifen DC erkennen. Auch andere antigenpräsentierende 

Zellen wie Monozyten und B-Zellen können reife DC nicht ersetzen. Die Konsequenz 

hiervon ist die Eliminierung der erkennenden T-Zellen bzw. ihre Entwicklung zu 

immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen, Vorgänge die zur Aufrechterhaltung 

der immunologischen Toleranz beitragen [38-40]. Darüber hinaus entscheiden die 

Signale am Antigenaufnahmeort, die zur Aktivierung und Ausreifung der DC 

beitragen, auch darüber, welches polarisierende Signal (z.B. IL-12 für TH1, OX40L für 

TH2 oder IL-10 für TR1) in den DC induziert wird, also über die qualitative 

Ausprägung der Immunantwort. 

1.4.1  Antigen-Prozessierung und -Präsentation 

Peptidantigene werden entweder über MHC-Klasse I oder Klasse II Moleküle 

präsentiert. MHC-Klasse I Moleküle bestehen aus einer α-Kette und β2-

Mikroglobulin. Sie werden auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert. Bei den 

präsentierten Peptiden handelt es sich in der Regel um Produkte endogener, d.h. in 

der Zelle selbst synthetisierter Proteine. Sie repräsentieren ein Abbild der 

Proteinsynthese in jeder Körperzelle [41]. Ein Teil der Peptide stammt dabei von 

falsch synthetisierten oder gefalteten Proteinen, sogenannten DRiPs (defective 
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ribosomal products) [42], die nach der Synthese mit Ubiquitin markiert [43] und im 

Proteasom, einem multikatalytischen Proteinkomplex, zu Peptiden degradiert 

werden. Tatsächlich schein ein relativ großer Anteil neu synthetisierter Proteine (ca. 

30%) unmittelbar nach der Synthese wieder abgebaut zu werden [44]. Die 

degradierten Proteine werden dann als Peptide durch spezielle ATP-abhängige 

Transporter, die sogenannten transporters associated with antigen processing (TAP), 

vom Zytosol ins Lumen des endoplasmatischen Retikulums (ER) geschleust, wo sie 

mit MHC-Klasse I assoziieren. MHC-Klasse I Moleküle werden während ihrer 

Synthese im ER durch eine Reihe von Chaperonen wie Calnexin, ERp57, Calretikulin 

und Tapasin festgehalten, bis ein Peptid gebunden wurde. Erst nach der Assoziation 

eines Peptides mit MHC-Klasse I fallen die Chaperone ab und der MHC-Klasse 

I/Peptid-Komplex kann über den Golgi-Komplex an die Zelloberfläche transportiert 

werden.  

Da nur DC naive CD8+ CTL zu aktivieren vermögen, verfügen sie über einen 

speziellen Mechanismus, um Proteinantigene aufzunehmen, sie aber dennoch über 

MHC-Klasse I Moleküle präsentieren zu können, die sogenannte Kreuzpräsentation 

[45, 46]. Proteinantigene werden durch Endozytose in Phagosomen aufgenommen. 

Diese fusionieren mit dem ER. Dann werden die Antigene ins Zytosol exportiert, im 

Proteasom degradiert und nach dem Rücktransport erfolgt die Beladung der MHC-

Klasse I Moleküle [47]. 

MHC-Klasse II Moleküle werden auf antigenpräsentierenden Zellen (Dendritische 

Zellen, B-Zellen, Monozyten/Makrophagen) exprimiert. Die Expressionsdichte auf  

reifen DC ist 10-100-Mal höher als auf anderen APC [48]. Über MHC-Klasse II 

Moleküle werden Peptide exogenen Ursprungs präsentiert. 

MHC-Klasse II Moleküle bestehen aus einer α-Kette und einer β-Kette. Während 

ihrer Bildung im ER wird die Peptidbindungsstelle von MHC-Klasse II Molekülen 

durch die Klasse II-assoziierte invariante Kette blockiert. Durch Phagozytose oder 

Pinozytose aufgenommene Antigene gelangen in Endosomen. Durch Azidifizierung 

werden Proteasen (u.a. Cathepsin S and L) aktiviert, welche die Proteinantigene zu 

Peptiden abbauen. Verschmelzen diese peptidenthaltenden Vesikel mit den 

Vesikeln, welche die neusynthetisierten MHC-Klasse II Moleküle enthalten 

(sogenannte MIIC - MHC-class II compartment), wird im sauren Milieu die invariante 

Kette gespalten, so dass nun unter Beteiligung von HLA-DM, ein MHC-Klasse II 

ähnliches Dimer, Peptide von den MHC-Klasse II Molekülen gebunden werden 
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können [30, 49]. Anschließend werden die MHC-Klasse II/Peptid-Komplexe zur 

Zelloberfläche transportiert und können nun von CD4+ T-Zellen erkannt werden.  

1.4.2  Interaktion der T-Zellen durch Dendritische Zellen 

Von unreifen DC aufgenommene und prozessierte Antigene werden von reifen DC 

im Lymphknoten über MHC-Klasse I und II Moleküle im Kontext von Adhäsions-, 

costimulatorischen und akzessorischen Molekülen präsentiert und können so von 

naiven T-Zellen erkannt werden. Die Wechselwirkung zwischen DC und T-Zellen 

erfolgt in der immunologischen Synapse (Abb. 1.1). 

Initial binden T-Zellen MHC-unabhängig über Adhäsionsmoleküle an Dendritische 

Zellen: ICAM-1 (CD54) und ICAM-2 (CD102) auf DC binden an LFA-1 (CD11a/CD18) 

auf T-Zellen, LFA-3 (CD58) und DC-SIGN (CD209) an CD2 und ICAM-3 (CD50). 

Diese Interaktionen gestatten es dem TCR die MHC-Moleküle 'abzusuchen'. Wird ein 

Peptid erkannt (=Signal 1 der T-Zell-Aktivierung), kommt es zu einer 

Konformationsänderung von LFA-1, die den Zell-Zell-Komplex stabilisiert. Erhält die 

T-Zelle nun zusätzlich costimulatorische und weitere akzessorische Signale, beginnt 

die klonale Expansion und Differenzierung zu Effektorzellen [50, 51].   

 

Von zentraler Bedeutung ist die Interaktion zwischen CD28 auf der T-Zelle und CD80 

(B7.1) oder CD86 (B7.2) auf der DC. Diese Interaktion generiert das essentielle 

costimulatorische Signal 2. Fehlt dieses Signal 2 bei vorliegendem Signal 1 (z.B. 

wenn T-Zellen ihr Peptid auf normalen Körperzellen oder unreifen DC erkennen, 

welche kein CD80 oder CD86 exprimieren), führt dies zu Anergie oder Apoptose der 

erkennenden T-Zelle oder zur Ausbildung von regulatorischen T-Zellen, in 

Abhängigkeit von anderen akzessorischen Wechselwirkungen [40, 50, 52-54]. 

Eine weitere wichtige Interaktion ist die zwischen CD40 auf DC und CD154 auf der 

T-Zelle [55]. Sie führt zu einer verstärkten Expression von CD80 und CD86 auf DC 

und zur Induktion der Synthese von IL-12. Das CD40 Signal spielt somit auch eine 

Rolle für die TH1/TH2-Polarisierung der T-Zell-Antwort. Deren Entwicklung wird dann 

aber auch durch die von den Effektor-TH-Zellen selbst gebildeten TH1- oder TH2-

Cytokine stabilisiert. Das TH1-Cytokin IFNγ fördert die Ausbildung und 

Aufrechterhaltung eines TH1-Phänotyps und inhibiert gleichzeitig eine TH2-Antwort, 

wogegen die TH2-Cytokine IL-4 und IL-10 die IL-12 Produktion durch DC und somit 

die Ausbildung einer TH1-Antwort hemmen [56]. Das polarisierende Signal der DC, 
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welches durch die Integration der Signale am Antigenaufnahmeort definiert wird, 

bestimmt jedoch initial, ob eine CD4+ TH0-Zelle sich zu einer TH1- oder TH2-Zelle 

entwickelt [57, 58]. Neben IL-12 führen auch IFNα und IFNδ zu einer TH1-Antwort, 

wogegen OX40L oder Jagged eine TH2-Antwort fördern. 

        

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.1: Interaktion zwischen reifer Dendritischer Zelle und T-Zelle. Dendritische Zellen 
präsentieren die aufgenommenen und prozessierten Peptide auf MHC-Klasse I/II Molekülen 
den T-Zellen. Weitere adhäsive, costimulatorische und akzessorische Wechselwirkungen 
stabilisieren die immunologische Synapse und ermöglichen die T-Zell-Aktivierung. Modifiziert 
nach [59].  
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Ruhende T-Zellen exprimieren nur einen niedrigaffinen IL-2-Rezeptor (IL-2R), der 

aus einer β- und einer γ-Kette besteht. Nach Erkennung eines MHC/Peptid-

Komplexes durch den TCR führt die Interaktion von CD80 und CD86 mit CD28 zur 

Expression der α-Untereinheit (CD25) des IL-2R, wodurch ein hochaffiner αβγ-

Rezeptor entsteht. Das gleichzeitig von den aktivierten T-Zellen produzierte IL-2 führt  

dann zur klonalen Expansion der antigenspezifischen T-Zellen [18].  

CD80 und CD86 auf DC können auch mit CD152 (CTLA-4) auf den T-Zellen 

interagieren, das im Gegensatz zu CD28 aber erst nach Aktivierung der T-Zellen 

exprimiert wird. Diese Interaktion ist Teil eines negativen Regulationskreislaufes, der 

nach erfolgter Aktivierung, Differenzierung und Expansion ein Überschießen der T-

Zell-Antwort unterbindet [52].  

1.4.3  Ex vivo Generierung Dendritischer Zellen  

Aufgrund ihrer zentralen Rolle in der Initiationsphase der T-Zell-Antwort, sind DC 

interessante Kandidaten für die Immuntherapie [60, 61]. So können sie eingesetzt 

werden, um in vitro Tumorantigen-spezifische T-Zellen zu generieren und 

expandieren, die nach adoptivem Transfer in Patienten in der Effektorphase der T-

Zell-Antwort die Tumorzellen abtöten [62, 63]. Alternativ können Patienten mit 

Tumorantigenen-beladenen DC vakziniert werden mit dem Konzept, dass sowohl 

Initiationsphase als auch Effektorphase der T-Zell-Antwort im Patienten ablaufen 

[64]. Beide Ansätze setzen jedoch voraus, dass ausreichende Zellzahlen an DC für 

die Therapie zur Verfügung stehen.  

DC machen nur ca. 0,1% der Leukozyten des Blutes aus [65]. Entsprechend ist es 

sehr mühsam und aufwändig, die erforderlichen Zellzahlen für die Therapie zu 

gewinnen [64]. Eine Alternative bieten Zellkulturverfahren, die von CD34+ 

hämatopoetischen Stammzellen [66, 67] oder CD14+ Monozyten [26, 27] ausgehend 

Dendritische Zellen in vitro generieren.  

In der Gegenwart von GM-CSF und TNFα differenzieren hämatopoetische 

Stammzellen zu Dendritischen Zellen aus [66, 67]. Durch Vorkultur in der Gegenwart 

von Cytokinen wie Flt3L oder SCF kann dabei die Ausbeute noch deutlich erhöht 

werden [68]. Nachteile dieses Verfahrens sind die geringere Homogenität der 

erhaltenen Zellpopulation im Vergleich zur Verwendung von Monozyten als 

Ausgangspopulation und insbesondere die Erfordernis einer Mobilisierung der 

CD34+ Zellen aus dem Knochenmark der Patienten ins Blut durch G-CSF Gabe, um 
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ausreichende CD34+ Zellzahlen aus dem Blut gewinnen zu können [68]. G-CSF 

Mobilisierung geht mit einer systemischen Polarisierung des Immunsystems hin zu 

TH2-Antworten einher, d.h. mit einem Typ Antwort, der für die Immuntherapie von 

Tumoren nicht wünschenswert ist [69, 70]. 

Monozyten können in der Gegenwart von GM-CSF und IL-4 zu unreifen DC 

differenziert werden [26, 27], welche durch zusätzliche Stimuli wie TNFα, IL-1, IL-6 

und PGE2 [26, 27, 71, 72] oder anderen Stimuli [73, 74] zu reifen DC ausreifen. 

Dieses 2-Schritt-Verfahren gestattet die sequentielle Generierung unreifer und reifer 

Dendritischer Zellen, ein Vorteil, da unreife DC aufgrund ihrer gut entwickelten 

Antigenaufnahmeaktivität effizient mit Tumorantigenen beladen werden können und 

reife DC aufgrund ihrer potenten T-Zell-stimulatorischen Aktivität und ihres 

Migrationsverhaltens die besseren Kandidaten für die Vakzinierung selbst oder die in 

vitro Generierung von Effektorzellen sind. Die Frequenz von Monozyten im 

peripheren Blut liegt bei 2,5-10%, in Leukapheresepräparaten bei ca. 25% [75], so 

dass ausreichende Zellzahlen effizient durch Adhärenz [73, 76], Elutriation [77], 

positive CD14+ [78, 79] oder negative immunmagnetische Selektion  [80] gewonnen 

werden können. Eigenschaften solcher in vitro differenzierter unreifer und reifer 

Dendritischer Zellen sind entsprechend:  

 
• fehlende Expression von CD14 und CD83 bei gleichzeitiger Expression von 

CD11c und effizienter Antigenaufnahmeaktivität für unreife DC 

• fehlende Expression von CD14 bei gleichzeitiger Expression von CD83 und 

potenter T-Zell-stimulatorischer Aktivität für reife DC 

 
Beide Reifungsstadien sollten eine Expression von CD40, CD50, CD54, CD58, 

CD80, CD86, HLA-DR und HLA-ABC zeigen, die auf reifen DC stärker ausgeprägt 

sein sollte. Reife DC sollten darüber hinaus IL-12 und CCR7 exprimieren, eine 

typische Morphologie besitzen und HLA-DR Moleküle aus dem lysosomalen 

Kompartiment an die Zelloberfläche transloziert haben, um von authentischen DC 

ausgehen zu können. 
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1.5  Tumor und Immunsystem 

Durch die genetische Instabilität von Tumorzellen entstehen kontinuierlich 

Veränderungen [81, 82], die zur Überexpression, ektopischen Expression, 

Reexpression oder zur Expression strukturell veränderter Proteine führen, 

sogenannte Tumor-assoziierte Antigene (TAA), die es dem Immunsystem gestatten, 

die Tumorzellen selektiv zu erkennen und so entartete von normalen Körperzellen zu 

unterscheiden. Mit MAGE-1 in Melanomzellen wurde 1991 das erste solche TAA 

molekularbiologisch identifiziert und nachgewiesen, dass Peptide dieses Proteins 

von CTL erkannt und die entsprechenden Targetzellen lysiert werden können [83]. 

Inzwischen wurden zahlreiche solcher TAA für die unterschiedlichsten 

Tumorentitäten beschrieben [84]. Es handelt sich generell um (1) durch Mutationen 

veränderte Proteine, (2) virale Proteine, (3) überexprimierte Proteine und (4) aberrant 

modifizierte Proteine (z.B. veränderte Glykosylierung) sowie um Proteine, die eine (5) 

zeitlich (z.B. Reaktivierung im Adulten von normalerweise nicht exprimierten 

Entwicklungsgenen) oder (6) örtlich veränderte Expression (z.B. Proteine, die 

normalerweise nur in immunpriviligierten Geweben exprimiert werden wie die 

sogenannten Cancer-Testis-Antigene) aufweisen. 

Wahrscheinlich exprimiert jede Tumorzelle solche TAA und ist somit zumindest 

potentiell immunogen. Da das progressive Tumorwachstum und die damit 

verbundene Invasion benachbarter Gewebe auch zu Veränderungen wie lokalem 

Zelltod und im Cytokinmilieu führen, liegen vermutlich auch Danger-Signale vor, die 

zur Aktivierung Dendritischer Zellen und Induktion einer gegen die TAA-gerichteten 

Immunantwort führen. Tatsächlich scheint es auch eine Immunüberwachung von 

Tumoren zu geben, denn Rekombinase-defiziente Mäuse [85], d.h. Mäuse ohne 

funktionelle B- und T-Zellen, zeigen eine signifikant erhöhte Inzidenz spontaner wie 

auch chemisch induzierter Tumoren. Darüber hinaus wurde in analogen 

Untersuchungen an TCR-defizienten Mäusen eine Beteiligung von T-Zellen als 

Effektorzellen nachgewiesen [86] und als weitere beteiligte Zellpopulation wurden 

NK-Zellen identifiziert [87]. 

Die gleichen Mechanismen, die für die Immunogenität von Tumorzellen durch die 

Generierung von Neoantigenen verantwortlich sind, sind vermutlich aber auch an 

einem als Immuneditierung bezeichneten Phänomen beteiligt [88-90]: während der 

Tumorprogression unterliegen Tumorzellen kontinuierlich einer Überwachung durch 

das Immunsystem, die zur Beseitigung neoplastischer Zellen führt. Im Tumor treten 
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jedoch spontan Varianten auf, die sich dieser Überwachung zu entziehen vermögen. 

Dem Immunsystem kann es nun immer wieder gelingen, sich zu adaptieren und auch  

die Varianten zu beseitigen. Für diesen Fall entwickelt sich ein Gleichgewicht 

zwischen Tumorprogression und immunologisch induzierter Tumorregression. Der 

Tumor wird dabei fortschreitend immer besser an das Immunsystem angepasst, ein 

Vorgang, den man auch als Immuneditierung der Tumorzellen bezeichnet. 

Irgendwann wird dieses Gleichgewicht jedoch kippen und entweder werden alle 

Tumorzellen beseitigt, d.h. der Tumor kann sich dem Immunsystem nicht mehr 

entziehen, oder dem Immunsystem gelingt es nicht mehr, sich auf eine Variante 

einzustellen, was zum Auswachsen des Tumors führt (Abb. 1.2).  

 

Abb. 1.2: Immunüberwachung von Tumoren. Tumorzellen exprimieren Neoantigene 
(TAA), die vom Immunsystem erkannt werden können. Während des progressiven 
Wachstums der Tumorzellen treten massive Veränderungen auf (Apoptose, Nekrose, 
Freisetzung von Stressproteinen (Hitzeschockproteine - Hsp), intermediäre 
Sauerstoffradikale (ROS), die von DC als Danger-Signale interpretiert werden und ihre 
Ausreifung induzieren. Die DC wandern zu den Lymphknoten, wo sie als reife Zellen die TAA 
den T-Zellen präsentieren und TAA-Peptid-spezifische T-Zellen aktivieren, welche die 
Tumorzellen zu beseitigen vermögen. Die Tumorzellen andererseits verfügen über Immune 
Escape Strategien wie die Expression immunsuppressiver Cytokine (z.B. VEGF, TGFβ und 
IL-10), die sowohl die T-Zellen als auch die DC beeinträchtigen. (modifiziert nach [91, 92]). 
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Die Mechanismen, die Tumorzellen nutzen, um sich einer Immunantwort zu 

entziehen, werden als Immune Escape Mechanismen bezeichnet. Hierzu zählt der 

Verlust der MHC-Klasse I Expression, was verhindert, dass die Tumorzellen durch 

CTL erkannt und lysiert werden können [93]. Da solche MHC-Klasse I negativen 

Tumorzellen jedoch zu einem Target von NK-Zellen würden, die auf die Detektion 

und Eliminierung von MHC-Klasse I negativen Zellen spezialisiert sind, zeigt, dass 

die Tumorzellen noch über weitere Strategien verfügen müssen, um sich auch der 

NK-Antwort zu entziehen. Tatsächlich können Tumorzellen nahezu jeden Schritt 

einer Immunantwort beeinflussen [94, 95]: 

 
• Toleranz/Ignoranz: Tumorzellen können während der frühen Wachstumsphase 

als ‚normales’ Gewebe erscheinen, so dass TAA-erkennende T-Zellen im 

Rahmen der Aufrechterhaltung von Toleranz eliminiert werden bzw. es zu einer 

Ausbildung TAA-spezifischer regulatorischer T-Zellen kommt [91, 96] und der 

Tumor immunologisch ignoriert wird.  

• Fehlende Antigenpräsentation: Sowohl die MHC-Gene selbst als auch 

Komponenten der Prozessierungs- und Beladungsmaschinerie (Proteasom, TAP) 

können in Tumorzellen verändert sein, so dass die MHC-Präsentation von 

Peptiden unterbleibt [97, 98]. Eine Herunterregulation oder Veränderung des TAA 

(Antigenverlustvarianten), führt ebenfalls zu keiner produktiven 

Antigenpräsentation [99] 

• Resistenz gegenüber Effektormechanismen (Apoptoseresistenz) durch reduzierte 

oder fehlende Expression von Fas  [100, 101], verstärkte Expression des 

FADD/FLICE-Inhibitors FLIP und damit Inhibition der Signalkaskade, welche zur 

Apoptose führt [102, 103], Bildung von löslichem Fas [104] und Expression von 

Fas-Decoy-Rezeptoren (DecR3), welche an FasL binden, aber kein 

Apoptosesignal vermitteln [105]. 

• Abtöten von T-Effektorzellen NK-Zellen durch FasL [106, 107]. 

• Expression von immunsupprimierenden und immunmodulierenden Cytokinen und 

Faktoren. Für maligne Gliome wurde die Expression von PGE2 [108, 109], IL-6 

[110], IL-10 [111, 112], VEGF [113, 114], und TGFβ [115] sowie von Hyaluronan 

[116] nachgewiesen, d.h. von Cytokinen und Faktoren, welche mit der Aktivierung 

und Funktion Dendritischer Zellen interferieren [117], die T-Zell-Aktivierung und 

Expansion blockieren [118] oder die Effektorantwort umleiten [109] und vermutlich 
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zu der beim Glioblastom beschriebenen lokalen und systemischen 

Immunsuppression beitragen [119, 120]. 

1.6  Vakzinierung mit Dendritischen Zellen gegen Gliome 

Gehirn und Rückenmark enthalten neben den eigentlichen Nervenzellen 

verschiedene Formen von Stützzellen (Gliazellen): die Astrozyten, die 

Oligodendrozyten und die Ependymzellen [121]. Gehirntumoren gehen am 

häufigsten von Gliazellen aus. Je nach zellulärem Ursprung werden die Gliome als 

Astrozytome, Oligodendrogliome, Mischgliome (aus Astrozyten und 

Oligodendrozyten) und Ependymome bezeichnet. Je nach Malignität werden Grad I-

IV Tumoren unterschieden. Interessanterweise entstehen die wenigsten 

Gehirntumoren aus den Nervenzellen (Neuronen) selbst, was vermutlich daher 

kommt, dass sie sich als terminal differenzierte Zellen nicht mehr teilen. 

Die meisten Gehirntumoren haben eine astrozytäre Komponente. Das Glioblastom 

(WHO Grad IV) ist der häufigste und bösartigste astrozytäre Tumor. Glioblastome 

machen mehr als die Hälfte aller Gliome aus und treten bevorzugt im Großhirn bei 

Erwachsenen auf. Unbehandelt führt ein Glioblastom innerhalb weniger Wochen zum 

Tode. In der Regel wird der Primärtumor zunächst unvollständig operativ entfernt. Da 

die Tumorzellen in normales, funktionsfähiges Gehirngewebe infiltrieren, ist eine 

komplette Entfernung und damit eine rein operative Behandlung der Patienten nicht 

möglich. Daher werden die Patienten im Anschluss durch lokale Strahlentherapie 

und Chemotherapie behandelt. Mit dem derzeit eingesetzten Protokoll, der 

Kombination von Strahlentherapie und Temozolomid-Chemotherapie wird jedoch nur 

ein medianes Überleben von 14,6 Monaten bei einem medianen progressionsfreien 

Überleben von 6,9 Monaten und einer 2-Jahresüberlebensrate von 26,5% erreicht 

[122]. Deshalb sind neue Therapien beim Glioblastom dringend erforderlich. 

Die Vakzinierungstherapie mit Dendritischen Zellen (s.1.4.3) könnte eine solche 

Therapie darstellen. Mit EGFRvIII [123], gp240 [124], Tenascin [125], Survivin [126], 

SART1 [127], IL-13Rα2 [128], TRP1 und 2, gp100 sowie MAGE-1 und MAGE-3 [129] 

wurden bereits Kandiaten-TAA identifiziert. Die ersten Ergebnisse von klinischen 

Studien bei denen jedoch nicht definierte einzelne Peptide von TAA zum Einsatz 

kamen, sondern Tumorzelllysate [130-134], Peptideluate [135, 136] oder 

Fusionsprodukte [137, 138] aus DC und Tumorzellen, sind vielversprechend. Sie 

zeigten nicht nur die Sicherheit dieses Ansatzes – es wurden keine 
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schwerwiegenden Nebenwirkungen beobachtet - sondern konnten auch ein 

immunologisches und in einigen Patienten sogar ein klinischen Ansprechen und ein 

verlängertes Überleben beobachten, wenn auch natürlich die Wirksamkeit der 

Vakzinierung nicht abschließend geklärt werden konnte.  

1.7  Zielsetzung der Arbeit 

Im Rahmen der Dissertation sollte untersucht werden:  

 
(1) ob die Tumorerkrankung oder die Vortherapie von Gliompatienten systemische 

Auswirkungen auf das Immunsystem haben, welche die Differenzierung, 

Ausreifung und Funktion Dendritischer Zellen bzw. die Wirksamkeit einer 

Vakzinierungstherapie beeinflussen könnten. 

 

(2) ob Gliomzellen Faktoren produzieren, welche mit der Differenzierung, 

Ausreifung und Funktion Dendritischer Zellen sowie der Induktion einer T-Zell-

Antwort interferieren. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Venöses Blut von Gliompatienten und gesunden Probanden 

Die Abnahme von venösem Blut erfolgte in Kooperation mit der Neurochirurgischen 

Klinik des Universitätsklinikums Düsseldorf (UKD) mit dem Einverständnis der 

Spender. ACD (Acidum Citricum/Dextrose) diente als Antikoagulanz. Die 

Charakterisierung der Gliompatienten ist in Tabelle 2.1 aufgeführt. 

2.2 Gewinnung von Nabelschnurblut 

Die Gewinnung von Nabelschnurblut erfolgte wie beschrieben [139, 140] mit dem 

Einverständnis der Mutter in einem der am Düsseldorfer Programm zur 

unverwandten Nabelschnurblutspende und -kryokonservierung beteiligten 

Abnahmezentren durch speziell geschulte Hebammen. Nach der Geburt, mit der 

Plazenta noch in utero, wurde die Nabelschnur abgeklemmt, desinfiziert, die Vene 

punktiert und das Nabelschnurblut (CB) in Entnahmebeutel (MacoPharma; 

Tourcoing, Frankreich) mit CPD (Citrat/Phosphat/Dextrose) als Antikoagulanz 

abgenommen. Nabelschnurblutpräparate wurden innerhalb von 48 Stunden nach der 

Geburt aufgearbeitet und bis dahin bei Raumtemperatur (RT) gelagert. Alle für die 

Untersuchungen eingesetzten Nabelschnurblutpräparate genügten den 

Einschlusskriterien des Düsseldorfer Nabelschnurblutprogramms nicht. Die 

hämatologischen Parameter der verwendeten Nabelschnurblutpräparate sind in 

Tabelle 2.2 zusammengefasst. 

2.3 Präparation von nekrotischem Tumorgewebe 

Tumormaterial von Gliompatienten wurde während der Tumorresektion durch die 

Neurochirurgische Klinik des Universitätsklinikums Düsseldorf gewonnen und 

innerhalb einer Stunde nach Entnahme aufgearbeitet. Das Gewebe wurde hierzu 

mechanisch mit einem Skalpell (Feather/pfm; Köln) zerkleinert und in 0,9% NaCl-

Lösung (BBraun; Melsungen) aufgenommen. Anschließend wurden die Tumorzellen 

30min bei 56°C im Wasserbad inkubiert und durch drei Einfrier- (flüssiger Stickstoff) 

und Auftau-Zyklen (56°C) abgetötet. Um sicherzustellen, dass alle Zellen tot waren, 

wurde die Vitalität durch Trypanblau-Färbung ermittelt. Hierzu wurde ein 10µl-Aliquot 

der Tumorgewebesuspension abgenommen, mit 10µl Trypanblau-Lösung (0,4%; 

Sigma-Aldrich; Seelze) versetzt und mikroskopisch ausgewertet. 
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2.4 Monoklonale Antikörper 

Die für die Untersuchungen eingesetzten Antikörper und die jeweilige Bezugsquelle 

sind in Tabelle 2.3 aufgeführt. 

2.5 Medien und Cytokine 

Alle verwendeten Cytokine, Zellkulturmedien und Supplemente mit Bezugsquellen 

sind in Tabelle 2.4 aufgeführt. 

2.6 Zellpräparationen 

2.6.1 Isolierung der mononukleären Zellen (MNC) aus Blut 

Zur Isolierung der mononukleären Zellfraktion aus dem venösen Blut von Patienten 

und gesunden Probanden sowie aus Nabelschnurblut wurden 15ml Ficoll 

(1,077g/cm3; Biochrom; Berlin) in 50ml Röhrchen (Falcon/BD Biosciences; 

Heidelberg) vorsichtig mit Blut überschichtet und zentrifugiert (850g, 20min, 20°C, 

ohne Bremse). Nach der Zentrifugation konnten die mononukleären Zellen aus der 

intermediären Schicht zwischen Plasma und Ficoll abgenommen werden. Die MNC 

wurden anschließend in Phosphat-gepufferter Saline (PBS - Phosphate Buffered 

Saline; Serag-Wiessner; Neila) gewaschen (550g, 10min, 4°C). Das Zellsediment 

wurde in 25ml Ammoniumchlorid-Lösung (8,3g/l NH4Cl, 1g/l KHCO3, 0,0375g/l 

EDTA) aufgenommen und für 5-10min bei 4°C inkubiert, um verbliebene 

Erythrozyten zu lysieren. Nach zwei Waschschritten mit PBS wurde das Zellsediment 

bis zur weiteren Verwendung in 0,5% HSA/PBS (humanes Serumalbumin; 

Octapharma; Langenfeld oder Sanofi-Aventis; Frankfurt) aufgenommen und bei 4°C 

aufbewahrt oder eingefroren. 

2.6.2 Anreicherung von CD14+ Monozyten 

Monozyten wurden aus der mononukleären Zellfraktion immunmagnetisch als CD14+ 

Zellen gewonnen [75]. Hierzu wurden die MNC mit 0,5% HSA/PBS auf 

1x108Zellen/ml eingestellt und mit einem anti-CD14 mAb markiert (1µl/106 Zellen; 

15min, 4°C). Nach einem Waschschritt mit 0,5% HSA/PBS (550g, 7min, 4°C) wurden 

die Zellen mit einem mit magnetischen Mikropartikeln gekoppelten Ziege-anti-Maus-

Immunglobulin mAb (Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach) markiert (2µl/106 Zellen; 

15min, 4°C) und anschließend direkt über eine LS-Säule an einem VarioMACS 

(Miltenyi Biotec) separiert. Nach dem Auftragen der markierten MNC auf die Säule 
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wurde durch dreimaliges Spülen mit 3ml 0,5% HSA/PBS die CD14- Fraktion entfernt. 

Abschließend wurde die Säule aus dem Magnetfeld des VarioMACS genommen, die 

CD14+ Zellen mit 5ml 0,5% HSA/PBS eluiert und vor ihrer weiteren Verwendung mit 

0,5% HSA/PBS gewaschen (550g, 7min, 4°C). 

2.6.3 Anreicherung von T-Zellen aus Nabelschnurblut 

T-Zellen wurden aus den mononukleären Zellen des Nabelschnurblutes durch 

negative immunmagnetische Selektion (untouched) gewonnen [75]. Hierzu wurden 

die MNC mit 0,5% HSA/PBS auf 1x108 Zellen/ml eingestellt und mit mAb spezifisch 

für die CD11b, CD14, CD16, CD19, CD34, CD56, CD66b, CD235a und HLA-DR 

Antigene markiert (jeweils 1µl/106 Zellen; 15min, 4°C). Nach einem Waschschritt mit 

0,5% HSA/PBS (550g, 7min, 4°C) wurden die Zellen mit einem mit magnetischen 

Mikropartikeln gekoppelten Ziege-anti-Maus-Immunglobulin mAb markiert (2µl/106 

Zellen; 15min, 4°C) und anschließend direkt über eine CS-Säule an einem 

VarioMACS separiert. Nach dem Auftragen der markierten MNC auf die Säule wurde 

die negative Fraktion (=angereicherte T-Zellen) durch dreimaliges Spülen mit 3ml 

0,5% HSA/PBS eluiert und vor ihrer weiteren Verwendung mit 0,5% HSA/PBS 

gewaschen (550g, 7min, 4°C). In der T-Zell-angereicherten Zellfraktion lag der Anteil 

an CD3+ T-Zellen bei 95.0±1,1% (n=14).  

2.6.4 Gewinnung von NK-Zellen aus Nabelschnurblut 

NK-Zellen wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Herrn PD Dr. Markus 

Uhrberg (ITZ) zur Verfügung gestellt. Die NK-Zellen wurden mit dem NK-Zell 

Isolierungskit II (untouched; Miltenyi Biotec) als CD3-, CD4-, CD14-, CD15-, CD19-, 

CD36-, CD123- und CD235a- Zellen aus mononukleären Zellen des 

Nabelschnurblutes oder venösen Blutes angereichert. Anschließend wurden die 

Zellen durch Kultur in RPMI-1640 Medium supplementiert mit 5% humanem Serum, 

10% hitzeinaktiviertem fötalem Kälberserum (FCS), 100µg/ml Streptomycin, 100U/ml 

Penicillin und 1000U/ml IL-2 in der Gegenwart bestrahlter (50Gy), autologer MNC 

sowie 721.221 Zellen als Feeder bei 37°C und 5% CO2 in einer 

wasserdampfgesättigten Atmosphäre stimuliert. Nach 2 Wochen wurden die NK-

Zellen im gleichen Medium jedoch in der Abwesenheit von Feederzellen weiter 

kultiviert und innerhalb der nächsten 2 Monate als Responder-Zellen verwendet. 
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2.7 Gewinnung von Plasma 

Nach der Ficoll-Gradienten-Zentrifugation (s. 2.6.1) wurde das Plasma in 50ml 

Röhrchen abgenommen und zelluläre und feste Bestandteile durch Zentrifugation 

sedimentiert (1880g, 15min. 20°C, ohne Bremse). Im Anschluss wurde das Plasma 

für 30min bei 56°C im Wasserbad inaktiviert und erneut die festen Bestandteile 

sedimentiert. Abschließend wurde das Plasma sterilfiltriert (0,2µm-Filter; Sartorius; 

Göttingen) und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C in 2ml Kryoröhrchen (Greiner; 

Nürtingen) gelagert. 

2.8 Tumorzelllinien und Generierung konditionierter Medien  

Die für die Untersuchungen verwendeten Gliomzelllinien U373 (ATCC HTB-17) und 

A172 (ATCC CRL-1620) wurden freundlicherweise von PD Dr. Michael Sabel 

(Neurochirurgische Klinik des UKD) zur Verfügung gestellt. Die Zellen wurden in 

RPMI-1640 Medium supplementiert mit 10% hitzeinaktiviertem FCS, 2mM L-

Glutamin, 100U/ml Penicillin und 100µg/ml Streptomycin bei 37°C und 5% CO2 in 

einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre in T75 oder T225 Zellkulturflaschen 

(Costar/Corning; Wiesbaden) kultiviert. Bei ca. 80-90% Konfluenz wurden die 

adhärent wachsenden Kulturen passagiert (1:2-3 Aufteilung). Hierzu wurde das 

Kulturmedium abgenommen, die Flaschen einmal mit PBS gespült und dann mit 

0,25% Trypsin/PBS (Cambrex, Verviers, Belgien) versetzt. Nach 5-10minütiger 

Inkubation (mikroskopische Kontrolle) bei 37°C wurden die sich ablösenden Zellen 

abgeschlagen und in ein 50ml Röhrchen überführt. Die Zellkulturflasche wurde mit 

PBS gespült und HSA (Endkonzentration 2%) zu den abgelösten Zellen zugegeben. 

Nach einem Waschschritt (550g, 7 min, 4°C) wurde das Zellsediment in 

Kulturmedium aufgenommen, auf Zellkulturflaschen verteilt und weiter kultiviert oder 

die Zellen wurden eingefroren.  

Zur Gewinnung von konditioniertem Medium wurde dieses von 80-90% konfluenten 

Kulturen abgenommen, sterilfiltriert (0,2µm Filter) und bis zur Verwendung bei –30°C 

gelagert.  

Um eine mögliche Kontamination der Zellen mit Mycoplasmen auszuschließen, 

wurden beide Linien mit dem Mycoplasma VenorGeM PCR-Kit (Minerva Biolabs; 

Berlin) untersucht. Hierzu wurden die Zellen mit PBS auf 1x106 Zellen/ml eingestellt 

und 5min bei 99°C inkubiert. Nicht-lösliche Bestandteile wurden sedimentiert 
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(14000rpm, 1min, RT) und der Überstand in ein neues 1,5ml Reaktionsgefäß 

(Eppendorf; Hamburg) überführt.  

 

Folgender PCR-Master-Mix wurde pro Ansatz vorbereitet: 

 

Bidestilliertes Wasser    30,8µl 

10x Puffer     5µl 

Primer/Nukleotid-Mix    10µl 

Interne Kontrolle     2µl 

Taq-Polymerase     0,2µl 

 

Nach guter Durchmischschung wurden 48µl PCR-Master-Mix pro PCR-

Reaktionsgefäß (Costar/Corning) vorgelegt und mit jeweils 2µl Probe, Positivkontrolle 

(Kit) oder bidestilliertem Wasser (Negativkontrolle) versetzt. Die 

Amplifikationsbedingungen in einem GeneAmp PCR System 9700 (Applied 

Biosystems; Darmstadt) waren wie folgt: 

 

1 Zyklus   2min 94°C 

35 Zyklen   30s 94°C 

30s 55°C 

30s 72°C 

1 Zyklus   5min 72°C 

 

Danach wurde auf 4°C abgekühlt und die Temperatur bis zur Entnahme der 

Probenröhrchen gehalten. 15µl jedes PCR-Ansatzes wurden mit 1,5µl Gelladepuffer 

(Invitrogen; Karlsruhe) gemischt, auf ein 1,5% Agarosegel (peqLab; Erlangen) mit 

0,5µg/ml Ethidiumbromid (Roth; Karlsruhe) aufgetragen und mit 1x TBE als 

Laufpuffer (Roth) bei 100V separiert. Als Größenmarker wurde 1µg der 100-

Basenpaar-Leiter (Invitrogen) verwendet. Die interne Kontrolle resultiert in einer 

Bande von 191 Basenpaaren, Mycoplasmen-spezifische Banden variieren zwischen 

265 und 278 Basenpaaren. Beide Zelllinien waren negativ für Mycoplasmen (Fig. 

2.1). 
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Abb. 2.1: Mycoplasmen-PCR Analyse der Zelllinien U373 und A172. +K: Positivkontrolle, 
-K: Negativkontrolle, IK: Interne Kontrolle. 

 

2.9 Bestimmung von Zellzahlen 

Zellzahlen und Differenzialblutbilder wurden mit einem Cell-Dyn 3500 

Blutzellanalysator (Abbott; Wiesbaden) erhoben, wobei die ‚Extended Red Blood Cell 

Lysis’ Einstellung benutzt wurde. Für angereicherte Zellpopulationen und Zellen nach 

in vitro Kultur wurde die Lebendzellzahl durch Trypanblau-Ausschluss bestimmt. 

Hierzu wurden 10µl einer Zellsuspension in ein 1,5ml Reaktionsgefäß pipettiert, 10µl 

Trypanblau-Lösung zugegeben und die Anzahl lebender (ungefärbt) und toter 

(blaugefärbt) Zellen in einer Neubauerzählkammer mikroskopisch ermittelt. 

2.10 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Einzufrierende Zellen wurden sedimentiert (550g, 7min, 4°C). Das Zellsediment 

wurde in 0,5ml eiskaltem 8% HSA/RPMI-1640 je einzufrierender Ampulle 

aufgenommen und auf 2ml Kryoröhrchen verteilt. Nach Zugabe von 0,5ml/Ampulle 

22% DMSO/RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) wurden die Kryoröhrchen direkt bei –80°C 

eingefroren. Für eine längere Aufbewahrung (>6 Monate) wurden die Zellen in 

flüssigen Stickstoff (-196°C) überführt. 

Zum Auftauen wurden die Zellen in einem 37°C Wasserbad angetaut, 1:2 mit 8% 

HSA/RPMI-1640 verdünnt und in 15ml Röhrchen (Greiner) mit 2ml 8% HSA/RPMI-

1640 je Ampulle überführt. Nach kurzer Inkubation bei RT wurde mit 0,5% HSA/PBS 

aufgefüllt und die Zellen sedimentiert (550g, 7min, RT). Nach einem weiteren 

Waschschritt wurden die Zellen für die jeweiligen Untersuchungen verwendet. 

100bp-
Leiter +K -K U373 A172

IK

100bp-
Leiter +K -K U373 A172

IK
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2.11 Immunmarkierung und Durchflusszytometrie 

Für die direkte durchflusszytometrische Analyse von Zellen in venösem Blut wurde 

zunächst eine Erythrozytenlyse durchgeführt. Für jede anzusetzende Färbung 

wurden 150µl Blut in ein 15ml Röhrchen pipettiert, mit Ammoniumchlorid-Lösung 

aufgefüllt, 10min bei 4°C inkubiert und die Zellen sedimentiert (550g, 7min, 4°C). Das 

Zellsediment wurde in 100µl 0,5% HSA/PBS je anzusetzender Färbung 

resuspendiert.  

Für die Immunmarkierung mit Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten (FITC – 

Fluoreszeinisothiocyanat oder PE – Phycoerythrin) mAb wurden 100µl 

Zellsuspension in 5ml Polypropylen-Rundbodenröhrchen (BD Biosciences) überführt 

und mit den Antikörperkonjugaten versetzt. Nach 15min bei 4°C wurde mit PBS 

gewaschen (550g, 7min, 4°C) und die Zellen an einem EPICS-XL-MCL (Beckman-

Coulter, Krefeld) oder FACS-Calibur (BD Biosciences) Durchflusszytometer 

analysiert. Bei der Verwendung unkonjugierter mAb wurde zunächst eine 

Einzelfärbung mit dem unkonjugierten mAb wie oben beschrieben durchgeführt. 

Nach dem Waschschritt mit PBS wurde der gebundene Antikörper dann durch 

Anfärbung mit einem Zweitantikörper (FITC- oder PE-konjugierter Ziege-anti-Maus-Ig 

Antikörper) detektiert. Sollte diese indirekte Färbung mit einem weiteren direkt 

konjugierten mAb kombiniert werden, wurden nach einem Waschschritt mit PBS 25µl 

10% Mausserum (Sigma-Aldrich) zugegeben und 5min bei RT inkubiert, um die 

Bindungsstellen des Zweitantikörpers abzusättigen und dann mit einem 

entsprechend konjugierten mAb angefärbt. Für alle Färbungen dienten entsprechend 

konjugierte bzw. unkonjugierte Isotypkontrollen als Kontrollen. 

2.12  Differenzierung Dendritischer Zellen aus Monozyten  

Die Differenzierung von CD14+ Monozyten zu Dendritischen Zellen wurde modifiziert 

nach einem Protokoll von Zhou & Tedder [71] durchgeführt. Monozyten (1x106 

Zellen/ml) wurden entweder unter serumfreien Bedingungen (CellGroDC-Medium) 

oder in mit 1,5% autologem Plasma supplementiertem X-Vivo 15 Medium in der 

Gegenwart von 1000U/ml GM-CSF und 1000U/ml (10ng/ml) IL-4 in 24-Well-Platten 

(2ml/Well; Greiner) innerhalb von 6 Tagen zu unreifen Dendritischen Zellen 

differenziert. Nach 3 Tagen Kultur wurde 1ml vorsichtig abgenommen und durch 

frisches Medium mit Cytokinen ersetzt. Nach 6 Tagen Kultur folgte die 

Ausreifungsphase. Abermals wurde 1ml Kulturmedium abgenommen und durch 1ml 
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frisches Medium ersetzt, das nun neben GM-CSF und IL-4 auch TNFα 

(Endkonzentration 10ng/ml) enthielt. Unreife Dendritische Zellen wurden nach 6 

Tagen, reife Dendritische Zellen nach 9 Tagen geerntet und analysiert. Für manche 

Experimente wurde zusätzlich bereits nach 3 Tagen eine Probe genommen.  

Um Effekte der konditionierten Medien auf die Differenzierung und Ausreifung der 

Dendritischen Zellen zu untersuchen, wurde den Kulturen von Beginn an sowie an 

den Tagen 3 und 6 (Mediumwechsel) unterschiedliche Mengen an konditioniertem 

Medium (10, 20 und 40%) der Gliomzelllinien A172 und U373 bzw. die 

entsprechende Menge an RPMI-1640 Medium mit 10% hitzeinaktiviertem FCS, 2mM 

L-Glutamin, 100U/ml Penicillin und 100µg/ml Streptomycin (Kulturmedium der Linien 

- Negativkontrolle) zugegeben.  

In Neutralisierungsstudien wurden den Kulturen von Beginn an sowie an den Tagen 

3 und 6 (Mediumwechsel) neutralisierende Antikörper spezifisch für TGFβ, VEGF 

und IL-6 (Endkonzentration jeweils 10µg/ml) zugegeben. 

2.13 Pinozytose- und Phagozytose-Aktivität unreifer Dendritischer Zellen 

Für den Nachweis der aktiven Pinozytose wurden unreife Dendritische Zellen für 

15min bei 4°C (Negativkontrolle) oder 37°C in 0,5% HSA/PBS in 5ml Polypropylen-

Rundbodenröhrchen in einem Volumen von 100µl äquilibriert. Dann wurde FITC-

konjugiertes BSA (Bovine Serum Albumin; Molecular Probes/Invitrogen) zugegeben 

(Endkonzentrationen 0,01-100µg/ml). Nach 60min Inkubation bei 4°C bzw. 37°C 

wurden die Zellen mit PBS gewaschen (550g, 7min, 4°C), mit 0,5% 

Formaldehyd/PBS (Merck; Darmstadt) fixiert und durchflusszytometrisch analysiert. 

Als Maß für die Pinozytose-Aktivität wurde die mittlere Fluoreszenzintensität für die 

unterschiedlichen Konzentrationen an BSA-FITC bestimmt [75]. 

Für den Nachweis der phagozytotischen Aufnahme von Tumormaterial durch unreife 

Dendritische Zellen wurden U373 Zellen zunächst mit dem Fluoreszenzfarbstoff 

CFDA-SE (Molecular Probes/Invitrogen) markiert. Hierzu wurden die Zellen 

sedimentiert, das Zellsediment in 0,5µM CFDA-SE/PBS aufgenommen (106 

Zellen/ml) und für 15min bei 37°C inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBS 

(550g, 7min, 4°C) wurden die Zellen für 30min bei 37°C in CGDC-Medium inkubiert, 

damit ungebundenes CFDA-SE wieder aus der Zelle diffundieren kann. 

Abschließend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Markierte U373 Zellen 

wurden dann in 5ml CGDC-Medium mit unreifen Dendritischen Zellen in einem 
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Verhältnis von 1:3 (DC:U373) in einem 50ml Röhrchen cokultiviert und nach 2h 

mikroskopisch ausgewertet. 

2.14 Beladung unreifer Dendritischer Zellen mit autologem Tumormaterial 

Zur Beladung von unreifen Dendritischen Zellen mit autologem, nekrotischem 

Tumormaterial wurde das Tumorgewebe wie in 2.3 beschrieben aufgearbeitet. 

Unreife Dendritische Zellen von Patienten wurden dann für 2h mit dem autologen, 

nekrotischen Tumormaterial inkubiert, bevor die die Reifung induzierenden Cytokine 

und frisches Medium zugegeben wurden. 

2.15 Anreicherung von Clustern aus Dendritischen Zellen und T-Zellen 

Reife Dendritische Zellen wurden im Verhältnis 1:5 mit naiven T-Zellen aus 

Nabelschnurblut in RPMI-1640 Medium supplementiert mit 10% FCS, 2mM L-Gln, 

100U/ml Penicillin und 100µg/ml Streptomycin in einem 50ml Röhrchen gemischt und 

3h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Danach wurde 4°C kaltes 50% FCS/RPMI-1640 

(1ml) vorsichtig mit der Zellsuspension in einem 2ml Kryoröhrchen 1:1 überschichtet  

und für 30min bei 4°C inkubiert. Im Anschluss wurden Einzelzellen und Zelltrümmer 

in der oberen Phase abgenommen und die DC-T-Zell-Cluster, welche sich in der 

unteren Phase anreichern, geerntet. Durch Cytospinzentrifugation (5min, 100rpm) 

wurden die Zellen auf den Objektträger aufgebracht. Nach May-Grünwald-Färbung 

(Sigma-Aldrich) wurde die Clusterbildung mikroskopisch ausgewertet.  

2.16 Induktion und Nachweis proliferativer T-Zell-Antworten 

2.16.1 Allostimulatorische Aktivität reifer Dendritischer Zellen 

Unterschiedliche Zellzahlen reifer Dendritischer Zellen wurden mit 1x105 

angereicherten, allogenen, naiven T-Zellen aus Nabelschnurblut in X-Vivo 15 

Medium (200µl/Well) in 96-Well-Rundbodenplatten (Greiner) bei 37°C und 5% CO2 

cokultiviert. Nach 5 Tagen wurden die Kulturen mit 5’-Brom-2’-Deoxy-Uridin (BrdU; 

ELISA-Kit; Roche Diagnostics; Mannheim) versetzt (20µl/Well einer 1:100 

Verdünnung) und für weiter 16h inkubiert. Dann wurden die Zellen gut resuspendiert, 

in eine 96-Well-Flachbodenplatte (Greiner) überführt und sedimentiert (200g, 10min, 

RT). Nach der vorsichtigen Abnahme des Überstandes wurden die Platten für 1h bei 

60°C getrocknet, mit 200µl/Well Fix/Denat (Kit) versetzt und 30min bei RT inkubiert. 

Das Fix/Denat wurde abgegossen, 100µl/Well Peroxidase-konjugierter anti-BrdU 
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Antikörper (1:100 Verdünnung in Verdünnungspuffer, Kit) zugegeben und 90min bei 

RT inkubiert. Nach 3 Waschschritten (Zugabe/Abgießen) mit jeweils 200µl/Well 1x 

Waschpuffer (Kit) wurden 100µl/Well TMB-Substrat (Kit) zugegeben, 20min bei RT 

inkubiert, am Rundschüttler vorsichtig gemischt und die OD660 vs. 490nm an einem 

Biomek1000 (Beckman-Coulter) gemessen. Alle Tests wurden als Dreifachansätze 

durchgeführt. Hintergrundwerte wurden von Wells, welche nur Medium enthielten, 

erhalten. 

2.16.2 PHA-Antwort mononukleärer Zellen 

Um die Lektinantwort mononukleärer Zellen zu analysieren, wurden 1x105 

Zellen/Well in einem Volumen von 200µl in 96-Well-Rundbodenplatten in der 

Gegenwart von 0,5µg/ml Phytohämagglutinin (PHA; Sigma-Aldrich) in X-Vivo 15 

Medium für drei Tage bei 37°C und 5% CO2 kultiviert und anschließend der BrdU-

Einbau (s. 2.15.1) gemessen. Alle Tests wurden als Dreifachansätze durchgeführt. 

2.16.3 Mitogene Aktivität gliomzellkonditionierter Medien 

Um die mitogene Aktivität von U373- oder A172-konditioniertem Medium zu 

bestimmen, wurden 1x105 naive T-Zellen aus Nabelschnurblut pro Well in einem 

Volumen von 200µl in 96-Well-Rundbodenplatten in der Gegenwart unterschiedlicher 

Konzentrationen der konditionierten Medien in X-Vivo 15 Medium kultiviert und nach 

3 Tagen der BrdU-Einbau (s. 2.16.1) bestimmt. Das nicht-konditionierte 

Kulturmedium der Gliomzelllinien diente als Kontrolle. Alle Tests wurden als 

Dreifachansätze durchgeführt. 

2.16.4 Tumormaterial-spezifische T-Zell-Antwort 

Unreife Dendritische Zellen wurden wie unter 2.14 beschrieben mit autologem 

Tumormaterial beladen und ausgereift. Die beladenen reifen DC (3x105) wurden 

dann mit 1x106 autologen T-Zellen in 24-Well-Platten in X-Vivo 15 Medium für 12 

Tage bei 37°C und 5% CO2 cokultiviert. Erst am dritten Tag des Kulturverlaufs wurde 

IL-2 (50ng/ml) zugegeben. Alle drei Tage wurde die Hälfte des Mediums durch 

frisches Medium mit IL-2 ersetzt. Nach 12 Tagen wurden die Zellen geerntet und 

einmal mit 0,5% HSA/PBS gewaschen. 1x105 dieser Zellen wurden mit 5x103 

Tumormaterial-beladenen oder unbeladenen (Kontrolle) reifen Dendritischen Zellen 

in 96-Well-Rundbodenplatten in X-Vivo 15 Medium cokultiviert und nach 5 Tagen 
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wurde der BrdU-Einbau bestimmt (s. 2.16.1). Alle Tests wurden als Dreifachansätze 

durchgeführt. 

2.17 Induktion und Nachweis der Cytokinexpression durch T-Zellen 

2.17.1 Allostimulatorische Aktivität reifer Dendritischer Zellen 

Das Vorgehen zum Nachweis einer durch reife Dendritische Zellen induzierten 

Cytokinexpression in allogenen, naiven T-Zellen orientierte sich an der Arbeit von 

Rissoan et al. [24]. Reife Dendritische Zellen (5x104) und 1x105 T-Zellen wurden in 

einer 96-Well-Rundbodenplatte in einem Volumen von 200µl für 5 Tage in X-Vivo 15 

Medium bei 37°C und 5% CO2 cokultiviert. Die Restimulation der so allogen 

vorstimulierten T-Zellen erfolgte in einer 24-Well-Flachbodenplatte mit unbehandelter 

Oberfläche (Falcon/BD Biosciences), die über Nacht bei 4°C mit anti-CD3 (5µg/ml in 

PBS) und anti-CD28 (5µg/ml in PBS) mAb (400µl/Well) beschichtet worden war. 

Nach der Beschichtung wurden die Wells zweimal mit 2ml 0,5% HSA/PBS und 

einmal mit 2ml X-Vivo 15 Medium gespült. Die Zellen wurden aus der 96-Well-

Rundbodenplatte geerntet, mit 0,5% HSA/PBS gewaschen (550g, 7min, RT), in 

2ml/Well X-Vivo 15 Medium aufgenommen und in die beschichtete 24-Well-Platte 

gegeben. Nach 2h Inkubation bei 37°C und 5% CO2 wurde den Kulturen GolgiStop 

(BD Biosciences) zugegeben, um die Sekretion von Cytokinen zu unterbinden, und 

für weitere 2h inkubiert. Dann wurden die Zellen aus den Wells geerntet, einmal mit 

0,5% HSA/PBS gewaschen, in 0,1ml/Färbung 0,5% HSA/PBS aufgenommen und auf 

5ml Polypropylen-Rundbodenröhrchen verteilt. Je Röhrchen wurden 500µl Fixans 

(Fix/Perm-Kit, BD Biosciences) zugegeben und 20min bei 4°C inkubiert. Nach einem 

Waschschritt mit Waschpuffer (Kit) wurde das Zellsediment in 100µl Waschpuffer 

aufgenommen, die jeweiligen mAb zugegeben und 20min bei 4°C inkubiert. 

Abschließend wurde zweimal mit Waschpuffer gewaschen und die Zellen am 

Durchflusszytometer analysiert. 

2.17.2 Cytokine-induzierende Aktivität gliomzellkonditionierter Medien 

Naive T-Zellen aus Nabelschnurblut (1x105/Well; 200µl/Well) wurden in der 

Gegenwart oder Abwesenheit von U373- oder A172-konditioniertem Medium in X-

Vivo 15 Medium für drei Tage in 96-Well-Rundbodenplatten bei 37°C und 5% CO2 

kultiviert. Daran anschließend wurde die Cytokinexpression nach anti-CD3/anti-CD28 
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Restimulation durch intrazytoplasmatische Färbung und Durchflusszytometrie wie in 

2.17.1 beschrieben bestimmt. 

2.17.3 Tumormaterial-spezifische T-Zell-Cytokin-Antwort 

Unreife Dendritische Zellen wurden wie unter 2.14 beschrieben mit autologem 

Tumormaterial beladen, ausgereift und wie unter 2.16.4 beschrieben benutzt, um 

autologe T-Zellen zu stimulieren. Nach Expansion in der Gegenwart von 50ng/ml IL-2 

in X-Vivo 15 Medium und spezifischer Restimulation mit autologen, Tumormaterial-

beladenen Dendritischen Zellen (2.16.4) wurde die Cytokinexpression nach anti-

CD3/anti-CD28 Restimulation durch intrazytoplasmatische Färbung und 

Durchflusszytometrie (s. 2.17.1) bestimmt.  

2.17.4 ELISPOT-Assay  

Für den Nachweis der IFNγ-Produktion mittels ELISPOT wurden T-Zellen mit 

Tumorantigen-beladenen (s. 2.14), autologen Dendritischen Zellen stimuliert (s. 

2.16.4), in der Gegenwart von IL-2 expandiert (s. 2.16.4) und nach anti-CD3/anti-

CD28 Restimulation (2.17.3) analysiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 0,5% 

HSA/PBS gewaschen (550g, 7min, 4°C), in frischem X-Vivo 15 Medium (100µl/Well) 

mit variierenden Zelltitern (102, 103, 104, 105, 2x105 und 4x105 pro 100µl) 

aufgenommen, verteilt und in einer 96-Well-ELISPOT-Platte (IFNγ-ELISPOT-Kit; 

R&D Systems; Wiesbaden) für 20 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Zellen und 

Medium wurden abgenommen und die Platte einmal mit 200µl  Waschpuffer (Kit) 

gewaschen. Danach wurden 100µl/Well biotinylierte Detektionsantikörper (Kit) 

zugegeben und über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde mit 

alkalischer Phosphatase konjugiertes Streptavidin (100µl/Well) zugegeben und für 2h 

bei RT inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Detektion durch 

Zugabe von BCIP/NBT (Kit) und Inkubation für 1h bei RT. Danach wurde die 

Substratlösung abgenommen, einmal mit destilliertem Wasser gewaschen und die 

Platte bei RT getrocknet. Abschließend erfolgte die mikroskopische Auswertung.  

2.18 NK-Zell-Lyse Dendritischer Zellen 

Target-Zellen für die NK-Zell-Lyse (Dendritische Zellen, K562 Leukämiezelllinie – 

freundlicherweise von PD Dr. M. Uhrberg zur Verfügung gestellt) wurden wie unter 

2.13 beschrieben mit CFDA-SE markiert und bei unterschiedlichen Effektor:Target 

Verhältnissen mit aktivierten, kurzzeitkultivierten NK-Zellen (2.6.4) für 4h bei 37°C 
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und 5% CO2 in 5ml Rundbodenröhrchen cokultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen 

mit 0,5% HSA/PBS gewaschen (550g, 7min, 4°C) und in jeweils 100µl 0,5% 

HSA/PBS aufgenommen. Um die toten Zellen anzufärben, wurden die Proben mit 

Propidiumjodid (Endkonzentration: 10ng/ml; Molecular Probes/Invitrogen) versetzt 

und für 10min bei 4°C inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 0,5% 

HSA/PBS wurde die Frequenz toter Target-Zellen (CFDA-SE+/PI+) innerhalb der 

Target-Zell-Population (CFDA-SE+) durchflusszytometrisch ermittelt. 

2.19 Nachweis von löslichem CD83 

Der Nachweis von löslichem CD83 im konditionierten Medium Dendritischer Zellen 

durch einen ELISA wurde freundlicherweise wie beschrieben [141] von Dr. B. Hock 

und Dr. J. McKenzie (Haematology/Immunology Research Group, Christchurch 

School of Medicine, Christchurch, Neuseeland) durchgeführt. 

2.20 Nachweis von Cytokinen in konditionierten Medien 

Um verschiedene Cytokine im konditionierten Medium der Gliomzelllinie U373 oder 

von Dendritischen Zellen nachzuweisen, wurden Cytokin-Arrays (Ray Biotech/Hölzel 

Diagnostika; Köln) und Luminex-Analysen (BioRad; München und BioSource; 

Solingen) durchgeführt. 

2.20.1 Cytokin-Array 

Cytokine im konditionierten Medium der Gliomzelllinie U373 und von reifen 

Dendritischen Zellen wurden mit einem Human Cytokine Antibody-Array Kit 

(RayBiotech/Hölzel Diagnostika) nachgewiesen. 

Die mit 79 verschiedenen Cytokin-Antikörpern und Kontrollen beschichtete Membran 

(Kit) wurde für 30min bei RT mit Blockierungspuffer (Kit) inkubiert, um unspezifische 

Bindungsstellen abzudecken. Dann wurde 1ml konditioniertes Medium auf die 

Membran gegeben und unter leichtem Schütteln für 2h bei RT inkubiert. Im 

Anschluss wurde die Membran dreimal mit Waschpuffer-I (Kit) und zweimal mit 

Waschpuffer-II (Kit) gewaschen und über Nacht bei 4°C mit Biotin-konjugierten 

Cytokin-Antikörpern (Kit) inkubiert. Nach erneutem Waschen mit Waschpuffer-I und 

-II wurde die Membran für 60min mit HRP-konjugiertem Streptavidin (Kit) und nach 

einem weiteren Waschschritt mit Waschpuffer-I und -II für 5min mit 

Chemolumineszenz-Detektionpuffer (Kit) bei RT inkubiert. Zur Detektion wurde für 1-
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20min auf Röntgenfilme (Kodak; Stuttgart) exponiert und diese in einem 

Kodakentwickler automatisch entwickelt.  

2.20.2 Luminex-Analyse 

Die Luminex-Analyse basiert auf einem Festphasen-Sandwich-Immunassay in 

Verbindung mit einem Luminex LabScan 100 Analyzer (OneLambda; Canoga Park, 

USA), der die spektralen Eigenschaften von bis zu 100 verschiedenen Partikeln (Ø 

5,6µm) zu unterscheiden vermag. Sie gestattet die gleichzeitige, quantitative 

Detektion von bis zu 100 verschiedenen Molekülen. An jeden Partikeltyp ist ein 

Capture-Antikörper gebunden, der für das jeweils nachzuweisende Molekül 

spezifisch ist. Die Detektion erfolgt mit einem zweiten spezifischen Set an 

biotinylierten Antikörpern in Kombination mit PE-konjugiertem Streptavidin.  

Konditioniertes Medium der Gliomzellinien A172 und U373 wurde mit dem Bioplex 8-

Plex-Kit (IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFNγ, TNFα; BioRad) und einem 15-Multiplex-Kit 

(EGF, FGF, GM-CSF, HGF, IFNγ, IL-10, IL-15, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, 

TNFα, VEGF ; BioSource) untersucht. Alle Angaben beziehen sich auf den Kit von 

BioRad, Angaben in Klammern auf den Kit von BioSource. 

Die 96-Well-Filterplatten wurden mit 100µl/Well (200µl/Well) Puffer (Kit) beschickt 

und dieser bei einem Vakuum von 1-2’’ Hg abgesaugt. Nach dieser Anfeuchtung der 

Filter wurden 50µl/Well (25µl/Well) der Partikelsuspension (in Puffer rekonstituiert) 

zugegeben, die Flüssigkeit abgesaugt und zweimal mit 100µl/Well (200µl/Well) Puffer 

gespült. Nun wurden die Cytokinstandards (in Zellkulturmedium rekonstituiert, serielle 

Verdünnungsreihe mit Zellkulturmedium) und die Proben aufgetragen. Nach 30min 

(2h) Inkubation bei RT auf einem Rundschüttler wurde dreimal (zweimal) mit 

100µl/Well (200µl/Well) Puffer gewaschen. Danach wurden 25µl/Well (100µl/Well) 

biotinylierte Detektionsantikörper (in Puffer rekonstituiert) zugegeben und 30min (1h) 

bei RT auf einem Rundschüttler inkubiert Nach drei (zwei) Waschschritten mit 

100µl/Well (200µl/Well) Puffer wurden 50µl/Well (100µl/Well) PE-konjugiertes 

Streptavidin zugegeben und 30min bei RT auf einem Rundschüttler inkubiert. Nach 

zwei (drei) abschließenden Waschschritten wurden die Partikel in 125µl/Well 

(100µl/Well) Puffer resuspendiert und mit Hilfe der Bioplex Manager Software an 

einem LabScan 100 ausgewertet. Mittels der Verdünnungsreihen der 

Cytokinstandards wurden Eichkurven erstellt und für die um die Mediumwerte 
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(Negativkontrolle) korrigierten Messwerte der Proben die Cytokinkonzentrationen 

ermittelt. 

2.21 Statistik 

Soweit nicht anders angegeben, sind alle Daten als Mittelwert±SEM (Standard Error 

of the Mean) aufgeführt. Statistische Analysen wurden mit Hilfe der GraphPad Prism 

Software Version 3.0 (GraphPad; SanDiego, USA) durchgeführt. Statistische 

Signifikanz wurde mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-U Test bzw. dem 

Student’s paired ratio t-Test ermittelt.  
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3. Ergebnisse 

3.1 Immunstatus von Gliompatienten 

3.1.1  Zusammensetzung der Leukozyten des Blutes 

Um mögliche durch die Tumorerkrankung oder Therapie bedingte Veränderungen in 

der Zusammensetzung der Leukozyten des Blutes bei Gliompatienten aufzudecken, 

wurden von 21 Patienten die Frequenzen und Zellzahlen folgender Leukozyten-

Subpopulationen bestimmt und mit denen einer Gruppe von 13 gesunden Probanden 

verglichen: neutrophile Granulozyten, Lymphozyten (weiter unterteilt in CD3+ T-

Lymphozyten, CD19+ B-Lymphozyten und CD56+ NK- und NKT-Zellen) sowie 

Monozyten (CD14+). Außerdem wurden für T-Lymphozyten (CD4, CD8, CD25, 

CD28, CD45RA, CD45R0, CD56 und HLA-DR) und Monozyten (CD40, CD80, CD86 

und HLA-DR) weitere Subpopulationen quantifiziert und die Expression 

verschiedener immunrelevanter Moleküle verglichen. In den Tabellen 3.1.1-3 sind die 

Ergebnisse zusammengefasst und in den Abbildungen 3.1.1 bis 3.1.5 grafisch 

dargestellt. 

Der Anteil an neutrophilen Granulozyten war bei Gliompatienten im Vergleich zur 

Kontrollgruppe signifikant erhöht (70,7±2,3% vs. 60,7±1,9%; p=0,005), während der 

Anteil an Lymphozyten bei den Patienten signifikant niedriger war (19,0±1,7% vs. 

28,6±1,6%; p<0,001). Keine signifikanten Unterschiede konnten dagegen in der 

Frequenz der Monozyten und in der Gesamtleukozytenzahl (WBC – white blood 

cells) sowie in der Anzahl an neutrophilen Granulozyten, Monozyten und 

Lymphozyten nachgewiesen werden (Abb. 3.1.1A und B). 

Eine differenziertere Analyse von Leukozyten-Subpopulationen erfolgte 

durchflusszytometrisch. Abbildung 3.1.2 zeigt eine repräsentative Dotplot-Analyse 

der Leukozyten (Abb. 3.1.2A), der T-Lymphozyten (Abb. 3.1.2B) und Monozyten 

(Abb. 3.1.2C) eines Gliompatienten. 

Die Frequenz (Abb. 3.1.3A) und Absolutzellzahl (Abb. 3.1.3B) der CD3+ T-

Lymphozyten (28,9±2,2% vs. 17,3±2,6%; p=0,003 bzw. 2,0±0,2x106 Zellen/ml vs. 

1,3±0,2x106 Zellen/ml; p=0,039) sowie die Frequenz der CD19+ B-Lymphozyten 

(4,6±0,7% vs. 2,4±0,5%; p=0,011) waren bei Patienten signifikant niedriger, während 

die Verteilung der CD56+ NK- und NKT-Zellen und die Absolutzellzahl CD19+ B-

Lymphozyten statistisch keinen signifikanten Unterschied zwischen Patienten und 
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Kontrollpersonen aufwiesen. Die Frequenz nicht jedoch die Absolutzellzahl der 

CD14+ Monozyten war dagegen in den Patienten signifikant erhöht (6,9±0,5% vs. 

5,4±0,4%; p=0,028). 

 

Abb. 3.1.1: Frequenzen (A) und Zellzahl/ml (B) der Leukozyten von Gliompatienten und 
Kontrollen. Frequenzen und Zellzahlen wurden mittels eines Cell-Dyn 3500 
Blutzellanalysators erhoben. Aus der Gesamtleukozytenzah/ml und der Frequenz wurde die 
Anzahl/ml der jeweiligen Zellen berechnet. Statistische Signifikanz wurde mit dem Mann-
Whitney-U Test geprüft. Medianwerte sind durch eine horizontale Linie angezeigt. WBC – 
white blood cells (Gesamtleukozyten), Neu – neutrophile Granulozyten, Lym – Lymphozyten, 
Mon – Monozyten. 
 

Die mittlere Tumorlast der Patienten lag bei 1,9cm3. Wenn der Immunstatus der 

Patienten mit niedrigerer Tumorlast (≤1,9 cm3) mit dem der Patienten mit größerer 

Tumorlast (>1,9cm3) verglichen wurde, zeigten sich keine signifikanten Unterschiede 

in der Frequenz der CD3+ T-Lymphozyten, der CD19+ B-Lymphozyten, der CD56+ 

NK/NKT-Zellen, der CD14+ Monozyten sowie der neutrophilen Granulozyten, 

Lymphozyten und Gesamtleukozyten zwischen den beiden Gruppen (Daten nicht 

gezeigt). Mit Ausnahme der Gesamtleukozytenzahl (10,5±1,2x106 Zellen/ml (n=11) 

vs. 6,7±1,3x106 Zellen/ml (n=10); p=0,038) und der Frequenz CD19+ B-Lymphozyten 

(3,5±0,8% (n=10) vs. 1,2±0,3% (n=9); p=0,032) konnten ebenfalls keine signifikanten 
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Unterschiede zwischen Patienten ohne oder nach Chemotherapie mit Temodal 

festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). 

 
 

 
 

Abb. 3.1.2: Durchflusszytometrische Immunphänotypisierung von Leukozyten- (A), T-
Lymphozyten (B) und Monozyten-Subpopulationen (C) eines Gliompatienten. 
Leukozyten wurden mit anti-CD45 (A), anti-CD3 (B) bzw. anti-CD14 mAb (C) und mAb der 
jeweils angegebenen Spezifität gefärbt und die Frequenz positiver Zellen der elektronisch 
auf CD45+ (A), CD3+ (B) bzw. CD14+ (C) eingeschränkten Populationen 
durchflusszytometrisch gemessen. Die Quadranten wurden entsprechend der 
Isotypkontrollen gesetzt; die Frequenz positiver Zellen ist angezeigt. 
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Abb.3.1.3: Frequenzen (A) und Zellzahl/ml (B) der Leukozyten-Subpopulationen von 
Gliompatienten und Kontrollen. Die Frequenzen (A) wurden wie in Abb. 3.1.2A dargestellt 
bestimmt. Aus der Gesamtleukozytenzahl x106/ml und der Frequenz der CD3+ T-
Lymphozyten, CD19+ B-Lymphozyten, CD56+ NK/NKT-Zellen und CD14+ Monozyten wurde 
die Anzahl dieser Zellen x106/ml berechnet (B). Statistische Signifikanz wurde mit dem 
Mann-Whitney-U Test ermittelt. Medianwerte sind durch horizontale Linien angezeigt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.3.1.4: Immunphänotyp der T-Zell-Subpopulationen von Gliompatienten und 
Kontrollen. Die Frequenzen wurden wie in Abb. 3.1.2B dargestellt bestimmt. Statistische 
Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney-U Test ermittelt. Medianwerte sind durch 
horizontale Linien angezeigt. 
 

B

Ze
llz

ah
l x

10
6 /m

l

0

1

2

3

4

CD3+ CD14+CD19+ CD56+

p=0,039

Kontrolle
Patient

A p=0,003 p=0,011 p<0,028

0

10

20

30

40

50

Fr
eq

ue
nz

 [%
]

Kontrolle
Patient

CD3+ CD14+CD19+ CD56+

B

Ze
llz

ah
l x

10
6 /m

l

0

1

2

3

4

CD3+ CD14+CD19+ CD56+

p=0,039

Kontrolle
Patient

A p=0,003 p=0,011 p<0,028

0

10

20

30

40

50

Fr
eq

ue
nz

 [%
]

Kontrolle
Patient

CD3+ CD14+CD19+ CD56+

A p=0,003 p=0,011 p<0,028

0

10

20

30

40

50

Fr
eq

ue
nz

 [%
]

Kontrolle
Patient

CD3+ CD14+CD19+ CD56+
0

10

20

30

40

50

Fr
eq

ue
nz

 [%
]

Kontrolle
Patient
Kontrolle
Patient

CD3+ CD14+CD19+ CD56+

0

25

50

75

100

Fr
eq

ue
nz

 [%
]

CD4+

CD8+ CD28+
CD45RA+

CD45R0+

Kontrolle
Patient

CD25+

HLA-DR+
CD56+

0

25

50

75

100

Fr
eq

ue
nz

 [%
]

CD4+

CD8+ CD28+
CD45RA+

CD45R0+

Kontrolle
Patient
Kontrolle
Patient

CD25+

HLA-DR+
CD56+



 45

Die immunphänotypische Charakterisierung von T-Zell-Subpopulationen (Abb. 3.1.4) 

ergab keine statistisch signifikanten Unterschiede hinsichtlich der CD4+, CD8+, 

CD25+, CD28+, CD45RA+, CD45R0+, CD56+ und HLA-DR+ T-Lymphozyten 

zwischen Gliompatienten und Kontrollpersonen. 

Die immunphänotypische Charakterisierung der Monozyten (Abb. 3.1.5) zeigte eine 

signifikante Reduktion der CD80 (39,8±9,7% vs. 72,3±5,5%; p=0,015) sowie der 

CD86 Expression (94,8±2,3% vs. 85,7±4,7%; p=0,029) bei den Patienten, wogegen 

keine Unterschiede in der Expression von CD40 und HLA-DR sowie in der 

Expressionsdichte aller untersuchten Moleküle beobachtet wurden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.3.1.5: Expression von costimulatorischen und HLA-Klasse II Molekülen auf 
Monozyten von Gliompatienten und Kontrollen. Die Frequenzen (A) wurden wie in Abb. 
3.1.2C dargestellt bestimmt. Als Maß für die Expressionsdichte (B) wurde 
durchflusszytometrisch die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) gemessen. Statistische 
Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney-U Test ermittelt. Medianwerte sind durch 
horizontale Linien angezeigt. 
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3.1.2 Stimulierbarkeit der T-Lymphozyten mit Phytohämagglutinin 

Um das Proliferationspotential von T-Lymphozyten in Patienten und ihre 

Stimulierbarkeit mit Lektinen zu analysieren, wurden mononukleäre Zellen des 

peripheren Blutes (PBMC) mit Phytohämagglutinin (PHA) stimuliert. Nach drei Tagen 

wurde der Einbau von Bromdesoxyuridin (BrdU) als Maß für die DNA-Synthese und 

damit Proliferation der T-Lymphozyten für drei Gliompatienten und zwei 

Kontrollpersonen photometrisch bestimmt. Diese Untersuchungen zeigten eine 

vergleichbare PHA-Antwort für Patienten und Kontrollen (Abb.3.1.6). 

 

 

Abb.3.1.6: Proliferative Antwort auf Phytohämagglutinin-Stimulation von 
mononukleären Zellen von Gliompatienten und Kontrollen. PBMC von Patienten (P1-P3) 
und von Kontrollpersonen (K1, K2) wurden für drei Tage mit 5µg/ml Phytohämagglutinin 
(PHA) stimuliert und dann der Bromdesoxyuridin (BrdU)-Einbau bestimmt. Ergebnisse sind 
als Mittelwerte (±SD) von Quadriplikaten nach Hintergrundskorrektur (nicht-stimulierte 
PBMC) dargestellt. 

 

3.1.3 Ex-vivo Generierung von Dendritischen Zellen (DC) 

Um zu überprüfen, ob von Gliompatienten reife Dendritische Zellen gewonnen 

werden können, wurde ein zweistufiges Zellkulturverfahren eingesetzt: Monozyten 

von Gliompatienten (n=15) oder gesunden Probanden (n=10) wurden zunächst in mit 

autologem Plasma supplementiertem X-Vivo 15 Medium in der Gegenwart von GM-

CSF und IL-4 innerhalb von sechs Tagen zu unreifen DC differenziert. Daran schloss 

sich eine dreitägige Reifungsphase in der Gegenwart von GM-CSF, IL-4 und TNFα 

an. Differenzierung und Ausreifung wurden über die Expression von CD14 und CD83 

verfolgt (Monozyten: CD14+ CD83; reife Dendritische Zellen: CD14- CD83+). 
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Neben diesen Molekülen wurde auch die Expression der costimulatorischen 

Moleküle CD40, CD80 und CD86 sowie die Expression von CD1a und HLA-DR 

untersucht und die Vitalität und Ausbeute ermittelt. Repräsentative 

durchflusszytometrische Analysen sind in Abb. 3.1.7A und C dargestellt. Die 

Ergebnisse sind in Tabelle 3.1.4 zusammengefasst. 

 

Nach immunmagnetischer Anreicherung betrug die CD14+ Reinheit der für die 

Differenzierung eingesetzten Monozyten 98,0±0,5% (n=15) für Patientenzellen bzw. 

98,2±0,2% (n=10) für die Zellen der gesunden Probanden (Abb. 3.1.7A, B). 

Nach neuntägiger Differenzierung und Ausreifung konnte eine deutliche Reduktion 

des Anteils an CD14+ Monozyten und eine Zunahme des Anteils an CD83+ reifen 

DC sowohl für die Kontrollen als auch für die Patientenzellen beobachtet werden 

(Abb. 3.1.7B).  

Es konnten keine signifikanten Unterschiede im Anteil an reifen CD83+ DC 

(34,1±7,3% vs. 24,3±6,7%), residuellen CD14+ Monozyten (14,1±4,2% vs. 

20,8±4,6%) und CD1a+ DC (5,5±1,2% vs. 5,1±1,7%) wie auch in den 

entsprechenden Absolutzellzahlen zwischen der Patientengruppe und der 

Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Abb. 3.1.8A, B). Während die Expression von 

CD80 auf reifen DC in der Patientengruppe signifikant höher war als in der 

Kontrollgruppe (59,8±6,5% vs. 40,7±5,8%; p=0,044), ergab die Messung der 

Oberflächenexpression von CD40, CD86 und HLA-DR keine Unterschiede 

(Abb.3.1.8C). Vitalität (96,1±0,6% vs. 95,6±0,9%) und Ausbeute (38,4±2,6% vs. 

47,0±3,3%) waren für Patienten und Kontrollen ebenfalls vergleichbar (Abb. 3.1.8B). 
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Abb. 3.1.7: Immunphänotyp der Monozyten und reifen Dendritischen Zellen von 
Gliompatienten und Kontrollen. Monozyten eines Gliompatienten am Tag 0 (A) und Zellen 
nach neuntägiger Kultur (B, D) in plasmasupplementiertem X-Vivo 15 Medium wurden mit 
CD14 und CD83 spezifischen mAb (A, B) bzw. CD40, CD80, CD86 und HLA-DR 
spezifischen mAb (D) angefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Quadranten in 
Dotplot-Analysen wurden entsprechend der Isotypkontrollen gesetzt; die Frequenzen CD14 
und CD83 positiver Zellen sind angezeigt und in (C) als Mittelwert±SEM für n≥6 dargestellt. 
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Abb. 3.1.8: Vergleich der Generierung reifer Dendritischer Zellen aus Monozyten von 
Gliompatienten und Kontrollen. Die Differenzierung und Ausreifung immunmagnetisch 
CD14+ angereicherter Monozyten zu reifen Dendritischen Zellen wurde in 
plasmasupplementiertem Medium in der Gegenwart von GM-CSF und IL-4 (Tage 0-6) bzw. 
GM-CSF, IL-4 und TNFα (Tage 6-9) durchgeführt. Am Tag 9 wurden die Frequenzen der (A) 
CD14+, CD83+ und CD1a+ sowie der (C) CD40+, CD80+, CD86+ und HLA-DR+ Zellen 
bestimmt. (B) Ausgehend vom Input an Monozyten wurde die prozentuale zelluläre Ausbeute 
berechnet, aus erhaltener Zellzahl nach Differenzierung/Ausreifung und den Frequenzen die 
Absolutzellzahl der entsprechenden Populationen. Medianwerte sind als horizontale Linien 
dargestellt. Statistische Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney-U Test geprüft. 
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3.2 Optimierte Generierung Dendritischer Zellen von Gliompatienten unter 
serumfreien Kulturbedingungen 

Für zahlreiche Patienten und Kontrollpersonen war es mit dem Standardprotokoll, in 

dem autologes Plasma ein notwendiger Bestandteil des Kulturmediums (X-Vivo 15 

Medium supplementiert mit 1,5% autologem Plasma – XV15) ist, nicht möglich, aus 

Monozyten eine Population mit einem hohen Anteil an reifen CD83+ Dendritischen 

Zellen zu gewinnen (34,1±7,3% bzw. 24,3±6,7%, Abb. 3.1.7, 3.1.8 und Tab. 3.1.4). 

Deshalb wurde geprüft, ob sowohl unreife als auch reife Dendritische Zellen unter 

serumfreien Kulturbedingungen gewonnen werden können. Dazu wurde die 

Differenzierung und Ausreifung der Dendritischen Zellen von Gliompatienten in 

plasmasupplementiertem XV15 oder serumfreiem CellGroDC (CGDC) Medium 

durchgeführt und unter folgenden Gesichtspunkten verglichen: 

 

 Prozentualer Anteil an reifen CD83+ Dendritischen Zellen 

 Expression costimulatorischer Moleküle (CD40,CD80 und CD86) 

 Expression von HLA-Klasse I und II Molekülen 

 T-Zell-stimulatorische Aktivität reifer Dendritischer Zellen 

3.2.1 Vergleichende Phänotypanalyse der in X-Vivo 15 oder CellGroDC 
Medium generierten Dendritischen Zellen von Gliompatienten 

Um die Differenzierung von Monozyten (CD14+ Reinheit: 98,1±0,4%; n=16) von 

Gliompatienten zu Dendritischen Zellen zu verfolgen, wurden die Zellen im Verlauf 

der Differenzierungs-/Reifungskulturen (Tag 0-6: GM-CSF/IL-4; Tag 6-9: GM-CSF/IL-

4/TNFα) in XV15 bzw. CGDC Medium an den Tagen 3, 6 und 9 

durchflusszytometrisch phänotypisiert und verglichen. Die Differenzierung/Ausreifung 

wurde über die Expression von CD14 und CD83 beurteilt:  

Monozyten: CD14+/CD83- 

unreife Dendritische Zellen: CD14-/CD83- 

reife Dendritische Zellen: CD14-/CD83+ 

 

Unter beiden Kulturbedingungen kam es im Kulturverlauf zu einer Abnahme der 

Frequenz CD14+ Monozyten (Abb. 3.2.1). Diese Abnahme war jedoch in der 

Gegenwart von plasmasupplementiertem XV15 Medium signifikant verzögert und 

reduziert. Nach drei und sechs Tagen Kultur zeigten noch 74,8±6,4% und 42,0±9,1% 
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der Zellen den Monozytenmarker CD14 gegenüber einer Frequenz von 47,2±13,8% 

und 23,1±14,8% in CGDC Kulturen (p=0,041; n=5 und p=ns; n=4). Weder in XV15 

noch in CGDC Kulturen konnte dagegen ohne vorangegangenen Reifungsstimulus 

eine Expression von CD83 nachgewiesen werden. 

Abb. 3.2.1: Vergleich der CD14 und CD83 Expression im Verlauf der DC 
Differenzierung in CGDC und in mit autologem Plasma supplementiertem XV15 
Medium. Die Werte repräsentieren Mittelwerte±SEM von mindestens 4 unabhängigen 
Experimenten. 
 
Erst nach Induktion mit TNFα am Tag 6 erfolgte eine Hochregulation von CD83, 

begleitet von einer weiteren Reduktion der CD14 Expression (Abb. 3.2.1). Abb. 3.2.2 

zeigt eine repräsentative durchflusszytometrische Analyse am Tag 9, Abb. 3.2.3 fasst 

die Ergebnisse nach 9-tägiger Zellkultur zusammen. 

 

Abb. 3.2.2: Durchflusszytometrischer Nachweis der Generierung reifer Dendritischer 
Zellen in XV15 oder CGDC Medium. Nach Differenzierung und Ausreifung (Tag 9) wurde 
die Expression von CD14, CD83 und CD1a durchflusszytometrisch analysiert. Quadranten 
wurden entsprechend den Isotypkontrollen gesetzt. Die jeweilige Frequenz positiver Zellen 
ist angezeigt. 
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Obwohl es in beiden Medien zu einer weiteren Reduktion der CD14 Expression kam, 

war diese am Ende der 9-tägigen Kultur in XV15 Medium signifikant höher als in der 

Gegenwart von CGDC Medium (15,1±4,4% vs. 1,4±0,6%; p=0,013; n=14; Abb. 

3.2.3A). Umgekehrt aber in Übereinstimmung mit einer besseren Differenzierung und 

Ausreifung war die Expression des Markers für reife Dendritische Zellen, CD83, in 

CGDC Kulturen signifikant höher (64,3±5,5% vs. 32,9±7,8%; p=0,001; n=14; Abb. 

3.2.3A). Eine Expression eines weiteren Markers für Dendritische Zellen, CD1a, 

konnte ausschließlich in CGDC Kulturen beobachtet werden (36,9±7,6% vs. 

5,0±1,2%; p=0,002; n=12; Abb. 3.2.2 und 3.2.3A). 

 

Abb. 3.2.3: Vergleich der DC-Differenzierung aus Monozyten von Gliompatienten in 
XV15 und CGDC Medium. Die Frequenzen an CD14+, CD83+ und CD1a+ Zellen nach 9-
tägiger Kultur wurden durchflusszytometrisch bestimmt (A). Prozentuale Ausbeute und 
Anzahl an erhaltenen CD14+ und CD83+ Zellen (berechnet für 1x106 eingesetzte Zellen) 
wurden aus den jeweiligen Gesamtzellzahlen berechnet (B). Statistische Signifikanz ist 
angezeigt und wurde mit dem paired t-Test ermittelt. Die Werte repräsentieren 
Mittelwerte±SEM für n≥11. 
 

Wurde die zelluläre Ausbeute in beiden Medien verglichen, so war diese in XV15 
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zurückzuführen war (0,48±0,15x105/106 vs. 0,04±0,02x105/106; p=0,017; n=13; 

Abb.3.2.3B). Im Gegensatz hierzu war die Anzahl an je 1x106 eingesetzten 

Monozyten erhaltenen CD83+ Zellen für CGDC Medium tendenziel zwar höher, aber 

nicht signifikant von der für XV15 Medium verschieden (1,83±0,26 x105/106  vs. 

1,33±0,33 x105/106; n=13; Abb. 3.2.3B). Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3.2.1 

zusammengefasst. 

 

Neben der Expression der für Monozyten bzw. Dendritische Zellen spezifischen 

Marker CD14, CD83 und CD1a wurde desweiteren die Expression der funktionell 

relevanten costimulatorischen Moleküle CD40, CD80 und CD86 sowie von HLA-

Klasse I (HLA-ABC) und II Molekülen (HLA-DR) nach 9-tägiger Kultur verglichen. 

Abb. 3.2.4 zeigt eine repräsentative Analyse. In Abb. 3.2.5 und Tabelle 3.2.2 sind die 

Ergebnisse von jeweils mindestens 6 unabhängigen Experimenten 

zusammengefasst. 

 

 
Abb. 3.2.4: Nachweis der Expression costimulatorischer und von HLA Molekülen von 
in XV15 bzw. CGDC Medium generierten reifen Dendritischen Zellen von 
Gliompatienten. Offene Histogramme repräsentieren Isotypkontrollen (dünne Linien) oder 
Ergebnisse für XV15 Kulturen (fettgedruckte Linien), grau hinterlegte Histogramme 
repräsentieren die Ergebnisse für CGDC Kulturen.  
 

Obwohl alle diese Moleküle auf Zellen aus beiden Kultursystemen nachgewiesen 

werden konnten, war die Expressionsdichte von CD40 (MFI von 10,5±2,2 vs. 

8,7±1,8; n=7) und CD80 (MFI von 10,1±1,5 vs. 7,2±1,4; n=6) für Zellen aus CGDC 

Kulturen tendenziell, die von CD86 (MFI von 35,9±4,0 vs. 28,9±3,5; p=0,018; n=7), 

HLA-ABC (MFI von 1004,9±99,8 vs. 666,9±127,8; p=0,020; n=6) und HLA-DR 

(311,4±93,9 vs. 126,8±42,9; p=0,003; n=12) signifikant höher als für Zellen aus XV15 

Kulturen (Abb. 3.2.5). Somit bestätigt die Analyse der Expression costimulatorischer 

und von HLA-Molekülen eine verbesserte Differenzierung und Ausreifung 

Dendritischer Zellen in Gegenwart von serumfreiem CGDC Medium. 

CD40 CD80 CD86 HLA-DR HLA-ABCCD40 CD80 CD86 HLA-DR HLA-ABC
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Abb. 3.2.5: Vergleich der Expressionsdichte von costimulatorischen und HLA-
Molekülen auf in XV15 bzw. CGDC Medium generierten reifen Dendritischen Zellen. Die 
Expressionsdichte von CD40, CD80, CD86, HLA-DR und HLA-ABC wurde 
durchflusszytometrisch für die elektronisch auf CD83+ eingeschränkte Population reifer 
Dendritischer Zellen bestimmt. Die Werte repräsentieren Mittelwerte±SEM von mindestens 6 
unabhängigen Experimenten. Mittelwerte sind durch eine horizontale Linie angezeigt. 
Statistische Signifikanz ist angegeben und wurde mit dem paired t-Test ermittelt. 

 

3.2.2 Vergleichende Analyse der T-Zell-stimulatorischen Aktivität von in X-
Vivo 15 bzw. CellGroDC Medium generierten reifen Dendritischen Zellen 
von Gliompatienten 

Für die funktionelle Charakterisierung der Dendritischen Zellen, welche entweder in 

plasmasupplementiertem XV15 Medium oder in serumfreiem CGDC Medium 

generiert worden waren, wurde ihre typische potente allostimulatorische Aktivität 

herangezogen. Hierzu wurden die DC von Gliompatienten mit allogenen, naiven T-

Zellen, die aus Nabelschnurblut isoliert worden waren, cokultiviert. Nach 6 Tagen 

wurde die durch die DC induzierte Proliferation der T-Zellen durch den Nachweis des 

BrdU-Einbaus gemessen.  

Abb. 3.2.6 zeigt ein repräsentatives Ergebnis einer solchen T-Zell-Stimulation. Es 

zeigte sich eine vergleichbare maximale Allostimulation durch die in XV15 oder 

CGDC generierten DC bei 1-5x104 Stimulatorzellen/105 T-Zellen. War jedoch die 

Anzahl der Stimulatorzellen limitierend (500 Dendritische Zellen/105 T-Zellen), 

offenbarte sich die höhere allostimulatorische Aktivität der in CGDC Medium 

generierten Dendritischen Zellen. Diese Differenz war allerdings nur für Zellkulturen 

nachweisbar, welche eine niedrigere Frequenz an CD83+ Zellen nach XV15 Kultur 

im Vergleich zur entsprechenden CGDC Kultur aufwiesen. 
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Abb.3.2.6: Allostimulatorische Aktivität von in XV15 oder CGDC Medium generierten 
reifen Dendritischen Zellen. Dendritische Zellen wurden mit naiven T-Zellen aus 
Nabelschnurblut cokultiviert und nach 6 Tagen der BrdU-Einbau gemessen. Als Kontrollen 
dienten nicht-stimulierte T-Zellen sowie Dendritische Zellen ohne T-Zellen. Ergebnisse sind 
als Mittelwert±SD von Dreifachansätzen dargestellt. 
 
Neben der Proliferation der T-Zellen sind Dendritische Zellen zudem entscheidend 

für die Polarisierung der T-Zell-Antwort, d.h. dafür, zu welchem Effektortyp sich die 

stimulierten T-Zellen entwickeln. So können durch den Nachweis von IL-2, IFNγ und 

IL-4 TH1 (IL-2, IFNγ) und TH2 (IL-4) Effektortypen unterschieden werden. Um 

mögliche Unterschiede in ihrer die T-Zell-Antwort polarisierenden Aktivität 

nachzuweisen, wurden DC von Gliompatienten, die in XV15 oder CGDC Medium 

generiert worden waren, mit allogenen T-Zellen aus Nabelschnurblut cokultiviert. 

Nach Restimulation mit anti-CD3/anti-CD28 wurde dann der Anteil an IL-2, IL-4 und 

IFNγ produzierenden CD3+ T-Zellen durch intrazytoplasmatische Färbung und 

durchflusszytometrische Messung bestimmt. 

In Abb. 3.2.7 ist eine repräsentative durchflusszytometrische Analyse von 

restimulierten T-Zellen dargestellt. In Abb. 3.2.8 sind die Ergebnisse von mindestens 

5 unabhängigen Experimenten zusammengefasst. Die Ergebnisse sind in Tabelle 

3.2.3 zusammengefasst. 
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Abb. 3.2.7: Nachweis IL-2, IL-4 und IFNγ produzierender T-Zellen nach Stimulation mit 
in XV15 oder CGDC Medium generierten reifen Dendritischen Zellen. Allogene, naive T-
Zellen aus Nabelschnurblut wurden mit Dendritischen Zellen stimuliert und nach 
Restimulation mit anti-CD3/anti-CD28 wurde die Frequenz IL-2, IL-4 oder IFNγ 
exprimierender Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Quadranten wurden entsprechend 
der Isotypkontrollen gesetzt; Frequenzen die Cytokine exprimierender CD3+ T-Zellen sind 
angezeigt. 

 
 

 
Abb. 3.2.8: Vergleich der Frequenzen IL-2, IL-4 und IFNγ produzierender T-Zellen nach 
Stimulation mit in XV15 oder CGDC Medium generierten reifen Dendritischen Zellen. 
Allogene, naive T-Zellen aus Nabelschnurblut wurden mit Dendritischen Zellen stimuliert. 
Nach Restimulation mit anti-CD3/anti-CD28 wurde die Frequenz IL-2, IL-4 oder IFNγ 
exprimierender T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Werte repräsentieren 
Mittelwert±SEM für n≥5. 
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Die Analyse der Cytokinproduktion der T-Zellen zeigte für beide Medien eine 

präferenzielle TH1 Polarisierung, gekennzeichnet durch die Produktion von IL-2 und 

IFNγ. Eine substanzielle Bildung des TH2 Cytokins IL-4 konnte dagegen nicht 

nachgewiesen werden (Abb. 3.2.8). Dabei war die Frequenz der IL-2 produzierenden 

T-Zellen nach Stimulation mit DC, welche in CGDC Medium generiert worden waren, 

signifikant höher als für XV15 generierte DC (4,2±0,9% vs. 1,8±0,3%;  p=0,037; n=6). 

Die Frequenz IFNγ produzierender Zellen war ebenfalls erhöht, aber nicht signifikant 

verschieden (3,6±1,0% vs. 2,6±1,7%). 

3.2.3 Vergleichende immunphänotypische Analyse in serumfreiem CellGroDC 
Medium generierter Dendritischer Zellen von Gliompatienten und 
gesunden Probanden 

Die bisherigen Analysen zeigten eine verbesserte Differenzierung und Ausreifung 

Dendritischer Zellen von Gliompatienten unter serumfreien Bedingungen im 

Vergleich zum Standard plasmasupplementiertes XV15 Medium. Wurde die 

Generierung Dendritischer Zellen unter diesen optimierten Kulturbedingungen 

zwischen Gliompatienten und gesunden Probanden verglichen, so konnten keine 

signifikanten Unterschiede in der Frequenz (Abb. 3.2.9A) und zellulären Ausbeute 

(Abb. 3.2.9B) CD14, CD83 und CD1a exprimierender Zellen sowie in der Expression 

der costimulatorischen Moleküle CD40, CD80 und CD86 (Abb. 3.2.9C) 

nachgewiesen werden. Nur in der Expression von HLA-DR wurde eine signifikante 

Erhöhung für die Dendritischen Zellen der Gliompatienten beobachtet (85,2±3,3% vs. 

95,0±1,9% ; p=0,025). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.2.4 zusammengefasst. 

 

 
Wurde die Differenzierung und Ausreifung für Gliompatienten und gesunde 

Probanden zusammen zwischen serumfreiem CellGroDC Medium und 

plasmasupplementiertem X-Vivo 15 Medium verglichen (Abb. 3.2.10), so war die 

Frequenz der den Marker für reife Dendritische Zellen, CD83, exprimierenden Zellen 

nach 9 Tagen für die CGDC Kulturen signifikant höher (68,4±4,2% vs. 29,6±5,0%; 

p<0,001; n=28). 
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Abb. 3.2.9: Vergleich der DC-Differenzierung aus Monozyten in serumfreiem CGDC 
Medium zwischen Gliompatienten und gesunden Probanden. Nach 9 Tagen 
Differenzierungs-/Ausreifungskultur wurden die Frequenzen CD14, CD83 und CD1a 
exprimierender Zellen (A) sowie der CD40+, CD80+, CD86+ und HLA-DR+ Zellen (C) 
durchflusszytometrisch bestimmt. Prozentuale Ausbeute und Anzahl an erhaltenen CD14+ 
und CD83+ Zellen (berechnet für 1x106 eingesetzte Monozyten) wurden aus den jeweiligen 
Gesamtzellzahlen berechnet (B). Statistische Signifikanz ist angezeigt und wurde mit dem 
Mann-Whitney-U Test ermittelt. Die Werte repräsentieren Mittelwerte±SEM für n≥10. 
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Abb. 3.2.10: Vergleich der Frequenz CD83+ Zellen nach Generierung Dendritischer 
Zellen aus Monozyten in XV15 oder CGDC Medium. Dendritische Zellen wurden aus 
Monozyten von gesunden Probanden oder Gliompatienten entweder in XV15 oder CGDC 
Medium generiert. Nach 9 Tagen wurde der Anteil an CD83+ reifen Dendritischen Zellen 
durchflusszytometrisch bestimmt (n=28). Statistische Signifikanz wurde durch den Mann-
Whitney U Test ermittelt und ist angegeben. Horizontale Linien kennzeichnen die Mittelwerte. 
 

3.2.4 Antigenaufnahme-Aktivität der unter serumfreien Bedingungen 
generierten unreifen Dendritischen Zellen 

Ein funktionelles Merkmal unreifer Dendritischer Zellen ist ihre gut entwickelte 

Antigenaufnahmeaktivität. Zur weiteren Charakterisierung der von Gliompatienten 

unter serumfreien Kulturbedingungen in CGDC Medium generierten DC wurde die 

Pinozytose- und Phagozytose-Aktivität der unreifen Zellen nach 6 Tagen Kultur 

bestimmt. 

3.2.4.1 Pinozytose-Aktivität unreifer Dendritischer Zellen 

Zum Nachweis der Pinozytose-Aktivität wurden unreife Dendritische Zellen mit FITC-

BSA bei 37°C oder 4°C (Negativkontrolle für den aktiven Prozess) inkubiert und die 

Aufnahme nach einer Stunde durchflusszytometrisch gemessen. Wie in Abb. 3.2.11 

dokumentiert, zeigten die Zellen eine effiziente Aufnahme des fluoreszenzmarkierten 

BSA.  
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Abb. 3.2.11: Pinozytose-Aktivität in CGDC Medium generierter unreifer Dendritischer 
Zellen von Gliompatienten. Unreife Dendritische Zellen wurden aus Monozyten durch 6-
tägige Kultur in GM-CSF/IL-4 supplementiertem CGDC Medium differenziert. Die Zellen 
wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von BSA-FITC für eine Stunde bei 4°C 
(Kontrolle) oder 37°C inkubiert. Dann erfolgte der durchflusszytometrische Nachweis der 
Aufnahme des FITC-BSA über die Bestimmung der mittleren Fluoreszenzintensität (MFI). 
 

3.2.4.2 Phagozytose-Aktivität unreifer Dendritischer Zellen 

Für den Nachweis der Phagozytose-Aktivität unreifer Dendritischer Zellen wurde die 

Aufnahme abgetöteter, nekrotischer Gliomzellen herangezogen, ein Verfahren, das 

auch für die Beladung Dendritischer Zellen mit Tumorantigenen im Rahmen der 

Herstellung von Vakzinen für die Induktion einer tumorspezifischen Immunantwort 

zum Einsatz kommt. 

Zunächst wurden die Gliomzellen einer Hitzebehandlung (30min 56°C) und drei 

Einfrier-/Auftauzyklen unterzogen. Durch dieses Verfahren war es möglich, die Zellen 

abzutöten. Die Avitalität wurde durch Trypanblau-Färbung dokumentiert (Abb. 

3.2.12A), die Induktion von Nekrose durch Anfärbung mit einem Annexin V-

spezifischen mAb und Propidiumjodid, bei der sich nekrotische Zellen 

durchflusszytometrisch als Annexin V-/Propidiumjodid+ darstellen (Abb. 3.2.12B).  

Für den Nachweis der Aufnahme der Tumorzellen wurden diese vor der Abtötung mit 

einem Fluoreszenzfarbstoff (CFDA-SE) markiert, mit den unreifen Dendritischen 

Zellen cokultiviert und dann die Aufnahme von Tumormaterial durch die 

Dendritischen Zellen fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. In Abb. 3.2.12C ist der 

Kontakt zwischen Tumorzellen und Dendritischen Zellen sowie die Aufnahme von 

Tumormaterial dokumentiert. 
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Abb. 3.2.12: Induktion von Nekrose (A-C) und Aufnahme von Tumormaterial durch 
unreife Dendritische Zellen (D). Tumorzellen (A172) wurden durch Hitzebehandlung und 
drei Einfrier-/Auftauzyklen abgetötet. Vitalität vor (A) und nach Abtötung (B) wurde durch 
Trypanblau-Färbung bestimmt. Die Frequenz vitaler Zellen ist angegeben. Der Nachweis der 
Induktion von Nekrose erfolgte durchflusszytometrisch durch die Bestätigung des Annexin V-
/Propidiumjodid(PI)+ Phänotyps der abgetöteten Zellen (C). Quadranten wurden 
entsprechend einer IgG1/IgG1 Isotypkontrollfärbung gesetzt. Die Frequenz Annexin V-/PI+ 
Zellen ist angezeigt. Für den Nachweis der Aufnahme von Tumormaterial durch unreife 
Dendritische Zellen wurden Gliomzellen (U373) fluoreszenzmarkiert, abgetötet, mit 
Dendritischen Zellen cokultiviert und die Ansätze am konfokalen Mikroskop ausgewertet (D). 

 

3.2.5 Morphologische Charakterisierung der DC in CellGroDC Medium 

Typischerweise sind reife Dendritische Zellen größer und granulärer als Monozyten 

und zeichnen sich durch eine charakteristische, namensgebende Morphologie mit 

einem bohnenförmigen Kern und zahlreichen, verschieden geformten 

Zytoplasmafortsätzen aus. Um zu prüfen, ob unter serumfreien Bedingungen 

generierte reife Dendritische Zellen von Gliompatienten diese Merkmale aufweisen, 

wurden zum Einen die reifen DC durchflusszytometrisch hinsichtlich ihrer Größe 

(Forward Scatter) und Granularität (Side Scatter) mit Monozyten verglichen. Zum 

Anderen wurde die Morphologie reifer DC mikroskopisch erfasst. In Abb. 3.2.13A ist 

repräsentativ die Zunahme der Größe und Granularität bei der Differenzierung und 

Ausreifung von Monozyten zu Dendritischen Zellen dargestellt. Abb. 3.2.13B zeigt 

eine Auswahl an mikroskopischen Aufnahmen, welche die typische DC-Morphologie 

der Zellen dokumentieren. 
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Ein weiteres Merkmal reifer DC ist die bei der Ausreifung stattfindende Translokation 

von HLA-Klasse II Molekülen aus den lysosomalen Kompartimenten an die 

Zelloberfläche. Um diese Translokation nachzuweisen, wurden die Zellen mit mAb 

gegen ein lysosomales Protein (DC-LAMP; PE) und HLA-DR (FITC) angefärbt und 

mikroskopisch ausgewertet. Wie in Abb. 3.2.13C zu erkennen ist, sind HLA-DR-

Moleküle (grün) hauptsächlich auf der Zelloberfläche und nur in geringem Maße in 

den lysosomalen Kompartimenten (rot; eine Colokalisation mit DC-LAMP würde 

durch die Überlagerung von rot und grün zu einer Orangefärbung führen) lokalisiert. 

 
Abb. 3.2.13: Morphologie unter serumfreien Bedingungen generierter Dendritischer 
Zellen und Lokalisation von HLA-DR. Größe und Granularität von Monozyten und aus 
diesen generierten reifen DC wurden durchflusszytometrisch mittels Forward und Side 
Scatter verglichen (A). Die morphologische Beurteilung der reifen DC erfolgte durch 
differentielle Interferenz-Kontrastmikroskopie (B). Der Maßstab ist angezeigt. Die 
Lokalisation von HLA-DR Molekülen wurde durch Anfärbung mit anti-HLA-DR (FITC) und 
einem mAb spezifisch für den lysosomalen Marker DC-LAMP (PE, CD208) gefolgt von 
fluoreszenzmikroskopischer Auswertung bestimmt (C). Nuclei sind durch DAPI-Färbung blau 
dargestellt. 
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3.2.6 Interaktion der in serumfreiem CGDC Medium generierten reifen 
Dendritischen Zellen von Gliompatienten mit naiven T-Zellen 

Zur Beurteilung der Interaktion der in CGDC Medium generierten reifen DC mit 

naiven T-Zellen wurde das Migrationsverhalten bei Cokultur der Dendritischen Zellen 

mit naiven T-Zellen mikroskopisch beobachtet. In Abb. 3.2.14 ist eine typische 

Zeitrafferaufnahme dargestellt. Sie dokumentiert, dass DC und T-Zellen aktiv 

zueinander migrieren und einen Komplex ausbilden. Von der Annäherung der Zellen, 

über die Ausbildung des Komplexes bis zum wieder Trennen der Zellen vergeht ca. 

eine Stunde. 

 

 
Abb. 3.2.14: Migration und Interaktion reifer Dendritischer Zellen mit naiven T-Zellen. 
Reife DC wurden mit allogenen naiven T-Zellen aus Nabelschnurblut cokultiviert und die 
Migration und Interaktion der Zellen durch mikroskopische Zeitrafferaufnahmen verfolgt. DC, 
T-Zellen (Tc) sowie der jeweilige Zeitpunkt der Aufnahme sind angezeigt. 

 
Eine detailliertere Darstellung der sich bei der Interaktion ausbildenden Cluster aus 

DC und einer oder mehreren T-Zellen ist in Abb. 3.2.15 nach Anreicherung der 

Cluster durch Sedimentation in 50% FCS anhand mehrerer Beispiele gezeigt. 
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Abb. 3.2.15: Clusterbildung der in CGDC Medium generierten reifen Dendritischen 
Zelle eines Gliompatienten mit allogene naiven T-Zellen. Reife DC (DC) und naive T-
Zellen (T) aus Nabelschnurblut wurden cokultiviert und direkt (A) oder nach Anreicherung der 
Cluster durch einen FCS-Gradienten (B-D) nativ (A, B) oder nach May-Grünwald-Färbung 
(C, D) mikroskopisch dargestellt. 

 

3.2.7 In vitro Induktion einer Tumorantigen-spezifischen Immunantwort mit 
TH1-Polarisierung 

Da das serumfreie Verfahren es gestattet, effizient sequentiell unreife und reife 

funktionelle Dendritische Zellen von Gliompatienten zu generieren, wurde als 

nächstes geprüft, ob mit Tumormaterial (abgetötete, nekrotische Tumorzellen, s. 

3.2.4.2) in vitro eine gegen Tumorantigene gerichtete T-Zell-Antwort induziert werden 

kann. Hierzu wurden zunächst unreife DC eines Patienten generiert, diese mit 

nekrotischen Zellen seines Tumors beladen und dann ausgereift. Mit den reifen, 

beladenen DC wurden autologe T-Zellen (CD3+ Reinheit 96,6%) für 6 Tage 

stimuliert. Nach einer Vermehrungsphase der stimulierten T-Zellen mit IL-2 und IL-7 

für zwei Wochen erfolgte dann eine Restimulation mit Tumormaterial-beladenen oder 

nicht-beladenen DC (Kontrolle) und die Analyse der proliferativen Antwort. Wie in 

Abb. 3.2.16 gezeigt, konnte eine eindeutige Tumorantigen-spezifische Antwort 
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nachgewiesen werden. So lag der BrdU-Einbau nach Restimulation mit 

Tumormaterial-beladenen DC signifikant über dem nach Restimulation mit 

unbeladenen DC (p=0,002), der sich auf dem selben Niveau bewegte wie die 

Kontrollen aus nicht-stimulierten T-Zellen und DC ohne die Zugabe von T-Zellen, d.h. 

zum Einen konnte eine Tumorantigen-spezifische Antwort induziert werden, zum 

Anderen traten dabei keine Autoreaktionen gegen Antigene der zur Induktion der 

Antwort eingesetzten autologen Dendritischen Zellen auf. 

 

 
Abb. 3.2.16: Induktion einer Tumorantigen-spezifischen T-Zell-Antwort durch reife, 
Tumormaterial-beladene Dendritische Zellen. Unreife Dendritische Zellen eines 
Gliompatienten wurden mit seinen abgetöteten, nekrotischen Tumorzellen beladen, 
ausgereift und dann eingesetzt, um T-Zellen des Patienten zu stimulieren. Nach einer 
zusätzlichen Vermehrungsphase mit IL-2 und IL-7 erfolgte dann der Nachweis der 
proliferativen Antwort auf Restimulation mit beladenen (DC*+Tc) oder unbeladenen (DC+Tc) 
Dendritischen Zellen. T-Zellen (Tc) und DC alleine (DC, DC*) dienten als weitere Kontrollen. 
Werte repräsentieren Mittelwert±SD von Triplikaten. Statistische Signifikanz (t-Test) ist 
angezeigt. 
 
Um zu bestimmen, welcher Effektortyp einer T-Zell-Antwort (TH1/TH2) nach 

spezifischer Restimulation induziert wurde, wurde durch intrazytoplasmatische 

Färbung und durchflusszytometrische Analyse die Expression der Cytokine IL-2, IL-4 

und IFNγ gemessen. Diese Analyse belegte die Induktion einer TH1 Antwort (Abb. 

3.2.17A): 11,4% der Zellen exprimierten IL-2 und 11,6% IFNγ bei praktisch 

abwesender Expression von IL-4 (1,8%). 

Auch der IFNγ-ELISPOT (Abb. 3.2.17B, C) bestätigte die Produktion von IFNγ und 

belegte darüber hinaus die Spezifität der Antwort: bei 105 und 2x105 eingesetzten T-

Zellen wurden nach spezifischer Restimulation 67,2±10,3 und 141,3±7,4 IFNγ-Spots 
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ausgezählt. Nach Restimulation mit unbeladenen DC lagen die entsprechenden 

Werte signifikant niedriger: 6,3±0,8 (p<0,001) und 14,3±1,7 (p<0,001) IFNγ-Spots. 

 

 
Abb. 3.2.17: Cytokinexpression nach Induktion einer Tumorantigen-spezifischen T-
Zell-Antwort. Nach Restimulation (wie in Abb. 3.2.16 beschrieben) wurden die Frequenzen 
IL-2, IL-4 und IFNγ produzierender T-Zellen durch intrazytoplasmatische Färbung und 
Durchflusszytometrie bestimmt (A). Quadranten wurden entsprechend von Isotypkontrollen 
gesetzt, die Frequenzen positiver Zellen sind angezeigt. Für ELISPOT-Assays wurden 
unterschiedliche Anzahlen an T-Zellen mit beladenen (DC*) oder unbeladenen DC in 
ELISPOT 96-Well Platten 20h stimuliert, die Färbungen entwickelt und die Anzahl an Spots 
ausgezählt (B). Werte repräsentieren Mittelwert±SEM für n=6. Ein typisches ELISPOT-Well 
ist in (C) dargestellt. 
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3.3 Mechanismen der Interferenz von Gliomzellen mit der durch 
Dendritische Zellen vermittelten Immunität 

Tumorzellen verfügen häufig über Strategien, die es ihnen gestatten, einer gegen sie 

gerichteten Immunantwort zu entgehen, sogenannte Immune Escape Mechanismen. 

Um zu prüfen, ob von Gliomzellen Faktoren sezerniert werden, die einen Einfluss auf 

die durch Dendritische Zellen induzierte, von T-Zellen vermittelte adaptive Immunität 

haben, wurde der Effekt von durch die Gliomzelllinien U373 und A172 konditionierten 

Medien (CM) auf Dendritische Zellen und T-Zellen hinsichtlich folgender Parameter 

untersucht: 

 
 Einfluss auf Dendritische Zellen: 

• Differenzierung/Ausreifung 

• Expression immunrelevanter Membranproteine reifer DC 

• Cytokinproduktion reifer DC 

• Antigenaufnahmeaktivität unreifer DC 

• T-Zell-stimulatorische Aktivität reifer DC 

 
 Einfluss auf T-Zellen: 

• Proliferation und Polarisierung 

 
Experimentelles System 

Nach der immunmagnetischen Anreicherung von CD14+ Monozyten (CD14+ 

Reinheit: 98,2±0,2%; n=44) wurden diese in CellGroDC Medium in Gegenwart von 

GM-CSF und IL-4 innerhalb von sechs Tagen zu unreifen DC differenziert und durch 

Zugabe von zusätzlich TNFα für weitere drei Tage zu reifen DC ausgereift. Um den 

Einfluss von A172- oder U373-konditioniertem Medium zu untersuchen, wurde 

dieses den Differenzierungs-/Ausreifungskulturen in verschiedenen Konzentrationen 

von Beginn an zugegeben und mit jedem Mediumwechsel ergänzt. Unreife und reife 

DC, welche in der Anwesenheit oder Abwesenheit von konditioniertem Medium 

generiert worden waren, wurden dann phänotypisch und funktionell verglichen. 

Dieses experimentelle Vorgehen ist in Abb. 3.3.1 schematisch dargestellt. 
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Abb. 3.3.1: Experimentelles System. Differenzierung und Ausreifung von Dendritischen 
Zellen aus Monozyten in der Gegenwart oder Abwesenheit konditionierten Mediums der 
Gliomzelllinien U373 und A172.  

 

3.3.1 Einfluss der Gliomzelllinien U373 und A172 auf die Differenzierung und 
Ausreifung Dendritischer Zellen 

Um den Einfluss der gliomzellkonditionierten Medien auf die Differenzierung und 

Ausreifung Dendritischer Zellen zu untersuchen, wurde die Expression des 

Monozytenmarkers CD14 und des Markers für reife DC, CD83, im 9-tägigen 

Kulturverlauf in der Gegenwart oder Abwesenheit der konditionierten Medien 

durchflusszytometrisch untersucht. In Abb. 3.3.2A ist eine repräsentative 

durchflusszytometrische Analyse dargestellt, in Abb. 3.3.2B die graphische 

Auswertung des Verlaufs der Expression in der Abwesenheit oder in der Gegenwart 

von 40% U373-konditioniertem Medium (n≥5). Bereits nach drei Tagen war eine 

Reduktion der Herunterregulation von CD14 in der Gegenwart von 40% U373-CM zu 

beobachten (76,3±2,6% vs. 41,9±15,9%; ns), die sich über die Zeitpunkte Tag 6 

(47,6±4,2% vs. 5,5±1,6%; p<0,001) und Tag 9 (31,3±7,6% vs. 1,3±0,6%; p<0,001) 

fortsetzte. Gleichermaßen war die Induktion von CD83 in der Gegenwart von 40% 

U373-CM signifikant reduziert (10,1±3,2% vs. 68,7±5,7%; p<0,001). 
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Abb. 3.3.2: Vergleich des Verlaufs der Differenzierung Dendritischer Zellen in der 
Anwesenheit oder Abwesenheit von 40% U373 konditioniertem Medium. Dendritische 
Zellen wurden aus Monozyten differenziert und ausgereift. Nach 3, 6 und 9 Tagen Kultur 
wurde die Expression von CD14 und CD83 durchflusszytometrisch bestimmt (A). 
Quadranten wurden entsprechend der Isotypkontrollen gesetzt. Frequenzen CD14+ und 
CD83+ Zellen sind angegeben. Von mindestens 5 unabhängigen Experimenten wurden 
Mittelwert±SEM des Anteils an CD14+ und CD83+ Zellen bestimmt (B). K: Kontrolle, U373-
CM: 40% U373 konditioniertes Medium. 
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Wurde die Konzentration des U373-CM während der Differenzierung/Ausreifung 

variiert (10, 20 und 40%), so konnte eine dosisabhängige Inhibition der 

Herunterregulierung der Expression von CD14 wie auch der Induktion von CD83 

nach 9 Tagen Kultur beobachtet werden (Abb. 3.3.3). Bei einer Konzentration von 

40% lag die normalisierte relative Expression von CD14 (bezogen auf Kontrolle=1) 

bei 42,7±4,9 (p<0,001; n=8), die von CD83 bei 0,19±0,04 (p<0,001; n=8).  

Für A172-CM wurden ebenfalls eine dosisabhängige Inhibition der Differenzierung 

und Ausreifung Dendritischer Zellen beobachtet (Abb. 3.3.3). Nach 9 Tagen lag bei 

einer Konzentration des A172-CM von 40% die relative Expression von CD14 bei 

41,9±12,3 (p<0,001; n=7), die von CD83 bei 0,10±0,01 (p<0,001; n=7). Die 

Ergebnisse sind in Tabelle 3.3.1 zusammengefasst. 

Abb. 3.3.3: Dosisabhängigkeit des Einflusses konditionierter Medien der 
Gliomzelllinien U373 und A172 auf die Expression von CD14 und CD83 nach 
Differenzierung und Ausreifung Dendritischer Zellen. Reife Dendritische Zellen wurden 
in der Abwesenheit oder in der Gegenwart von 10, 20 oder 40% U373-CM oder A172-CM 
generiert und nach 9 Tagen die Frequenz an CD14+ und CD83+ Zellen 
durchflusszytometrisch bestimmt. Werte wurden normiert (Kontrolle=1) und die relative 
Expression in der Gegenwart der konditionierten Medien berechnet. Werte repräsentieren 
Mittelwert±SEM für n≥4. Statistische Signifikanz (CM vs. Kontrolle) wurde mit dem paired t-
Test für die nicht-normalisierten Werte ermittelt und ist angezeigt (*p≤0,05; **p≤0,01). 
 
Um zu prüfen, ob die reduzierte Expression von CD83 in der Gegenwart von 

gliomzellkonditioniertem Medium auf eine verstärkte Bildung der löslichen Form 

zurückzuführen ist, wurde parallel zur durchflusszytometrischen Oberflächenanalyse 

ein ELISA für die lösliche Form mit dem Medium, in dem die DC generiert worden 

waren, durchgeführt. Wie in Abb. 3.3.4 dargestellt, gibt es einen direkten 

Zusammenhang zwischen der Oberflächenexpression und der Bildung der löslichen 

Form, d.h. bei höherer Oberflächenexpression wird auch mehr lösliches CD83 
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gebildet. Die Menge an löslichem CD83 ist, analog zur Oberflächenexpression, in der 

Gegenwart von gliomzellkonditioniertem Medium ebenfalls reduziert, weshalb eine 

Verschiebung von einer Oberflächenexpression hin zur Bildung der löslichen Form 

nicht für die Reduktion der CD83 Expression durch U373- und A172-CM (Daten nicht 

gezeigt) verantwortlich ist. 

 

Abb. 3.3.4 Oberflächenexpression und Bildung von löslichem CD83 nach 
Differenzierung und Ausreifung Dendritischer Zellen. Dendritische Zellen wurden in der 
Gegenwart oder Abwesenheit von 20% U373-CM generiert. Nach 9 Tagen wurde die 
Oberflächenexpression von CD83 durchflusszytometrisch, die Bildung von löslichem CD83 
(sCD83) durch ELISA (DC-konditioniertes Medium) bestimmt. Werte repräsentieren 
Mittelwert±SEM für n=5. 
 
 
Ein Einfluss der konditionierten Medien auf die Vitalität der Zellen (Abb. 3.3.5) konnte 

nicht festgestellt werden. Die normalisierte relative Vitalität nach 9 Tagen 

(Kontrollkulturen: 88,2±1,8%; n=39) betrug 0,79±0,08 (n=10) für 40% U373-CM bzw. 

0,87±0,07 (n=8) für 40% A172-CM. Im Gegensatz hierzu führten die konditionierten 

Medien jedoch zu einer leichten Erhöhung der zellulären Ausbeute. Die mittlere 

zelluläre Ausbeute der Kontrollkulturen lag bei 21,9±1,3% der eingesetzten 

Monozyten, die normalisierte relative Ausbeute für U373-CM bei 1,64±0,22 (n=9) und 

für A172-CM bei 1,58±0,33 (n=8). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.3.1 

zusammengefasst. 
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Abb. 3.3.5: Einfluss konditionierter Medien der Gliomzelllinien U373 und A172 auf die 
Vitalität und Ausbeute nach Differenzierung und Ausreifung Dendritischer Zellen. Reife 
Dendritische Zellen wurden in der Abwesenheit oder in der Gegenwart von 10, 20 oder 40% 
U373-CM oder A172-CM generiert. Nach 9 Tagen wurde die Vitalität und zelluläre Ausbeute 
bestimmt. Werte wurden normiert (Kontrolle=1) und die relative Vitalität bzw. Ausbeute in der 
Gegenwart der konditionierten Medien berechnet. Werte repräsentieren Mittelwert±SEM für 
n≥8.  
 

3.3.2 Einfluss der Gliomzelllinien U373 und A172 auf die Expression 
immunrelevanter Moleküle durch reife Dendritische Zellen 

Um den Einfluss der gliomzellkonditionierten Medien auf die Differenzierung und 

Ausreifung Dendritischer Zellen weiter zu charakterisieren, wurde die Expression 

immunrelevanter costimulatorischer Moleküle (CD40, CD80 und CD86), HLA-

Moleküle (HLA-ABC, HLA-DR) und Adhäsionsmoleküle (CD50, CD54, CD58) auf 

reifen DC analysiert. Abbildung 3.3.6 zeigt eine repräsentative 

durchflusszytometrische Analyse, Abb. 3.3.7 fasst die Ergebnisse von mindestens 

drei unabhängigen Experimenten für U373-CM und A172-CM zusammen. 

 

Abb. 3.3.6: Einfluss von U373-CM auf die Expression immunrelevanter Moleküle auf 
reifen Dendritischen Zellen. Reife Dendritische Zellen wurden in der Abwesenheit (---) oder 
Gegenwart (---) von 20% U373-CM generiert und die Expression von CD40, CD80, CD86, 
HLA-DR und HLA-ABC durchflusszytometrisch bestimmt. Grau hinterlegte Histogramme 
repräsentieren die Isotypkontrolle 
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Abb. 3.3.7: Einfluss von gliomzellkonditionierten Medien auf die Expression von 
immunrelevanten Molekülen auf reifen Dendritischen Zellen. Reife Dendritische Zellen 
wurden in der Abwesenheit oder in der Gegenwart von 40% U373-CM ( ) oder 40% A172-
CM ( ) generiert und die Expression von CD40, CD80, CD86, HLA-ABC, HLA-DR, CD54 
und CD58 durchflusszytometrisch bestimmt. Mittlere Fluoreszenzintensitäten wurden 
normalisiert (Kontrolle=1). Werte repräsentieren Mittelwert±SEM der normalisierten relativen 
Expression für n≥3. 
 
Diese Analysen zeigten, dass 40% U373-CM eine signifikante Reduktion der 

Expression von CD40 (0,65±0,09; p=0,009; n=6), CD86 (0,56±0,08; p=0,013; n=6), 

HLA-ABC (0,38±0,05; p<0,001; n=8) und HLA-DR (0,47±0,08; p=0,019; n=8) 

verursacht. Auch die Expression von CD80 (0,70±0,14; ns; n=4) und CD54 

(0,60±0,11; ns; n=4) waren tendenziell reduziert. 

A172-CM (40%) hemmte ebenfalls die Expression von HLA-ABC (0,35±0,09; 

p=0,019; n=4) und HLA-DR (0,35±0,07; p=0,012; n=4) sowie die von CD80 

(0,33±0,07) signifikant und induzierte eine tendenzielle Reduktion von CD40 

(0,65±0,14; ns; n=3) und CD54 (0,64±0,09; ns; n=3). Im Gegensatz zu U373-CM 

konnte für A172-CM (0,84±0,15; ns; n=4) jedoch keine Reduktion der CD86 

Expression (n=4) beobachtet werden. 

Beide glimzellkonditionierten Medien hatten keinen Effekt auf  die CD58 Expression 

(n≥3) und entgegen der zuvor beschriebenen inhibitorischen Effekte, fürhten U373-

CM (4,3±1,6; p=0,036; n=4) und A172-CM (3,6±1,0; p=0,015; n=4) zu einer 



 74

verstärkten Expression von CD50 (Abb. 3.3.8). Die Ergebnisse sind in der Tabelle 

3.3.2 zusammengefasst.  

 
Abb. 3.3.8: Einfluss gliomzellkonditionierter Medien auf die CD50 Expression reifer 
Dendritischer Zellen. Reife Dendritische Zellen wurden in der Abwesenheit (---) oder in der 
Gegenwart von 20% U373-CM (A, ---), 40% U373-CM (B, ) oder 40% A172-CM (B, ) 
generiert und die Expression von CD50 durchflusszytometrisch bestimmt. Grau hinterlegte 
Histogramme repräsentieren die Isotypkontrolle (A). Mittlere Fluoreszenzintensitäten (B) 
wurden normalisiert (Kontrolle=1). Werte repräsentieren Mittelwert±SEM der normalisierten 
relativen Expression für n=4. 

 

 
Abb. 3.3.9: HLA-Expression im Verlauf der Differenzierung Dendritischer Zellen in der 
Gegenwart von U373-CM. Monozyten (Tag 0) wurden über unreife DC (Tag 6) zu reifen DC 
(Tag 9) in der Abwesenheit oder Gegenwart von 40% U373-CM differenziert und die 
Expression von HLA-ABC und HLA-DR durchflusszytometrisch verfolgt. Mittlere 
Fluoreszenzintensitäten wurden für jeden Tag normalisiert (Kontrolle=1). Werte 
repräsentieren Mittelwert±SEM für n=3. Statistische Signifikanz wurde für die nicht-
normalisierten Werte mit dem paired t-Test ermittelt und ist angezeigt (*p≤0,05, **p≤0,01). 
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HLA-Moleküle werden bereits von Monozyten exprimiert, ihre Expression nimmt 

jedoch mit der Differenzierung und Ausreifung der Monozyten zu Dendritischen 

Zellen zu. Wenn die HLA-Klasse I und II Expression im Verlauf der 

Differenzierung/Ausreifung in der Gegenwart von U373-CM analysiert wurde (Abb. 

3.3.9), zeigte sich im Vergleich zu einer Kontrollkultur bereits nach 3 Tagen eine 

signifikante Reduktion der Stärke der HLA-Expression, die sich über die Tage 6 und 

9 fortsetzte, d.h. die gliomzellkonditionierten Medien entfalten ihren Effekt bereits früh 

in der Differenzierung/Ausreifung von Monozyten zu Dendritischen Zellen. Die 

Ergebnisse sind in Tabelle 3.3.3 zusammengefasst. 

 
Abb. 3.3.10: Cytokin- und Chemokinexpressionsprofil reifer Dendritischer Zellen. 
Dendritische Zellen wurden in der Abwesenheit (DC/K) oder in der Gegenwart von 20% 
U373-CM (DC/U373-CM) generiert. Nach 9 Tagen wurde das durch die reifen DC 
konditionierte Medium durch einen Protein-Array analysiert (n=2). Die der jeweiligen Position 
entsprechenden Cytokine/Chemokine sind angegeben. Kein Unterschied zwischen DC/K 
und DC/U373-CM ist durch weiß hinterlegte Felder gekennzeichnet, eine schwache 
Reduktion durch gepunktete Felder und eine starke Reduktion durch U373-CM durch grau 
hinterlegte Felder. 
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Neben Oberflächenmolekülen spielen auch sezernierte Faktoren eine wichtige Rolle 

für die funktionelle Aktivität reifer Dendritischer Zellen. Insbesondere die Expression 

von für T-Zellen chemoattraktiven Chemokinen und von polarisierenden Cytokinen 

sind dabei von zentraler Bedeutung. Deshalb wurde der Einfluss der 

gliomzellkonditionierten Medien auf die Produktion solcher Faktoren durch reife DC 

durch eine Protein-Array Analyse bestimmt.  

Wie in Abb. 3.3.10 dargestellt führt die Gegenwart von 20% U373-CM zu einem 

deutlichen Unterschied im Profil der durch den Protein-Array nachweisbaren 

Faktoren. So zeigten DC, die in Gegenwart des konditionierten Mediums generiert 

worden waren im Vergleich zur Kontrollkultur keine Expression mehr der für die 

Anlockung, Stimulation und Polarisierung von T-Zellen wichtigen Chemokine MCP-

1,-2,-3, IL-16, MIP-1δ, MIP-1β, IP-10 und RANTES sowie  I-309, MIP-3α und MDC 

und der Cytokine IL-12, IL-1α, IL-10 und M-CSF. Die Liganden, ihre Rezeptoren und 

ihre vollständige Namen sind in Tabelle 3.3.4 zusammengefasst. 

3.3.3 Einfluss der Gliomzelllinien U373 und A172 auf die Antigenaufnahme-
Aktivität unreifer Dendritischer Zellen 

Unreife Dendritische Zellen sind durch eine gut entwickelte Antigenaufnahme-

Aktivität charakterisiert. Um zu prüfen, ob unreife DC, die in der Gegenwart der 

gliomzellkonditionierten Medien generiert worden waren, auch funktionell 

beeinträchtigt sind, wurde ihre Pinozytose-Aktivität verglichen. Hierzu wurden die 

unreifen DC in An- bzw. Abwesenheit von 40% A172-CM bzw. U373-CM generiert, 

die Kulturen am Tag 6 geerntet und die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen 

von FITC-konjugiertem BSA inkubiert. Die Aufnahme von FITC-BSA wurde dann 

durchflusszytometrisch über die mittlere Fluoreszenzintensität bestimmt. Die 

Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 3.3.11 dargestellt. 

Die in Gegenwart von 40% U373-CM differenzierten Zellen zeigten eine signifikante 

Reduktion der Pinozytose-Aktivität (MFI100µg/ml: 66,0±3,1 vs. 34,9±4,4; p=0,031; 

n=3). Trotz vergleichbarem Phänotyp der in U373-CM und A172-CM generierten 

Zellen (50,6±5,7% CD14+ vs. 46,9±12,4% CD14+; keine Expression von CD83) 

wurde dagegen keine Inhibition der Pinozytose-Aktivität durch A172-CM induziert 

(Abb. 3.3.11). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.3.5 zusammengefasst. 
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Abb. 3.3.11: Pinozytose-Aktivität unreifer Dendritischer Zellen. Unreife Dendritische 
Zellen wurde durch 6-tägige Kultur in der Abwesenheit oder Gegenwart von 40% U373-CM 
oder A172-CM generiert. Die Aufnahme von BSA-FITC wurde für verschiedene 
Konzentrationen durchflusszytometrisch nach einstündiger Inkubation bei 37°C bestimmt. 
Negativkontrollen für den aktiven Aufnahmeprozess wurden bei 4°C anstelle von 37°C 
inkubiert. Werte repräsentieren Mittelwert±SEM für n≥2. 
 

3.3.4 Einfluss der Gliomzelllinie U373 auf die T-Zell-stimulatorische Aktivität 
von reifen Dendritischen Zellen 

Um die Funktionalität der in der Gegenwart von gliomzellkonditioniertem Medium 

generierten reifen DC zu untersuchen, wurde zum Einen ihr Vermögen als potente 

Stimulatoren für eine Alloantwort naiver T-Zellen zu fungieren, zum Anderen ihre 

Fähigkeit, eine polarisierte Cytokin-Antwort allogener, naiver T-Zellen zu induzieren 

bestimmt. 

3.3.4.1 Proliferative Alloantwort 

Zum Nachweis der allostimulatorischen Aktivität reifer Dendritischer Zellen wurden 

diese mit allogenen, naiven T-Zellen aus Nabelschnurblut cokultiviert und als Maß für 

die proliferative Antwort der T-Zellen nach 6 Tagen der BrdU-Einbau gemessen. Wie 

in Abb. 3.3.12 dargestellt, inhibierte die Gegenwart von U373-CM während der 

Differenzierung/Ausreifung der Dendritischen Zellen dosisabhängig die Fähigkeit der 

Dendritischen Zellen eine proliferative Alloantwort von T-Zellen zu induzieren. Bei 

einer Konzentration von 40% betrug die Inhibition 88,7±4,2% (n=9). 
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Abb. 3.3.12: Dosisabhängige Inhibition der allostimulatorischen Aktivität reifer 
Dendritischer Zellen durch U373-CM. Reife Dendritische Zellen, die in der Abwesenheit 
oder Gegenwart von 10, 20 oder 40% U373-CM generiert worden waren, wurden mit 
allogenen, naiven T-Zellen aus Nabelschnurblut cokultiviert. Nach 6 Tagen wurde der BrdU-
Einbau gemessen. Werte repräsentieren Mittelwert±SEM für n≥6. Statistische Signifikanz 
wurde durch den paired t-Test ermittelt und ist angezeigt (**p≤0,01). 
 

3.3.4.2 Polarisierung der Cytokin-Antwort auf Allostimulation 

Um zu prüfen, ob U373-CM die DC-induzierte T-Zell-Polarisierung (TH1/TH2) 

beeinflusst, wurden in Anwesenheit oder Abwesenheit von 20% U373-CM generierte 

reife DC mit allogenen, naiven T-Zellen aus Nabelschnurblut für 6 Tage cokultiviert. 

Nach Restimulation mit anti-CD3 und anti-CD28 wurde die Expression von IL-2, IL-4 

und IFNγ durch intrazytoplasmatisch Färbung und Durchflusszytometrie bestimmt. 

Abbildung 3.3.13 zeigt eine repräsentative durchflusszytometrische Analyse, Abb. 

3.3.14 fasst die Ergebnisse von mindestens 3 unabhängigen Experimenten 

zusammen. 

Die Dendritischen Zellen führten zu einer TH1-Polarisierung der T-Zell-Antwort 

(Expression von IL-2 und IFNγ bei gleichzeitiger Abwesenheit von IL-4), wobei die 

Fähigkeit die Expression von IL-2 (16,5±3,8% vs. 6,4±1,4%; p=0,008) und IFNγ 

(12,2±2,4% vs. 4,2±0,9%; p=0,001) zu induzieren bei DC, die in U373-CM generiert 

worden waren, deutlich reduziert war. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.3.6 

zusammengefasst.  
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Abb. 3.3.13: Cytokinproduktion allogener, naiver T-Zellen nach Stimulation mit reifen 
Dendritischen Zellen. DC wurden in der Abwesenheit oder in der Gegenwart von 20% 
U373-CM generiert und mit allogenen T-Zellen aus Nabelschnurblut cokultiviert. Nach 6 
Tagen wurden die Zellen mit anti-CD3/anti-CD28 restimuliert. Nach intrazytoplasmatischer 
Färbung wurde die Bildung von IL-2, IL-4 und IFNγ durchflusszytometrisch bestimmt. 
Quadranten wurden entsprechend der Isotypkontrollen gesetzt. Der Anteil die Cytokine 
produzierender T-Zellen ist angezeigt. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Abb. 3.3.14: Beeinflussung der durch Dendritische Zellen induzierten TH-Polarisierung 
durch die Gliomzelllinie U373. Die Cytokinproduktion allogener T-Zellen nach Stimulation 
mit reifen Dendritischen Zellen, welche in der Abwesenheit oder Gegenwart von 20% U373-
CM generiert worden waren, wurde durch intrazytoplasmatische Färbung und 
Durchflusszytometrie analysiert. Werte repräsentieren Mittelwert±SEM für n≥3. Statistische 
Signifikanz wurde mit dem paired t-Test ermittelt und ist angezeigt. 
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3.3.5 Direkte T-Zell-stimulatorische Aktivität gliomzellkonditionierter Medien 

Zum Nachweis direkter Effekte der von Gliomzellen gebildeten Faktoren auf T-Zellen 

wurde zum Einen die mitogene Aktivität, zum Anderen die Fähigkeit, eine Cytokin-

Antwort zu induzieren und polarisieren für gliomzellkonditionierte Medien untersucht. 

3.3.5.1 Direkte T-Zell-mitogene Aktivität gliomzellkonditionierter Medien 

Um festzustellen, ob U373-CM bzw. A172-CM einen direkten Einfluss auf die T-Zell-

Proliferation haben, wurden naive T-Zellen aus Nabelschnurblut in An- oder 

Abwesenheit von verschiedenen Konzentrationen an U373-CM oder A172-CM 

kultiviert und nach drei Tagen die T-Zell-Proliferation bestimmt. Diese Analysen 

zeigten, dass U373-CM, nicht jedoch A172-CM, eine dosisabhängige T-Zell-

Proliferation induziert (Abb. 3.3.15). 

 

 
Abb. 3.3.15: T-Zell-mitogene Aktivität gliomzellkonditionierter Medien. Naive T-Zellen 
aus Nabelschnurblut wurden drei Tage in der An- oder Abwesenheit von U373-CM oder 
A172-CM kultiviert und der BrdU-Einbau gemessen. Werte repräsentieren Mittelwert±SEM 
für n≥12. 

3.3.5.2 Direkte T-Zell-Cytokin-Antwort stimulierende Aktivität 
gliomzellkonditionierter Medien 

Gleichzeitig mit der Induktion der Proliferation (3.3.5.1) wurde die Cytokinexpression 

der T-Zellen untersucht. Hier führte die Gegenwart von 20% U373-CM zur 

verstärkten Produktion von IL-4 und IL-10 bei gleichzeitiger Reduktion der IL-2-

Expression (Abb. 3.3.16). Eine Bildung von IFNγ konnte dagegen in beiden 

Kulturansätzen nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). 
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Abb. 3.3.16: Direkter Einfluss von U373-CM auf die Cytokinproduktion naiver T-Zellen. 
Naive T-Zellen aus Nabelschnurblut wurden drei Tage in der Ab- oder Anwesenheit von 20% 
U373-CM kultiviert. Nach Restimulation mit anti-CD3/anti-CD28 wurde die Expression von 
IL-2, IL-4 und IL-10 durch intrazytoplasmatische Färbung und Durchflusszytometrie 
bestimmt. Quadranten wurden entsprechend der Isotypkontrollen gesetzt. Die Frequenz 
positiver Zellen ist angezeigt. 
 

3.3.6 Cytokin- und Chemokinexpression der Gliomzelllinien U373 und A172  

Um mögliche Faktor-Kandidaten zu identifizieren, welche zu den oben 

beschriebenen Effekten auf Dendritische Zellen und T-Zellen beitragen, wurde 

konditioniertes Medium der Gliomzelllinien U373 und A172 durch Multiplex-Analysen 

und Protein-Arrays untersucht. In Abb. 3.3.17 sind die Ergebnisse der Multiplex-

Analysen, in Abb. 3.3.18 der Protein-Arrays dargestellt. 

Die Multiplex-Analyse ergab eine substantielle Produktion von VEGF, IL-1β, IL-6 und 

IL-8 für U373, wogegen EGF, FGF, GM-CSF, HGF, IFNγ, TNFα, IL-2, IL-4, IL-5, IL-

10 und IL-15 nicht oder nur in Spuren nachgewiesen werden konnten. A172 zeigte 

ein ähnliches Profil und unterschied sich von U373 nur durch eine fehlende 

Expression von IL-1β und IL-8. Des Weiteren war die Expressionsstärke von VEGF 

und IL-6 niedriger als bei U373. 

Die Protein-Array Analyse von U373 bestätigte die Expression von IL-6 und IL-8 und 

identifizierte als weitere Kandidaten Oncostatin M (OSM), Leukemia-Inhibitory Factor 

(LIF) und TGFβ2. Die Expression von VEGF konnte dagegen nicht detektiert werden. 

 
 

K
ontrolle

U
373-C

M

1,8 %

IL
-2

1,2 %

2,9 %

IL
-4

0,6 %

1,1 %IL
-1

0

CD3

0,7 %

K
ontrolle

U
373-C

M

1,8 %

IL
-2

IL
-2

1,2 %

2,9 %

IL
-4

IL
-4

0,6 %

1,1 %IL
-1

0
IL

-1
0

CD3CD3

0,7 %



 82

 

 
 
 
 
Abb. 3.3.16: Multiplex-Cytokinexpressionsprofil der Gliomzelllinien U373 und A172. 
Die Expression der angeführten Cytokine wurde durch quantitative Multiplex-Analyse des 
konditionierten Mediums von U373 und A172 ermittelt. 
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Abb. 3.3.17: Protein-Array Cytokinexpressionsprofil der Gliomzelllinie U373. Die 
Expression der angeführten Cytokine wurde durch eine Protein-Array-Analyse des U373-
konditionierten Mediums ermittelt. Die der jeweiligen Position entsprechenden 
Cytokine/Chemokine sind angegeben. Keine Expression ist durch weiß hinterlegte Felder 
gekennzeichnet, eine schwache Expression durch gepunktete Felder und eine starke 
Expression durch grau hinterlegte Felder. 
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3.3.7 Beteiligung von IL-6, TGF-β und VEGF an der Inhibition der 

Differenzierung/Ausreifung Dendritischer Zellen durch Gliomzellen 

Mit IL-6, TGF-β2 und VEGF wurden mögliche Kandidaten, welche die Inhibition der 

Differenzierung und Ausreifung Dendritischer Zellen vermitteln könnten, im 

gliomzellkonditionierten Medium nachgewiesen. Um ihre Rolle zu untersuchen, 

wurde ihre Aktivität durch neutralisierende Antikörper blockiert. Hierzu wurde U373-

CM (20%) vor der Zugabe zu den Differenzierungskulturen am Tag 0 mit den 

Antikörpern versetzt und für 1h vorinkubiert. Der Einfluss auf die Differenzierung und 

Ausreifung Dendritischer Zellen wurde dann über den Vergleich der Expression von 

CD14 und CD83 (Abb. 3.3.18) sowie von costimulatorischen und HLA-Molekülen 

(Abb. 3.3.19) mit Kontrollkulturen ermittelt. 

In vier unabhängigen Experimenten zeigten diese Untersuchungen, dass durch die 

Neutralisierung von IL-6, VEGF und TGFβ die durch U373-CM verursachte Inhibition 

der Differenzierung und Ausreifung Dendritischer Zellen teilweise aufgehoben 

werden kann. So war in Gegenwart der neutralisierenden Antikörper (Abb. 3.3.18) 

die residuelle Expression von CD14 signifikant reduziert (normalisierte relative 

Expression 19,5±6,9 vs. 51,7±35,2; p=0,044; n=4), die von CD83 tendenziell erhöht 

(normalisierte relative Expression 0,4±0,1 vs. 0,1±0,04; p<0,001; n=4). Auch die 

Inhibition der Expression von CD40, CD80 und CD86, welche durch 20% U373-CM 

induziert wurde, konnte durch die Zugabe der neutralisierenden Antikörper teilweise 

aufgehoben werden, wogegen die Inhibition der Expression von HLA-Klasse I und II 

Molekülen nicht oder nur gering beeinflusst wurde (repräsentatives Experiment von 

4; Abb. 3.3.19). Trotz dieser partiellen Restaurierung der Differenzierung und 

Ausreifung Dendritischer Zellen, konnte durch die Zugabe der neutralisierenden 

Antikörper jedoch nie das Expressionsniveau der Kontrollkulturen erreicht werden. 
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Abb. 3.3.18: Einfluss der Neutralisierung von IL-6, TGFβ und VEGF im 
gliomzellkonditionierten Medium auf die Differenzierung und Ausreifung Dendritischer Zellen. 
Reife DC wurden in der Ab- (K) oder Anwesenheit von 20% U373-CM, ohne (U373) oder 
nach vorheriger Neutralisierung der Aktivität von IL-6, TGFβ und VEGF durch Präinkubation 
mit 10µg/ml neutralisierenden Antikörpern (anti-ITV) generiert und die Expression von CD14 
(links) und CD83 (rechts) durchflusszytometrisch bestimmt. Werte repräsentieren 
Mittelwert±SEM der normalisierten relativen Expression (Kontrolle=1) für ≥4.  
 
 
 

 
Abb. 3.3.19: Einfluss der Neutralisierung von IL-6, TGFβ und VEGF im 
gliomzellkonditionierten Medium auf die Expression costimulatorischer und von HLA-
Molekülen auf reifen Dendritischen Zellen. Reife DC wurden in der Abwesenheit (----) oder in 
der Gegenwart von 20% U373-CM, ohne (----) oder nach vorheriger Neutralisierung der 
Aktivität von IL-6, TGFβ und VEGF durch Präinkubation mit 10µg/ml neutralisierenden 
Antikörpern (----) generiert und die Expression von CD40, CD80, CD86, HLA-DR und HLA-
ABC durchflusszytometrisch bestimmt. Entsprechende Isotypkontrollen sind durch grau 
unterlegte Histogramme dargestellt. 
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3.3.8 Konsequenz der durch Gliomzellen induzierten reduzierten Expression 
von HLA-Klasse I Molekülen auf Dendritischen Zellen für deren 
Sensitivität gegenüber der Lyse durch NK-Zellen 

Unreife und reife Dendritische Zellen, die in der Gegenwart von konditioniertem 

Medium der Gliomzelllinien U373 oder A172 generiert wurden, zeigten eine deutlich 

reduzierte HLA-Klasse I Expression. Deshalb wurde geprüft, ob sie hierdurch für eine 

NK-Zell-Lyse sensitiver sind. DC wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE 

markiert und mit kurzzeitkultivierten NK-Zellen cokultiviert. Nach 4 Stunden wurden 

tote Zellen mit Propidiumjodid angefärbt und der Anteil toter, CFSE-positiver DC 

durchflusszytometrisch bestimmt. Parallel mit DC wurden die Untersuchungen mit 

der NK-Zell-Target Linie K562 als Kontrolle für die lytische Aktivität der NK-Zellen 

durchgeführt (Abb. 3.3.20, repräsentatives Experiment von 3). 

Die Lyse von K562-Zellen war effektordosisabhängig. Die maximale Lyse bei einem 

Effektor:Target-Verhältnis von 5:1 lag bei 61,0±7,9% (n=3). Wenn die Sensitivität der 

DC für eine NK-Zell-Lyse untersucht wurde, so konnte weder für unreife DC noch für 

reife DC eine erhöhte Sensitivität nach Generierung in der Gegenwart von U373-CM 

nachgewiesen werden (Abb. 3.3.21). 
 

 
Abb. 3.3.20: Lytische Aktivität kurzzeitkultivierter NK-Zellen. K562-Zellen wurden mit 
CFSE markiert und 4h mit NK-Zellen bei unterschiedlichen Effektor-Target-Verhältnissen 
cokultiviert. Dann wurden tote Zellen mit Propidiumjodid angefärbt und 
durchflusszytometrisch der Anteil an toten (Propidiumjodid+) K562-Zellen (CFSE+) bestimmt.  
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Abb. 3.3.21 NK-Zell-Sensitivität unreifer und reifer Dendritischer Zellen. Unreife und 
reife Dendritische Zellen wurden in der Abwesenheit (Kontrolle) oder Gegenwart von 20% 
gliomzellkonditioniertem Medium generiert und dann durchflusszytometrisch 
(CFSE+/Propidiumjodid+) auf ihre Sensitivität gegenüber einer Lyse durch kurzzeitkultivierte 
NK-Zellen analysiert.  
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4. Diskussion 

4.1 Immunstatus von Gliompatienten 

Um mögliche systemische Effekte der Tumorerkrankung oder der Vortherapien der 

Gliompatienten auf das Immunsystem zu erfassen und damit zu prüfen, ob 

Gliompatienten noch über ein intaktes Immunsystem verfügen – eine 

Grundvoraussetzung für eine Vakzinierungstherapie - wurde ein Immunstatus der 

Patienten erhoben und mit dem gesunder Probanden verglichen.  

Im Immunstatus der Gliompatienten zeigten sich im Vergleich zu Kontrollpersonen 

einige Auffälligkeiten. Die Patienten waren aufgrund einer signifikanten Reduktion 

des Anteils an T-Zellen lymphopenisch, wobei die relativen Anteile der CD4+ TH- und 

CD8+ CTL Subpopulationen unverändert waren, was auf eine generelle und nicht 

Subtyp-spezifische Reduktion der T-Zellen hinweist. Dies wird auch die vergleichbare 

Expression von CD25, CD28, CD45RA, CD45R0, CD56 und HLA-DR auf T-Zellen 

von Patienten und gesunden Probanden unterstützt. Unterschiede in der Expression 

von CD4 und CD25, wie sie von anderen Autoren beschrieben wurde [119, 142], 

konnten nicht bestätigt werden.  

Eine T-Lymphopenie in Gliompatienten wurde bereits beschrieben [119], und sowohl 

Apoptose von T-Zellen [143] als auch eine verminderte Produktion im Thymus [144] 

dafür verantwortlich gemacht, wogegen für die hier und von Hintzen et al. 

beobachtete leichte Neutrophilie, das von Gliomzellen produzierte G-CSF 

verantwortlich gemacht wurde [145].  

Im Gegensatz zur Reduktion der T-Zellen, war der Anteil an NK-Zellen in Patienten 

unverändert. Dies wird auch durch die Ergebnisse von Bhondley et al. und von 

Ausiello et al. bestätigt [142, 146], und kürzlich veröffentlichte Untersuchungen 

konnten ergänzen, dass auch der Anteil an NKT-Zellen in Gliompatienten 

unverändert ist [147]. Die Gesamtleukozytenzahl wie auch die Absolutzellzahlen für 

Monozyten und B-Zellen waren in Gliompatienten ebenfalls unverändert, sodass die 

mit Gliomen assoziierten Veränderungen in der zellulären Zusammensetzung des 

Blutes hauptsächlich das T-Zell-Kompartiment betreffen.  

Die Unterschiede scheinen jedoch nur quantitativer Natur zu sein, denn die T-Zellen 

der hier untersuchten Patienten waren funktionell kompetent und zeigten eine 

normale Stimulierbarkeit mit dem Lektin PHA. Eine Induktion von Apoptose oder 

verminderte Antwort der T-Zellen von Patienten auf Stimulation mit Mitogenen oder 
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anti-CD3 [118, 148-151] wurde nicht beobachtet. Die Gründe hierfür sind unklar. Es 

gibt jedoch Hinweise, dass die Gliom-assoziierte Immunsuppression mit der Größe 

des Tumors korreliert und durch chirurgisches Entfernen des Tumors, die T-Zell-

Antwort zumindest teilweise wiederhergestellt werden kann [152-154]. Zum Zeitpunkt 

der hier durchgeführten Analysen war die Cytoreduktion bereits erfolgt und die 

untersuchten Patienten waren nur noch mit einem niedrigen Tumorrestvolumen 

belastet. Das mediane Tumorvolumen aller Patienten vor der Cytoreduktion betrug 

42,9cm3, nach der Cytoreduktion nur 3,8cm3. Aufgrund dieses relativ geringen 

Restvolumens konnten vermutlich auch keine Unterschiede zwischen Patienten mit 

einem Tumorvolumen von mindestens 3,8cm3 oder einem kleineren Tumorvolumen 

festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).  

Interessanterweise scheinen die Immundefekte in Gliompatienten nicht 

ausschließlich T-Zell-intrinsisch zu sein. So wurde eine zumindest partielle 

Restauration der T-Zell-Antwort nach Depletion von Suppressor- oder 

akzessorischen Zellen beschrieben [155, 156], und in die gleiche Richtung weisend, 

konnten Morford et al. zeigen [143], dass mit Gliomzell-konditioniertem Medium 

vorbehandelte Monozyten Apoptose von T-Zellen induzieren. D.h. auch das 

monozytäre Kompartiment scheint eine Rolle zu spielen. Bei den hier durchgeführten 

Untersuchungen zeigte sich eine signifikante Reduktion der Expression von CD80 

und CD86 auf Monozyten, d.h. von zwei Molekülen, welche essentiell für die T-Zell-

Aktivierung sind (Signal 2) und deren Fehlen zur Induktion von T-Zell-Anergie und 

Apoptose führen kann [50], was auf eine systemische Präsenz immunsuppressiver 

Faktoren hinweisen könnte. Konsistent mit dieser Beobachtung, wurde von Zou et al. 

berichtet, dass die Behandlung von Monozyten mit Gliomzell-konditioniertem Medium 

in vitro zu einer reduzierten Expression von CD80, CD86, HLA-DR und IL-12 sowie 

einer verstärkten Expression von IL-10 führt [157]. Eine reduzierte Expression von 

HLA-DR oder CD40 für Monozyten aus dem Blut von Patienten konnte hier in 

Übereinstimmung mit bereits publizierten Daten [158] nicht nachgewiesen werden, 

aber auch für das monozytäre Kompartiment scheint die Cytoreduktion eine 

Normalisierung zu bedingen [158]. 

Zusammengefasst zeigen diese Ergenisse, dass die Veränderungen im Immunstatus 

von Gliompatienten eher quantitativer Natur sind, da keine Beeintächtigung der 

Funktion von T-Zellen und Monozyten nachgewiesen werden konnte. Sie machen 

weiter deutlich, dass die Cytoreduktion vor der Immuntherapie erfolgen sollte, was 
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auch deshalb sinnvoll ist, da die Vakzinierungstherapie besser dafür geeignet zu sein 

scheint, die sogenannte ‚minimal residual disease’ zu beseitigen, nicht aber das Gro 

an Tumor [159]. Da der Verlauf der Erholung nach Cytoreduktion bisher noch nicht 

ausreichend untersucht ist, aber vermutlich von Patient zu Patient variieren wird, wird 

es außerdem wichtig sein, in Voruntersuchungen für jeden Patienten den besten 

Zeitpunkt für die Vakzinegewinnung und für die Vakzinierung zu ermitteln. Es wird 

des Weiteren auch abzuklären sein, ob Steroide oder eine Kombinationstherapie aus 

Strahlentherapie und Temozolomid-Chemotherapie mit einer Immuntherapie 

kombiniert werden kann. Obwohl die Fallzahlen noch klein sind und keine endgültige 

Bewertung gestatten, konnten bisher noch keine Unterschiede in der zellulären 

Zusammensetzung des Blutes zwischen Patienten mit und ohne Temozolomid oder 

Steroid-Therapie nachgewiesen werden. 

4.2 Ex vivo Generierung und Charakterisierung Dendritischer Zellen  

Neben einer ausreichenden Funktion der zellulären Mechanismen des 

Immunsystems in Patienten, ist die Generierung funktionell kompetenter 

Dendritischer Zellen in geeigneter Qualität und Quantität eine weitere Voraussetzung 

für die Vakzinierungstherapie. Es ist inzwischen etabliert, dass für die Vakzinierung 

reife DC eingesetzt werden sollten, da sie nicht wie unreife DC mit der Induktion von 

Toleranz assoziiert sind [38, 39, 160]. 

Für klinische Studien werden bevorzugt aus Monozyten differenzierte Dendritische 

Zellen verwendet. Monozyten können einfach durch Adhärenz [73, 76], Elutriation 

[77], positive CD14+ Selektion [78, 79] oder negative Selektion [80] gewonnen 

werden, wobei selbst im Großmaßstab, d.h. wenn Leukozyten im Bereich von 1-

2x1010 Zellen separiert werden müssen, CD14+ Reinheiten zwischen 60 und 98% 

erreicht werden, wobei die höchsten Reinheiten durch positive immunmagnetische 

Separation erzielt wurden [78, 79]. Eine hohe Reinheit des Ausgangsmaterials ist 

nicht nur eine Voraussetzung für eine hohe Reinheit des Endproduktes (reife 

Dendritische Zellen), sondern sie ist auch entscheidend dafür, dass die 

Dendritischen Zellen unter gleichbleibenden Bedingungen generiert werden können, 

d.h. in der Abwesenheit von kontaminierenden Zellen, welche Cytokine produzieren, 

die die Dendritischen Zellen funktionell verändern.  

Wir haben deshalb ein Protokoll entwickelt, das es gestattet, Monozyten aus 

Leukapherese-Präparaten mit dem CliniMACS als CD14+ Zellen zu gewinnen und in 
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einem 2-Schritt-Verfahren in der Gegenwart von autologem Plasma der Patienten 

durch Kultur in Teflon-Beuteln über unreife DC zu reifen DC zu differenzieren und 

auszureifen [79]. Die so gewonnenen Zellen zeigen die typischen Merkmale und 

Funktionen unreifer bzw. reifer DC. Ob eine vergleichbare Generierung Dendritischer 

Zellen auch für Gliompatienten möglich ist, wurde hier untersucht, insbesondere, da 

das monozytäre Kompartiment von den systemischen Veränderungen bei 

Gliompatienten betroffen ist (s.o. und [157, 158]) und für Gliomzellen gezeigt wurde, 

dass sie eine Herunterregulation von CD54, CD80 und CD86 sowie von HLA-Klasse 

I und II bei Dendritischen Zellen induzieren [117]. Des Weiteren könnte die 

systemische Immunsuppression der Patienten damit einhergehen, dass das Plasma 

supprimierende Faktoren enthält, die mit der ex vivo Generierung Dendritischer 

Zellen interferieren. Gleiches gilt auch für Glucokorticoide, die zur Verhinderung der 

Ödembildung verabreicht werden, und für welche schon nachgewiesen werden 

konnte, dass sie die Differenzierung und Ausreifung Dendritischer Zellen inhibieren 

[161, 162] bzw. zur Entwicklung IL-10 produzierender DC mit verringerter Expression 

von CD40, CD80, CD86, CD1a und HLA-DR führen können [163]. Beides stellt in 

Frage, ob autologes Plasma von Gliompatienten als Bestandteil des 

Zellkulturmediums verwendet werden kann.  

Für die Untersuchungen wurde ein experimentelles (nicht klinisches) Anreicherungs- 

und Kulturverfahren im Labormaßstab verwendet: Monozyten wurden in 

Gewebekulturplatten in der Gegenwart von GM-CSF und IL-4 (1. Kulturphase) bzw. 

GM-CSF, IL-4 und TNFα (2. Kulturphase) kultiviert. Als Kulturmedium diente mit 

autologem Plasma supplementiertes X-Vivo 15 Medium, wie es bei vielen 

Protokollen zum Einsatz kommt [130, 135, 137]. In der Abwesenheit von Plasma 

nimmt die Vitalität der differenzierenden Dendritischen Zellen rasch ab, wobei das 

Plasma möglicherweise u.a. Katalase und Glutathione liefert, welche intermediäre 

Sauerstoffradikale abfangen [164]. 

Hinsichtlich der Reinheit der von gesunden Probanden oder Gliompatienten 

gewonnenen Monozyten traten keine Unterschiede auf. Für beide konnte eine 

mittlere CD14+ Reinheit von ca. 98% erreicht werden. Wenn die Monozyten in 

Plasma-supplementiertem Medium zu Dendritischen Zellen differenziert und 

ausgereift wurden, konnten mit Ausnahme einer leichten Erhöhung der CD80 

Expression ebenfalls keine Unterschiede zwischen Gliompatienten und gesunden 

Probanden festgestellt werden. Sowohl der Anteil residueller CD14+ Monozyten als 
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auch der Anteil CD83+ reifer Dendritischer Zellen und deren Expression von 

costimulatorischen (CD40, CD80) und HLA-Klasse II Molekülen waren vergleichbar. 

Die Expression eines weiteren Markers für DC, CD1a, war in beiden Gruppen 

schwach ausgeprägt (ca. 5%), wie es bereits zuvor von Loudovaris et al. für X-Vivo 

15 Medium beschrieben wurde [165]. Eine Gliom-assoziierte inhibitorische Aktivität 

für das Plasma der Patienten wie sie bspw. für das Myelodysplastische Syndrom 

beobachtet wurde [166], konnte nicht nachgewiesen werden. 

Insgesamt lag der Anteil an reifen CD83+ Dendritischen Zellen bei diesen Kulturen 

sowohl für Patienten (34,1±7,3%) als auch für gesunde Probanden (24,3±6,7%) 

niedriger als dies zuvor für Teflonbeutelkulturen im gleichen Medium beschrieben 

worden war [79]. Da das Reifungsstadium der DC entscheidend für ihre 

immunstimulatorische Aktivität ist, zu der auch CD83 selbst beiträgt [167], welches 

nur von einem kleinen Anteil der Zellen exprimiert wurde, wurde versucht, das 

Protokoll zu verbessern. Da Blutplasma bis zu 10000 Proteine enthält, welche 

während der Nekrose, Apoptose oder Hämolyse ins Plasma gelangen [168], da das 

Plasmaprotein Apolipoprotein A-1 in Monozyten die Expression von IL-10 und PGE2 

induziert, welche die Differenzierung und Funktion Dendritischer Zellen (Endozytose, 

T-Zell-Stimulation) beeinträchtigen [169] und Plasma weitere nicht vorhersehbare 

Komponenten wie Cytokine und Hormone enthalten kann, wurde ein serumfreies 

Kultursystem (CellGroDC Medium) als Alternative zum Plasma-supplementierten 

Medium gewählt und die Generierung Dendritischer Zellen zwischen beiden Medien 

und zwischen Gliompatienten und gesunden Probanden verglichen. 

 

Unter serumfreien Kulturbedingungen war eine deutlich verbesserte Differenzierung 

und Ausreifung der Dendritischen Zellen zu beobachten. So lag der Anteil an CD83+ 

reifen DC für beide Gruppen zusammen bei 68,4% gegenüber 29,6% in Plasma-

supplementiertem Medium. Wurden die Kulturen von Gliompatienten und gesunden 

Probanden verglichen, so konnten auch unter serumfreien Kulturbedingungen mit der 

Ausnahme einer erhöhten Expression von HLA-DR auf Patientenzellen, keine 

signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Die Expression von CD14, CD83, 

CD1a, HLA-Klasse I, CD40, CD80 und CD86 war vergleichbar. 

 

Im Gegensatz hierzu waren die Unterschiede zwischen Plasma-supplementierten 

und serumfreien Kulturbedingungen deutlich ausgeprägt. Wenn die DC-
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Differenzierung von Gliompatienten in CGDC und in XV15 Medium verglichen wurde, 

zeigten XV15 Kulturen im Vergleich zu CGDC Kulturen einen 9-fach höheren Anteil 

an residuellen CD14+ Zellen, wogegen der Anteil an reifen CD83+ nur halb so groß, 

der Anteil an CD1a+ DC nur 1/7 so hoch war. Auch die Expressionsdichte von CD40, 

CD80, CD86, HLA-Klasse I und HLA-Klasse II war in XV15 Kulturen deutlich 

niedriger als in CGDC Kulturen, was die verbesserte Differenzierung und Ausreifung 

unter serumfreien Kulturbedingungen weiter bestätigt. 

Diese phänotypischen Unterschiede hatten auch biologische Konsequenzen. Wurde 

die allostimulatorische Aktivität von DC aus CGDC und XV15 Kulturen verglichen, so 

war bei limitierender Stimulatorzellzahl die potentere allostimulatorische Aktivität der 

Zellen aus CGDC Kulturen deutlich ausgeprägt. Diese Potenz der Zellen konnte 

sowohl für die Induktion einer proliferativen als auch einer TH1-Cytokin-Antwort 

(Produktion von IFNγ und IL-2, nicht aber von IL-4) dokumentiert werden. Die in 

CGDC generierten DC stimulieren also den Typ von T-Zell-Antwort, der für die 

Induktion einer CTL-Antwort zur Beseitigung von Tumorzellen erforderlich ist [70]. 

Die Unterschied zwischen CGDC und XV15 Kulturen hinsichtlich des T-Zell-

stimulatorischen Potentials waren jedoch nur dann nachweisbar, wenn der Anteil an 

reifen DC in den XV15 Kulturen niedrig war.  

Neben der T-Zell-stimulatorischen Aktivität der reifen DC, war auch die 

Antigenaufnahmeaktivität der unreifen DC aus CGDC Kulturen durch Pinozytose wie 

auch durch Phagozytose gut entwickelt, ein typisches Merkmal für funktionell 

kompetente unreife Dendritische Zellen [36]. Darüber hinaus konnte für die reifen DC 

aus CGDC Kulturen die charakteristische Morphologie der Zellen mit langen 

zytoplasmatischen Ausläufern, die Translokation von HLA-Klasse II Molekülen aus 

dem lysosomalen Kompartiment zur Zelloberfläche, ihre Motilität und die Ausbildung 

von DC/T-Zell-Clustern nachgewiesen werden, weitere typische Merkmale reifer 

Dendritischer Zellen [73, 76, 170, 171]. Die aus CGDC Kulturen erhaltenen unreifen 

und reifen DC zeigen also eine Reihe phänotypischer und funktioneller 

Eigenschaften durch welche typische unreife und reife DC charakterisiert sind [73, 

76, 79, 170-174]. 

 

Die Induktion einer Tumor-spezifischen Immunantwort setzt voraus, dass 

Dendritische Zellen effizient mit Tumormaterial, welches ein TAA enthält, beladen 

werden, sie dieses Material prozessieren und in Form von Peptiden über HLA-Klasse 
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I und II Moleküle präsentieren, welche dann von spezifischen TH-Zellen und CTL 

erkannt werden, was zu deren Aktivierung, Proliferation und Differenzierung zu 

Effektorzellen führt.  

Das TAA und die Antigenbeladung unreifer DC sind also essentiell für die Induktion 

einer Gliomzell-spezifischen T-Zell-Antwort. Obwohl für Gliome zahlreiche TAA 

beschrieben wurden (EGFRvIII [123, 175], gp240 [124], AIM-2 [176], GLEA2 [177], 

Tenascin [125], Survivin [126, 178], SART1 [127], IL-13Rα2 [128], TRP1 und 2, 

gp100 sowie MAGE-1 und MAGE-3 [129, 179]), wurden in den bisherigen klinischen 

Studien nicht definierte, einzelne oder mehrere Peptide von solchen TAA eingesetzt, 

sondern Tumorzelllysate [130-134], Peptideluate von Tumorzellen [135, 136] oder 

Fusionsprodukte aus DC und Tumorzellen [137, 138]. In präklinischen Untersuchen 

konnten außerdem Tumor-mRNA [180] und apoptotische Tumorzellen [181] als 

mögliche Antigenquelle identifiziert werden. Die Verwendung solcher ‚breiter’, 

unspezifischer Antigenquellen bietet gegenüber einer reinen Peptidvakzinierung den 

Vorteil, dass Peptide für die HLA-Klasse I und II-Präsentation für zahlreiche HLA-

Typen von den DC prozessiert werden können. Des Weiteren sinkt durch die 

Verwendung multipler Targets die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von 

Antigenverlustvarianten der Tumorzellen [91, 182, 183]. Eine Induktion von 

Autoimmunität - eine mögliche Nebenwirkung durch die Präsenz von normalen 

Selbstproteinen in der Antigenquelle - wurde bisher trotz der Verwendung 

unspezifischer Antigenquellen weder in klinischen Studien noch Tiermodellen 

beobachtet [184, 185]. Die manifestierte Toleranz gegenüber normalen 

Selbstproteinen scheint eine solche Autoimmunität zu verhindern. Tatsächlich 

konnten Kobayashi et al. zeigen, dass mit Gliomzell mRNA beladene DC eine CTL-

Antwort gegen autologe Tumorzellen induzieren, nicht jedoch gegen EBV-

transformierte B-Zellen der Patienten. Umgekehrt führte eine Beladung mit mRNA 

aus gesundem Gehirngewebe der Patienten nicht zur Induktion einer gegen die 

autologen Tumorzellen gerichteten Antwort [180]. Solange die verwendete 

Antigenquelle nicht mit der Funktion der DC interferiert, wie es bspw. für das TAA 

MUC1 gezeigt wurde [186, 187] oder für apoptotische Zellen, die eher zu Toleranz 

als Immunität zu führen scheinen [188], bieten die ‚breiten’, unspezifischen 

Antigenquellen also eher Vorteile. 

Um zu prüfen, ob auch mit nekrotischem Tumormaterial beladene Dendritische 

Zellen von Gliompatienten eine für TAA spezifische Antwort autologer T-Zellen 
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induzieren, wurden unreife Dendritische Zellen mit durch mehrere Hitze/Auftau-

Zyklen nekrotisiertem Tumormaterial beladen. An Gliomzelllinien konnte gezeigt 

werden, dass dieser Modus des Abtötens Nekrose induziert und die nekrotisierten 

Zellen von unreifen DC aufgenommen werden, ohne dass deren anschließende 

Ausreifung dadurch beeinträchtigt wird (Daten nicht gezeigt). Neben ihrer Funktion 

als Antigenquelle bieten nekrotische Zellen den Vorteil, dass Stressproteine wie gp96 

und hsp70 hochreguliert werden, welche einen positiven Einfluss auf die Ausreifung 

von DC besitzen [189, 190]. 

Wurden diese mit nekrotischem Tumormaterial beladenen DC benutzt, um autologe 

T-Zellen eines Patienten zu stimulieren, führte dies zur Induktion einer TAA-

spezifischen T-Zell-Antwort: Die mit nekrotischem Tumormaterial stimulierten T-

Zellen reagierten nur gegen Tumorantigen-beladene, nicht aber gegen unbeladene 

DC des Patienten. Ob die so induzierten T-Zellen auch in Lage sind Tumorzellen 

abzutöten und wie spezifisch diese Antwort für den Tumor des Patienten ist, bedarf 

noch weiterer Untersuchungen. Dennoch zeigen diese Ergebnisse eindeutig, dass es 

möglich ist von Gliompatienten funktionell kompetente Dendritische Zellen zu 

gewinnen und durch die gewählte Vorgehensweise, zumindest in vitro, bei 

Gliompatienten eine T-Zell-Antwort gegen autologes Tumormaterial zu induzieren. 

4.3 Mechanismen zur immunologischen Toleranz von Gliomzellen 

Tumoren müssen sich ständig der Überwachung durch das Immunsystem entziehen, 

da durch die genetische Instabilität und die die Malignität verursachenden 

genetischen Veränderungen Tumor-assoziierte Antigene vorliegen [81, 82, 84], 

welche vom Immunsystem erkannt und zu einer gegen den Tumor gerichteten 

Immunantwort führen können [85-87]. Da der Tumor im fortgeschrittenen Stadium 

darüber hinaus auch Danger-Signale generiert, können diese TAA in einem 

immunogenen Kontext von reifen Dendritischen Zellen präsentiert werden. Im Verlauf 

der Tumorprogression kommt es deshalb zu einem als Immuneditierung 

bezeichneten Prozess: durch immunologische Selektion von Tumorzellvarianten 

passt sich der Tumor kontinuierlich besser an das Immunsystem an [88-90]. Die 

Mechanismen die dabei den Tumorzellen gestatten, sich der Immunantwort zu 

entziehen, werden als Immune Escape Mechanismen bezeichnet [95, 191]. 

Da Dendritische Zellen eine zentrale Rolle in der Initiationsphase der T-Zell-Antwort 

und damit auch für die meisten Aspekte adaptiver zellulärer und humoraler Immunität 
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spielen und zwischen Immunität und Toleranz entscheiden, stellen sie ein attraktives 

Target für solche Immune Escape Mechanismen von Tumoren dar [19, 20].  

DC können in Tumoren nachgewiesen werden [192], wobei es sich zumeist um 

unreife DC handelt [193]. Troy et al. zeigten jedoch, dass die Frequenz von DC im 

Vergleich zum umgebenden gesunden Gewebe reduziert ist [194, 195] und Zou et al. 

konnten eine Induktion von IL-10 in T-Zellen und damit verbundene schlechte T-Zell-

Aktivierung durch DC aus Tumoren nachweisen [196]. DC scheinen also tatsächlich 

ein Target von Immune Escape Strategien von Tumoren zu sein. 

 

Hier wurde am Beispiel zweier Gliomzelllinien, A172 und U373, untersucht, ob diese 

mit einer durch DC induzierten Immunantwort in vitro interferieren. DC wurden unter 

serumfreien Kulturbedingungen aus Monozyten differenziert und ausgereift und der 

Einfluss von Gliomzell-konditioniertem Medium, d.h. von sezernierten Faktoren, auf 

Phänotyp und Funktion der DC bestimmt. 

Da von Chen et al. gezeigt worden war, dass Mycoplasmen phänotypische und 

funktionelle Eigenschaften von DC modulieren [197], wurde zuerst eine 

Mycoplasmeninfektion der verwendeten Zelllinien ausgeschlossen, sodass die im 

Weiteren beschriebenen Effekte der Gliomzelllinien auf DC und nicht auf 

Mycoplasmen zurückzuführen sind.  

U373-CM und A172-CM hemmten dosisabhängig die Differenzierung von Monozyten 

zu unreifen DC. Nach 6 Tagen Kultur war der Anteil residueller CD14+ Zellen in 

A172-CM und U373-CM Kulturen signifikant erhöht. Für U373-CM, nicht jedoch für 

A172-CM, konnte auch eine funktionelle Beeinträchtigung der Zellen nachgewiesen 

werden: ihre Antigenaufnahmeaktivität war signifikant supprimiert. Die beiden 

Zelllinien scheinen unterschiedliche Faktoren zu sezernieren, die die Inhibition der 

Differenzierung (A172 und U373) bzw. der Antigenaufnahme (U373) vermitteln. 

Interessanterweise konnten Kikuchi et al. keine Inhibition der Antigenaufnahme durch 

die Gliomzelllinie U373 nachweisen [117]. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, 

dass sie zunächst unreife DC generierten und erst diese dem Einfluss der 

Gliomzelllinie aussetzten. Für die Inhibition der Antigenaufnahmeaktivität scheint es 

also wichtig zu sein, dass der inhibitorische Faktor bereits von Beginn der 

Differenzierung präsent ist. Hat die Zelle das Stadium einer unreifen DC erreicht, ist 

sie gegenüber der inhibitorischen Aktivität nicht mehr sensitiv. 
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Auch die Ausreifung der Dendritischen Zellen wurde durch A172-CM und U373-CM 

dosisabhängig inhibiert. Die Expression des Markers für reife Dendritische Zellen, 

CD83, war auf Zellen, welche in der Gegenwart der konditionierten Medien generiert 

worden waren, signifikant reduziert. Da CD83 auch in löslicher Form exprimiert 

werden kann [141] und bei einigen Tumorpatienten die Konzentration von sCD83 im 

Plasma erhöht ist [198], wurde geprüft, ob die fehlende Oberflächenexpression von 

CD83 möglicherweise auf eine vermehrte Bildung der löslichen Form durch 

proteolytische Spaltung zurückzuführen ist und die Menge an sCD83 im 

konditionierten Medium der Dendritischen Zellen bestimmt. Es konnte jedoch keine 

erhöhte Konzentration im konditionierten Medium der DC festgestellt werden, welche 

in der Gegenwart von U373-CM generiert worden waren. Vielmehr korrelierte die 

Menge an sCD83 im konditionierten Medium mit der Oberflächenexpression, sodass 

von einer Blockade der Ausreifung der DC und nicht von einer veränderten 

Expressionsform von CD83 ausgegangen werden kann. 

 

Auch die Reduktion der Expression der costimulatorischen Moleküle CD40, CD80 

und CD86, des Adhäsionsmoleküls CD54 sowie von HLA-Klasse I und II durch 

U373-CM (typische Oberflächenmoleküle, die während der Ausreifung der DC 

induziert werden [55, 79, 199, 200]) belegt, dass durch U373-CM die Ausreifung von 

DC supprimiert wird. Ähnliche Ergebnisse wurden auch für A172-CM erhalten, das im 

Gegensatz zu U373-CM jedoch zu keiner verringerten Expression von CD86 führte, 

ein weiterer Hinweis auf unterschiedliche Faktoren in den konditionierten Medien der 

beiden Zelllinien. Die Bedeutung einer differentiellen Regulation von CD86, das wie 

CD80 an CD28 oder CD152 (CTLA-4) auf T-Zellen bindet [52], ist unklar. Eine 

Reduktion der Expression von CD80, CD86, HLA-Klasse I und II auf DC unter dem 

Einfluss von Gliomzelllinien wurde auch von Kikuchi et al. beschrieben [117].  

Im Gegensatz zu den zuvor aufgeführten Molekülen war die Expression des 

Adhäsionsmoleküls CD50 erhöht. CD50 ist vermutlich am initialen Kontakt zwischen 

T-Zellen und DC beteiligt [199], sodass ein Szenario vorstellbar wäre, in dem TAA-

spezifische T-Zellen aufgrund der erhöhten Expression von CD50 besser an DC 

binden, ihr Peptid erkennen, aufgrund der fehlenden Expression von CD80 und 

CD86 nun aber nicht aktiviert, sondern apoptotisch oder anergisch werden bzw. zu 

regulatorischen T-Zellen differenzieren, die TAA-spezifische Antworten supprimieren. 

Andererseits führt die reduzierte Expression von HLA-Klasse I und II möglicherweise 
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zu einer insuffizienten Peptid-Präsentation und damit verminderten 

Wahrscheinlichkeit für TAA-spezifische T-Zellen, ihr Peptid zu erkennen. Die 

Abklärung dieser Zusammenhänge steht noch aus. 

 

Die reduzierte HLA-Klasse I Expression auf DC, welche in konditioniertem Medium 

generiert worden waren, warf die Frage auf, ob DC hierdurch zu einem Target von 

NK-Zellen werden und der Tumor so erreicht, dass DC selektiv lysiert werden, was 

die Initiation einer gegen den Tumor gerichteten Immunantwort unterbinden würde. 

Wie zuvor beschrieben [201], konnten sowohl unreife als auch reife DC von 

allogenen NK-Zellen lysiert werden, wobei reife DC weniger sensitiv für die NK-Zell-

Lyse waren. Die Untersuchung der Sensitivität gegenüber einer NK-Zell-Lyse der DC 

erbrachte jedoch keine Unterschiede zwischen Kontroll-DC und DC, die in der 

Gegenwart von U373-CM generiert worden waren. 

 

 

Dass die Inhibition der Ausreifung der Dendritischen Zellen durch Gliomzell-

konditioniertes Medium nicht nur die Expression von bestimmten 

Oberflächenmolekülen betrifft, sondern tatsächlich funktionelle Konsequenzen hat, 

wurde durch die Untersuchung der allostimulatorischen Aktivität der DC 

nachgewiesen. Die Gegenwart von U373-CM während der DC-

Differenzierung/Ausreifung hemmte dosisabhängig das allostimulatorische Potential 

der DC, was in einer verminderten proliferativen Antwort der T-Zellen zum Ausdruck 

kam. Des Weiteren war auch die Induktion der TH1-Cytokine IL-2 und IFNγ 

supprimiert. Die Gliomzellen scheinen also nicht nur generell die Induktion einer 

Immunantwort zu inhibieren, sondern scheinbar auch ihre Polarisierung beeinflussen 

zu können, eine wichtige Beobachtung, da TH1-Antworten essentiell für die 

Entwicklung einer CTL-vermittelten anti-Tumor Immunität sind [70], und für 

Nierenzellkarzinome gezeigt werden konnte, dass die Tumorprogression mit einer 

Polarisierung des Immunsystems hin zu TH2-Antworten einhergeht [202], ein 

Phänomen das auch als Immune Deviation bezeichnet wird [203].  

Eine mögliche Ursache für die Modifikation der polarisierenden Aktivität der DC 

wurde mit dem Verlust der Expression von IL-12 durch DC, welche in der Gegenwart 

von U373-CM generiert worden waren identifiziert. IL-12 ist ein kritisches 

polarisierendes Signal für die Produktion von IFNγ durch T-Zellen [204]. 
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Gleichermaßen war die Produktion von IL-1α supprimiert, einem wichtigen Cofaktor 

für die IL-12 vermittelte Induktion von IFNγ  [205] und die Aktivierung von CD8+ CTL 

[206].  

 

Neben diesen unmittelbaren Effekten auf die T-Zell-Aktivierung scheinen die von 

Gliomzellen produzierten immunsuppressiven Faktoren noch früher zu greifen. 

Normalerweise sezernieren DC Chemokine, welche T-Zellen anlocken - ein früher 

Schritt in der Regulationskaskade der T-Zell-Antwort [207-209]. Je nach Chemokin 

werden dabei unterschiedliche T-Zell-Subpopulationen angelockt: MCP-1 (CCL2), 

MCP-2 (CCL8) und MCP-3 (CCL7) fungieren als Lockstoffe für CD4+ und CD8+ T-

Zellen [210], IL-16 für CD4+-T-Zellen [211], MIP-1δ (CCL15), MIP-1β (CCL4), IP-10 

(CXCL10) und RANTES (CCL5) für TH1-Zellen [212-217], I-309 (CCL1) und MIP-3α 

(CCL20) für Treg-Zellen und Memory T-Zellen [212, 213, 218, 219] und MDC (CCL22) 

für TH2-Zellen [214, 217, 220, 221].  

Die Chemokin/Cytokin-Protein-Array Analysen ergaben, dass jedes dieser 

Chemokine, im Vergleich zu Kontroll-DC, in DC, welche in der Gegenwart von U373-

CM generiert worden waren, inhibiert ist. Die Breite des Spektrums an Chemokinen, 

die in Kontroll-DC exprimiert werden, ist dabei möglicherweise darauf 

zurückzuführen, dass das Medium für die Analysen nach 9 Tagen gewonnen wurde, 

d.h. verschiedene Stadien der DC zur Konditionierung beigetragen haben. Um die 

Beeinflussung der Chemokinexpression der einzelnen DC-Stadien durch Gliomzellen 

aufzuklären und abzuklären, inwieweit die Expressionsveränderungen auch 

funktionelle Auswirkungen haben, sind zusätzliche, detailiertere Analysen 

erforderlich. Dennoch erlauben die bisher zur Verfügung stehenden Daten die 

Vermutung, dass durch die Beeinflussung der Chemokinexpression von DC, 

Gliomzellen massiv das Entstehen einer Immunantwort beeinträchtigen können, 

insbesondere in vivo, wo sich DC und TAA-spezifische T-Zelle im Lymphknoten 

finden müssen, damit es zur T-Zell-Antwort kommt. 

 

In einem ersten Versuch, Kandiaten für die von U373 Gliomzellen sezernierten, 

immunsuppressiven Faktoren zu identifizieren, wurde eine Expressionsanalyse für 

verschiedene Cytokine durchgeführt. Diese Untersuchungen bestätigten für U373 

Zellen die aus der Literatur für Gliome bekannte Expression von VEGF [114], IL-6 

[110]und TGF-β [115], d.h. von Faktoren, für die in verschiedenen Studien bereits 
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gezeigt werden konnte, dass sie mit der Differenzierung, Ausreifung und Funktion 

Dendritischer Zellen interferieren.  VEGF hemmt die Differenzierung und Ausreifung 

von DC in vitro und in vivo und ist an der Suppression der IL-12, CD80 und CD86 

Expression durch DC beteiligt [222-224]. Ähnliche Effekte wurden auch für IL-6 

berichtet, dessen Anwesenheit in der frühen Phase der DC Differenzierung zu einer 

Inhibition führt [225, 226], wogegen es bei unreifen DC an der Induktion der 

Ausreifung beteiligt ist [72].  TGF-β letztendlich hat breite immunsuppressive 

Aktivitäten [227], u.a. hemmt es die Aktivierung und Ausreifung Dendritischer Zellen 

[228]. 

Die Neutralisierung von VEGF, IL-6 und TGF-β im U373-CM mit monoklonalen 

Antikörpern führte jedoch nur zu einer partiellen Wiederherstellung der 

Differenzierung und Ausreifung Dendritischer Zellen. Des Weiteren hatte die 

Neutralisierung keinen Effekt auf die Inhibition der Expression von HLA-Klasse I und 

II Molekülen. Sie war trotz Neutralisierung der VEGF, IL-6 und TGF-β Aktivität 

signifikant niedriger als in Kontroll-DC. Zou et al. berichteten von einer Modifikation 

der Cytokinexpression von Monozyten durch Gliomzellen [157]. Auch hier war der 

Effekt trotz Präsenz von TGF-β und IL-6 nicht auf diese beiden Faktoren 

zurückzuführen, sondern es konnte ein pH-resistenter, temperatursensitiver Faktor 

von 40kDa dafür verantwortlich gemacht werden. Obwohl VEGF, IL-6 und TGF-β an 

der immunsuppressiven Wirkung von U373 Gliomzellen auf Dendritische Zellen 

beteiligt sind, scheinen also noch weiter, bisher unbekannte Faktoren eine wichtige 

Rolle zu spielen. 

 

Gliomzellen supprimieren die T-Zell-Antwort nicht nur indirekt über die Beeinflussung 

Dendritischer Zellen, sondern besitzen auch direkte T-Zell-modulierende Aktivität. 

Wurden aufgereinigte, naive T-Zellen aus Nabelschnurblut in U373 konditioniertem 

Medium kultiviert, so war eine dosisabhängige Proliferation und die Induktion von IL-

4 und IL-10, d.h. von TH2-Cytokinen, unabhängig von einer Antigenstimulation zu 

beobachten, d.h. abermals bewirkten die Gliomzellen eine Veränderung der 

Polarisation der TH-Zell-Effektorantwort, wobei unklar bleibt, welcher Faktor für die 

antigenunabhängige Proliferation der naiven T-Zellen verantwortlich ist. 

 

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass Gliomzellen auf manigfaltige 

Weise mit der durch Dendritische Zellen induzierten T-Zell-Immunität interferieren 
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und dass für eine erfolgreiche Immuntherapie die Immune Escape Mechanismen der 

Tumoren berücksichtigt werden müssen. 



 102

5. Zusammenfassung 

Mit einem medianen Überleben von 14,6 Monaten und einer 

Zweijahresüberlebensrate von 26,5% ist die Prognose für das maligne Gliom noch 

immer schlecht und neue Therapieverfahren werden dringend benötigt. Die 

Vakzinierung mit Dendritischen Zellen stellt einen vielversprechenden Ansatz dar. 

Dendritische Zellen sind spezialisierte antigenpräsentierende Zellen, die eine 

zentrale Rolle in der Initiationsphase der Immunantwort spielen. Über MHC-Klasse I 

und II Moleküle präsentieren sie in einem immunogenen Kontext antigene Peptide, 

die von peptidspezifischen T-Zellen erkannt werden können, was zu deren 

Aktivierung, Proliferation und Differenzierung zu Effektorzellen führt. Für die 

Vakzinierungstherapie werden Dendritische Zellen in vitro generiert, mit 

Tumorantigenen beladen und den Patienten verabreicht, mit der Vorstellung, dass 

sie im Patienten zur Entwicklung einer gegen den Tumor gerichteten Immunantwort 

führen.  

Voraussetzungen für die Vakzinierungstherapie ist eine ausreichende, nicht vom 

Tumor oder der Vortherapie eingeschränkte Funktionalität des Immunsystems der 

Patienten und die in vitro Generierung funktionell kompetenter Dendritischer Zellen. 

Deshalb wurde im ersten Teil der Arbeit ein Immunstatus der Patienten erhoben. Da 

sich dabei zeigte, dass ein Standardprotokoll für die Differenzierung und Ausreifung 

Dendritischer Zellen unter Verwendung von autologem, Plasma-supplementiertem 

Medium nur unbefriedigende Ergebnisse lieferte, wurde ein serumfreies 

Kulturprotokoll entwickelt und die damit generierten Dendritischen Zellen umfassend 

charakterisiert. Da Tumoren während ihrer Entwicklung kontinuierlich immunologisch 

selektioniert werden, wurde abschließend untersucht, ob Gliomzellen mit der durch 

Dendritische Zellen induzierten Immunität interferieren.  

Gliompatienten wiesen einige Auffälligkeiten in der zellulären Zusammensetzung des 

Blutes auf. Insbesonders ausgeprägt war eine T-Lymphopenie, wobei T-Zell-

Subpopulationen gleichermaßen betroffen waren. Die Unterschiede scheinen jedoch 

hauptsächlich quantitativer Natur zu sein, da die T-Zellen eine normale Antwort auf 

Lektinstimulation zeigten. Auch das Monozytenkompartiment war betroffen und eine 

reduzierte Expression der costimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 wurde 

festgestellt. Dennoch konnten die Monozyten zu Dendritischen Zellen differenziert 

und ausgereift werden und hinsichtlich der Expression von costimulatorischen und 
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HLA-Molekülen wurden keine Unterschiede zwischen Gliompatienten und gesunden 

Probanden nachgewiesen. 

Mit einem Standardprotokoll zur in vitro Generierung Dendritischer Zellen lag der 

Anteile an CD83+, reifen Zellen nur bei 34,1%. Deshalb wurde  ein serumfreies 

Zellkulturprotokoll etabliert. Auch unter serumfreien Kulturbedingungen traten keine 

Unterschiede in der Differenzierung und Ausreifung Dendritischer Zellen zwischen 

Gliompatienten und gesunden Probanden auf. Das serumfreie Kulturprotokoll war 

jedoch dem Plasma-supplementierten Medium überlegen. So waren unter 

serumfreien Bedingungen die Anteile an reifen, CD83+  Dendritischen Zellen (64,3%) 

sowie deren Expression costimulatorischer und HLA-Moleküle signifikant erhöht, was 

sich funktionell in einem höheren allostimulatorischen Potential und einer effektiveren 

Induktion einer TH1-Cytokin-Antwort äußerte. Des Weiteren zeigten die unter 

serumfreien Kulturbedingungen generierten Dendritischen Zellen im unreifen 

Stadium eine typische potente Antigenaufnahmeaktivität und als reife Zellen, die 

charakteristische Morphologie, Motilität, Clusterbildung mit T-Zellen und 

Translokation von HLA-Klasse II Molekülen von den lysosomalen Kompartimenten 

zur Zelloberfläche. Wurden Dendritische Zellen von Patienten mit Tumorantigen 

beladen, so induzierten sie eine Tumorantigen-spezifische autologe T-Zell-Antwort. 

Das serumfreie Zellkulturprotokoll wurde dann eingesetzt, um den Einfluss von 

Gliomzellen auf Dendritischer Zellen am Beispiel von zwei Zelllinien zu untersuchen. 

Hierbei zeigte sich, dass die Gliomzellen Faktoren sezernieren, welche die 

Differenzierung und Ausreifung Dendritischer Zellen hemmen. So war die Expression 

der immunrelevanten Oberflächenmoleküle CD40, CD54, CD80, CD86, HLA-Klasse I 

und HLA-Klasse II sowie von sezernierten Cytokinen wie IL-12 und von zahlreichen 

Chemokinen supprimiert, was sich funktionell in einer reduzierten T-Zell-

stimulatorischen Aktivität der Dendritischen Zellen und einer verminderten Produktion 

des TH1-Cytokins IFNγ durch die stimulierten T-Zellen äußerte. Mit VEGF, IL-6 und 

TGF-β wurde die Expression von Kandidaten für diese immunsupressive Aktivität der 

Gliomzellen nachgewiesen, doch ihre Neutralisierung konnte die Differenzierung und 

Ausreifung der Dendritischen Zellen nur partiell wiederherstellen.  

Zusammengenommen zeigte der Immunstatus von Gliompatienten hauptsächlich 

quantitative Veränderungen, wovon weder die Stimulierbarkeit der T-Zellen noch die 

Differenzierung und Ausreifung von Dendritischen Zellen betroffen waren. 

Insbesondere mit dem neu etablierten, serumfreien Zellkulturverfahren war es 
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möglich, von Gliompatienten effizient funktionell kompetente Dendritische Zellen zu 

generieren, die nach Antigenbeladung eine tumorantigenspezifische Antwort von 

autologen T-Zellen der Patienten stimulierten. Im Patienten könnten diese Vorgänge 

gestört sein, da Gliomzellen Faktoren sezernieren, welche mit der Differenzierung, 

Ausreifung und Funktion Dendritischer Zellen interferieren und so eine gegen den 

Tumor gerichtete Immunantwort supprimieren können. 
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6. Anhang 

Tabelle 2.1 
Diagnose, Therapie und Medikation der Gliompatienten 

 

 
Patient 

 
Diagnose 

 
Therapie 

 
Medik. 

1* GBM / b, c, d 
2* GBM / A 
3*+ GBM Radiotherapie a, d 
4*+ GBM Radiotherapie, IL-4 Therapie A 
5*+ GBM / A 
6* GBM Radiotherapie, PCV a, c 
7*+ AAIII Radiotherapie, PCV, Temodal A 
8* GBM / Ns 
9+ AAIII Radiotherapie A 
10+ GBM Radiotherapie, Temodal / 
11+# GBM Radiotherapie, Temodal a, c, d 
12+ AAIII / a, c 
13+# GBM / A 
14+ GBM Radiotherapie, Temodal B 
15+ GBM / B 
16+# AAIII Radiotherapie, Temodal A 
17+ GBM / A 
18+ GBM / A 
19+ GBM Radiotherapie A 
20*+ GBM Radiotherapie, Temodal B 
21*+ GBM Radiotherapie B 
22* GBM Radiotherapie a, c 
23*+ GBM Radiotherapie, Temodal, IL-4 Therapie A 
24*+ GBM Radiotherapie, Temodal E 
25*+ GBM Radiotherapie, Temodal Ns 
26* GBM / b, c 

Die Blutproben der Patienten (GBM – Glioblastom; AAIII – anaplastisches 
Astrozytom Grad III) wurden für die Immuncharakterizierung (+), DC Generierung (*) 
und PHA-Stimulation (#) verwendet. Zuvor waren die Patienten mit Dexamethason, 
Omeprazol und antiepileptischen Medikamenten (a), Dexamethason und Omeprazol 
(b), Beta-Blockern (c), Hypothyreotischen Medikamenten (d) oder antiepileptischen 
Medikamenten (e) behandelt worden oder die medikamentöse Behandlung ist nicht 
bekannt (ns). Medik – Medikation. 
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Tabelle 2.2 
Hämatologische Parameter der untersuchten  

Nabelschnurblut-Präparate 
 

  
 Mittelwert ± SD Bereich    n 

Volumen [ml] 80,6 ± 24,1 50,0 – 192,0 62 
Leukozyten/ml x106 9,9 ± 3,3 4,87 – 23,3 62 
% Neutrophile 51,2 ± 7,4 32,3 – 70,8 62 
% Lymphozyten 34,6 ± 7,1 18,0 – 52,9 62 
% Monozyten 9,6 ± 2,6 3,5 – 15,2 62 
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Tabelle 2.3A 
Tabellarische Übersicht der verwendeten Antikörper 

- Durchflusszytometrie - 
 

Spezifität Fluorochrom Klon Isotyp 
 

Bezugsquelle 
 

CD1a FITC HI149 IgG1 BD Biosciences

CD1a PE BL6 IgG1 Beckman/Coulter

CD3 FITC/PE UCHT1 IgG1 Beckman/Coulter
CD3 PE-Cy5 S4.1 IgG2a Immunotools 
CD4 FITC/PE 13B8.2 IgG1 Beckman/Coulter
CD8 FITC B9.11 IgG1 Beckman/Coulter
CD14 FITC/PE RMO52 IgG2a Beckman/Coulter
CD16 FITC/PE 3G8 IgG1 Beckman/Coulter
CD19 PE J4.119 IgG1 Beckman/Coulter
CD25 FITC/PE B1.49.9 IgG2a Beckman/Coulter
CD28 PE CD28.2 IgG1 Beckman/Coulter
CD28 PE L293 IgG1 BD Biosciences
CD40 FITC 5C3 IgG1 BD Biosciences
CD45 FITC 2D1 IgG1 BD Biosciences
CD45RA FITC ALB11 IgG1 Beckman/Coulter
CD45R0 FITC UCHL1 IgG2a Beckman/Coulter
CD50 PE HP2/19 IgG2a Beckman/Coulter
CD54 PE 84H10 IgG1 Beckman/Coulter
CD56 PE NKH-1 IgG1 Beckman/Coulter
CD56 PE B159 IgG1 BD Biosciences
CD58 FITC AICD58 IgG2a Beckman/Coulter
CD80 FITC MAB104 IgG1 Beckman/Coulter
CD83 FITC/PE HB15a IgG2b Beckman/Coulter
CD86 FITC FUN-1 IgG1 BD Biosciences
CD152 PE BNI3 IgG2a BD Biosciences
CD154 PE TRAP1 IgG1 BD Biosciences
CD208 PE 104.G4 IgG1 Beckman/Coulter
HLA-ABC FITC B9.12.1 IgG2a Beckman/Coulter
HLA-DR FITC Immu-357 IgG1 Beckman/Coulter
HLA-DR PE G46-6 IgG2a BD Biosciences
IFNγ FITC 45.15 IgG1 Beckman/Coulter
IL-2 PE N7.48A IgG1 Beckman/Coulter
IL-4 PE 4D9 IgG1 Beckman/Coulter
IL-10 PE IC2171P IgG2b R&D Systems 
IL-12 FITC C11.5 IgG1 BD Biosciences
IgG1 FITC/PE 679.1Mc7 IgG1 Beckman/Coulter
IgG2a PE U7.27 IgG2a Beckman/Coulter
IgG2b PE 27-35 IgG2b BD Biosciences

  FITC – Fluoreszeinisothiocyanat, PE – Phycoerythrin, Immunotools; Friesoythe, Beckman/    
  Coulter; Krefeld, BD Biosciences; Heidelberg, Serotec; Düsseldorf. 
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Tabelle 2.3B 
Tabellarische Übersicht der verwendeten Antikörper 

-Zellseparation, T-Zell-Stimulation und Neutralisierung- 
 

Spezifität Klon Isotyp
 

Bezugsquelle 
 

CD11b BEAR 1 IgG1 Beckman/Coulter 
CD14 RMO52 IgG2a Beckman/Coulter 
CD16 3G8 IgG1 Beckman/Coulter 
CD19 J4.119 IgG1 Beckman/Coulter 
CD28 CD28.2 IgG1 Beckman/Coulter 
CD34 QBEND10 IgG1 Beckman/Coulter 
CD56 C218 IgG1 Beckman/Coulter 
CD66b 80H3 IgG1 Beckman/Coulter 
CD235a 11E4B7.6 IgG1 Beckman/Coulter 
HLA-DR B8.12.2 IgG2b Beckman/Coulter 
Anti-IL-6 6708 IgG1 R&D Systems 
Anti-TGFβ-1,2,3 1D11 IgG1 R&D Systems 
Anti-VEGF 26503 IgG2b R&D Systems 

                      Alle Antikörper waren azidfrei. 
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Tabelle 2.4 
Medien, Cytokine, Supplemente 

 

 
Reagenz 

 
          Bezugsquelle 

RPMI-1640 Life Technologies; Karlsruhe 

DMEM Cambrex; Verviers, Belgien 

CellGroDC Cellgenix; Freiburg 

X-Vivo15 Cambrex; Verviers, Belgien 

Fötales Kälberserum Cambrex; Verviers, Belgien 

Penicillin/Streptomycin Cambrex; Verviers, Belgien 

L-Glutamin Cambrex Cambrex; Verviers, Belgien 

PHA-M Sigma-Aldrich; Seelze 

IL-2 (Proleukin) Chiron/Behring; Marburg 

IL-4 Cellgenix; Freiburg 

IL-4 Strathmann; Hannover 

IL-4 R&D Systems; Wiesbaden 

GM-CSF (Leukomax) Essex-Pharma; München 

GM-CSF (Leukine) Berlex; Richmond, USA 

TNFα Cellgenix, Freiburg 

TNFα R&D Systems; Wiesbaden 
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Tabelle 3.1.1 
Vergleich der Frequenzen der Leukozyten-Subpopulationen und der 

Expression verschiedener immunrelevanter Moleküle auf T-Lymphozyten und 
Monozyten von Gliompatienten und gesunden Probanden 

  
Patienten 
MW ± SEM 
Bereich (n) 

 
Kontrolle 

MW ± SEM 
Bereich (n) 

 
statistische 
Signifikanz 

% neutrophile Granulozyten 70,7 ± 2,3 
52,2 - 94,7 (21) 

60,7 ± 1,9 
47,6 - 69,6 (13) 

p=0,005 

% Lymphozyten 19,0 ± 1,7 
4,5 - 34,7 (21) 

28,6 ± 1,6 
21,4 - 37,5 (13) 

p<0,001 

% Monozyten 8,6 ± 1,0 
0,6 - 21,6 (21) 

7,0 ± 0,5 
2,6 - 9,9 (13) 

ns 

% CD3+ 17,3 ± 2,6 
0,7 - 39,3 (17) 

28,9 ± 2,2 
15,3 - 40,9 (12) 

p=0,003 

% CD14+ 6,9 ± 0,5 
3,2 - 11,8 (18) 

5,4 ± 0,4 
3,1 - 8,6 (12) 

p=0,028 

% CD19+ 2,4 ± 0,5 
0,2 - 6,7 (18) 

4,6 ± 0,7 
1,4 - 10,4 (12) 

p=0,011 

% CD56+ 4,6 ± 0,6 
1,6 - 11,0 (17) 

5,9 ± 0,7 
2,7 - 9,4 (11) 

ns 

% CD4+ T-Lymphozyten 58,0 ± 3,1 
29,7 - 71,1 (14) 

63,3 ± 2,1 
46,9 - 74,6 (11) 

ns 

% CD8+ T-Lymphozyten 30,8 ± 2,6 
17,0 - 46,3 (15) 

27,8 ± 2,0 
20,1 - 44,9 (11) 

ns 

% CD25+ T-Lymphozyten 10,1 ± 2,1 
3,5 - 31,6 (16) 

7,8 ± 1,0 
2,6 - 16,6 (12) 

ns 

% CD28+ T-Lymphozyten 79,8 ± 3,2 
49,3 - 95,2 (15) 

86,4 ± 1,9 
72,8 - 97,0 (12) 

ns 

% CD45RA+  T-Lymphozyten 41,2 ± 3,3 
15,9 - 63,2 (16) 

47,2 ± 3,0 
30,2 - 62,3 (12) 

ns 

% CD45R0+  T-Lymphozyten 52,4 ± 4,0 
29,6 - 77,3 (15) 

51,2 ± 4,4 
25,9 - 69,9 (11) 

ns 

% CD56+ T-Lymphozyten 11,3 ± 2,3 
1,8 - 31,6 (17) 

10,2 ± 2,1 
3,4 - 20,9 (11) 

ns 

% HLA-DR+ T-Lymphozyten 19,8 ± 2,7 
3,2 - 45,0 (17) 

15,0 ± 2,7 
2,6 - 30,1 (11) 

ns 

% CD40+ Monozyten 

 
19,7 ± 7,2 

0,0 - 72,6 (10) 
32,0 ± 5,8 

2,5 - 62,0 (12) 
ns 

% CD80+ Monozyten 39,8 ± 9,7 
1,6 - 83,8 (11) 

72,3 ± 5,5 
20,6 - 96,3 (12) 

p=0,015 

% CD86+ Monozyten 85,7 ± 4,7 
60,5 - 98,9 (10) 

94,8 ± 2,3 
80,8 - 100,0 (11) 

p=0,029 

% HLA-DR+ Monozyten 86,0 ± 4,7 
55,2 - 99,7 (10) 

92,0 ± 3,2 
74,4 - 99,8 (9) 

ns 

ns – nicht signifikant 
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Tabelle 3.1.2 
Vergleich der Zellzahlen der Leukozyten-Subpopulationen von Gliompatienten 

und gesunden Probanden 
 

 
 
Zellzahl 
x106/ml 

 
Patienten 
MW ± SEM 
Bereich (n) 

 
Kontrolle 
MW±SEM 

Bereich (n) 

 
statistische 
Signifikanz 

WBC 8,7 ± 1,0 
2,9 - 17,3 (21) 

7,0 ± 0,7 
3,4 - 10,4 (13) 

ns 

Neutrophile Granulozyten 6,3 ± 0,8 
1,8 – 15,0 (21) 

4,3 ± 0,5 
1,7 – 6,7 (13) 

ns 

Lymphozyten 1,6 ± 0,2 
0,4 – 3,8 (21) 

2,0 ± 0,2 
1,2 – 3,3 (13) 

ns 

Monozyten 0,7 ± 0,1 
0,1 - 1,4 (21) 

0,5 ± 0,1 
0,2 – 0,9 (13) 

ns 

CD3+ 1,3 ± 0,2 
0,1 - 3,2 (17) 

2,0 ± 0,2 
1,0 – 3,4 (12) 

p=0,039 

CD14+ 0,6 ± 0,1 
0,1 - 1,5 (18) 

0,4 ± 0,1 
0,1 – 0,9 (12) 

ns 

CD19+ 0,2 ± 0,1 
0,0 – 1,0 (18) 

0,3 ± 0,1 
0,1 – 1,0 (12) 

ns 

CD56+ 0,3 ± 0,0 
0,1 – 0,8 (17) 

0,4 ± 0,1 
0,0 – 0,7 (12) 

ns 

ns – nicht signifikant 
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Tabelle 3.1.3 
Vergleich der Expressionsdichte costimulatorischer und von HLA-Klasse II 

Molekülen auf Monozyten von Gliompatienten und gesunden Probanden 
 

 
MFI 

 
Patienten 
MW±SEM 

Bereich (n) 

 
Kontrolle 
MW±SEM 

Bereich (n) 

 
statistische  
Signifikanz 

CD40+ Monozyten 

 
7,6 ± 1,0 

3,7 - 12,6 (9) 
6,5 ± 1,1 

2,0 – 13,9 (12) 
ns 

CD80+ Monozyten 12,1 ± 1,3 
4,0 – 17,2 (10) 

9,9 ± 1,2 
2,9 – 14,7 (12) 

ns 

CD86+ Monozyten 21,4 ± 2,2 
10,8 – 32,3 (9) 

18,0 ± 3,0 
5,9 – 34,4 (11) 

ns 

HLA-DR+ Monozyten 35,4 ± 5,3 
14,4 – 57,2 (9) 

35,4 ± 8,7 
8,1 - 78,8 (9) 

ns 

ns – nicht signifikant, MFI – mittlere Fluoreszenzintensität 
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Tabelle 3.1.4 
Vergleich der Differenzierung und Ausreifung Dendritischer Zellen von 
Gliompatienten und gesunden Probanden in plasmasupplementiertem  

X-Vivo 15 Medium 
 

  
Patienten 
MW±SEM 

Bereich (n) 

 
Kontrolle 
MW±SEM 

Bereich (n) 

 
statistische 
Signifikanz 

 
Tag 0 

   

% CD14+ 98,0 ± 0,5 
94,9 – 99,9 (15) 

98,2 ± 0,2 
97,0 – 99,2 (10) ns 

% CD83+ 2,4 ± 0,9 
0,8 – 7,8 (7) 

0,7 ± 0,1 
0,1 – 1,5 (10) ns 

% CD1a+ 3,5 ± 1,2 
0,9 – 7,0 (6) 

1,3 ± 0,2 
0,3 – 2,5 (10) ns 

 
Tag 9 

   

% CD14+  14,1 ± 4,2 
0,2 – 51,7 (15) 

20,8 ± 4,6 
0,5 – 55,5 (13) ns 

% CD83+ 34,1 ± 7,3 
1,7 - 90,6 (15) 

24,3 ± 6,7 
4,8 - 70,0(13) ns 

% CD1a+ 5,5 ± 1,2 
0,4 – 14,0 (13) 

5,1 ± 1,7 
0,1 - 17,0 (13) ns 

% CD40+ 88,1 ± 6,4 
25,5 – 99,5 (11) 

86,5 ± 2,7 
70,6 – 98,5 (13) ns 

% CD80+ 59,8 ± 6,5 
33,6 – 94,3 (10) 

40,7 ± 5,8 
10,2 – 73,0 (13) p=0,044 

% CD86+ 
90,7 ± 2,6 

75,8 – 99,2 (11) 
92,2 ± 2,6 

69,7 – 99,9 (13) ns 

% HLA-DR+ 87,4 ± 4,0 
59,7 – 99,7 (11) 

79,9 ± 4,0 
48,8 – 96,6 (13) ns 

% Vitalität 96,1 ± 0,6 
93,0 – 100,0 (13) 

95,6 ± 0,9 
90,0 – 100,0 (13) ns 

% Ausbeute 38,4 ± 2,6 
23,5 – 54,0 (13) 

47,0 ± 3,3 
25,0 - 65,0 (12) ns 

Anzahl CD14* 0,5 ± 0,2 
0,0 – 2,0 (13) 

1,0 ± 0,2 
0,0 - 2,7 (13) ns 

Anzahl CD83* 1,3 ± 0,3 
0,0 – 3,8 (13) 

0,9 ± 0,2 
0,0 – 2,8 (13) ns 

Anzahl CD1a* 0,2 ± 0,1 
0,0 – 0,7 (13) 

0,2 ± 0,1 
0,0 – 0,6 (12) ns 

ns – nicht signifikant; * - x105/106 Input 
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Tabelle 3.2.1 
Vergleich der DC-Differenzierung aus Monozyten von Gliompatienten in  

X-Vivo 15 und CGDC-Medium 

 
 

CellGro 
MW±SEM 

Bereich (n) 

 
X-Vivo 15 
MW±SEM 

Bereich (n) 

statistische 
Signifikanz 
Ratio paired 

t-test 
 

Tag 0 

%CD14+ 

 
98,8± 0,5 

97,3 – 99,9 (5) 

 
98,8± 0,5 

97,3 – 99,9 (5) 

 
 

ns 

%CD83+ 

 
1,0 ± 0,2 

0,8 – 1,4 (3) 

 
1,0 ± 0,2 

0,8 – 1,4 (3) ns 
 

Tag 3 

%CD14+ 

 
42,0 ± 9,1 

16,8 – 64,7 (5) 

 
74,8 ± 6,4 

57,3 – 91,0 (5) p=0,041 

%CD83+ 

 
0,8 ± 0,2 

0,4 – 1,7 (5) 

 
0,9 ± 0,3 

0,2 – 1,7 (5) 
 

ns 
 

Tag 6 

%CD14+ 
23,1 ± 14,8 

0,3 – 62,4(4) 
47,2 ± 13,8 

20,9 – 75,9 (4) ns 

%CD83+ 

 
1,2 ± 0,2 

0,7 – 1,6 (5) 

 
1,2 ± 0,7 

0,2 – 4,2 (5) ns 
 

Tag 9 

%CD14+ 
1,4 ± 0,6 

0,1 – 9,9 (18) 
15,1 ± 4,4 

0,2 – 51,7 (14) 
 

p=0,013 

%CD83+ 

 
64,3 ± 5,5 

8,3 – 92,9(18) 

 
32,9 ± 7,8 

1,7 – 90,6 (14) p=0,001 

%CD1a+ 

 
36,9 ± 7,6 

3,3 – 95,5 (18) 

 
5,0 ± 1,2 

0,4– 14,0 (12) 
 

p=0,002 

% Ausbeute 
27,7 ± 2,3 

12,5 – 42,0 (17) 
38,4 ± 2,6 

23,5 – 54,0 (13) p=0,025 

Anzahl CD14+ 
0,039 ± 0,019 

0,001 – 0,320 (17) 
0,477 ± 0,154 

0,005 – 2,016 (13) p=0,009 

Anzahl CD83+ 
1,827 ± 0,255 

0,140 – 3,557 (17) 
1,331 ± 0,331 

0,048 – 3,839 (13) ns 
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Tabelle 3.2.2  
Vergleich der Expression costimulatorischer und von HLA-Molekülen von in  
X-Vivo 15 oder CGDC-Medium generierten reifen Dendritischen Zellen von 

Gliompatienten 
 

MFI 

 
X-Vivo 15 
MW±SEM 

Bereich (n) 

 
CellGro 

MW±SEM 
Bereich (n) 

statistische 
Signifikanz 
Ratio paired 

t-test 

CD40 
8,7 ± 1,8 

1,8 – 13,8 (7) 
10,5 ± 2,2 

3,1 – 20,6 (7) ns 

CD80 
7,2 ± 1,4 

3,8 – 11,4 (6) 
10,1 ± 1,5 

4,6 – 16 (6) ns 

CD86 
28,9 ± 3,5 

17,0 – 46,9 (7) 
35,9 ± 4,0 

19,2 – 98,5 (7) p=0,018 

HLA-DR 
126,8 ± 42,9 

10,0 – 478,8 (13) 
311,4 ± 93,9 

11,3 – 954,2 (12) p=0,003 
 
HLA-ABC 

666,9 ± 127,8 
244,2 – 1066,7 (6) 

1004,9 ± 99,8 
701,7 – 1322,3(6) 

p=0,020 
 

ns – nicht signifikant, MFI – mittlere Fluoreszenzintensität 
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Tabelle 3.2.3 
 Vergleich der  Frequenzen  der IL-2, IL-4 und IFN produzierenden T-Zellen nach 

Stimulation mit in X-Vivo 15 oder CGDC Medium generierten reifen  
Dendritischen Zellen 

 

 
X-Vivo 15 
MW±SEM 

 Bereich (n) 

CGDC 
MW±SEM 

 Bereich (n) 

statistische 
Signifikanz 
Ratio paired  

t-test 

%IL-2+ 
1,8 ± 0,3 

0,7 – 3,1 (6) 
4,2 ± 1,5 

1,5 – 7,6 (7) p=0,037 

%IL-4+ 
0,6 ± 0,2 

0,2 – 1,3 (6) 
0,7 ± 0,1 

0,3 – 1,3 (7) ns 

%IFNγ+ 
2,6± 1,7 

0,2 – 9,1 (6) 
3,6 ± 1,0 

1,3– 7,0 (6) ns 

ns – nicht signifikant 
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Tabelle 3.2.4 
Vergleich der  DC-Generierung von Gliompatienten und  

gesunden Probanden in CGDC Medium 
 

 
Kontrolle 
MW±SEM 

 Bereich (n) 

Patienten 
MW±SEM 

 Bereich (n) 

statistische 
Signifikanz 
Ratio paired 

t-test 

%CD14 d0 
98,2 ± 0,2 

97,0 – 99,2 (10) 
98,1 ± 0,4 

94,9 – 99,9 (16) ns 

%CD83 d0 
0,7 ± 0,1 

0,1 – 1,5 (10) 
1,9 ± 0,8 

0,1 – 7,8 (9) ns 

%CD1a d0 
1,3 ± 0,2 

0,3 – 2,5 (10) 
2,7 ± 1,0 

0,1 – 7,0 (8) ns 

% CD14+ 
0,7 ± 0,2 

0,1 – 2,2 (13) 
1,4 ± 0,6 

0,1 – 9,9 (18) ns 

%CD83+ 
65,8 ± 6,8 

13,2 - 96,4 (13) 
64,3 ± 5,5 

8,3 – 92,9 (18) ns 

%CD1a+ 
49,6 ± 7,5 

9,4 – 84,5 (13) 
36,9 ± 7,6 

3,3 - 95,5 (14) ns 

%CD40+ 
83,8 ± 4,4 

45,3 – 99,5 (13) 
86,3 ± 3,7 

55,8 – 99,3 (15) ns 

%CD80+ 
84,7 ± 5,9 

26,2 – 99,6 (13) 
84,9 ± 4,3 

52,8 – 99,8 (13) ns 

%CD86+ 
90,8 ± 1,9 

73,8 – 98,4 (13) 
84,7 ± 3,7 

55,8 – 98,5 (15) ns 

%HLA-DR+ 
85,2 ± 3,3 

58,8 – 99,7 (13) 
92,5 ± 2,7 

67,8 – 99,7 (14) p=0,025 

% Ausbeute 
23,9 ± 4,4 

6,9 – 63,0 (13) 
27,7 ± 2,3 

12,5 – 42,0 (17) ns 

Anzahl CD14+ 
0,0 ± 0,0 

0,0 – 0,1 (13) 
0,1 ± 0,02 

0,0 – 0,3 (17) ns 

Anzahl CD83+ 
1,8 ± 0,5 

0,2 – 5,6 (13) 
1,8 ± 0,3 

0,1 – 3,6 (17) ns 
 ns – nicht signifikant 
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Tabelle 3.3.1  
Dosisabhängiger  Einfluss der U373 und A172 konditionierten Medien auf die 

Expression der CD14 und CD83 Moleküle auf reifen Dendritischen Zellen  
 

 
10%CM 

MW±SEM 
Bereich (n) 

20%CM 
MW±SEM 

Bereich (n) 

40%CM 
MW±SEM 

Bereich (n) 

statistische
Signifikanz
Ratio paired 

t-test 

 
U373 

%CD14+ 

 
27,4 ±15,3 

54,8 – 96,7 (6) 

 
48,5 ± 17,3 

38,3 – 30,9 (19) 

 
42,7± 4,9 

26,2 – 70,7 (8) 

p1=0,039 
p2<0,001 
p4<0,001 

%CD83+ 

 
0,338 ± 0,087 

0,058 – 0,690 (6) 

 
0,217 ± 0,040 
0,015 – 0,596 

(19) 

 
0,186 ± 0,041 

0,066 – 0,355 (8) 
 

p1=0,042 
p2<0,001 
p4<0,001 

%Ausbeute 

 
1,587 ± 0,231 
0,692 – 2,829 

(10) 

 
1,261 ± 0,196 
0,556 – 4,571 

(20) 

 
1,635 ± 0,218 

0,556 – 2,571 (9) 
p1=ns 
p2=ns 
p4=ns 

%Viabilität 

 
1,098 ± 0,055 
0,873 – 1,561 

(12) 

 
0,932 ±0,035 
0,492 – 1,164 

(17) 

 
0,786 ±0,083 

0,284 – 1,034 (10) 
p1=ns 

p2=0,038 
p4=0,035 

 
A172 

%CD14+ 

 
8,1 ± 4,3 

0,1 – 22,5 (5) 

 
7,4 ± 2,2 

0,2 – 20,5 (8) 

 
41,9 ± 12,3 

10,3 – 10,6 (7) 

p1=ns 
p2=0,042 
p4<0,001 

%CD83+ 

 
0,720 ± 0,140 

0,363 – 1,102 (5) 

 
0,239 ± 0,105 

0,031 – 0,934 (8) 

 
0,097 ± 0,013 

0,056 – 0,141 (7) 

p1=ns 
p2=0,001 
p4<0,001 

%Ausbeute 

 
1,327 ± 0,193 

0,830 – 2,570 (9) 

 
1,491 ± 0,342 

0,547 – 3,640 (8) 

 
1,583 ±0,329 

0,611 – 3,500 (8) 

p1=ns 
p2=0,038 

p4=ns 

%Viabilität 

 
0,977 ± 0,045 

0,760 – 1,190 (9) 

 
0,870 ± 0,098 

0,407 – 1,310 (8) 

 
0,874 ± 0,066 

0,463 – 1,130 (8) 

p1=ns 
p2=ns 
p4=ns 

   ns – nicht signifikant, p1=10%CM, p2=20%CM, p4=40%CM 
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Tabelle 3.3.2 
Einfluss gliomzellkonditionierter Medien auf die Expression von 

costimulatorischen, HLA- und Adhäsionsmolekülen reifer Dendritischer Zellen  
 

MFI 
 

A172 
MW±SEM 

Bereich (n) 

U373 
MW±SEM 

Bereich (n) 

statistische 
Signifikanz 
Ratio paired    

t-test 

CD40  
 

0,587 ± 0,143 

0,282 – 0,935 (4)

 

0,650 ± 0,087 

0,397 – 0,914 (6) 

 

pa=ns 

pb=0,009 

CD80 
 

0,334 ± 0,066 

0,226 – 0,455 (3)

 

0,696 ± 0,142 

0,453 – 1,021 (4) 

 

pa= 0,030 

pb=ns 

CD86  
 

0,841 ± 0,149 

0,574 – 1,190 (4)

 

0,565 ± 0,084 

0,272 – 0,824 (6) 

 

pa=ns 

pb=0,013 

CD58  
 

0,743 ± 0,118 

0,439 – 0,975 (4)

 

0,860 ± 0,112 

0,642 – 1,014 (3) 

pa= ns 

pb=ns 

HLA-DR 

 

0,350± 0,069 

0,215 – 0,513 (4)

 

0,466± 0,082 

0,217 – 0,920 (8) 

pa=0,012 

pb=0,002 

HLA-ABC 

 

0,353 ± 0,087 

0,206 – 0,583 (4)

 

0,376 ±0,052 

0,239 – 0,652 (8) 

pa=0,019 

pb<0,001 

CD50 

 

3,556 ± 0,986 

2,507 – 6,512 (4)

 

4,292 ± 1,592 

167,7 – 8,881 (4) 

pa=0,015 

pb=0,036 

CD54 

 

0,641 ± 0,090 

0,463 – 0,754 (3)

 

0,603 ± 0,114 

0,388 – 0,776 (3) 

pa=ns 

pb=ns 

          ns – nicht signifikant, MFI – mittlere Fluoreszenzintensität 
          pa=A172CM, pb=U373CM 
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Tabelle 3.3.3  
HLA-Expression im Verlauf der Differenzierung Dendritischer Zellen  

in der Gegenwart von U373-CM 
  

MFI 
 

40% U373 CM 
MW±SEM 

Bereich (n) 

statistische 
Signifikanz 
Ratio paired 

t-test 

 
Tag 3 

 
 

HLA-ABC 
0,506 ± 0,067 

0,383 – 0,616 (3) 
 

p= 0,037 
 

HLA-DR 
0,328 ± 0,064 

0,259 – 0,455 (3) 
 

p= 0,024 

 
Tag 6 

 
 

HLA-ABC 0,379 ± 0,058 
0,297 – 0,490 (3) 

 
p= 0,021 

 

HLA-DR 
0,360 ± 0,013 

0,206 – 0,618 (3) 
 

 
p= ns 

 
Tag 9 

 
 

HLA-ABC 
0,271 ± 0,025 

0,239 – 0,320 (3) 
 

p= 0,005 
 

HLA-DR 
0,261 ± 0,027 

0,217 – 0,309 (3) 
 

p= 0,006 

                      ns – nicht signifikant, MFI – mittlere Fluoreszenzintensität 
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Tab.3.3.4 
Cytokin- und Chemokinexpressionsprofil reifer Dendritischer Zellen, sowie 

 Systematische Nomenklatur für Chemokine  
(nach IUIS/WHO Subcommittee on Chemokine Nomenclature, 2001*) 

 

  
Name des 
Liganden Bezeichnung SN* Rezeptor Chromosom CRF

Signal-
Stärke 
K-DC 

1 I-309 I-309 CCL1 CCR8 17q11.2 CC +++ 
2 MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein CCL2 CCR2 17q11.2 CC +++ 
3 MIP-1 beta Macrophage Inflammatory Protein 1 beta CCL4 CCR5 17q12 CC ++++ 

4 RANTES 
Regulated upon activation, normal T-cell 

expressed,and presumably secreted CCL5 
CCR1, CCR3,  

CCR5 17q12 CC + 

5 MCP-3 Monocyte Chemoattractant Protein 3 CCL7 
CCR1,CCR2,  

CCR3 17q11.2 CC +++ 
6 MCP-2 Monocyte Chemoattractant Protein 2 CCL8 CCR3, CCR5 17q11.2 CC +++ 
7 Eotaxin Eotaxin CCL11 CCR3 17q11.2 CC - 
8 MCP-4 Monocyte Chemoattractant Protein 4 CCL13 CCR2,CCR3 17q11.2 CC +++ 
9 MIP-1 delta Macrophage Inflammatory Protein 1de CCL15 CCR1,CCR3 17q12 CC +++ 

10 TARC 
Thymus and Activation-Regulated 

Chemokine CCL17 CCR4 16q13 CC ++ 
11 MIP-3 alpha Macrophage Inflammatory Protein 3 alpha CCL20 CCR6 2q36.3 CC ++ 
12 MDC Macrophage-derived Chemokine CCL22 CCR4 16q13 CC +++ 
13 Ck beta 8-1 Chemokine-beta-8-1 CCL23 CCR1 17q12 CC - 

14 Eotaxin-2 
MPIF-2 (Myeloid progenitor inhibitory factor-

2), Chemokine-beta-6 CCL24 CCR3 7q11.23 CC ++++ 

15 Eotaxin-3 

MIP-4-alpha (macrophage inflammatory 
protein-4-alpha ), TSC-1 (thymic stroma 

chemokine-1) CCL26 CCR3 7q11.23 CC + 

16 GRO Growth Related Oncogene CXCL1-3 CXCR2 4q21.1 CXC +++ 
17 GRO-alpha Growth Related Oncogene-Alpha CXCL1 CXCR2>CXCR1 4q21.1 CXC - 

18 ENA-78 
Epithelial neutrophil-activating protein 78, 

epithelial cellderived neutrophil attractant-78 CXCL5 CXCR2 4q21.1 CXC + 
19 GCP-2 Granulocyte Chemotactic Protein 2 CXCL6 CXCR1,CXCR2 4q21.1 CXC +++ 
20 NAP-2 Neutrophil Activating Peptide 2 CXCL7 CCR2 4q21.1 CXC ++++ 
21 IL-8 Interleukin 8 CXCL8 CXCR1,CXCR2 4q21.1 CXC +++++ 
22 MIG Monokine induced by gamma interferon CXCL9 CXCR3 4q21.1 CXC - 
23 IP-10 

IFN - inducible Protein 10, Immune Protein 
10 CXCL10 CXCR3 4q21.1 CXC +++ 

24 SDF-1 Stromal cell-derived factor CXCL12 CXCR4, CXCR7 10q11.21 CXC +/- 
25 Fractalkine FKN or FK CX3CL1 CX3CR1 16q13 CX3C - 
26 IL-1 alpha Interleukin 1 alpha     ++ 
27 IL-1 beta Interleukin 1 beta     + 
28 IL-2 Interleukin 2     + 
29 IL-3 Interleukin 3     - 
30 IL-4 Interleukin 4     +++ 
31 IL-5 Interleukin 5     - 
32 IL-6 Interleukin 6     +++++ 
33 IL-7 Interleukin 7     - 
34 IL-10 Interleukin 10     ++ 
35 IL-12 Interleukin 12     +++ 
36 IL-13 Interleukin 14     - 
37 IL-15 Interleukin 15     - 
38 IL-16 Interleukin 16     +++ 
39 IFN-gamma Interferon gamma     + 
40 ANG Angiogenin     +++ 
41 BDNF Brain-derived neurotrophic factor     +/- 
42 BLC B-lymphocyte chemoattractant     - 
43 EGF Epidermal growth factor     ++ 
44 FGF-4 Fibroblast growth factor-4     +++ 
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45 FGF-6 Fibroblast growth factor-6     + 
46 FGF-7 Fibroblast growth factor-7     +++ 
47 FGF-9 Fibroblast growth factor-9     ++ 

48 Flt-3 Ligand 
fms-like tyrosine kinase-3 Ligand (also 

known as STK-1 Ligand)     - 
49 GCSF Granulocyte-colony Stimulating Factor     +/- 

50 GM-CSF 
Granulocyte-macrophage colony stimulating 

factor     ++++ 
51 GDNF Glial-derived Neurotrophic Factor     +++ 

52 HGF 
Hematopoietic growth factors, hepatocyte 

growth factor     +++ 
53 IGF-I Insulin-like growth factor-1     - 
54 IGFBP-1 Insulin-like growth factor binding proteins 1     +++ 
55 IGFBP-2 Insulin-like growth factor binding proteins 2     +++ 
56 IGFBP-3 Insulin-like growth factor binding proteins 3     +++ 
57 IGFBP-4 Insulin-like growth factor binding proteins 4     + 
58 LEPTIN(OB) LEPTIN     - 
59 LIF Leukemia Inhibitoty Factor     +++ 
60 LIGHT LIGHT     + 
61 M-CSF Macrophage colony stimulating factor     +++ 
62 MIF Macrophage Migration Inhibitory Factor     +++ 
63 NT-3 Neurotrophin-3     + 
64 NT-4 Neurotrophin-4     +++ 
65 Osm Oncostatin M     ++++ 
66 Osteoprotegerin Osteoprotegerin     ++++ 
67 PARC Pulmonary and Activation-Regulated Chem     ++++ 
68 PDGF-BB Platelet-derived Growth Factor BB     + 
69 PlGF Placenta growth Factor     +++ 
70 SCF Stem Call Factor     +/- 
71 TGF-beta 2 Tumor Necrosis Facyor beta2     +++ 
72 TGF-beta 3 Tumor Necrosis Facyor beta3     + 
73 TGF-beta Tumor Necrosis Facyor beta     - 
74 TIMP-1 Tissue inhibitor of metalloproteinases-     ++++ 
75 TIMP-2 Tissue inhibitor of metalloproteinases-2     ++++ 
76 TNF-alpha Tumor necrosis factor-alpha     +++ 
77 TNF-beta Tumor necrosis factor-beta     + 
78 TPO Thrombopoietin     + 
79 VEGF Vascular Endothelial Growth Factor     + 
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Tabelle 3.3.5 
Einfluss gliomkonditionierter Medien auf die Pinocytose-Aktivität und den 

Phänotyp unreifer Dendritischen Zellen 
 

 
FITC-BSA 
Konzentration 
[µg/ml] 

Kontrolle 
MW±SEM 

Bereich (n) 

A172 DC 
MW±SEM 

Bereich (n) 

U373 DC 
MW±SEM 

Bereich (n) 

statistische 
Signifikanz 

Ratio paired t-test

 
4°C 

0,01 0,40± 0,03 
0,37 – 0,43 (2) 

0,44 ± 0,04 
0,38 – 0,51 (3) 

0,38 ± 0,05 
0,34 – 0,43 (2) ns 

0,1 0,60± 0,02 
0,58 – 0,62 (2) 

0,57 ± 0,05 
0,48 – 0,64 (3) 

0,47 ± 0,04 
0,43 – 0,51 (2) ns 

1 1,03 ± 0,05 
0,98 – 1,08 (2) 

0,96 ± 0,05 
0,90 – 1,05 (3) 

0,63 ± 0,05 
0,58 – 0,68 (2) ns 

10 1,61 ± 0,25 
1,16 – 2,01 (3) 

2,23± 0,18 
1,96 – 2,57 (3) 

1,54 ± 0,27 
1,27 – 1,80 (2) ns 

100 5,20 ± 1,65 
2,64 – 8,29 (3) 

6,34 ± 2,34 
3,69 – 11,00 (3) 

4,15 ± 0,05 
4,10 – 4,19 (2) ns 

 
37°C 

0,01 1,3 ± 0,1 
1,2 – 1,4 (2) 

0,9 ± 0,3 
0,5 – 1,4 (3) 

0,7 ± 0,0 
0,7 – 0,67 (2) 
 

ns 

0,1 6,61 ± 0,01 
6,6 – 6,6 (2) 

4,0± 1,4 
1,6 – 6,5 (3) 

2,5± 0,0 
2,5 – 2,5 (2) 
 

ns 

1 24,1 ± 1,5 
21,3 – 26,4 (3) 

29,5 ± 10,9 
14,2 – 50,5 (3) 

7,8 ± 2,7 
2,4 – 10,7 (3) 
 

ns 

10 48,2 ± 2,1 
45,1 – 52,2 (3) 

50,9 ± 14,0 
24,3 – 75,2 (4) 

19,9 ± 5,9 
8,6 – 28,5 (3) 
 

ns 

100 66,0 ± 3,1 
61,0 – 71,6 (3) 

85,6 ± 19,9 
48,3 – 128,8 (4) 

34,9 ± 4,4 
26,9 – 42,2 (3) 
 

pa= ns 
pb=0,031 

 
Phänotyp unreifer DC 

% Viabilität 97,6 ± 1,2 
95,8 – 100,0 (3) 

97,6 ± 0,7 
96,0 – 99,2 (4) 

95,5 ± 1,5 
92,6 – 97,0 (3) 

 
ns 
 

%CD14+ 7,2 ± 1,1 
5,1 – 8,8 (3) 

46,9 ± 12,4 
23,4 – 80,2 (4) 

50,6 ± 5,7 
39,6 – 58,9 (3) 

pa=0,009 
pb=0,002 

 

%CD83+ 3,0 ± 1,5 
1,2 – 5,9 (3) 

2,9 ± 2,2 
0,2 – 9,4 (4) 

0,7 ± 0,1 
0,5 – 0,9 (3) 

ns 
 
 

ns – nicht signifikant,  pa= A172 CM, pb= U373 CM 
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Tabelle 3.3.6 
 Einfluss der Dendritischer Zellen, welche in Gegenwart von 20% U373 
konditionierten Medium generiert wurden, auf die T-Zellpolarisierung 

 
 
Frequenz 
 
 

Kontrolle 
MW±SEM 

 Bereich (n) 

U373 CM 
MW±SEM 

 Bereich (n) 

statistische 
Signifikanz 

Ratio paired t-test 

%CD3+ 

 

 
77,4 ± 5,7 

58,8 – 96,4 (6) 
 

 
85,3 ± 4,7 

70,0 – 96,4 (6) 
 

 
 

ns 

%IL-2+ 
 

 
16,5 ± 3,8 

3,8 – 26,6 (6) 
 

 
6,4 ± 1,4 

2,6 – 11,4 (6) 
 

 
 

p=0,008 

%IL-4+ 
 

 
2,3 ± 0,9 

1,4 – 4,1 (3) 
 

 
1,4 ± 0,04 

1,3 – 1,4 (2) 
 

 
 

ns 

%IFNγ+ 
 

 
12,2 ± 2,4 

3,4 – 23,7 (8) 
 

 
4,2 ± 0,9 

1,1 – 8,4 (8) 
 

 
 

p<0,001 

     ns – nicht signifikant 
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