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1 Einleitung

Dendritische Zellen (DCs) sind professionelle Aatigprasentierende Zellen (APCs) des
Immunsystems [1]. Sie kdnnen eine Antigen-spezigsqrimare Immunantwort auslésen.
Dazu nehmen sie als unreife DCs Antigene durch &hagse auf. Diese phagozytierten
Antigene werden intrazellular prozessiert und aef delloberflache prasentiert. Als reife
DCs migrieren die DCs dann zu den nachstgelegenenphknoten, wo sie Antigen-

spezifische naive T- und B-Zellen aktivieren undeezellulare und humorale Immunantwort
auslosen.

DCs wurden erstmals 1868 von dem deutschen Pa#wlépul Langerhans in der
menschlichen Haut beschrieben [2]. Mikroskopis¢hdas Erscheinungsbild der DCs durch
lange zytoplasmatische Fortsatze charakterisiedheD hielt man sie lange Zeit fir
Nervenzellen. Erst seit der Entdeckung von DCsein dymphorganen von Mausen im Jahr
1973 durch Ralf Steinman und Zanvil Cohn [3] wudie Bedeutung dieser Zellen fur die
Funktion des Immunsystems erkannt. Heute weil3 ndass DCs in vielen Geweben
vorkommen und eine heterogene Gruppe verschied&wpopulationen darstellen.
Gegenstand der aktuellen Forschung ist es, die lkex@p Mechanismen der Differenzierung
der verschiedenen DC-Subpopulationen und die Regulérer spezialisierten Funktionen
zu verstehen [4].

Bei der Behandlung von Krankheiten wird versuche, ilhmunstimulierende Kapazitat
der DCs zu nutzen. DC-basierte Impfstoffe konnere émmunantwort gegen eine Vielzahl
von bakteriellen und viralen Antigenen und von Tuambigenen auslésen. Hierzu werden
DCs mit Hilfe verschiedener proinflammatorischetaiyne ex vivoaus Vorlauferzellen wie
Monozyten oder Knochenmarkstammzellen in groRem tddi3generiert. Ein erfolgreiches
klinisches Ansprechen nach einer Zelltherapie m@sDkonnte jedoch nur bei wenigen
Patienten beobachtet werden. Daher besteht die evoligkeit zur Verbesserung der
Protokolle zuiin vitro Generierung von DCs.

Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung von £ @ie mit Hilfe von Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-C%ifd Interferon (IFN) @ generiert
wurden (IFN-DCs), im Vergleich zu herkdmmlich in vikesenheit von GM-CSF, Interleukin
(IL) -4 und Tumor-Nekrosefaktor (TNFy-hergestellten DCs (IL-4 / TNF-DCs).

Im Folgenden soll zunachst ein Uberblick tber diéfePenzierung und Funktion der
Immunzellen gegeben werden. Im Anschluss werdefei@iizierung und Funktionen der
DCs und ihre zentrale Rolle im Immunsystem dardjested eine Ubersicht iiber die bislang
erfolgten klinischen Vakzinierungsstudien mit DGazgigt. Schlie3lich wird das Multiple
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Myelom (MM) als beispielhafte Krebserkrankung, flie eine Behandlung der Patienten mit

IFN-DCs in Frage kommt, vorgestellt.

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem gliedert sich funktionell in zweiteragierende Teilsysteme, das
angeborene und das adaptive Immunsystem. Alle Imagllem gehen aus einer pluripotenten
Stammzelle des Knochenmarks hervor. Die Zelleragiggborenen Immunsystems bilden die
erste Verteidigungslinie in der Abwehr eindringend@athogene, bevor die Antigen-
spezifischen T- und B-Zellen des adaptiven Immutesys aktiviert werden. Makrophagen,
Monozyten, Granulozyten und natirliche Killer- (NKZellen bilden das angeborene
Immunsystem und erkennen Fremdzellen sowie einenidg Parasiten anhand typischer
Oberflachenstrukturen und des Fehlens bestimmigrekéigener Molekile, den sogenannten
Haupthistokompatibilitdstts (MHC) -Antigenen. Diese mrhunzellen phagozytieren
Fremdkorper und zerstoren sie intrazellular odeclddusschittung zytotoxischer Molekiile.

Die Zellen des adaptiven Immunsystems, die B- uiig/mphozyten, bilden Rezeptoren,
die Antigene spezifisch binden kdnnen. B-Zelleriedédnzieren nach dem ersten Kontakt mit
ihrem spezifischen Antigen zu reifen Plasmazelled losen eine humorale Immunantwort
aus, indem sie Antigen-spezifische Antikorper hbildend ins Blut sezernieren. T-Zellen
unterteilen sich in zwei Subtypen. Die zytotoxistieZellen kdnnen durch direkten Kontakt
mit Zellen, die das spezifische Antigen prasentieteren Apoptose auslésen. Die Helfer-T-
Zellen spielen eine zentrale Rolle bei der Aktivieg und Aufrechterhaltung sowohl der
zellularen als auch der humoralen Immunabwehr. RlEgemeinen Prinzipien des
Immunsystems sind sehr anschaulich in dem Lehrhlmmunologie® [Janewayet al.,
5.Auflage] dargestellt.

Im Folgenden wird die Differenzierung der Immunesllaus der hamatopoetischen
Stammzelle beschrieben. Der Schwerpunkt wird dadgi Monozyten als bekannte
Vorlauferzellen der DCs und auf die Lymphozyteregel deren Wechselwirkung mit DCs im
Zentrum der Auslésung einer Immunantwort steht.ibarhinaus wird detailierter auf die
Differenzierung der B-Zellen eingegangen, da seeAlisgangszellen fir die Pathogenese des

Multiplen Myeloms sind.



1.1.1 Die hamatopoetische Stammzelle

Die Blutbildung (Hamatopoese) geht von der plugmbén h&dmatopoetischen Stammzelle

(HSC) im Knochenmark aug\bbildung 1.1). Diese zeichnet sich durch die Expression von

CD34, einem Marker fur frihe hamatopoetische Vddeéellen, aus. Durch eine

asymmetrische Zellteilung gehen aus dieser Stantkenzelei verschiedene Tochterzellen

hervor [5]. Die eine Tochterzelle verbleibt in em@luripotenten, undifferenzierten Zustand
Hierdurch wird der Stammzellpool

im Knochenmark raaht erhalten.
Tochterzelle differenziert

Die zweite
zu einer Progenitorzellemit  eingeschranktem
Differenzierungspotenzial. Diese kann sich im Kreuhark entweder Uber die gemeinsame

lymphoide Progenitorzelle (CLP) zu B- und T-Lympliten sowie NK-Zellen entwickeln [6]

oder Uber die gemeinsame myeloide Progenitorze@dMK) zu Erythrozyten und

Thrombozyten bzw. Monozyten, Makrophagen und Giaayién [7].
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Hamatopoese des ddemsausgehend von der pluripotenten
hamatopoetischen Stammzelle im Knochenmark. AusediStammzelle gehen die gemeinsamen Vorlaufenzelle
der myeloiden Zellen (CMP) bzw. der lymphoiden #el(CLP) hervor. Uber verschiedene Differenzierureggav

entwickeln sich aus diesen Vorlauferzellen alle I&teldes Blutes. Diese umfassen die Erythrozyten und
Megakaryozyten sowie die Leukozyten, die das angei®o und adaptive Immunsystem bilden. Naherg
Erlauterungen zur Differenzierung der Blutzellerd®n sich im Text. Abklrzungen: CMP, gemeinsame nigelo

Progenitorzelle; CLP, gemeinsame lymphoide Progemetle; MEP, megakaryoerythrozytdre Progenitorzelle
GMP, granulomonozytare Progenitorzelle; CFU, Koldnildende Einheit; KM, Knochenmark
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1.1.2 Zellen der myeloiden Linie

Aus der gemeinsamen myeloiden Progenitorzelle gethien Vorlauferzellen (Kolonie-
bildenden Einheiten, CFU) der einzelnen myeloidémen hervor. Noch im Knochenmark
entstehen aus diesen Vorlauferzellen die unreifeetik®ozyten, Megakaryozyten,
Promonozyten und -myelozyten. Nach ihrer vollstgadi Differenzierung werden diese als
reife Erythrozyten, Thrombozyten, Monozyten und risifazyten (Neutrophile, Eosinophile
und Basophile) in den Blutkreislauf freigesetzt.

Die Erythrozyten und Thrombozyten spielen eine wdgde Rolle fir den
Sauerstofftransport bzw. die Blutgerinnung im méfisbhen Korper.

Die Monozyten verlassen den Blutkreislauf, um ia geripheren Gewebe zu migrieren.
Dort reifen sie zu Makrophagen heran, die als arsteeinem Pathogen in Kontakt kommen.
Diese grof3en phagozytierenden Immunzellen erkermadnreiche Krankheitserreger mit
Hilfe sogenannter Mustererkennungsrezeptoren, diggene Strukturen wie z.B. die
Lipopolysaccharide (LPS) von Bakterien binden kdmnBiese Erkennung induziert die
Phagozytose des Pathogens. Der phagozytotisch&eliedas Phagosom, fusioniert in der
Zelle mit Lysosomen, die antimikrobielle Enzyme undPeptide, toxische
Sauerstoffverbindungen und Proteasen beinhaltes, Rithogen abtdten und zerstoren.
Makrophagen eliminieren auf diese Weise auch abdgeste Zellen. Durch die Ausschittung
von IFN+y und TNFa fordern sie zudem die zytotoxische Wirkung aktitee T-Zellen.

Die Granulozyten, insbesondere die neutrophilenn@cyten, werden im Zuge einer
Entzindungsreaktion durch die Freisetzung von Cheren in das infizierte Gewebe
gelockt. Sie unterstiitzen die Abwehrreaktion derkidphagen durch eine Antikorper-
abhangige zellulare Zytotoxizitat, indem sie Anti@r-opsonierte Krankheitserreger

erkennen und durch Ausschittung zytotoxischer Gaaalotbten.

1.1.3 Zellen der lymphoiden Linie
Aus der gemeinsamen lymphoiden Progenitorzelle mele Lymphozyten hervor. Zu ihnen

gehdren sowohl die Zellen des adaptiven Immunsystetie T- und B-Lymphozyten, als
auch die NK-Zellen.

1.1.3.1 B-Lymphozyten

Die Differenzierung der B-Lymphozyten findet im Keleenmark statt. Dort differenziert die

gemeinsame lymphoide Progenitorzelle Uber das @tadiner Pro-B-Zelle und einer Pra-B-
10



Zelle zur unreifen B-Zelle. Im Verlauf der DifferAerung prasentiert die B-Zelle ihren
spezifischen Antigen-Rezeptor (B-Zell-Rezeptor, BGRf der Zelloberflache. Es handelt
sich hierbei um einen individuellen Antikbrper miiner einzigartigen Antigen-
Bindungsdomane, der auch als Idiotyp bezeichnet wimd nur dieser B-Zelle eigen ist.

Antikorper bestehen aus je zwei identischen schwered leichten Ketten, die jeweils
eine variable (V-) und eine konstante (C-) Regiasitzen. Die V-Regionen der schweren
bzw. leichten Ketten werden von Gensegmenten, Wienaultiple Kopien mit variablen
Nukleotidsequenzen in den entsprechenden Gen-Lgtl- (bzw. Iglk- und IgL;-Lokus)
liegen, kodiert. Das vollstandige Exon fur die whie Region der Ketten entsteht im Zuge
des V(D)JRearrangemeniseinem somatischen DNA-Rekombinationsprozess o+ Bnd
Préa-B-Zellen. Hierbei werden je eins von 65-V27 Dy- und 6 §-Gensegmenten fur die
schwere Kette sowie je eins von 4@-Vind 5 J-Gensegmenten oder alternativ je eins von 30
V- und 4 J-Gensegmenten miteinander verknipft. Nach der Kkrgi®n wird in den
MRNASs fir beide Ketten das Exon fir die V-RegiomathumRNA-Splei3en mit einem Exon
fur die C-Region verknupft. Eine genauere Darstgjluer Entstehung der Lymphozyten-
Antigen-Rezeptoren ist in dem Lehrbuch ,Immunol6ég{daneway et al, Kapitel 4,
5.Auflage] nachzulesen.

Der vollstadndige Antikorper wird auf unreifen B-Kel als membranstandiger Rezeptor
exprimiert. Es uberleben nur solche B-Lymphozytdig einen funktionellen Antikdrper
produzieren. Durch negative Selektion werden zudareife Lymphozyten eliminiert, deren
spezifischer Antikorper gegen kérpereigene Pepti#giren gerichtet ist.

Die unreifen B-Zellen wandern in die néchstgelegebgmphknoten, wo sie durch die
Bindung ihres Antikorper das spezifische Antigekeanen, durch Phagozytose aufnehmen
und auf ihrer Oberflache prasentieren. Dort tredé:n B-Zellen mit aktivierten Helfer-T-
Zellen in Wechselwirkung, die das prasentierte @erti mit ihrem T-Zell-Rezeptor (TCR)
erkennen. Durch den Zellkontakt mit den Helfer-Ti&e wird in der B-Zelle die somatische
Hypermutation ausgeldst, wodurch Punktmutationen den variablen Regionen der
umgeordneten Gene der schweren und leichten Kestédtikorpers eingefiihrt werden. Dies
fuhrt bei einigen B-Zellen zu einer weiteren Erhifuder Antigen-Spezifitdt ihres
Antikorpers. Nach diesen Hypermutationen untersigresich die V-Regionen der schweren
und leichten Ketten dieser Antikérper durch dreipdayariable Bereiche, die als
komplementaritdtsbestimmende Regionen (CDR1-3) itiezet werden Abbildung 1.2).
Die grof3te Variabilitat findet sich bei beiden Kettin der CDR3-Region, die im Bereich der
Verknupfungsstellen der V- und J-Segmente liegt.

11



B Abbildung 1.2: Schematische Darstellung de
variablen Region der IgH-cDNA-Sequenz, dig¢

Vy nDn
- durch somatische Rekombination der variablen
I l . Gensegmente Y D und ¢ (VDJ-

Rearrangemententsteht. Gezeigt sind auch dig

Bindungsstellen der Konsens-Primer FR1c

FR1 CDR1 FR2 CDR2 ~ FR3  CDR3 (Vorwérts-Primer) und JH1245, JH3 und JH6
w—p> <= (Ruckwarts-Primer) fur die Amplifikation der
FR1c J,,1245 CDR3-Region. Abkiirzungen: FR, Geristregion;

J.3 CDR, komplementaritdtsbestimmende Region;

96 n, variable Anzahl von Nukleotiden.

Antigen-spezifische B-Zellen mit einem hochaffin@émtikbrper werden selektiv zur
Proliferation angeregt. Als Zentroblasten durchgaufsie dann einen Prozess, der als
Klassenwechsel bezeichnet wird. Die C-Region démecen Kette wird dabei ebenfalls
durch somatische Rekombination gegen ein alterstiC-Region-Exon ausgetauscht.
Unterschiedliche C-Regionen definieren Antikdrpenteuschiedlicher Klassen. Als
Zentrozyten synthetisieren die B-Zellen Antikorpeder Klassen IgG, IgA und IgE, die
Antikérper-abhangige Immunreaktionen unterschidéaiciImmuneffektorzellen induzieren.
Als reife Plasmazellen wandern die B-Zellen schi3zurtick ins Knochenmark, wo sie
grol3e Mengen Antikorper ins Blut sezernieren. Digisden dann an das spezifische Antigen
und opsonieren im Blut zirkulierende Partikel wieB.z Bakterien, die durch das
Komplementsystem neutralisiert oder durch Antikdrplehéangige zellulare Zytotoxizitat

eliminiert werden.

1.1.3.2 T-Lymphozyten

Die Differenzierung der T-Lymphozyten aus der geammamen lymphoiden Progenitorzelle
findet im Thymus statt. Der T-Zell-Rezeptor entstebie der B-Zell-Rezeptor durch
somatische Rekombinationen wahrend des Thymozwinshs. Thymozyten differenzieren
zu zwei verschiedenen Zellpopulationen, die aufdrdar unterschiedlichen Expression von
Korezeptoren unterschieden werden. Thymozyten, diie Korezeptor CD4 ausprégen,
differenzieren zu CD4+ Helfer-T-Zellen, wahrend Tozyten mit dem Korezeptor CD8 zu
CD8+ zytotoxischen T-Zellen differenzieren.

Nur solche T-Zellen Uberleben, die einen funktiterelT-Zell-Rezeptor produzieren. T-
Zellen unterliegen wie B-Zellen einer negativene®gbn. Sie durchlaufen zudem noch eine
positive Selektion. Hierbei tberleben nur solchg&e€llen, deren T-Zell-Rezeptor neben dem

Antigen auch MHC-Molekile binden kann. MHC-Molekierden von allen Korperzellen
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gebildet. Mit ihrer Hilfe werden Peptidantigene alér Zelloberflache prasentiert. Eine T-
Zell-vermittelte Immunantwort kann nur ausgelostrdem, wenn eine naive Antigen-
spezifische T-Zelle durch die Wechselwirkung mitegi Antigen-prasentierenden Zelle, die
das Antigen im Kontext von MHC-Molekuilen praserttiaktiviert wird.

MHC-Moleklle kdonnen zwei unterschiedlichen Klassameordnet werden. Klasse |
MHC-Moleklle werden in allen Korperzellen gebild&ie werden normalerweise nur mit
intrazellular gebildeten Peptidantigenen beladeies® Klasse | MHC—-Molekll - Peptid —
Komplexe werden von zytotoxischen T-Zellen mit Hiihres T-Zell-Rezeptors und des CD8-
Korezeptors erkannt. Auf diese Weise identifiziesdtivierte CD8+ zytotoxische T-Zellen
infizierte oder maligne Zellen und téten diese duhtisschittung lytischer Granula.

Helfer-T-Zellen erkennen mit Hilfe des CD4-Korezmst Klasse || MHC-Molekile.
Diese werden nur von professionellen Antigen-priisenden Zellen wie Makrophagen, B-
Zellen oder DCs gebildet, die Antigene durch Phgtgse aus der Umgebung aufnehmen
und Peptidteile dieser Antigene im Kontext von Kk$l MHC-Molekilen prasentieren. Bei
der Aktivierung der Helfer-T-Zellen konnen diese zawei unterschiedlichen
Subpopulationen, den yI- und T 2-Zellen differenzieren. Jl-Zellen sezernieren das
Zytokin IFN-y, das Makrophagen, zytotoxische T-Zellen und NKletelstimuliert und die
zellulare Immunabwehr verstarktyd-Zellen sezernieren hauptsachlich IL-4, wodurch B-
Zellen aktiviert werden und die humorale Immunantvgefordert wird. Eine weitere T-Zell-
Subpopulation, die regulatorischen T-Zellen, seeeen typischerweise IL-10 und den
transformierenden Wachstumsfaktor (TGIB) die eine supprimierende Wirkung auf die

Effektorzellen der zellularen Immunantwort haben.

In der Regel gehen aktivierte T- und B-Zellen inofose, wenn sie keinen Kontakt mehr
mit dem Antigen haben. Einige differenzieren allegd zu langlebigen Gedéachtniszellen, die
bei erneutem Antigenkontakt unmittelbar reaktiviestrden und die Neuinfektion schnell
unter Kontrolle bringen kénnen. Dieses immunoldges&edachtnis verhilft somit zu einer

andauernden Immunitat und ist die Grundlage firkidolg von Impfstoffen.

1.1.3.3 NK-Zellen

NK-Zellen sind ebenfalls Lymphozyten, die wahrsaolieh aus einer gemeinsamen
Vorlauferzelle mit den T-Lymphozyten im Knochenmdmérvorgehen. Als Bestandteil des

angeborenen Immunsystems exprimieren sie keineaifisgeen Antigen-Rezeptor. NK-
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Zellen stellen sehr effiziente zytotoxische Effektdlen dar, deren Hauptaufgabe in der
unspezifischen Erkennung und Eliminierung virugiditer Zellen liegt [8]. Zur
Unterscheidung von normalen und infizierten Zelleaxprimieren die NK-Zellen
inhibitorische Rezeptoren, die Klasse | MHC-Moleki@uf der Oberflache normaler Zellen
erkennen. Diese Erkennung inhibiert die zytolytesehktivitat der NK-Zellen und schutzt
korpereigene Zellen vor einem Angriff. Zellen, dafgrund einer Virusinfektion die
Zelloberflachenexpression von MHC-Molekilen heramtgulieren und deshalb der
Erkennung durch T-Zellen entgehen, werden jedochNi-Zellen erkannt und zerstort.

Zur Aktivierung der NK-Zellen bendtigen diese, argd@ls die Antigen-spezifischen
Lymphozyten, keinen vorangehenden Kontakt mit eirsgrezifischen Antigen. Sie werden
als Reaktion auf die Freisetzung von IEN4{L-12 und IL-15 durch DCs und Makrophagen
aktiviert. NK-Zellen exprimieren dartberhinaus aueime Reihe aktivierender NK-Zell-
Rezeptoren, die verschiedene bislang wenig charsikiee Rezeptoren auf der Oberflache
von Zielzellen binden [9,10]. Wie zytotoxische THEa toten die NK-Zellen infizierte Zellen
durch Ausschittung zytotoxischer Molekile. Wie Nephile kdnnen auch NK-Zellen mit
Hilfe von Fc-Rezeptoren Antikorper-opsonierte Zellerkennen und eine Antikorper-
abhangige zellvermittelte Zytotoxizitat austiben.

Die Rolle der NK-Zellen in der Tumorbekdmpfung haist in den letzten Jahren
allmahlich wissenschatftliches Interesse erlangt-Z¢éen kdnnenin vitro ohne vorherige
Immunisierung eine Vielzahl hamatologischer Tumbiimésn lysieren ohne normale Zellen

zu schadigen [8,11].

1.1.4 Dendritische Zellen

Die DCs umfassen eine heterogene Gruppe verscl@ed&ubpopulationen, die in
Abhangigkeit von ihrem Differenzierungs- und Retdastatus unterschiedliche Funktionen
erfullen. Hier wird zunachst auf die Differenziegunder DC-Populationen und die
prinzipiellen Mechanismen des Reifungsprozessegegengen. Dabei wird die besondere
Rolle der DCs im Immunsystem aufgrund ihrer WecaksklUngen mit den anderen Zellen

sowohl des adaptiven als auch des angeborenen laystems herausgestellt.

1.1.4.1 Differenzierung der dendritischen Zellen

Die Vorlauferzellen der DCs gehen ebenfalls ausrefD34+ hamatopoetischen Stammzelle
des Knochenmarks hervor. Sie konnen sich zu urtexdecchen DC-Subpopulationen
14



entwickeln, die myeloide und lymphoide DC-Populaéin umfassen. Man geht davon aus,
dass die unmittelbaren Vorlauferzellen der myeloid®Cs CD14+ Monozyten sind [12].
Diese kdnnen zu zwei unterschiedlichen DC-Subpajomi@n, den Langerhanszellen und den
interstitiellen DCs differenzieren [13,14].

Die Langerhanszellen migrieren als unreife DCs ie Hpidermis, wo sie wie die
Makrophagen sehr frih in Kontakt mit eindringend®athogenen kommen. Reife
Langerhanszellen emigrieren dann aus der Haut é ndichstgelegenen Lymphknoten,
prasentieren dort den T-Zellen aufgenommene Anéigand l6sen in erster Linie eine
spezifische zellulare Immunantwort aus, indem si&-Zellen aktivieren. Die interstitiellen
DCs migrieren zunéachst in die Bindegewebe wie deenids oder zirkulieren im Blut. Als
reife DCs losen sie eher eine humorale Immunantawos; indem sie naive B-Zellen durch
Zellkontakt zur Ausschittung von Antikorpern stimeugn.

Eine weitere Population von DCs bilden die plasn@dgn dendritischen Zellen (PDCSs).
lhr Name leitet sich von ihrer morphologischen unolekularen Ahnlichkeit zu lymphoiden
Zellen ab. Sie unterscheiden sich im Wesentlichem myeloiden DCs einerseits durch die
geringere Expression myeloider Marker und andeitsrgirch die Expression des IL-3-
Rezeptors CD123 sowie verschiedener Lymphozyteozasdger Marker [15,16].
Moglicherweise gehen plasmazytoide DCs aus einérdem Lymphozyten gemeinsamen
Progenitorzelle hervor. Andererseits konnen DCsphaismazytoiden DC-Eigenschaften auch
aus myeloiden Vorlauferzellen hervorgehen [12].

Plasmazytoide DCs residieren in der Regel nickden peripheren Geweben und haben
eine geringere Kapazitat zur Phagozytose. Sie |mremn im Blut und migrieren von dort
direkt in die Lymphknoten. Als unreife DCs kdnner 3y2-Zellen und regulatorische T-
Zellen aktivieren. Nach einer Virusinfektion setzgasmazytoide DCs jedoch extrem grof3e
Mengen IFNe frei und aktivieren hierdurch zytotoxische Effeldellen wie NK-Zellen
[17,18]. Reife plasmazytoide DCs prasentieren defellen in den Lymphknoten virale
Antigene oder Tumorantigene und kénnen eine sgebdé T,1-Immunantwort gegen diese

Antigene induzieren.
Alle DC-Populationen zeichnen sich dadurch aus,sdsi® einen Reifungsprozess

durchlaufen, bei dem sich die phanotypischen untktionellen Eigenschaften der DCs
andern. DieAbbildung 1.3 fasst diese Veranderungen schematisch zusammen.
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1.1.4.2 Phénotyp und Funktionen unreifer dendritischer Zellen

Die Hauptfunktion unreifer DCs ist die Aufnahme vexogenen Antigenen in den peripheren
Geweben oder im Blut. DCs exprimieren dazu zahieeiMustererkennungsrezeptoren wie
Toll-Rezeptoren  Toll-like  receptors TLRs), die beispielsweise Dbakterielle
Lipopolysaccharide (LPS) oder doppelstrangige &iRNA erkennen kénnen [19], sowie C-
Typ-Lektine wie den Mannose-Rezeptor [20]. Ausserdexprimieren DCs Rezeptoren flr
Immunglobuline (Fc-Rezeptoren), mit denen sie Airfiler-opsonierte Partikel oder Zellen
binden kdnnen, sowie Faktoren und Rezeptoren degplkmentsystems [21].

peripheres Gewebe / Blut / Lymphknoten
Blut afferente Lymphgefaiie
unreife DCs reifende DCs reife DCs
I. Adhésion, Phagozytose, Il. Migration, Ill. Anitgenprésentation,
Aktivierung Zytokin-Sekretion, TC-/BC-Aktivierung,
Antigenprozessierung Uberleben
Bakterien (LPS) Viren (dsRNA) ® LN Chemokine
. osomale Antigen- SCERICCEL
-\( \ @ Iysprozeslsi:ru:'lg -_A
X ® N A A

®

Zytokin-
Rezeptoren

~
Aktivierung

® h
\ proinflammatorische

CDA40 und andere Cytokine und Uberleben

@ Chemokine / t] \'\
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der molekularen, ph@igtiien und funktionellen Eigenschaften der
DCs wahrend des Reifungsprozesses. Unreife DCdigesin in den Geweben oder zirkulieren im Blut (lela
Kasten), wo sie Antigene erkennen und durch Phdagseeyaufnehmen. Signale, die durch Rezeptoreniéir| d
Antigenerkennung (1.), Zytokin-Rezeptoren (2.) amdlere Rezeptoren wie CD40 (3.) vermittelt werdeiten
den Reifungsprozess der DCs ein. Reifende DCs enani Uber die LymphgefaRe (oranger Kasten) in |die
nachstgelegenen Lymphknoten. Sie zeichnen sichhddie Expression des Chemokin-Rezeptors CCR7 (1.),
sowie von lysosomalen Proteinen fir die Antigenpssierung (2.) und von proinflammatorischen Zytekinind
Chemokinen (3.) aus. Reife DCs finden sich schliéfdh den Lymphknoten, wo sie naiven T-Zellen Aetie
prasentieren und diese Zellen aktivieren (grinestédd, indem sie mit ihnen eine immunologische Bgad
ausbilden. Fir die vollstandige Aktivierung naivieiZellen sind drei Signale erforderlich: die Erkeng des
MHC-Molekul — Peptid — Komplexes auf den DCs duddn Antigen-spezifischen T-Zell-Rezeptor (1.), d
Wechselwirkung von kostimulatorischen Molekillen @s mit deren Liganden auf den T-Zellen (2.) uinel
Ausschuttung von Zytokinen durch die DCs (3.).

e

L
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Die Stimulierung dieser Rezeptoren fuhrt zur Phytise der gebundenen Partikel. Das
aufgenommene Material akkumuliert in speziellerram¢llularen Vesikeln, sogenannten
Klasse 1l MHC-Kompartimenten (MIIC), wo neben Klasdl MHC-Molekilen auch
lysosomale Enzyme koexprimiert werden [22]. Dortdmlas aufgenommene Material nicht
vollstandig abgebaut, sondern enzymatisch zu kuPeptidfragmenten prozessiert. Diese
Peptidantigene werden dann von Klasse 1| MHC-Mdlekigjebunden. Diese Klasse || MHC-
Molekul — Peptid - Komplexe werden schlie3lich Zetloberflache transportiert [23].

Als weiterer Schritt zur Aktivierung der DCs sindisatzliche proinflammatorische
Signale notwendig. Hierzu exprimieren unreife DCersehiedene Rezeptoren flr
proinflammatorische Zytokine. Solche Zytokine siiNF-a, Interferone, IL-B und IL-18,
die im Zuge einer Entziindungsreaktion beispielssvesn Keratinozyten und angelockten
Immunzellen sezerniert werden [24]. Bleiben diegm&e aus, werden antiinflammatorische
Zytokine wie etwa IL-10 oder TGB- durch unreife DCs freigesetzt. Dies fuhrt zur
Inaktivierung von T-Zellen und zur Differenzierungn regulatorischen T-Zellen, die eine
Immunantwort verzégern oder verhindern kénnen [25].

Ein dritter bekannter Mechanismus zur AktivierungnvDCs wird durch direkten Zell-
Zell-Kontakt Uber die Interaktion des Zelloberfl@dnezeptors CD40 auf DCs mit CD40
Ligand (CD40L), der auf aktivierten T Zellen exprart wird, vermittelt [26]. Zur optimalen
Einleitung der Reifung von DCs ist die Anwesenheiehrerer der genannten Signale

notwendig.

1.1.4.3 Reifung der dendritischen Zellen

Es ist nicht vollstandig geklart, welche Signalkasdén und Transkriptionsfaktoren durch die
verschiedenen Rezeptoren im Zuge der Reifung vons D@ktiviert werden.
Genexpressionsanalysen zeigten, dass wahrscheuglisbhiedene Uberlappende Signalwege
synergistisch in der Induktion reifungsassoziier@&ene wirken [27]. Drei Gruppen von
Transkriptionsfaktoren sind im Wesentlichen am &aisprozess der DCs beteiligt. Unter
der Kontrolle von NKB stehen u.A. die Gene fur verschiedene Zytokined un
kostimulatorische Moleklle [28]. B wird z.B. durch Signale von TLRs oder den
Rezeptoren fur TN und IFNa aktiviert. Eine zweite Gruppe von Transkriptiorkéaen,
die fur den Reifungsprozess der DCs eine wichtigeRspielen, sind die Signaltibertrager
und Aktivatoren der Transkription (STATS), inshedere STAT1 [29]. STATs werden tber

die mit den Zytokin-Rezeptoren assoziierten Tyrkisiasen der Janus-Kinase-Familie (Jak)
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aktiviert. Eine dritte Gruppe von Transkriptiondfaden, die Interferon-regulatorischen
Faktoren (IRF), die die Expression der lleNsene kontrollieren, tragt ebenfalls zur Reifung
von DCs bei [30]. Diese werden durch TLR- oder I&NRezeptor-vermittelte Signale

aktiviert.

Der Reifungsprozess fuhrt in DCs zur Herunterreguhg von Phagozytose-assoziierten
Genen. Das hochorganisierte, subkortikale AktineZgelett unreifer DCs wird
depolymerisiert, und fokale Adhasionsstrukturenegekierloren [31]. Fur die Migration in
die Lymphknoten exprimieren reife DCs den ChemdRezreptor CCR7 [32]. Die Bindung
der Chemokine CCL19 und CCL21, die von Endothetrelind DCs in den Lymphknoten
sezerniert werden, an diesen Rezeptor fuhrt zumotektischen Anlockung reifer DCs Uber
die afferenten LymphgefaRe in die Lymphknoten. CGR® auch von naiven T-Zellen
exprimiert. Dieser Rezeptor ist also eine wichtigrraussetzung fir den Kontakt reifer DCs
mit naiven T-Zellen und die Einleitung einer primérAntigen-spezifischen Immunantwort
[33].

Die zweite Voraussetzung fur die Einleitung einegmm@ren Immunantwort ist die
Expression von Enzymen, die die Beladung und Exposi Antigen-prasentierender
Molektle katalysieren. Reife DCs zeichnen sich dweme hohe Dichte an Klasse Il MHC-
Molekul — Peptid - Komplexen auf der Zelloberflaches [22,23]. Parallel werden auch die
kostimulatorischen Molekile CD40, CD80 und CD86 owandere interzellulare
Adhasionsmolekile wie ICAM-1 und CD83 auf der Zb#dlache hochreguliert.

Eine dritte wesentliche Qualitat von reifen, aldnien DCs ist die Fahigkeit, ihrerseits
proinflammatorische Zytokine zu sezernieren, didea@ Immunzellen zur Proliferation und
Differenzierung anregen. Zu ihnen zahlen B-1.-6, IL-12, IL-15, TNFa und Interferone
[34]. Ausserdem sezernieren sie eine Vielzahl vdreriokinen, die andere Leukozyten

anlocken und aktivieren kénnen [35].

1.1.4.4 Aktivierung naiver Antigen-spezifischer T-Zellen duch dendritische Zellen

Reife, aktivierte DCs treten schlief3lich in den Lphtknoten in engen Kontakt mit naiven T-
Zellen. Kommt eine DC in unmittelbare Nachbarscledtfier T-Zelle, deren T-Zell-Rezeptor
das prasentierte Antigen binden kann, bilden diddveZellen eine immunologische Synapse
aus [36]. Diese Struktur wird durch die Interaktioverschiedener interzellularer
Adhasionsmolekile der DC mit den entsprechendeandgn der T-Zelle aufrechterhalten,

wie in Abbildung 1.3 rechts untenschematisch dargestellt ist.
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Zur Aktivierung und der klonalen Expansion eineivea T-Zelle sind drei unabhangige
Signale erforderlich, ohne die die T-Zelle in einanergen, nicht-proliferativen Zustand
versetzt wird. Das erste Signal wird durch die Brkeng des MHC — Peptid - Komplexes
durch den T-Zell-Rezeptor und den Korezeptor vaahitDas zweite Signal erfolgt durch die
Bindung der wichtigsten kostimulatorischen Molek@®80 und CD86 an den auf der T-
Zelle exprimierten Liganden CD28 [37]. Verstarktravidieses Signal zusétzlich durch die
Wechselwirkung von CD40 mit CD40L [26]. Die Kombima dieser beiden Signale
induziert in der T-Zelle u.A. die Expression von-2Lund seinem Rezeptor. Durch die
autokrine Bindung von IL-2 wird die klonale Expamsider Antigen-spezifischen T-Zelle
angeregt [38].

Schliel3lich bedarf es zur vollstandigen Aktivierumgjver T-Zellen eines dritten Signals
durch Zytokine, die von DCs und anderen Immunzediererniert werden [39]. Wichtig fur
die Differenzierung von CD4+ T-Zellen zyI-Zellen sind die Zytokine IL-12 sowie IFi-
und IFN-a, wahrend die Anwesenheit von IL-4 dagegen diedpéhzierung von J2-Zellen
stimuliert [40,41]. Die Proliferation und zytotoglse Aktivitat von CD8+ T-Zellen wird vor
Allem durch die Signalwirkung von IL-15 sowie Infiemonen stimuliert [42,43].

1.1.4.5 Wechselwirkung der dendritischen Zellen mit NK-Zelen

Neben den Zellen des adaptiven Immunsystems komes durch Ausschittung von
Chemokinen auch die Effektorzellen des angeborelmemunsystems rekrutieren [44].
Besondere Aufmerksamkeit wurde in letzter Zeit Wéechselwirkung von DCs und NK-
Zellen gewidmet [45,46]. Beide konnen in direktezllZell-Kontakt miteinander treten. Die
NK-Zelle vermittelt dabei Signale, die eine verktérReifung der DCs bewirken. Diese
sezernieren daraufhin Zytokine wie IL-12, IL-15,-18 und IFNet und konnen dadurch
ihrerseits die zytotoxische Aktivitat der NK-Zellerstarken. Der Mechanismus dieser
wechselseitigen Aktivierung ist jedoch nicht volligklart. Moglicherweise spielen CD40
und CD80 sowie der NK-Zell-Rezeptor NKp30 dabekedrvlle [47,48]. Unreife DCs kdnnen
von NK-Zellen auch abgetttet werden, wahrend ré&fes hingegen resistent sind [49].
Mdglicherweise wird so sichergestellt, dass dieldife zellulare Immunantwort nach einer
Infektion nicht durch die Wirkung tolerogener ureeiDCs gestoppt wird.
Interessanterweise haben neuere Beobachtungenggedass NK-Zellen sowie andere
Zellen des angeborenen Immunsystems wie Neutrofhgenschaften von DCs erwerben
konnen [50,51]. Diese Zellen exprimieren nach daotoxischen Reaktion gegen Zielzellen
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Klasse Il MHC- und kostimulatorische Molekile undnken Antigen-spezifische T-Zellen
aktivieren. Andererseits wurden auch DCs beschnieliBe zytotoxische Eigenschaften
ahnlich wie NK-Zellen zeigten [52]. Es konnte gegeiverden, dass aktivierte plasmazytoide
DCs und myeloide DCs Tumorzellliniem vitro abtéten kénnen [53,54].

Zwei Arbeitsgruppen haben kirzlich einen neuergreeg Zelltyp in Mausen beschrieben,
der phanotypische und funktionelle Eigenschaften plasmazytoiden DCs und NK-Zellen
vereint [55,56]. Diese sogenannten Interferon-pragtenden Killer-dendritischen Zellen
(IKDCs) erwarben nach Kontakt mit Tumorzellen odach Stimulation durch CpG-haltige
Oligonukleotide eine zytotoxische Aktivitat gegeriese Tumorzellen. Anschliel3end
exprimierten sie MHC- und kostimulatorische Molekimigrierten in die Lymphknoten,
aktivierten Antigen-spezifische T-Zellen und komm&ine spezifische Immunantwort gegen
die Tumorzellen auslosen. IKDCs konnten auf dieseeise&/ das Tumorwachstum
kontrollieren.

Diese Beobachtungen machen die Rolle der DCs alsates Bindeglied zwischen dem
angeborenen und dem adaptiven Immunsystem deutld®s sind einerseits wichtige
angeborene Effektorzellen. Sie erfullen anderesysaiich die Funktion, Antigen-spezifische
Effektorzellen zu aktivieren und somit eine langfige systemische Immunitat zu erzeugen.
Daher sind DCs mit beiden Eigenschaften von wient®edeutung fur die Generierung Zell-

basierter Vakzine.

1.2 Vakzinierungsstudien mit DCs bei malignen Erkrankurgen

Heute hofft man, mit neuen Therapien die Chemothera die starke toxische
Nebenwirkungen verursacht, erganzen oder ersetzen kdnnen. Die allogene
Blutstammazelltransplantation ist der Beweis, dads @mer immunologischen Therapie
bdsartige Krankheiten geheilt werden kdnnen. DiBserapieform ist jedoch mit schweren
Nebenwirkungen verbunden [57]. Eine Zelltherapi¢ BICs ist hingegen eine schonende
Behandlung, mit dem Ziel, eine immunologische Rieaktgegen maligne Zellen
hervorzurufen und eine langfristige Immunitat abzuen, die eine erneute Vermehrung der

malignen Zellen verhindert.
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1.2.1 Konventionelle Protokolle zur Herstellung von denditischen Zellen fir

Vakzinierungsansatze

Da DCs nur in geringer Zahl im peripheren Blut \artden sind und zudem ein
eingeschranktes Zellteilungsvermégen haben, isffektiver, fir Vakzinierungsstudien DCs
ex vivoin grofdem Mal3stab zu generieren. Ein essenzfedlgtor fur die Differenzierung und
das Uberleben von kultivierten DCs ist GM-CSF [5Blitte der neunziger Jahre zeigten
mehrere Arbeitsgruppen, dass sich k¢sitro durch Inkubation von selektionierten CD34+
Stammzellen mit GM-CSF und TN&{13,14] oder mononukleéren Zellen (MNCs) mit GM-
CSF und IL-4 [59] differenzieren lassen. Durch Zogavon Monozyten-konditioniertem
Medium, in dem Zytokine wie TNE IL-1 und IL-6 nachgewiesen wurden, konnten auch
reife DCs generiert werden [60]. Zhou und Tedderriten 1996 reife DCs gewinnen, indem
sie plastik-adhéarente Monozyten tber 7 Tage mit GM=- und IL-4-haltigem Medium in
Anwesenheit von TNFer kultivierten [61].

In den vergangenen 10 Jahren wurden verschiedextekBlle zurin vitro Generierung
von DCs entwickelt. Das Standardverfahren bestettehaus der Isolierung von Monozyten,
die Uber 4 bis 6 Tage mit GM-CSF und IL-4 behandatden. Die resultierenden unreifen
DCs werden dann mit einem Antigen inkubiert undchhsf3end zur Reifung Uber ein bis
zwei Tage mit TNFa oder einem Zytokin-Gemisch behandelt.

Als Antigene kdnnen einerseits genau definierte diamtigene wie beispielsweise die
Lymphom-assoziierten Idiotyp (Id)-Antigene oder ddslanom assozierte Antigen MAGE3
sowie virale Peptide verwendet werden. Die Beladuwmgn DCs mit einzelnen
Peptidantigenen ermdglicht die Induktion einer lsigten, spezifischen Immunantwort gegen
dieses Antigen. Andererseits kbnnen DCs auch mtdrlysaten inkubiert werden, damit sie
mehrere Tumor-assoziierte Antigene prasentieren patyklonale und damit starkere
Immunantworten auslésen. Die Beladung mit Zelllgsatbirgt jedoch aufgrund der
Anwesenheit normaler korpereigener Proteine die aldef Autoimmunreaktionen
hervorzurufen.

Der erste Belegpfoof-of-principlg fur die starkere Immunogenitdt von DC-Vakzinen
gegenuber l6slichen Antigenen wurde 1999 von Dhkalagt al. erbracht [62]. Sie konnten
nachweisen, dass gesunde Menschen nach einer gjamahjektion von DCs, die mit
Tetanus Toxoid (TT)Keyhole LimpetHamocyanin (KLH) oder einem Matrixprotein des
Influenzavirus” beladen wurden, innerhalb einer Woeine Antigen-spezifische T-Zell-
vermittelte Immunantwort zeigen. Die einmalige ktjen dieser Antigene ohne DCs hatte
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dagegen noch keine immunogene Wirkung. Eine nadba&ee Immunreaktion kann mit
|6slichem Antigen ohne DCs erst nach mehreren tige&n erreicht werden.

Bis heute wurden in einer Vielzahl verschiedenenidther Studien mehr als 1.000
Patienten mit Tumor- oder Infektionserkrankungent riC-Vakzinen behandelt (zur
Ubersicht siehe Nestleet al 2005 und Reichardet al 2004 [63,64] sowie unter

www.mmri.mater.org.au Viele Arbeitsgruppen konnten ein immunologisciassprechen
der Patienten auf die DC-basierte Therapie zeigber nur eine kleine Zahl von Patienten
zeigte Hinweise auf eine Reduktion der Krankhetis@lit. Die wichtigsten klinischen
Studien sind iMrabelle 6.1im Anhang zusammengefasst.

Die bislang grofdten Erfolge mit spezifischen Vakrinkonnten bei Patienten mit
follikularem B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) erziewerden. Hstet al. zeigten bereits
1997, dass die sequenzielle Verabreichung voncliesth Idiotyp-Protein, das an KLH
gekoppelt war (Id-KLH), bei 49 % der behandelteridPsien Idiotyp-spezifische T-Zellen
aktivierte und / oder die Freisetzung Idiotyp-sfiszher Antikérper induzierte [65].
Patienten, die eine solche Immunantwort aufwiegeigten ein signifikant langeres medianes
progressionsfreies Uberleben und Gesamtiberlelse®atienten, bei denen keine Idiotyp-
spezifische Immunantwort nachgewiesen wurde. Um Héafigkeit und Starke dieser
Immunantworten zu erhdhen, wurden daraufhin in remeiteren Studie insgesamt 35
Patienten mit B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom Idiotypibdene DCs verabreicht [66,67]. Bei
66 % der Patienten wurde eine T-Zell- und / odetik®mper-vermittelte Immunantwort
detektiert. Bei insgesamt 10 von 28 Patienten (36kéhnte eine objektive Reduktion der
Tumorzellzahl beobachtet werden. Eine komplette iBgon bei zwei dieser Patienten
konnte nactBoosterlnjektionen von loslichem Id-KLH erreicht werdeshwohl sie nach der
Vakzinierung mit DCs noch Tumorzellen aufwiesen rodéen Progress hatten. Diese
Beobachtung weist darauf hin, dass die Patientel&aeniszellen entwickelt hatten.

Die Studie zeigte, dass Idiotyp-spezifische DC-Via&zgegenuber l6slichen Peptid-
Vakzinen haufiger Immunreaktionen hervorrufen kdnneSie konnen dauerhafte
Tumorregressionen auslosen, die duBdosterinjektionen von loslichem Peptid verstarkt
werden. Das progressionsfreie und GesamtiberleberPatienten, die mit Chemotherapie
und DCs behandelt wurden, war langer als das mster Kontrollgruppen, die nur mit
Chemotherapie behandelt wurden.

Aufgrund der Erfolge bei Patienten mit B-Zell-Nomdtgkin-Lymphom erhoffte man sich
ahnlich vielversprechende Ergebnisse bei der Vakzing von Patienten mit anderen

malignen B-Zell-Erkrankungen wie dem Multiplen Mgsi. Bis heute wurden 8 Arbeiten
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veroffentlicht, in denen insgesamt 63 PatientenNhittiplem Myelom mit Idiotyp-beladenen
DCs behandelt wurden [68-[/fvgl. auchTabelle 6.)). Bei fast allen Patienten konnte eine
spezifische Immunantwort gegen das Kontrollantigehl nachgewiesen werden. Etwa 40 %
aller Patienten zeigten Idiotyp-spezifische T-Zelbeler Antikdrper. Diese Ergebnisse zeigen,
dass mit DC-Vakzinen auch in Patienten mit Multiple Myelom Anti-Tumor-
Immunantworten ausgeltst werden kénnen. Ein kliméscAnsprechen konnte jedoch nur bei
zwei Patienten, die eine partielle Remission zeigteeobachtet werden. Eine signifikante
Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens desl Gesamtiiberlebens gegeniiber
historischen Kontrollgruppen konnte bislang in legiStudie demonstriert werden [76,77].

Weitere DC-basierte Vakzinierungsstudien wurdenolgréich bei Patienten mit
fortgeschrittenem malignem Melanom unter VerwendMiglanom-assoziierter Antigene wie
MAGE3 oder Melan A durchgefuhrt. Bei vielen Patemtkonnten hier ebenfalls Antigen-
spezifische Immunantworten ausgelost werden. IgemFallen konnte ein Rickgang von
Metastasen beobachtet werden [78-80].

Wichtige Erfolge konnten auch bei Patienten mit Hi®¥rzeichnet werden. So konnte
beispielsweise bei 8 von 18 Patienten mit chromis¢fiV-Infektion nach der Vakzinierung
mit DCs, die mit inaktivierten HI-Viren beladen waan, ein Rickgang der Viruszahl um
mehr als 90 % fir Gber ein Jahr erreicht werdef [81

Die Ergebnisse der Vakzinierungsstudien, insbesenbei Patienten mit Non-Hodgkin-
Lymphom, bestétigen, dass DC-basierte Vakzine \égleersprechende Therapiemdéglichkeit
zur Behandlung von Tumor-Patienten darstellen. Dehrkonnten nur bei einem Teil der
Patienten spezifische Immunantworten hervorgeruferden. Dies liegt zum Teil daran, dass
bei vielen Erkrankungen ein funktionelles Defizrd>Cs vorliegt. Native DCs von Patienten
mit Multiplem Myelom zeichnen sich beispielsweiserah eine verminderte Kapazitat aus,
kostimulatorische und Antigen-prasentierende Mdkelibchzuregulieren und T-Zellen zu
stimulieren [82]. Aus der geringen Immunogenitah \[Cs bei einigen Patienten leitet sich
die Notwendigkeit ab, zuklnftig verbesserte Proliekaur Generierung von DC-basierten
Vakzinen zu etablieren. Dabei spielt die Erkrankueige besondere Rolle, so dass

unterschiedliche Protokolle fur unterschiedlichkrBnkungen gesucht werden muissen.

1.2.2 Generierung von dendritischen Zellen mit IFN&

Ein Zytokin, das fUr ein alternatives Protokoll Zaenerierung von DCs geeignet erscheint,

ist IFN-a. Dieses Zytokin hat ein breites Wirkungsspektrutinerseits wirkt es
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antiproliferativ auf virusinfizierte Zellen sowie umorzellen. Deswegen wird es als
Medikament bei Patienten mit chronischen, viralarfektionen wie Hepatitis sowie
Tumorerkrankungen eingesetzt [83,84]. Darliberhintises eine aktivierende Wirkung auf
eine Vielzahl von Immunzellen wie NK-Zellen, zytateche T-Zellen, B-Zellen und DCs aus
[85]. Die therapeutische Wirkung von IFN-kann daher wahrscheinlich auch auf diese
Effekte zurtickgefuhrt werden.

Die physiologische Bedeutung von IFENfUr die Differenzierung und Reifung von DCs
wurde in Mausen demonstriert, die keinen I&NRezeptor exprimieren. Die DCs dieser
Mause wiesen eine reduzierte Kapazitat zur pharsaigpn und funktionellen Reifung auf
[86]. Zudem wurde gezeigt, dass die erhohte Praslukvon IFN@ in Patienten mit
Systemischem Lupus Erythematoswmner Erkrankung aus dem Formenkreis der
Kollagenosen, zur gesteigerten Differenzierung Raifung von DCs aus Monozyten fuhrt
[87]. Diese DCs aktivieren autoreaktive T- und Bl die fir die Symptome dieser
Autoimmunerkrankung verantwortlich sind.

Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten, dass mit dFRCs hergestellt werden kdnnen
[88-99]. Paquettet al. demonstrierten 1998, dass Monozyten in AnwesenoeitGM-CSF
und IFN<a zu DCs mit einer typischen DC-Morphologie und letar Expression von
kostimulatorischen Molekilen differenzieren [94FNFDCs zeigten dartberhinaus im
Gegensatz zu IL-4-DCs ein starkeres Potenzial ztimufation von Tetanus-Toxin-
spezifischen, autologen T-Zellen. Dies wies datanf dass IFN-DCs bereits Eigenschaften
von reifen DCs besitzen. Andere Arbeitsgruppen kemrden DC-Phénotyp von IFN-DCs
bestatigen und zeigen, dass IFN-DCs eine starkemgreBsion von kostimulatorischen
Molekulen aufwiesen und effektiver Antigene prasaten als unreife IL-4-DCs. Santiet
al. demonstrierten 2000, dass IFN-DCs Zytokine wielH und TNFe exprimieren und
daruberhinaus effektiv sowohl T-Zell-vermitteltesabuch humorale Immunantworten
auslosen konnen [97]. In weiteren Arbeiten wurdestéitggt, dass IFN-DCs einen
fortgeschritteneren Reifungsstatus als IL-4-DCs waiden, der durch eine starkere
Expression des Reifemarkers CD83 [89,97], einksté&rMigration [95] und eine effektivere
Induktion Antigen-spezifischer T-Zellen und Antik@&r [91,92] gekennzeichnet ist. In
verschiedenen anderen Studien wurde zudem beohadhss die Zugabe von IF-auch
die Reifung von IL-4-DCs mit TNIer verstarken kann [100,101].

Andererseits wurden auch inhibierende Effekte ieN-&t auf die Differenzierung und
Reifung von DCs in Anwesenheit von GM-CSF und Ibéschrieben. Dies wurde in zwei

Arbeiten von Daueet al. sowie McRaeet al diskutiert [102,103]. Sie beschrieben, dass mit
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IFN-a und GM-CSF behandelte Monozyten keine phanotypisaind funktionellen DC-
Eigenschaften auspragen und IL-4-DCs in Anwesentmit IFN-0 eine reduzierte Reifung
durch TNFe zeigen, da sie eine verminderte Kapazitat besitdiett?2 zu sezernieren und
eine T4l Immunantwort zu induzieren.

Die Ergebnisse der beschriebenen Arbeiten weisen iasgesamt vielmehr darauf hin,
dass IFNe die Differenzierung und Reifung von DCs Uber ardaolekulare Mechanismen
als IL-4 und TNFe induziert und daher moglicherweise eine sich vb#t I/ TNF-DCs
unterscheidende DC-Population mit potenten immomsgatorischen Funktionen erzeugt.

In allen bislang verdffentlichten Untersuchungenrdem IFN-DCs stets in Serum-
haltigem Medium hergestellt. Da der Zusatz von Berdas unbekannte l6sliche Faktoren
beinhalten kann, bei verschiedenen Patienten whiedlichen Einfluss auf die
Differenzierung von DCs ausiben kann, ist ein smichusatz fur den klinischen Einsatz
ungeeignet. Zudem wurden IFN-DCs in allen Arbeitginekt mit unreifen IL-4-DCs
verglichen und vielfach ihre funktionelle Uberlebeit gegeniiber diesen unbehandelten IL-
4-DCs herausgestellt. Ein direkter Vergleich voN4BCs mit TNFa-behandelten IL-4-DCs,
die heute standardmafig in Vakzinierungsstudiergesietzt werden, unter serumfreien
Bedingungen steht aber noch aus.

Neben den beschriebenen funktionellen Eigenschafvesitzen IFN-DCs einen
entscheidenden Vorteil. Sie kdnnen in einem eimgigeir dreitagigen Zellkulturschritt, d.h.
weniger kosten- und arbeitsaufwendig hergestelitiem als herkbmmliche IL-4 / TNF-DCs,
die eine 7-tagige Kultur mit einem zusatzlichen fRegsschritt bendtigen. Dartberhinaus
kann man spekulieren, dass IFN-DCs bei Patientenemier Erkrankung, die auf eine
Therapie mit IFNa anspricht, besonders gut wirken kénnen. Eine soKtankheit ist das

Multiple Myelom.

1.3 Das Multiple Myelom

Das Multiple Myelom ist eine maligne B-Zell-Erkraumkg, die durch einen Plasmazellklon im
Knochenmark charakterisiert ist. Gewdhnlich produzidieser Klon ein monoklonales
Immunglobulin. Das Multiple Myelom ist die dritthBigste hamatologische Erkrankung in
westlichen Landern und tritt in der Regel jenseies flnfzigsten Lebensjahres auf. Die
Ursache der Krankheit ist nicht bekannt.

Die Expansion des malignen Plasmazellklons im Keaahmark fihrt zu einer

Unterdrickung des blutbildenden Gewebes und in &ag einer reduzierten Zahl an
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Erythrozyten (Anamie), Leukozyten (Leukozytopenie) und Thrombozyten
(Thrombozytopenie). Daher leiden die Patienten murBelastungsschwéache, haufigen
Infektionen und Blutungen. Zudem wird die Funktaes Knochenstoffwechsels dysreguliert,
so dass es zu multiplen Osteolysen und pathologmsdlnochenfrakturen kommt. Die
kontinuierliche Freisetzung Klon-spezifischer Adtiger fiihrt dartberhinaus zu
Paraproteinablagerungen in der Niere, im Herzen iandlervenzellen, was Nieren- und
Herzinsuffizienzen sowie Polyneuropathien zur Fdige

Patienten mit Multiplem Myelom kénnen mit Hilfe d€hemotherapie nicht geheilt
werden. Die mittlere Uberlebenszeit der Patientetindgt trotz Therapie etwa 66 Monate. Bei
Patienten bis 65 Jahre wird als Standardprimaniei@die Hochdosis-Chemotherapie (HDT)
mit nachfolgender autologer Blutstammzelltrans@toh (SZT) durchgefihrt [104,105].
Nach der Hochdosis-Chemotherapie wird u.A. I&Nals Erhaltungstherapie eingesetzt,
womit jedoch nur ein geringer Uberlebensvorteiligtzaverden kann [106]. Die Patienten
werden auch mit neueren immunomodulatorischen &nbsh wie Thalidomid oder
Bortezomib in Kombination mit Chemotherapie odéegialbehandelt [107,108].

Keine der genannten Therapien kann jedoch einauhtpitier Erkrankung bewirken. Die
Patienten entwickeln nach einer vortibergehendenig®e@n von unterschiedlicher Dauer
immer ein Rezidiv und sterben letztendlich an itEekrankung. Die Ursprungszellen eines
solchen Rezidivs sind eine kleine Zahl persistideen Tumorzellen, die minimale
Resterkrankung (MRD), die der zytotoxischen Wirkudgr vorangegangenen Therapie
entgangen sind [109].

Molekularbiologisch lasst sich der maligne Plasrikiom eindeutig durch seinen
spezifischen Idiotyp identifizieren, der durch digomatische Rekombination und
Hypermutationen der variablen Region der Immundiokatten festgelegt ist (vgl.
Abbildung 1.2). Die Kenntnis dieser individuellen Sequenz eineelPatienten ermdglicht
einen quantitativen Nachweis der Tumorzellen intBader Knochenmarkproben mit Hilfe
einer Real-Time-PCR unter Verwendung von Patienterd Tumor-spezifischen Primern
[110,111]. Die sensitive Detektion einer minimal&esterkrankung mit dieser Technik

ermoglicht zudem die friihzeitige Detektion und Bellang eines Rezidivs.

26



1.4 Fragestellungen

Auf dem Weg zur Entwicklung einer schonenden imnhogischen Therapie neben der
konventionellen Chemotherapie bei Patienten mitignah Erkrankungen bietet sich eine
Vakzinierung mit DCs und Tumorantigenen an. Di&kbBisrmliche Methode mit IL-4 / TNF-
DCs brachte bislang bei vielen Patienten keinetpesi Ergebnisse. Daher soll in dieser
Arbeit untersucht werden, ob IFN-DCs mdoglicherwedpezielle Eigenschaften besitzen, die
eine effektive Anti-Tumor-Immunantwort auslésen ®kén, insbesondere bei Patienten, die
auf eine Therapie mit IFN-ansprechen.

Hierzu sollen DCs, die mit GM-CSF und IFiNhergestellt wurden, mit konventionellen
DCs verglichen werden, die mit GM-CSF und IL-4 / AN generiert wurden. Die
phanotypischen und funktionellen Eigenschaften @&s sollen mit Hilfe verschiedener
immunologischer Techniken und Zellkulturexperimenteuntersucht werden. Die
Unterschiede der beiden DC-Praparationen sollebestndere anhand der Erstellung eines
Genexpressionsprofils auf molekularem Niveau erkand bestatigt werden.

Zuletzt sollen diese DCs im Kklinischen Einsatz Beaitienten mit Multiplem Myelom
eingesetzt werden. Das Ansprechen auf die Theraple anhand eines serologischen
Parameters und des quantitativen, molekularbiotbgis Nachweises von Tumorzellen in

Blut- und Knochenmarkproben der Patienten untetswenden.
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2 Material und Methoden

2.1 Probanden und Zellmaterial

Als Ausgangsmaterial zur Gewinnung von Monozytendié Herstellung von DCs wurden
Buffy-Coatsa 60-100 ml verwendet. Diese wurden im Institut FEABmostaseologie und
Transfusionsmedizin der Heinrich-Heine-Universitatisseldorf aus dem vendsen Blut
anonymer Spender hergestellt. Fir funktionelle Sesurden die mononuklearen Zellen
(MNCs) aus peripherem Blut eines gesunden Sperglas®nnen, das in Zitrat-Roéhrchen
gesammelt wurde. MNCs fir die Sequenzermittiung @R3-Region des IgH-Lokus und
die quantitative Bestimmung der MRD wurden aus EERIAt und Knochenmark von
Patienten mit Multiplem Myelom gewonnen. Alle Spendron Zellmaterial haben ihr
Einverstandnis zur Verwendung des Materials fusamschaftliche Zwecke gegeben.

Die humane erythroblastare-chronisch-myeloischekimie-Zelllinie K562 sowie die
humane Lymphom-B-Zelllinie MHH-PREB-1 wurden frelinderweise von Dr. R. Sorg am
Institut fir Transplantationsdiagnostik und Zelldygeutika der Heinrich-Heine-Universitat

Dusseldorf zur Verfiigung gestellt.

2.2 Materialien

2.2.1 Gerate und Software

ABI PRISM 7900HT Sequence Detection Systgpplied Biosystems, Applera Deutschland GmbH

Instrument (Darmstadt)

ABI PRISMSoftware Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH
(Darmstadt)

Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies (Waldbronn)

Agilent GeneArray Scanner 2500A Agilent Technologies (Waldbronn)

Beta-Szintillations€ounterMicroBeta TriLux Wallac (Turku, Finnland)

CryoboxCryo 1 freezing container Nalgene (Neerijse, Belgien)

CyclerMastercycler gradient Eppendorf (Hamburg)

Farbe-AutomasStainingmaster 2030 Bavimed (Birkenau)

Farbvideokamer&@CCD Sony

Filtermate Harvester Packard Bioscience

Geldokumentationssyste@elDoc 2000 Systemit BioRad (Minchen)

Software

Gelelektrophorese-Kamm&ub-Cell GT BioRad (Minchen)
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GeneChip Fluidics Station 400

Affymetrix (Santa Clara, USA)

GeneChip Hybridization Oven

Affymetrix (Santa Clara, USA)

HG-Focus GeneChips

Affymetrix (Santa Clara, USA)

LightCyclerSystem mitLightCyclerSoftware3.5

Roche (Mannheim)

MicroArray Suite 5.(Boftware

Affymetrix (Santa Clara, USA)

SpektrometeBioPhotometer Eppendorf (Hamburg)
ThermoriihreMR3302 Heidolph (Schwabach)
Thermoschttlemhermomixer comfort Eppendorf (Hamburg)

ZellzéhlgeraMicro Diff 1.

Beckman Coulter GmbH (Krefeld)

ZentrifugeBiofuge fresco

Heraeus (Osterode)

ZentrifugeMegafuge 1.0R

Heraeus (Osterode)

ZytometerFACScarundCellquestSoftware

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg).

Zusatzliche Software-Programme wurden verwendet:

affy Paket der ,R" Software

http://www.bioconductor.org/

ALFwin Sequence Analyser v2.1096ftware Amersham Pharmacia Biotech (Upps
Schweden)

ExcelSoftware Microsoft

Irfan ViewSoftware3.7 Irfan Skiljan (Wien, Osterreich)

PRIMER3Software http://www-
genome.wi.mit.edu/genome_software/other/primn
.htm|

SAMSoftwarev1.21(Significance Analysis of Microarrayshttp://www-stat.stanford.edu/_tibs/SAM/

IgBlastSoftware

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast

HLA Peptide Binding PredictioBoftware (BIMAS)

http://bimas.dcrt.nih.gov/cgi-

bin/molbio/ken_parker_comboform

2.2.2 Verbrauchsmaterialien

1,5 ml Reaktionsrohrchen

Eppendorf (Hamburg)

14 ml Réhrchen

Greiner Cellstar (Frickenhausen)

2 ml Reaktionsrohrchen

Eppendorf (Hamburg)

50 ml Réhrchen

BD Falcon (Franklin Lakes, USA)

96-Well-Nylonmembran-Kassetten

PerkinElmer (Shelton, CFAY

96-Well-Platten mit Rundboden

Corning (NY, USA)

96-Well-Platten mit transparenter Klebefolie fir das ABpplied Biosystems (Darmstadt)

PRISM-System

Bakterien-Kulturschalen

Greiner Cellstar (Frickanben)
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FACS-Ro6hrchen

BD Falcon (Franklin Lakes, USA)

Kuvetten 1 cm

Eppendorf (Hamburg)

LightCyclerKapillaren

Roche (Mannheim)

PCR-R6hrchen 0,2 ml und 0,5 ml

Biozym (Oldendorf)

TranswelltMembranen, Durchmesser 6,5 mm fir \&ll-

Platten, PorengréRe 8 um

Costar (Cambridge, MA, USA)

Zellkulturflaschen 175 cm

BD Falcon (UK)

2.2.3 Chemikalien und Enzyme

B-Mercaptoethanol

Merck (Darmstadt)

B-Szintillationsflissigkeit Beta Plate Scint

Wallac (Turku, Finnland)

Agarose (Agar-Agar technisch)

Merck (Darmstadt)

Ampicillin

Sigma (Steinheim)

AmpliTagPolymerase und PCR-Puffer

Applied Biosystems (iixtadt)

BD calibration beads

BD Biosciences (San Jose, USA)

Blue White Select Screening Solution

Sigma (Steinheim)

Borsaure

Merck (Darmstadt)

Brefeldin A

Sigma (Steinheim)

Carboxyfluorescein-Diazetat-Succinimidylester (CFDA
SE)

Molecular probes (Paisley, UK)

Cytofix / CytoperrLosung

BD Biosciences (San Jose, USA)

DMSO, 20 %Cryosure-DMSO

Wak-Chemie Medical (Steinbach)

DNA-Ladder100 bp

Promega (Madison, WI, USA)

dNTPs Amersham Biosciences (Braunschweig)
dNTPs Applied Biosystems (Darmstadt)

DTT Invitrogen (Karlsruhe)

EDTA Roth (Karlsruhe)

Ethanol Merck (Darmstadt)

Ethidiumbromid-Ldsung, 1 %ig

Sigma (Steinheim)

FACS-Flow

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

Fibronektin

Sigma (Steinheim)

Fotales Kélberserum (FCS)

PAA (Pasching, Ostejeic
Biochrom AG (Berlin)

Formalin-Losung, 37 %ig

Merck (Darmstadt)

Gelelektrophoresepuff@lue / Orange Loading dye

Promega (Madison, WI, USA)

Giemsa-Ldsung

Merck (Darmstadt)

Glutamin-L&sung, 200 mM

Sigma (Steinheim)

GM-CSFLeukine

Immunex (Seattle, USA)
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HCI0,1 N Merck (Darmstadt)
Hefeextrakt Beckton Dickinson (Le Pont de Claix, Frankreich
Hepes Biochrom AG (Berlin)

IFN-a2b IntronA

Griffith Micro Science (Rantigny, Frankreich)

lonomyzin

Sigma (Steinheim)

Isopropanol

Merck (Darmstadt)

Isotone Kochsalzlésung (0,9% NacCl)

Braun (Melsumge

Lymphoprep

Axis-Shield (Oslo, Norwegen)

May-Grinwald-Lésung

Merck (Darmstadt)

MgCl,

Applied Biosystems (Darmstadt)

MS2 Phagen-RNA

Roche (Mannheim)

MuLV reverse Transkriptase und PCR-Puffer Il

ApdlBiosystems (Darmstadt)

N6 randomPrimer

Invitrogen (Karlsruhe)

NaCL

Merck (Darmstadt)

NaOH

Merck (Darmstadt)

Oligo (dT)e -Primer

Applied Biosystems (Darmstadt)

Penicilin / Streptomycin-Lésung

Sigma (Steinheim)
Gibco (Paisley, UK)

Perm- / WasH.6sung

BD Biosciences (San Jose, USA)

Phorbolmyristatazetat (PMA)

Sigma (Steinheim)

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)

Biochrom Be&xl{n)

Propidiumiodid (PI)

Becton Dickinson (San Jose, USA)

rekombinanter TNFe

Sigma (Steinheim)

rekombinantes CCL19 (Mip8

Promocell (Heidelberg)

rekombinantes IL-2

Chiron

rekombinantes IL-4

Promocell (Heidelberg)

Restriktionsenzym EcoRI und Reaktionspuffer

Biak. dew England, USA)

Restriktionsenzym Pstl und Reaktionspuffer

BioLé@idsw England, USA)

reverse Transkriptase M-MLV und Reaktionspuffer

nvitrogen (Karlsruhe)

Rinderserumalbumin (BSA)

Merck (Darmstadt)

RLT-Puffer

Qiagen (Hilden)

RNase-freies Wasser

Qiagen (Hilden)

Rnase-Inhibitor

Applied Biosystems (Darmstadt)

RNasin / RNase-Inhibitor

Promega (Mannheim)

RosetteSepntikdrper-GemisciHuman Monocyte

Enrichment Cocktail

Stem Cell Technologies Inc. (Vancouver, Kanad

RPMI 1640 Medium mit Phenolrot

Biochrom AG (Be}lin

RPMI 1640 Medium ohne Phenolrot

Gibco (Paisley) UK

Humanes Serumalbumidlumanalbin20 %

Aventis Behring GmbH (Marburg)

TRIS

Merck (Darmstadt)
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Tritium-markiertes Thymidin*{H]-Thymidin) 1 mCi / ml

Amersham Biosciences (Brschweig)

Trypanblau-L&sung, 0,5 %ig

Biochrom AG (Berlin)

Trypton

Beckton Dickinson (Le Pont de Claix, Frankreich

X-VIVO 20 Medium

BioWhitaker Europe (Verviers, Bgn)

2.2.4 Kits

MACS NK cell separation Kit

Miltenyi (Bergisch Gladbach)

Assays-on-Demand Gene Expression Products

Applied Biosystems, Applera Deutschland Gm
(Darmstadt)

EnzoBioarray HighYield RNA Transcript Labeling Kit

Affymetrix (Santa Clara, USA)

GeneChip Sample Cleaniyodul fur Affymetrix

Qiagen (Hilden)

LightCycler FastStart DNA Master Hybridization P
Kit

Roche (Mannheim)

QIAamp DNA Blood Mini Kit

Qiagen (Hilden)

QIAprep Miniprep Kitzur Isolierung von Plasmid-DNA

Qiagen (Hilden)

QIAquick Gel ExtractiorKit

Qiagen (Hilden)

RNA 6000 Pico LabChip Kit

Caliper Technologies

RNeasy Mini Kit

Qiagen (Hilden)

Superscript Double-Stranded cDNA Synthesis Kit

Invitrogen (Karlsruhe)

Tagmang-Actin Control Reagentiit

Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)

TagMan Universal PCR Master Mixes

Applied Biosystems, Applera Deutschland Gm
(Darmstadt)

TOPO TA Cloning Kit

Invitrogen (Karlsruhe)

2.2.5 Monoklonale Antikorper

Antigen Konjugat Klon Quelle Spezifitat Anwendung Frma
CD1la PE H1149 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
CD3 PE SK7 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
CD3 FITC SK7 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
CD4 PerCP SK3 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
CD7 PE M-T701 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
CD8 PerCP SK1 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
CD11c PE S-HCL-3 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
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CD14 PE M®P9 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
CD16 PE 3G8 Maus Mensch FACS, IC FACS BD Bioscisnce
(San Jose, USA)
CD19 PE 4G7 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
CD23 PE EBVCS-5 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
CD38 PE HB7 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
CD40 PE 5C3 Maus Mensch FACS, IC FACB BD Bioscisnce
(San Jose, USA)
CD45 FITC HI30 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
CD49b FITC AK-7 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
CD54 PE LB-2 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
CD56 PE MY31 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
CD64 FITC 22 Maus Mensch FACS Beckman Coulter
(Marseille, Frankreich)
CD80 PE L307.4 Maus Mensch FACS, IC FACB BD Biascés
(San Jose, USA)
CD83 PE HB15e Maus Mensch FACS, IC FACB BD Biosmisn
(San Jose, USA)
CD86 PE IT2.2 Maus Mensch FACS, IC FAC$ BD Bioscen
(San Jose, USA)
CD123 PE 9F5 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
CD209 PE AZND1 Maus Mensch FACS Beckman Coulter
(Marseille, Frankreich)
HLA-DR PE L243 Maus Mensch FACS, IC FACS BD Biosties
(San Jose, USA)
NKp44 PE 7231 Maus Mensch FACS Beckman Coulter
(Marseille, Frankreich)
NKp46 PE 9E2/NKP46 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
NKG2D PE 1D11 Maus Mensch FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
TRAIL PE RIK-2 Maus Mensch FACS, IC FACS BD Biosuies
(San Jose, USA)
GZMB PE HC4 Maus Mensch IC FACS Holzel Diagnostika
(Koln)
IFN-y PE 4S.B3 Maus Mensch IC FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
IL-4 PE 8D4-8 Maus Mensch IC FACS BD Biosciences
(San Jose, USA)
CD28 ohne CD28.2 Maus Mensch Kostimulation BD Biesces

(San Jose, USA)
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CD49d ohne 9F10 Maus Mensch Kostimulatior BD Biesces

(San Jose, USA)

IgG1/ IgG2a FITC / PE X40/X39 Maus Mensch FACS BD Biosciences
Isotyp-Kontrolle (San Jose, USA)

IgG1 PE MOPC-21 Maus Mensch FACS, IC FAC$ BD Biosciences
Isotyp-Kontrolle (San Jose, USA)

IgG1 FITC MOPC-21 Maus Mensch FACS BD Biosciences
Isotyp-Kontrolle (San Jose, USA)
IgG2a PE G155-178 Maus Mensch FACS, IC FACS, BD Biosmien
Isotyp-Kontrolle (San Jose, USA)

Abkirzungen: FACSfluorescence activated cell sortingITC, Fluoreszeinthiocyanat; IC intrazellular; ,PE

Phycoerythrin; PerCP, Peridinin Chlorophyll a Pirote

2.2.6 Synthetische Oligonukleotide

Primer Nukleotidsequenz Anwendung Firma Referenz
Oligo-dT- 5-GGC CAG TGA ATT GTA ATA CGA CTC ACT ATA cDNA-Synthese Metabion
T7-Promoter| GGG AGG CGG TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT-3] fijr Microarray-Analyse|  (Martinsried)
FR1c 5-AGG TGC AGC TGS WGS AGT CDG G-3’ Vorwarts-Primer fur Thermo Hybaid | Aubinet al.1995
Konsensus IgH PCR (Ulm) [112]
Ji1245 5’-ACC TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT-3" Ruckwarts-Primer fir | Thermo Hybaid | Aubinet al.1995
Konsensus IgH PCR (Ulm) [112]
3 5-TAC CTG AAG AGA CGG TGACCATTG T-3' Ruckwarts-Primer fur | Thermo Hybaid Aubin et al. 1995
Konsensus IgH PCR (Ulm) [112]
J6 5-ACC TGA GGA GAC GGT GAC CGT GGT-3’ Ruckwarts-Primer fir | Thermo Hybaid | Aubinet al.1995
Konsensus IgH PCR (Ulm) [112]
M13 5-GTAAAACGACGGCCAG-3’ Sequenzierung Invitrogen
Vorwarts- (Karlsruhe)
Primer

Abkirzungen: A = Adenin; G = Guanin; T = Thymin=QCytosin; D = G, Aoder T; S = G oder C; W = Aend

T nach dem IUB Code.

2.2.7 Verwendete Puffer und Losungen

MACS-Puffer:

PBS

0,5 % humanes Serumalbumin
2 mM EDTA
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IFN-Medium:
X-VIVO 20 Medium
1000 U / ml IFNe&
1000 U / ml GM-CSF

IL-4-Medium:
X-VIVO 20 Medium
500 U/ ml IL-4

800 U/ ml GM-CSF

TNF-Medium:
X-VIVO 20 Medium
1000 U / ml TNFa
800 U / ml GM-CSF

Einfriermedium :

RPMI 1640 Medium ohne Phenolrot
2 % (v / v) Humanalbumin

20 %CryosureDMSO

T-Zell-Medium:

RPMI 1640 Medium mit Phenolrot

10 % FCS

2 mM Glutamin

100 U / ml Penicilin / 100ug / ml Streptomycin

NK-Zell-Medium :

RPMI 1640 Medium

10 % FCS

1 % Penicilin / Streptomycin-Lésung
5 % Humanalbin

1000 U/ ml IL-2

35



K562-Medium:
RPMI 1640 Medium
10 % FCS

1XTBE-Puffer:
H.0

89 mM Tris

89 mM Borsaure
2 mM EDTA

2.3 Methoden

2.3.1 Herstellung und Analyse von Zellpraparationen

Alle Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingundsergestellt und bei 37 °C und 5 % £0
Atmosphére in einem Brutschrank inkubiert. Wasch#ehwurden, wenn nicht anders
vermerkt, mit PBS durchgefuhrt.

2.3.1.1 Gewinnung mononuklearer Zellen

Zur Gewinnung von MNCs wurde eine Dichtegradiengeizfugation durchgefuhrt. Hierzu
wurden 10 bis 25 ml peripheres Blut vorsichtig auf gleiches Volumen in 50 ml Réhrchen
vorgelegtes Lymphoprep geschichtet. Nach 30 min. Zentrifugation bei 1.290und

Raumtemperatur wurden die angereicherten MNCs aldigi mit einer Pipette aus der
entstandenen Interphase zwischen PlasmalLyntphoprepentnommen. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS und 10 min. Zentrifugation bei Q.gGvurden die sedimentierten Zellen in

kleinen Volumina Medium je nach Verwendung resusipan

2.3.1.2 Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung

Zellzahlen wurden mit Hilfe eines automatischenzzdilgerates ermittelt. Die Ergebnisse flr
die Leukozytenkonzentrationen von ZellsuspensioimeiMedien oder Puffern entsprechen

stichprobenartig den Werten, die durch ZahlungnereNeubauerkammer bestimmt wurden.
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Fur die Bestimmung der Vitalitatt wurden die Zellsessionen mit &quivalentem
Volumen einer 0,5 %igen (w / v) Trypanblau-Losurgdiinnt. Dieser Farbstoff dringt in tote
Zellen mit Membranschadigungen ein, wéahrend vifakken ungefarbt bleiben. Die Viabilitat
der Zellen wurde durch lichtmikroskopische Auszaflblaugefarbter und ungefarbter Zellen
mit einer Neubauerkammer nach folgendem ScheméatelmViabilitdt = ungeféarbte Zellen
je Flacheneinheit / (gefarbte + ungefarbte ZeleeRlacheneinheit).

2.3.1.3 Anreicherung von Monozyten durch Negativselektion

Zur Anreicherung von Monozyten durch Negativsetaktwurde peripheres Blut vor der
Dichtegradientenzentrifugation zunachst 20 min. B0t pl je ml Blut einesRosetteSep
Antikorper-Gemisches nach Angaben des Herstelléwbiert. Dieses Antikérper-Gemisch
depletiert CD2+, CD3+, CD8+, CD19+, CD56+ und CD6&tellen durch Quervernetzung
der Zellen mit den Erythrozyten. Anschlielend wudie Blutprobe mit dem 1,5-fachen
Volumen MACSPuffer versetzt und eine Dichtegradientenzentafion durchgefiuhrt.
Hierbei sedimentierten die mit den Erythrozyten rgemetzten Leukozyten. Die
angereicherten Monozyten wurden durch Abnahme wkerghase gewonnen und zweimal
mit PBS gewaschen. Zur Generierung von DCs wurdenvibnozyten im entsprechenden
Medium resuspendiert und auf eine Zelldichte vowae®-4x16 Zellen / ml verdinnt.
SchlieRlich wurden etwa 1-2x10Zellen in 50 ml Medium in je eine 175 €&m
Plastikkulturflasche gegeben.

2.3.1.4 Anreicherung von Monozyten durch das Adharenz-Verfaren

Beim Adharenz-Verfahren wurden die durch Dichtegmanzentrifugation gewonnenen
MNCs in serumfreies X-VIVO 20 Medium ohne weiteregdben aufgenommen und auf eine
Dichte von ca. 4x10Zellen / ml verdiinnt. Etwa 2x¥@ellen in 50 ml wurden in je eine 175
cn? Kulturflasche tiberfithrt und 1-2 h inkubiert. Iresiéer Zeit adharieren Monozyten auf der
Plastikoberflache. Andere Zellen wurden dann mindgberstand verworfen. Der Zellrasen
in der Kulturflasche wurde vor der Zugabe von 50 dak entsprechenden Mediums zur

Herstellung von DCs dreimal mit PBS gewaschen.
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2.3.1.5 Kultivierung von dendritischen Zellen

IFN-DCs wurden durch dreitagige Inkubation der Moyten mit serumfreiem IFN-Medium
generiert. Fur die Herstellung von IL-4 / TNF-DCsirden die Monozyten zunachst fur 5
Tage in serumfreiem IL-4-Medium inkubiert. Im Anseds wurde das Medium zur Reifung
der DCs gewechselt. Hierzu wurde die Zellsuspenaiss der Flasche entnommen und 10
min. bei 1.200 g zentrifugiert. Der Uberstand wuetgnommen und durch TNF-Medium
ersetzt. Die sedimentierten Zellen wurden resudpendind fir zwei weitere Tage in
derselben Kulturflasche inkubiert.

DCs verlieren ihre Adhasivitat auf PlastikoberfléaohSie wurden nach der Kulturperiode
mit dem Uberstand aus der Kulturflasche entnomniar. Zellrasen wurde dreimal unter
kraftigem Schiitteln mit PBS nachgewaschen und dierélande gesammelt. Die Zellen
wurden herunterzentrifugiert, in einem Rohrcherewegt und erneut mit PBS gewaschen.
Schlief3lich wurden sie in wenigen Millilitern sertraiem X-VIVO 20 Medium ohne Zusatze
zur Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung bzw. zur Wendung fir weitere Experimente

resuspendiert.

2.3.1.6 Kryokonservierung und Auftauen von Zellpraparationen

Fur spatere Analysen wurden die Zellen kryokongetvHierzu wurden die Zellsuspensionen
mit einem aquivalenten Volumen Einfriermedium vézseDie Praparationen wurden in
Aliquots & 5x16 oder 1x10 Zellen in 1,8 ml Kryordhrchen abgefiillt. Zur laagsen
Herunterkihlung wurden die Roéhrchen in ei@yobox in einen —80 °C Gefrierschrank
gestellt. Hierdurch wurde eine annahernd lineamngeratursenkung von etwa 1 °C / min.
gewabhrleistet.
Zum Auftauen wurden die Aliquots schnell bei Handw& aufgetaut und die

Zellsuspension in kaltes vorgelegtes PBS Uberfibig.Zellen wurden herunterzentrifugiert,
in PBS gewaschen und je nach Anwendung in 1 ml Madyder PBS resuspendiert und auf

die entsprechenden Zellzahlen verdinnt.

2.3.1.7 Farbung von Zellpraparaten und Mikroskopie

In PBS resuspendierte Zellen wurden zur mikroslab@a Untersuchung in einem Tropfen

auf einen unbeschichteten Objekttrager pipettied zur Trocknung stehengelassen. Mit den

getrockneten Préparaten wurde eine panoptischeufigrbach Pappenheim durchgefiihrt,

einer optimierten Kombinationsfarbetechnik, die tioemalfig zur Farbung von Blut- und
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Knochenmarkausstrichen angewandt wird. Die Farlzeghar wurde automatisch mit Hilfe
eines Farbe-Automaten durchgefuhrt. Einzelzellendem lichtmikroskopisch bei 630-facher
VergroRerung betrachtet, mit einer Farbvideokarfeagrafiert und mit Hilfe detrfan View

Software digitalisiert.

2.3.1.8 Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung des Anteils residualer Lymphozytemd u Monozyten in der
Gesamtzellpopulation wurden die Zellen mit folgamdatikGrpern markiert:

CD45-FITC (Leukozyten), CD3-PE (T-Zellen), CD14-R&onozyten), CD19-PE (B-Zellen)
und CD56-PE (NK-Zellen).

Zur Analyse der Monozyten- und DC-Populationen weardlie Zellen mit folgenden
Antikorpern markiert: CD45-FITC, CD14-PE, CDla-RED11c-PE, CD23-PE, CD38-PE,
CD40-PE, CD54-PE, CD64-FITC, CD80-PE, CD83-PE, CIP& CD123-PE, CD209-PE
und HLA-DR-PE.

Zur Analyse von NK-Zell-Markern wurden folgende Adirper verwendet: CD49b-
FITC, CD56-PE, NKp44-PE, NKp46-PE, NKG2D-PE und TIRAE.

Fur die immunphanotypische Analyse der Zellen warge 10 pl der FITC- oder PE-
konjugierten, monoklonalen Antikorper in beschteégt&ACS-Roéhrchen vorgelegt. Etwa 100
ul Zellsuspension mit ca. 1x1@ellen wurden dazugegeben und 30 min. bei 4 °©imkeln
inkubiert. Hiernach wurden die Zellen mit PBS gestesn, 5 min. bei 1.200 g abzentrifugiert
und in etwa 250 pl einer 0,5 %igen Formalin-LosimgACS-Flowfixiert.

In einigen Experimenten wurden die Zellmembranearefiie intrazellulare Detektion der
Proteine vor der Antikérper-Markierung permeabdisi Hierzu wurden 5x0 Zellen
vorsichtig in 6 ml der Saponin-haltig€ytofix / CytoperniLdsung resuspendiert und 20 min.
bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Anschliel3end wurdkea Zellen zweimal mit etwa 4 ml einer
ebenfalls Saponin-haltigeRerm- / WasH.6sung gewaschen und in 1-3 Rérm- / Wash
Losung resuspendiert. Je 100 ul der Zellsuspensiomen zu je 20 ul der vorgelegten
Antikorper fur die intrazytoplasmatische Markierymgettiert und 30 bis 45 min. bei 4 °C im
Dunkeln inkubiert. Schliel3lich wurden die ZellentrRBS gewaschen und mit 250 ul 0,5
%iger Formalin-Losung fixiert.

Die durchflusszytometrische Messung wurde mit einEACScan Zytometer unter
Verwendung derCellquest Software durchgefiihrt. Verschiedene Leukozyten|adjmnen
wurden mit Hilfe eines FSC- / SSC-Diagramms (Votgdrund Seitwarts-Streulicht)

voneinander abgegrenztAbbildung 2.1 zeigt die verschiedenen Regionen fir die
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Eingrenzungen von Monozyten oder DCs (,Monozy@ate' oder ,DC-Gate, R1),
Lymphozyten (,Lymphozyterisate’, R2) und allen Zellen (,Gesan@ate’, R3). Ereignisse
mit geringen FSC-Werten entsprechen Zelldebris Eryhrozyten und wurden nicht in die
Auswertung einbezogen. Die Fluoreszenzeigenschaferverschiedenen Regionen wurden

separat ausgewertet.

Abbildung 2.1: Typisches Erscheinungsbild einer
DC-Préparation bei der durchflusszytometrische
Messung im FSC- / SSC-Diagramm. Verschieden
Leukozytenpopulationen kdnnen anhand ihrer FSG-
/ SSC-Eigenschaften in diesem Diagramm von
einander abgegrenzt werden. R1 stellt das
.Monozyten- /| DCGatée' dar. R2 reprasentiert die
Lymphozytenpopulation, und im ,Gesa@ate
R3 werden alle Leukozyten erfasst. Ereignisse m
kleineren FSC-Werten entsprechen Erythrozyte
und Zell-Debris.

J9a3
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Die Gerateeinstellungen wurden so gewahlt, dassl®@®-% der Ereignisse von
Kontrollansatzen, die mit unspezifischen IsotypiRétpern markiert wurden, im linken
unteren Quadranten des Diagramms lagen. Fir dieraepMessung von Monozyten und
DCs (R1), die eine starkere Eigenfluoreszenz alsnphypzyten zeigen, wurden die
Fluoreszenzverstarker entsprechend herunterregulier

Fur jede Messung wurden jeweils 5.000 Ereignisdeden entsprechenden FSC- / SSC-
Eigenschaften akquiriert. Ereignisse mit groReréiuoreszenzwerten als in der Isotyp-
Kontrolle wurden positiv gewertet. Die Ergebnissarden als das Verhaltnis der positiv
markierten CD45+ Zellen zu allen CD45+ Zellen d&satesin Prozent oder als mittlere
Fluoreszenzintensitaten (MFI) ausgedriickt. Graphiswurden die Ergebnisse als

zweidimensionale Diagramme oder Histogramme dagtiest

2.3.1.9 Allogene gemischte Leukozyten-Reaktion (MLR)

Zur Funktionstestung der DCs wurden frisch geworralogene MNCs aus dem peripheren
Blut immer desselben gesunden Spenders (Respotidejza T-Zell-Medium resuspendiert
und auf eine Dichte von 2xi@ellen / ml verdiinnt. Diese wurden bis zur Verwamgl in
einem 14 ml Réhrchen mit losem Deckel bei 37 °Quim&rt. Parallel wurde je ein Aliquot
kryokonservierter DCs als Stimulatorzellen aufget@iese wurden mit PBS gewaschen, in

T-Zell-Medium resuspendiert und auf eine Dichte vbrl® Zellen / ml verdinnt. Zur
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Vermeidung einer potenziellen Hintergrund-Prolifema der Stimulatorzellen wurden diese
mit einer y-Strahlung von 30 Gy behandelt. Hierzu wurden di€- und Monozyten-
Praparationen in je einem 14 ml Roéhrchen auf Eislas Institut fur Umwelthygiene der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf transportiemid dort von einem Mitarbeiter der
Abteilung fir Immunologie im Nuklearbereich destings tber 5 min. mit einer Caesium-
Quelle bestrahlt, was 30 Gy entspricht. Im Anschliwairde eine Verdunnungsreihe der
bestrahlten  Stimulatorzellen hergestellt. Die Statarzellen wurden dann in
unterschiedlichen Zellzahlen & 5X1@x1¢" und 5x18 in jeweils 100 pl in je ein LochNell)
einer beschrifteten 98/ellPlatte mit Rundboden vorgelegt. Danach wurden &0l
Responderzellen dazupipettiert. Zur Verstarkungzifigeher Proliferationsantworten der
Responderzellen wurden die kostimulatorischen Amgkr gegen CD28 und CD49d mit
einer Endkonzentration von je 1 pug / ml dazugegeBés Negativ-Kontrollen wurden das
Medium alleine, Responderzellen ohne Zugabe vomuditorzellen sowie Stimulatorzellen
alleine angesetzt. Als Positiv-Kontrolle wurden pRasderzellen mit 1 pg / ml lonomyzin und
10 ng / ml Phorbolmyristatazetat (PMA) inkubiertlleA Kulturen wurden in einem
Gesamtvolumen von 200 pl im Triplikat angesetze Deflllte 96wWell-Platte wurde 4 Tage
bei 37 °C inkubiert. Nach drei Tagen wurden fir ldizten 18-20 h der Kulturdauer in jedes
befilllte Well 10 pl & 1 pCi einer frisch angesetzten Lésung fbifr Thymidin in T-Zell-
Medium dazupipettiert. Das Wasserstoff-Isotop Writj 3[H], ist ein B-Strahler mit einer
geringen Reichweite von 6 mm und einer Halbwertszm 12,3 Jahren.

Nach der Kultivierung wurden die Zellen mit einerm aine Druckpumpe
angeschlossenehiltermate-Harvesterauf eine 96A/eltNylonmembran-Kassette Uberfuhrt.
Nicht inkorporierte radioaktiv markierte Nukleotigdairden durch mehrmaliges Waschen der
Membran mit destilliertem Wasser mit Hilfe ddarvestersabgespiilt. Die Membran wurde
mindestens einen Tag zur Trocknung stehen geladsschlielRend wurden in jed®¢ell der
Nylonmembran-Kassette 25 pl eingsSzintillationsflissigkeit pipettiert. Die Messurtgr
Radioaktivitdt des inkorporierten Tritium-markierteThymidins wurde mit einen-
SzintillationsCounter durchgefiuihrt. Die gemessenedounts pro Minute (cpm) sind
proportional zur Menge der inkorporierten markieréukleotide.

Mit Hilfe eines an derCounterangeschlossenen Computers wurden die cpm-Werge unt
Verwendung der mitgelieferten Software in &rcetDokument Uberfihrt und ausgewertet.
Aus den cpm-Werten der Triplikate wurden Durchsttbwerte ermittelt. Stimulations-
Indizes (SI) wurden nach folgender Formel berech&ét= cpm stimulierter MNCs / cpm

unstimulierter MNCs.
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2.3.1.10Intrazellulare durchflusszytometrische Zytokindetektion

Wie bei der MLR wurden allogene Responderzelleregigesunden Spenders verwendet
sowie aufgetaute Aliquots kryokonservierter DCs Mdnozyten. 1x1® Responderzellen
wurden mit je 5x1b Stimulatorzellen in einem Gesamtvolumen von 200 {Zell-Medium
ohne weitere Zugaben in je einemVell einer 96WellPlatte mit Rundboden
zusammengegeben. Je Stimulatorzell-Praparationemusd mindestens Mellsbefillt. Als
Negativ-Kontrolle wurden Responderzellen ohne Zegain Stimulatorzellen angesetzt. Wie
fur die MLR wurden als Positiv-Kontrolle Respondadlen mit 1 ug / ml lonomyzin und 10
ng / ml PMA inkubiert. Die beftillte 98VellPlatte wurde drei Tage bei 37 °C inkubiert. Fur
die letzten 4 h der Kulturdauer wurden in jedlésll 10 ug / ml Brefeldin A zugesetzt. Diese
chemische Substanz blockiert die Funktion des Gbpgarates und somit die
Sekretionsmaschinerie der Zelle. Hierdurch akkuemeh die normalerweise sezernierten
Zytokine in der Zelle und kénnen durch intrazytgpfatische Durchflusszytometrie
detektiert werden.

Nach der Kultur wurden die Zellsuspensionen jewgitscher Ansatze in einem 14 ml
Rohrchen vereinigt. Digvellswurden mit PBS nachgesplilt. Hiernach wurden dexrgeten
Zellen 10 min. bei 1.200 g abzentrifugiert. Der tand wurde bis auf etwa 500 pl
abpipettiert und verworfen. Die Zellen wurden imsRéerstand resuspendiert.

Fur die Markierung der Zellen wurden ein FITC-kangrter Antikdrper gegen CD3, ein
PE-konjugierter unspezifischer Antikdrper und PEjkgierte AntikOrper gegen die Zytokine
IFN-y bzw. IL-4 sowie PerCP-konjugierte Antikorper gegé4 und CD8 verwendet.
Zunachst wurden nur die Antikérper gegen Zelloldetienmolekuile (je ein FITC- und ein
PerCP-konjugierter Antikérper) a jeweils 10 pl ine dbeschrifteten FACS-Ro6hrchen
vorgelegt. Die PE-konjugierten Antikorper sollterirazellular binden und wurden daher erst
nach dem Permeabilisierungsschritt eingesetzt. AGSFROhrchen wurden nach Vorgabe
jeweils etwa 100 ul der gesammelten Zellsuspensiaugegeben und 30 min. bei 4 °C im
Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurden die Zelleit RBS gewaschen und abzentrifugiert.
Zur Permeabilisierung und Fixierung der Zellmembramden die Zellen vorsichtig in 250 pl
der Cytofix / CytoperriLdsung resuspendiert und 20 min. bei 4 °C im Dimkekubiert.
Hiernach wurden die Zellen zweimal mit 2 merm- / WasH.0sung gewaschen. Nach
Zugabe von 20 pl des PE-konjugierten Antikorpergege IL-4 oder IFNy bzw. des
Kontrollantikbrpers fir die intrazytoplasmatischeamidierung wurden die Zellen in der
Restflissigkeit resuspendiert und 30 bis 45 min4B€ im Dunkeln inkubiert, anschlie3end

gewaschen und fixiert. Die durchflusszytometriscMessung wurde wie fur die
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immunphanotypische Analyse beschrieben durchgefiiBei jeder Messung wurden
mindestens 10.000 CD3+ Ereignisse akquiriert. Fig Auswertung der spezifischen
Detektion von IFNy und IL-4 wurden sowohl alle CD3+ T-Zellen insgesais auch die
Subpopulationen von CD4+ und CD8+ T-Zellen betrecht

2.3.1.11Migrationsassay

Migrationsexperimente wurden mit Hilfe von 6,5 mnurBhmesser gro3eidranswelt
Membranen mit einer PorengroRe von 8 um furVWaHPlatten durchgefuhrt. Die
Membranen wurden zunachst mit 30 ug 7 &ibronektin beschichtet. Hierzu wurden 3,3 pg
Fibronektin in 300 ul PBS in jed&¥ell pipettiert und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Deima
wurde die Losung aspiriert und zur Blockierung wmiischer Bindungsstellen durch 300 pl
einer 1 %igen BSA-L6sung in PBS ersetzt und die bramen 30 min. bei 37 °C inkubiert.
Nach Abnahme der BSA-LOsung wurden die Membranegirmal mit 300 pl einer 25 mM
Hepes-Losung gewaschen. Parallel wurden kryokoieseevDC-Aliquots aufgetaut und die
Zellen in serumfreiem X-VIVO 20 Medium resuspentliend auf eine Dichte von 1,66X2L0
ml verdiinnt. In die obere Kammer d&smansweltSystems wurden 2,5x1®Cs in 150 pl
Medium gefillt. In die untere Kammer wurden 500Medium mit oder ohne Zugabe von
100 ng / ml des rekombinanten Chemokins CCL19 gagebie Ansatze wurden 2 h bei 37
°C inkubiert. Zur Bestimmung der Zahl migrierterllZa wurde das komplette Medium aus
der unteren Kammer sorgféltig abgenommen und ichrgete FACS-RoOhrchen Uberfuhrt.
Die absolute Zellzahlbestimmung wurde mit Hilfe d@archflusszytometrie, wie fur die
immunphanotypische Analyse beschrieben, durchgefiitherzu wurden vor der Messung
nach Auszahlung in einer Neubauerkammer 20.000 Hidrgugierte Kunststoffkiigelchen
(BD calibration beadsin ca. 20 ul in jedes FACS-ROhrchen dazugegebede Messung
wurde solange durchgefthrt, bis 5.000 Kugelchea,sith durch einen geringen FSC-Wert
und hohe FITC-Fluoreszenzintensitat auszeichnequia&rt waren, d.h. ein Viertel des
Gesamtvolumens. Die absolute Zahl der migrierters B@rde dann durch folgende Formel
errechnet:

Zahl migrierter Zellen = (Zahl der Ereignisse m8C / SSC-Eigenschaften von DCs) x 4.

2.3.1.12Zytotoxizitatsassay

Um das zytotoxische Potenzial von DCs gegeniuber ofzellen zu testen, wurden

Kokulturexperimente von DCs mit der Zelllinie K56®urchgefiihrt und die Lyse der
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Tumorzellen durchflusszytometrisch analysiert. Bi#&62-Zellen wurden in K562-Medium
kultiviert. Zur Markierung wurden die K562-Zellenmzchst in PBS gewaschen, 1xZ@llen
in 1 ml PBS mit 0.5 uM Carboxyfluorescein-Diazefatecinimidylester (CFDA-SE)
resuspendiert und 15 min. bei 37 °C inkubiert. Atis€@end wurden die mit CFDA-SE
markierten Zellen in K562-Medium gewaschen und 401X ml resuspendiert. Fiir die
Kokultur wurden frisch praparierte DCs im gleichbtedium resuspendiert. Als Positiv-
Kontrolle wurden IL-2-aktivierte NK-Zellen verwenideDie NK-Zellen wurden mit dem
MACS NK cell separation Kihach Angaben des Herstellers aus dem Blut einssngen
Spenders selektioniert und tber 4-5 Wochen in haRigem NK-Zell-Medium kultiviert.
Die humane Lymphom-B-Zelllinie MHH-PREB-1 dientes d\egativ-Kontrolle. Je Ansatz
wurden 1x10 K562-Zellen mit unterschiedlichen Effektorzellzahla 2x18, 2x10, 1x10
und 5x108 Zellen in einem Gesamtvolumen von 1 ml in FACS-RHbknN iiber 4 h bei 37 °C
kokultiviert.

Nach der Kultur wurden die Zellen einmal in kalt®¥BS gewaschen und zur Detektion
lysierter Zellen mit 2 pl 1:100 verdinnter Propmiodid-Losung versetzt. Schlief3lich
wurden die Zellen wie oben beschrieben durchflussagtrisch analysiert. Die spezifische
Lyse durch die Effektorzellen wurde anhand des isteter K562-Zellen entsprechend der
folgenden Formel berechnet: % spezifische Lyse zeihrder Pl+ CFDA-SE-markierten
Zellen nach Zugabe von Effektorzellen — Anteil &+ CFDA-SE-markierten Zellen ohne

Effektorzellen.

2.3.1.13Genexpressionsanalyse

2.3.1.13.1 Theoretischer Hintergrund

Zur Analyse der differenziellen Genexpression vBN-DCs und IL-4 / TNF-DCs wurden
MRNA-Préaparationen mit Hilfe deMicroarray-Technik analysiert. Dieses Verfahren
ermdoglicht es, parallel die Expression von mehrdi@msend Genen zu untersuchen. In dieser
Studie kam dasseneChipExpressionsanalyse-Verfahren flr eukaryotische RIAFirma
Affymetrix zur Anwendung. Zur Aufbereitung der RN&oben fur die Hybridisierung auf
den Microarrays wurden Protokolle und Geréate verwendet, die in pé@vation der Firmen
Affymetrix, Invitrogen, Qiagen und Agilent Techngles entwickelt wurden.

Nach Extraktion der Gesamt-RNA aus Zelllysaten vdiel Gesamt-mRNA mittels eines
Oligo-dT-Primers mit einer 5"-angehéngten T7-Prarsgquenz Uber reverse Transkription

(RT) in cDNA umgeschrieben. Diese wird dann duricte é vitro Transkriptionsreaktion in
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Anwesenheit biotinylierter Ribonukleotide in eidetisensecRNA Uberfuhrt, amplifiziert
und zu kirzeren Stucken fragmentiert. Anschlief@nfmlgt die Hybridisierung dieser Biotin-
markierten cRNA-Fragmente auf demicroarray. Hier sind durch ein kombiniertes
Verfahren aus Fotolithografie und kombinatoriscB&emie auf einer beschichteten Quartz-
Oberflache von etwa 2 énDligonukleotide mit cDNA-Sequenzen von etwa 25 Idakiden
Lange aufgebracht. Diese Nukleotidlange ermégkahe sehr spezifische Hybridisierung der
RNA-Molekule. Unterschiedliche Oligonukleotide sijgaiveils in millionenfacher Kopienzahl
in definierten Abschnitten tiles) des Microarrays vorhanden. Nach Inkubation mit
Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE) und einem bidigryen Anti-Streptavidin-Antikdrper
zur Verstarkung des Signals kann die Fluoreszemzsdezifisch an die Oligonukleotide
gebundenen biotinylierten cRNA-Molekile mit einerachauflésenden Scanner detektiert
werden. Die Daten werden mit einem angeschloss@umputer und spezieller Software
analysiert.

Um eine mdoglichst hohe Sensitivitat zu erreicheirdwedes Gen durch einen Satz
verschiedener Oligonukleotidprobe setreprasentiert. Die Fluoreszenzintensitat flir@emn
wird Uber die Signale der hybridisierten RNA-Fragiteeeinegprobe setgemittelt. Um die
Daten der einzelneNlicroarrays miteinander vergleichen zu kdnnen, werden die téetten
Gesamtfluoreszenzintensitaten déficroarrays normalisiert. Anhand mathematischer
Algorithmen kann aus den normalisierten Daten eafilRder differenziell exprimierten Gene

erstellt werden.

2.3.1.13.2 RNA-Extraktion aus Zellpraparationen

Die Gesamt-RNA aus je 5 IFN-DC- und 5 IL-4 / TNF-IRgaparationen wurde mit Hilfe des
RNeasy Mini Kitdur RNA-Mengen bis 100 pg nach Angaben des Héesseéxtrahiert. Alle
Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrerfidi wurden zunéchst jeweils 1X10
Zellen durch zweiminitige Zentrifugation bei maxieraumdrehungszahl sedimentiert. Das
Pellet wurde anschlieBend in 6Q0 Guanidin-lsothiozyanat (GITC) -haltigem RLT-Puffe
mit 1 % [-Mercaptoethanol resuspendiert und bis zur Préaparater RNA bei —20 °C
gelagert. GITC un@-Mercaptoethanol denaturieren kontaminierende RiNase

Zur Homogenisierung wurden die eingefrorenen Zsditg aufgetaut und direkt auf eine
QIAshredderSaule in einem 2 ml Sammelrohrchen gegeben und 2 bai maximaler
Umdrehungszahl zentrifugiert. Hierbei werden hodyapere, molekulare Strukturen wie

DNA in einem speziellen Biopolymer der Saule durSbherkrafte fragmentiert. Der
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homogenisierte Durchfluss wurde mit 600 ul Ethaversetzt und gemischt. Das Gemisch
wurde auf eineSpinSaule gegeben und zur Adsorption der RNA an digkd®HGel-
Membran der Séule 15 sec. zentrifugiert und decBfluss verworfen. Die adsorbierte RNA
wurde durch Zugabe von 700 RW1Puffer und Zentrifugation fur 15 sec. und
anschlieBender Zugabe von 500RRBREPuffer und zweiminitiger Zentrifugation gewaschen.
Die RNA wurde durch Zugabe von 50 pl RNase-freiemasgér und einmindtiger
Zentrifugation in ein 1,5 ml Reaktionsréhrchen etuund bis zur weiteren Verwendung auf
Eis gestellt oder bei —20 °C eingefroren.

Die Konzentration der RNA wurde in einem Spektranetiurch Bestimmung der
Extinktion B der LOsung in einer 1 cm Kivette bei einer Weliagle von 260 nm mit einer
spezifischen Extinktion fur RNA von (40 ng / pl)E] ermittelt. Die Qualitat der RNA-

Praparation wurde extern bestimmt (vgl. AbschnBt213.7).

2.3.1.13.3 cDNA-Synthese

FUr den RT-Reaktionsansatz in einem Gesamtvolumen2@ pl wurden zunachst 5 pg der
Gesamt-RNA und 100 pmol eines Oligo-dT-Primers aiitem 39 Nukleotide langen 5'-
Anhang eines T7-RNA-Polymerase-Promoters in 12 Nase-freiem Wasser gemischt und
zur Denaturierung 10 min. bei 70 °C inkubiert. Amiggl3end wurde die denaturierte RNA auf
Eis abgekuhlt. Die RT-Reaktion und die Doppelstr&ygthese wurden mit deBuperscript
Double-Stranded cDNA Synthesis Kach Angaben des Herstellers fir Gesamt-RNA mit
weniger als 25 pg durchgefihrt. Die Pipettierschanmgind im Folgenden tabellarisch

dargestellt.

Ansetzen des RT-Reaktionspuffers:

Volumen Endkonzentration
5 x First Strand Reaction Buffef250 mM Tris-HCI, pH 8,3; 375 mM KCI; 15 mM Mggl 4l 1x
0,1 MDTT 2ul 10 mM
10 mM dNTPs (je 10 mM dATP; dGTP; dCTP und dTTP) 1l 0,5 mM

Diese Mischung sowie die denaturierte RNA wurdempasa fir 2 min. bei 42 °C

vorinkubiert. Danach wurden die Anséatze unter Zegadr reversen Transkriptase vereinigt:

Zugabe der denaturierten RNA mit Oligo-dT-Primer 12 ul 5uM Primer
200 U/ plSuperscript lIReverse Transkriptase 1 pl 10U /pl
Gesamtvolumen 20 pl
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Der vollstandige RT-Reaktionsansatz wurde 1 h b&i 4 weiter inkubiert. Die

Zweitstrangsynthese wurde durch Zugabe folgendag&ezien in 150 ul angestzt:

Volumen Endkonzentration
RT-Produkt 20 pl
H,O-DEPC 91 pl
5xSecond Strand Reaction Buff@é00 mM Tris-HCI, pH 6,9; 450 mM KCI; 23 mM Mggl 30 pl 1x
0,75 mMB-NAD"; 50 mM (NH,),SQ ]
10mM dNTPs 3pul 0,25 mM
10U / plE.coli DNA-Ligase 1ul 0,067 U/ pl
10U / plE.coli DNA-Polymerase 4l 0,27 U / pl
2U / ul RNase H 1ul 0,013 U/ pl
Gesamtvolumen 150 pl

Dieser Ansatz wurde 2 h bei 16 °C inkubiert. Im émsss wurden 10 U in 2 pl T4-DNA-
Polymerase zugesetzt und weitere 5 min. bei 16 rikiibiert. Schlie3lich wurde das
doppelstrangige cDNA-Produkt mit 10 ul einer 0,5LKsung (Endkonzentration 3 mM)
EDTA versetzt und auf Eis gestellt.

2.3.1.13.4 Aufreinigung der doppelstrangigen cDNA

Die Aufreinigung der doppelstrangigen cDNA wurdet rililfe des GeneChip Sample
CleanupModuls durchgefuhrt. Bei dieser Reinigung werdesa dioppelstrangige cDNA an
eine Saulen-Matrix gebunden und kontaminierendeadseile mit Hilfe von Waschpuffern
durch Zentrifugation entfernt. Zunachst wurde desiBkt der Erst- und Zweitstrangsynthese
mit 600 plcDNA Binding Buffewversetzt und gevortext. Danach wurde dieses Génast
eine IVT cRNA CleanuispinSaule geladen, eine Minute bei maximaler Umdrebnalgl
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Zum \&an wurden 750 (dDNA Wash Buffer
auf die Saule gegeben und 1 min. zentrifugiert. Zotfernung der Restflissigkeit aus der
Saule wurde diese weitere 5min. zentrifugiert. Béile wurde schlielich 1 min. mit 14 pl
auf 50 °C erwarmtercDNA Elution Bufferinkubiert und die cDNA durch einminttige
Zentrifugation in ein 1,5 ml Reaktionsréhrchen eftii Die Elution wurde mit 11 pl des

Elutionspuffers wiederholt.

2.3.1.13.5 Synthese und Markierung der cRNA

Die in vitro Transkription (IVT) wurde mit Hilfe des Enz8ioarray HighYield RNA
Transcript Labeling Kiinach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die fkwakvurde mit

47



11 pl (ca. 1 pg) der gereinigten doppelstrangigeNA nach folgendem Pipettierschema in

einem Gesamtvolumen von 20 pl angesetzt:

Volumen Endkonzentration

Doppelstrangige cDNA-Probe 11 pl

10 xHY-Reaction Buffer 2ul 1x

10 x Lésung mit biotinylierten Ribonukleotiden (ATBTP, CTP, UTP, Bio-UTP und Bi¢- 2ul 1x

CTP)

10 x DTT 2ul 1x

10 xRNase Inhibitor-Mix 2ul 1x

20 x Lésung mit T7-RNA Polymerase 1ul 1x
Gesamtvolumen 20 pl

Der Ansatz wurde fur 5 h bei 37 °C inkubiert unig &0 min. gemischt.

2.3.1.13.6 Aufreinigung und Fragmentierung der cRNA

Die Aufreinigung der cRNA wurde ebenfalls mit degeneChip Sample Cleanugodul
durchgefuhrt. Das Produkt der IVT (20 ul) wurde @@t ul RNase-freiem Wasser, 350 ul
IVT cRNA Binding Buffeund 250 ul Ethanol vermischt, auf einel cRNA Cleanup Spin
Saule gegeben und 20 sec. bei maximaler Umdrehahiggentrifugiert. Der Durchfluss
wurde ein zweites Mal auf die Saule gegeben, Zagtert und anschlielRend verworfen. Nach
Befullung der Saule mit 500 pl 80 %igem Ethanoldeuerst 1 min. und zur Entfernung von
Restflissigkeit aus der Saule fur weitere 5 mimtrgeigiert. Die cRNA wurde nach
einminutiger Inkubation mit 17 pl auf 50 °C erwaemt RNase-freiem Wasser durch
Zentrifugation fur 1 min. in ein 1,5 ml Reaktionsréhen eluiert. Die Eluation wurde mit
einem Volumen von 11 pl wiederholt.

Die Konzentration der cRNA wurde durch OD-Messunqiittelt. Die Qualitat der
Préaparation wurde extern bestimmt (vgl. Abschni&213.7). Die Fragmentierungsreaktion
wurde mit 10 ug (mindestens 5 pg) der gereinigbéstjinylierten cRNA durchgefuhrt. Diese
wurde mit 6 pl des 5 x Fragmentierungspuffers aems diffymetrix GeneChip Sample
CleanupModul vesetzt und mit §O-DEPC auf ein Gesamtvolumen von 30 ul aufgefDiér
Ansatz wurde 35 min. bei 94 °C inkubiert, bevorzer Hybridisierung auf derMicroarray
bereitgestellt wurde.
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2.3.1.13.7 Qualitatskontrolle der Gesamt-RNA und der cRNA

Die RNA-Praparationen nach der Extraktion aus MN@d nach deim vitro Transkription
der cDNA in cRNA wurden zur Qualitatsbestimmung arMmiomedizinischen
Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-UniwtétsDusseldorf unter Verwendung
desAgilent 2100 Bioanalyzeranalysiert. Hierzu wurden jeweils 1 pl der RNA4B¥0 und
eines Marker-RNA-Mixes definierter Langen mit HiltesRNA 6000 Pico LabChip Kits
nach Angaben des Herstellers auf eifhA 6000 Pico Chipeladen. Dieses System ist zur
Analyse von RNA-Praparationen einer Konzentration 200-5.000 pg / pl vorgesehen. Bei
der Prozedur wird die Probe durch einen mit einelrl@atrix beflllten Separationskanal des
Chips geleitet und elektrophoretisch aufgetrennieid@zeitig wird die Nukleinsdure mit
einem interkalierenden Farbstoff markiert. Durclserainduzierte Fluoreszenz wird der Fluss
der gelelektrophoretisch aufgetrennten Molekuleskiedrt und mit Hilfe derAgilent 2100
Bioanalyzer Software analysiert. Die Qualitatt der RNA wird anb eines
Elektropherogramms dargestellt, bei dem die gemess€&luoreszenzintensititdt in
Abhangigkeit von der Zeit abgebildet wird. Das $ghie Erscheinungsbild einer intakten
Gesamt-RNA-Préparation im Elektropherogramm zeitkiadh durch eine flache Verteilung
der Fluoreszenzsignale im zeitlichen Verlauf unceizhohePeaks die der 18 S und 28 S
ribosomalen RNA entsprechen, aus. Degradierte RidétIsich anhand der Verschiebung der
Verteilung entsprechend kirzeren RNA-Fragmentenkirzeren Zeiten (links) und der
Abnahme der Fluoreszenzintensitaten der rRMgaks erkennen. Intakte CcRNA-
Praparationen zeichnen sich durch fehleR#mksder rRNA-Kontaminationen und einen
breiten Peak geringer Fluoreszenzintensitat aufgrund der gefdddaufigkeit von RNA-

Molekulen mittlerer Lange aus.

2.3.1.13.8 Hybridisierung der cRNA und Scannen derMicroarrays

Fur die Genexpressionsanalysen wurden AffymediB«Focus GeneChipgerwendet. Dieser
Microarray umfasst 8.79%robe setdur die Detektion der Expression von Genen, dre ei
breites Spektrum unterschiedlicher zellularer Fiomdn reprasentieren. Die Hybridisierung
der cRNA, das Waschen und Farben Microarrays sowie die Messung der Fluoreszenz
wurden von einem Mitarbeiter des Instituts fir Ookgtsche Chemie im Rahmen eirn@ore-
Facility, der Kooperation verschiedener Kliniken der HeimtHeine-Universitat Dusseldorf,
durchgefuhrt.
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Je 10 pg (mindestens 5 pg) in 30 pl der fragmdatierbiotinylierten cRNA-
Praparationen wurden auf je eindicroarray geladen und tber Nacht zur Hybridisierung bei
45 °C in einem Affymetrix GeneChip Hybridization Oveninkubiert. Wasch- und
Farbeschritte wurden mit Hilfe der Affymetr@eneChip Fluidics Station 40tach Angaben
des Herstellers durchgefuhrt. Nach einem Waschsaur Entfernung nicht gebundener
RNA-Molekule wurden dieMicroarrays mit SAPE markiert. Zur Verstarkung des Signals
wurden die Arrays zusatzlich mit biotinylierten Anti-Streptavidin-Aik6rpern und einer
zweiten SAPE-LO6sung inkubiert. Nicht gebundene Mole wurden in weiteren

Waschschritten entfernt.

2.3.1.13.9 Ermittlung der differenziell exprimierten Gene

Die Intensitaten der Fluoreszenzsignale der sorimiigenMicroarrayswurden mit Hilfe des
Affymetrix Agilent GeneArray Scanners 2500Ait einer Auflésung von 3 pum Pixeln
gemessen. Die Primardaten wurden mit Hilfe der m#yrix MicroArray Suite 5.0Software
auf einem angeschlossenen Computer analysiert igithlidiert. Die Daten wurden von
einem Informatiker der Klinik fur Hamatologie, On&gie und klinische Immunologie der
Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf statistisclusgewertet. Die Qualitatskontrolle,
Normalisierung und Datenanalyse erfolgte mit dexify Paket, das Funktionen der
statistischen Skriptsprache ,R* enthalt. Die Q@alder Probe und der Hybridisierung wurde
mit Hilfe von Histogrammen deperfect matchintensitatsverteilungen, Siach 3" RNA-
Degradationsplotsoder Scatter-Plots Gberprift. Die Normalisierung der Rohdaten der
einzelnen Microarrays erfolgte mit der VSN-Methode Vériance Stabilization
Normalizatior). Differenziell exprimierte Gene in IFN-DCs und-4/ TNF-DCs wurden mit
Hilfe des SAM @ignificance Analysis of MicroarraysAlgorithmus v1.21 fir ungepaarte
Proben identifiziert. Dieser Algorithmus beinhalieine gleitende Skala fir diefalse
discovery ratg(FDR) fur signifikant hoch- oder herunterregukeftene. Alle Daten wurden
unter Verwendung des Zwei-Klassen-Modus fur ungepaBaten des Algorithmus” Uber
1.000 zyklen permutiert. Als Schwellenwert fur @gynifikanz wurde durch Einstellung des
Parameters Delta eine FDR von 5 % festgelegt. DertWir die Signifikanz des
Expressionsunterschiedes eines Gens in IFN-DCsllutdd/ TNF-DCs wurde durch den g-
Wert ausgedrickt (kleinste FDR, bei der ein Gensajsifikant unterschiedlich exprimiert
betrachtet wird). Die differenzielle Expressionesneinzelnen Gens wurde durch einen g-
Wert<5 % definiert.

50



Das Verhéltnis zwischen den gemittelten Fluoresnémasitaten fur ein Gen in IFN-DCs
und IL-4 / TNF-DCs fold changg ist proportional zum Verhéltnis zwischen den larén
MRNA-Mengen dieses Gens in beiden DC-Gruppen. Um Zdahl der differenziell
exprimierten Gene zu reduzieren, wurden zunachsGeae mit einer mindestens zweifachen
fold changebetrachtet. Fur die Analyse von NK-Zell- und plasytoiden DC-Markern
wurden alle differenziell exprimierten Gene mit emm g-Wert < 5 % einbezogen.
HierarchischeClusterAnalysen auf Grundlage ausgewahlter Gene wurdenHitiie der

‘hclust Funktion durchgefuhrt.

2.3.1.14Quantitative Real-Time-PCR zur Verifizierung der Microarray-Daten

2.3.1.14.1 cDNA-Synthese

Die cDNA fiur die Verifizierung demMicroarray-Analysen wurde aus denselben Gesamt-
RNA-Praparationen hergestellt, die auch fiur tMeroarray-Hybridisierungen verwendet
wurden. Jeweils 100 ng Gesamt-RNA wurden mit RNesem Wasser auf ein Volumen
von 20 pl verdiinnt, 5 min. bei 65 °C denaturied anschlielend 7 min. auf Eis gestellt. Die
reverse Transkription wurde in einem Volumen von 4D in einem 200 pl PCR-
Reaktionsrohrchen angesetzt. Der fertige Ansatzie@htLlO0 ng denaturierter Gesamt-RNA,
2,5 mM dNTPs, 15 ng / pl NGBandomPrimer, 1 mM DTT, 6,25 U / pul M-MLV reverse
Transkriptase, 1 x Reaktionspuffer und 0,65 U Rpasin / RNase-Inhibitor. Das Gemisch
wurde erst 2 h bei 37 °C und anschlieRend 10 nen.6b °C inkubiert. Bis zur weiteren

Verwendung wurde das cDNA-Produkt tber Nacht b& $der langer bei —20 °C gelagert.

2.3.1.14.2 Real-Time-PCR

Die cDNA wurde unter Verwendung dAssays-on-Demand Gene Expression Produnths
des TagMan Universal PCR Master Mixesuf einem ABI PRISM 7900HT Sequence
Detection System Instrumen&ch Angaben des Herstellers amplifiziert. DieriairApplied
Biosystems bietet Sonden, Primer und Reaktionspuffer relativen Quantifizierung
spezifischer cDNA-Molekule mittels quantitativer &dime-PCR (RQ-PCR) als fertige
optimierte Gemische an. Die Amplifikation wird keefinierten konstanten Bedingungen fur
alle Nachweisreaktionen durchgefuhrt. Folgendssays-on-Demand Gene Expression
Productswurden verwendet: CCL8 (Hs00271615 _m1), BCL2A1 (Hs8¥845 m1l), GZMB
(Hs00188051_m1), CCR7 (Hs00171054 _m1), LAMP3 (H80880_m1), PRKR (= PKR)

51



(Hs00169345_m1), ADAMDEC1 (Hs00205545 m1), FCGRH5(2340030_m1), PDHA1
(Hs00264851_m1), CCND2 (Hs00153380_ml1) and B2M Q@480842_m1l). Die
Amplifikationsanséatze wurden jeweils in einem Vokmvon 20 ul in einer 9@vell-Platte im

Duplikat pipettiert:

Volumen Endkonzentration

2 x TagMan Universal PCR Master M{enthaltAmpliTag GoldDNA-PolymeraseAmpErase 10 pl 1x
Uracil-N-glykosylase, dNTPs incl. dUTP, einen pasai Referenzfarbstoff und optimierten
Puffer)

20 x Assays-on-Demand Gene Expression Assay (dikhalt 18 pM Vorwarts- und 1yul 1x (0,9 uM Primer und
Ruckwarts-Primer und 5 pWMagMan-Sonde) 0,5 uM Sonde)

H.0 7 ul

cDNA 2ul

Gesamtvolumen 20 pl

Die beladene 9&VellPlatte wurde anschlieBend mit einer transparerkéebefolie
abgedichtet und 10 sec. bei 3.000 g zentrifugiere. Amplifikation wurde auf denmABI
PRISM 7900HTSystem mit folgendem Programm durchgefihrt: 1. .60 °C; 2. 10 min.
95 °C zur Aktivierung der Enzyme; 3. 15 sec. 95z Denaturierung; 4. 1 min. 60 °C fur
die Bindung der Primer und Sonden und zur Ampltftka Schritte 3. und 4. wurden in 40
Zyklen wiederholt. @Werte wurden mit Hilfe der ABI PRISM Software leherthreshold
von 0,1 berechnet. Als Referenz wurde die Ampliftka der -Mikroglobulin-cDNA
herangezogen. Dieses Gen wird haufig als Referemavendet und zeigte bei den
Microarray-Analysen verglichen mit anderedousekeepingsenen eine starke und sehr
homogene Expression in allen Proben. Die Differeez G-Werte fir ein untersuchtes Gen
und fur dag3,-Mikroglobulin-Gen AC-Wert) ist ein auf die Expression de®usekeeping
Gens normalisiertes, logarithmisches Mal3 fur dieNARVienge des untersuchten Gens in
einer Probe. Entsprechend wurde der Unterschidérifcxpression dieses Gens in den beiden
DC-Gruppen durch die Differenz der gemittelte@,-Werte der verschiedenen IFN-DC- bzw.
IL-4 / TNF-DC-Praparationen fur dieses Gen, dexCi-Wert, ausgedriickt. DeXACi-Wert

ist ein logarithmisches Mal3 fir das mRNA-Mengenidris der beiden DC-Populationen.
Fur den direkten Vergleich der Ergebnisse der R@ Pt denMicroarray-Daten wurden
daher dieAAC-Werte mit dem log der fold changeaus derMicroarray-Analyse (vgl.
Abschnitt 2.3.1.13.9) der entsprechenden Gene veleteund graphisch dargestellt. Alle
Berechnungen sowie die graphische Darstellung wumtdd Hilfe desExcetProgramms

durchgeflhrt.
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2.3.2 Vakzinierung von Patienten mit Multiplem Myelom mit CDR3-Peptid-

beladenen dendritischen Zellen
2.3.2.1 Molekularbiologische Methoden zur Identifizierung der CDR3-Sequenz

23211 Gewinnung der cDNA

Zur Ermittlung der CDR3-Sequenz wurden MNCs durebhgradientenzentrifugation aus
Knochenmarkproben mit hoher TumorzellinfiltrationnvPatienten mit Multiplem Myelom
gewonnen. Die Gesamt-RNA wurde unter VerwendungRi¢sasy Mini Kitsnach Angaben
des Herstellers aus den MNCs isoliert. Je 3 pIRMA wurden 5 min. bei 65 °C denaturiert
und in einem Volumen von 20 pl in PCR-Puffer Il @itnM MgCh, je 0,25 mM dNTPs, 2,5
UM Oligo (dTye -Primer, 2,5 U / ul MuLV reverse TranskriptaselJ 1 pl RNase-Inhibitor
bei 42 °C fur 15 min. und 99 °C fur 5 min. reveenskribiert.

Die cDNA-Synthese der variablen Region der schwémanunglobulin-Kette wurde mit
Hilfe der Konsensus-Primer FR1¢,1245, 43 und 6 durchgefuhrt (vglTabelle 6.3. Die
Reaktion wurde in einem Volumen von 100 ul mit ésiden Reagenzien angesetzt: 20 ul des
RT-Produktes, je 1 uM der Primer FR1g1445, J3 und 46, 1 x PCR-Puffer und 0,025 U /
ul AmpliTagPolymerase. Die Amplifikation wurde mit folgendétrogramm durchgefiihrt: 5
min. Vorheizen bei 94 °C, 40 Zyklen mit 1 min. Damé&rung bei 94 °C, 1 min. Bindung der
Primer bei 60 °C und 2 min. Elongation bei 72 °€foigt von einer finalen Extension fur 8,5
min. bei 72 °C.

Je 16 pl der cDNA-Praparationen wurden in einem%igen (w / v) Agarose-TBE-Gel
mit 0,03 % Ethidiumbromid gelelektrophoretisch ba&iner Stromstarke von 120 mA
aufgetrennt. Die Klon-spezifische cDNA-Bande, dieee Nukleotidlange von 300-500 bp
entspricht, wurde unter UV-Licht sichtbar gemacht umit einem Skalpell ausgeschnitten.
Die cDNA wurde nach Angaben des Herstellers mit dgiquick Gel Extraction Kitus
dem Agarose-Gel extrahiert und in 50 pl EB-Pufidr (nM Tris pH 8,5) eluiert.

2.3.2.1.2 Klonierung der cDNA-Fragmente in E.coli-Bakterien

Die extrahierte cDNA wurde mit Hilfe deSOPO TA Cloning Kitsnach Angaben des
Herstellers in einepCR2.1 TOPO/ektor ligiert und inE.coli-Bakterien kloniert. Vor der
Ligation wurden je 2 pl der extrahierten cDNA erheut PCR-Puffer, 0,02 U / plAmpliTag-

Polymerase und 1 mM dATP in einem Volumen von 28%imin. bei 72 °C inkubiert. Zur
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Ligation wurden 4 pul dieses Ansatzes mit je 1 pkiBaung undTOPOVektor 20 min. bei
Raumtemperatur inkubiert.

Fur die Herstellung von Agar-Platten wurde LB-Meadimit 1,5 % (w / v) Agarose und
0,5 mg / ml Ampicillin verwendet. Die Agar-Platt&rurden mit 40 ul je Platte einer Lésung
mit IPTG und x-Gal bestrichen. Die Transformatioer #dompetenterk.coli-Bakterien mit
dem Ligationsprodukt wurde nach Angaben des Héestemit demTOPO TA Cloning Kit
durchgefuhrt. Die transformierten Bakterien wurdiamn auf den Agar-Platten ausgestrichen
und zur Kolonien-Bildung tber Nacht bei 37 °C inlarb

Je Patient wurden 10 einzelne weil3e Kolonien in itp-haltiges LB-Medium
dberfuhrt und zum Bakterien-Wachstum tber Nacht33ePC inkubiert. Schliel3lich wurde
die Plasmid-DNA aus einzelnen Bakterien-KolonienteunVerwendung desQIAprep
Miniprep Kitsfur die Isolierung von Plasmid-DNA nach Angaben ésstellers extrahiert
und in 50 pl EB-Puffer eluiert. Die Konzentratioardjereinigten Plasmid-DNA wurde durch
OD-Messung bestimmit.

2.3.2.1.3 Ermittlung der CDR3-Sequenz und Herstellung des CDRB-Peptids

Die Sequenzierung der CDR3-Region wurde externhdgiie Firma Seglab in Gottingen
durchgefuhrt. Hierzu wurden etwa 600 ng des Plasmd 20 pmol eines M13 Vorwarts-
Primers, der 5° der Integrationsstelle bindet, & Eirma verschickt. Das Ergebnis der
Sequenzierung wurde als Text- und Graphik-Dateepmail gesendet.

Identische Sequenzen sowie die BindungssequenzedidiKonsensus-Primer wurden
mit Hilfe der ALFwin Sequence Analyser v2.10.@boftware identifiziert. Wenn die
Sequenzen von mindestens drei von 10 verschied€logren identisch waren, wurde diese
Sequenz als die Patienten- und Tumor-spezifisch&Sgquenz definiert. Mit Hilfe der
IgBlast Software wurden die ¥, D- und J-Sequenzen sowie die Patienten-spezifische
CDR3-Peptid-Sequenz identifiziert. Basierend awfsdh Aminosduresequenzen wurde die
Synthese der CDR3-Peptide bei der Firma Seqglabufiray gegeben. Die Peptidsequenz
wurde so gewdhlt, dass sie eine Subsequenz von 9no&&uren mit guten
Bindungseigenschaften an die entsprechenden HLAngomdiches Leukozytenantigen) -
Klasse I-Moleklle des jeweiligen Patienten beirgtalt Dies wurde mit Hilfe deHLA
Peptide Binding Predictiosoftware auf deBioinformatics and Molecular Analysis Section

(BIMAS) Homepage ( http://bimas.dcrt.nih.gov/cgi-bin/molbio/ken_parkeomboform )

Uberprift (Daten nicht gezeigtpas CDR3-Peptid wurde als lyophilisiertes PulvetGing

geliefert. Parallel wurde es auch als KLH-gekomseKonjugat geliefert.
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2.3.2.2 Herstellung, Beladung und Verabreichung der dendritschen Zellen

Im Rahmen eines individuellen Heilversuchs wurdemizPatienten mit Multiplem Myelom
(und ein Patient mit B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom) amaderen Einverstandniserklarung
und der Zustimmung der lokalen Ethikkomission nmt vitro generierten und mit
spezifischem CDR3-Peptid beladenen IFN-DCs odet I[FNF-DCs behandelt.

IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs wurden wie in Kapitel321l beschrieben nach dem
Adharenz-Verfahren unter GMP-Bedingungen aus frigelvonnenen Apheresaten generiert.
Beim Aphereseverfahren wird Blut des Spenders arsAdmvene enthommen, in einem
geschlossenen, sterilen Schlauchsystem mit eingkdagulanzldsung vermischt und in eine
Zentrifuge geleitet. Hierbei werden die verschiederBlutkomponenten aufgrund ihrer
unterschiedlichen Dichte aufgetrennt. Die Leukoayaegereicherte Fraktion, das Apheresat,
wird entnommen, wahrend die restlichen Komponedtan Spender zuriickgegeben werden.

Nach drei- bzw. funftagiger Kultur wurden die IENEs bzw. unreifen IL-4-DCs geerntet
und bis zur Verwendung in Aliquots & 1XIZellen kryokonserviert. Am Tag der Applikation
des DC-Vakzins wurde jeweils ein Aliquot der kryokervierten IFN-DCs aufgetaut. Nach
Waschen mit PBS wurde das Zellpellet in 1 ml eisetonen Kochsalzldsung resuspendiert
und fur 2 h bei 37 °C zur Aufnahme des Peptids ldalie DCs inkubiert. IL-4-DCs wurden
zwei Tage vor der Applikation aufgetaut und in Aserheit von 100 ug / ml Patienten-
spezifischem CDR3-Peptid mit 800 U / ml GM-CSF und00 U / ml TNFea fir zwei Tage
inkubiert, dann gewaschen und in 1 ml isotoner kattidsung resuspendiert. Die so mit
CDR-3-Peptid beladenen DCs wurden den Patientekusai in den Oberschenkel appliziert.
In dieser Arbeit werden die Ergebnisse der Vakrumg der beiden Patienten mit Multiplem
Myelom dargestelltTabelle 2.1fasst die Hintergrundinformationen der beiden dtdé&n mit

Multiplem Myelom zusammen:

Tabelle 2.1:Charakteristika der vakzinierten Patienten mit fiplégm Myelom

Alter bei Verlauf der Behandlung vorKlinisches Bild vor Beginn | Zahl und Typ der
Beginn der Vakzinierung der Vakzinierung verabreichten
Vakzinierung / DCs
Geschlecht
Patient 1 46/ m HDT + auto Remission (26 Monaten |4 x 1x10
HDT) IL-4 /TNF-DCs
Patient 2 60 /w 2. HDT + auto Anstieg des Paraproteins (364 x 1x10
Monate nach 2. HDT) IFN-DCs

Abkirzungen: m, mannlich; w, weiblich; HDT + autdilochdosis-Chemotherapie mit autologer
Blutstammzelltransplantation.
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Patient 1 erhielt im Abstand von einem Monat insgais4 Applikationen von jeweils
1x10 mit spezifischem CDR3-Peptid beladenen IL-4 / TBNEs. Im Anschluss folgten 4
BoosterApplikationen mit 100 ug / ml an KLH gekoppeltespezifischem CDR3-Peptid, um
die immunisierende Wirkung der Vakzine zu verstérke

Patient 2 erhielt im Abstand von einem Monat insg&s4 Applikationen von jeweils
1x10" mit spezifischem CDR3-Peptid beladenen IFN-DCgnédils gefolgt von Booster
Applikationen mit 100 pg / ml an KLH gekoppelterpegifischem CDR3-Peptid.

2.3.2.3 Serologisches und molekulares Monitoring der vakzierten Patienten

Im Verlauf der Therapie wurden zur Untersuchung Aesprechens der Patienten auf die
Therapie serologische Parameter zur Krankheitsgitiv ermittelt als auch
molekularbiologische Untersuchungen von periphent- und Knochenmarkproben

durchgefuhrt.

2.3.2.3.1 Serologische Parameter

Der wichtigste Parameter zur Bestimmung der Akiivites malignen Plasmazellklons ist die
Prasenz des Klon-spezifischen Immunglobulins (Ratam) im Blut der Patienten. In

regelmaligen Abstanden wurden den Patienten peeipBéutproben entnommen. Die

Konzentration des Paraproteins in diesen ProbedewvtoutinemaRig in einem Analyselabor
der Klinik fir Hamatologie, Onkologie und kliniscHenmunologie der Heinrich-Heine-

Universitat Dusseldorf mit Hilfe der ELISA-Techngkmittelt.

2.3.2.3.2 Detektion der minimalen Resterkrankung im peripheren Blut mit Hilfe der

quantitativen Real-Time-PCR

Klon-spezifische IgH-DNA-Sequenzen sind in genaneeiKopie je Tumorzelle vorhanden,
so dass die Messung der IgH-Kopienzahl mittels RERPein direktes Maf3 fur die
Tumorzellzahl in einer Probe ist. Die RQ-PCR zunargiiativen Nachweis der Patienten-
spezifischen IgH-Sequenzen wurde wie von Fehlal beschrieben auf demightCycler
System durchgefuhrt [111]. Fur jeden Patient wgide eigene PCR etabliert.
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2.3.2.3.2.1 Synthese von Patienten-spezifischen Primern und Sden fur die
individuelle CDR3-Sequenz

Anhand der ermittelten CDR3-Sequenzen (Abschnig8.221.2) wurde von der Firma
TIBMOLBIOL (Berlin) je eine Allel-spezifische Oligukleotid (ASO) TagmanSonde flr
die Tumor-spezifische CDR3-Region der einzelneneRtn sowie ASO-Vorwarts- und

Ruckwarts-Primer entworfen und synthetisiert.

2.3.2.3.2.2 Etablierung einer Patienten-spezifischen, quantitaten Real-Time-PCR

zur Quantifizierung der CDR3-Sequenz

Zur Etablierung der Patienten-spezifischen IgH-PO@RIrde zunachst eine serielle
Verdunnungsreihe der Plasmide in Anwesenheit voig 6 ml MS2 Phagen-RNA angesetzt
und die Amplifikation bei verschiedenen Mg&lonzentrationen mi8 mM, 4 mM, 5 mM, 6
mM oder 7 mM mit jeweils 1x10 1x1¢, 1x1F oder 1x10 Plasmid-Kopien getestet. Die
Kopienzahl liel3 sich aus der Konzentration (w /umd der GrofRe des Plasmids sowie der
mittleren molekularen Masse der Basenpaare berachmi¢ einer molekularen Masse des
Plasmids von (4.300 x 650q) / 6,022%1®lolekiilen = 0,46 ng / 1xEPlasmid-Kopien. Vor
dem Einsatz der Plasmide in der RQ-PCR wurden dieséchst in einer Konzentration von
5x10' Kopien / pl mit 1 U / pl des Restriktionsenzymsl s 1 x Puffer durch einstiindige
Inkubation bei 37 °C linearisiert. Das Enzym wumeschlieend bei 95 °C fur 10 min.
inaktiviert.

Die PCR-Reaktionen wurden unter Verwendung ldghtCycler FastStart DNA Master
Hybridization Probes Kitsnach Angaben des Herstellers in einem Volumen 20l in
LightCyclerKapillaren angesetzt. Jeder Ansatz fur die IgH-Pé&tfhielt 1 xLightCycler
Hybridisation Probes Reaction Migmit einer FastStart TagPolymerase), je 0,5 mM der
ASO Vorwarts- und Ruckwarts-Primer, 200 nM AS@gmanSonde, eine definierte Mg&l
Konzentration und eine definierte Plasmid-Kopiehnzdhie PCR wurde unter folgenden
Temperatur-Bedingungen durchgefuhrt: 1. 10 min.iMarbation bei 95 °C; 2. 45 Zyklen mit
einem Denaturierungsschritt bei 95 °C ohne Haltar®l einem Amplifikationsschritt bei 60
bzw. 63 °C fur 30 sec. (in Abhangigkeit von dengeschlagenen Bindungstemperaturen fur
Sonde und Primer fur die beiden Patienten); 3. #idplfir 5 min. bei 40 °C. Fir die
Detektion der Fluoreszenz wurden folgende Instruri@mstellungen vorgenommen:

Akguisitionseinstellung am Ende der Amplifikatioeinzel; Kanale: F1 / F2; Fluorimeter-
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Verstarkung: automatisch. Die Daten wurden untexmwéadung deLightCyclerSoftware 3.5
ausgewertet und graphisch dargestelit.
Fur die erfolgreiche Etablierung der Patienten-gigghen PCR wurden drei
Bedingungen gefordert:
1. Die Amplifikation der DNA sollte eine annéhernd iopale Effizienz mit E = 18™—1 =
1 besitzen, d.h. pro Zyklus sollte sich die ampifite DNA moglichst genau verdoppeln.
Dies ist gewahrleistet, wenn die Steigung m den&ed-Kurve, die mit einer seriellen
10-fachen Verdinnungsreihe des spezifischen Plasengdellt wurde, 3,32 £+ 0,5 betragt.
2. In der seriellen Verdiinnungsreihe des spezifisdilesmids bis theoretisch 2opien
sollte eine Plasmidkopie in 660ng genomischer DWAs einer maximalen Sensitivitat
von 10° entspricht, noch nachgewiesen werden kénnen. Eieare Abhangigkeit der
Crossing-Pointsvon der Plasmidkonzentration sollte bis zu ein@piknzahl von 10
Plasmiden gewahrleistet sein, was einer linearesifétat von 10 entspricht.
3. Die Spezifitat der IgH-PCR sollte bestatigt werdererzu sollten PCR-Ansatze mit den
Patienten-spezifischen Sonden und Primern und @60MA von gesunden Spendern,
anderen Patienten oder aus angereicherten CD19¢llBaZeines gesunden Spenders

durchweg negative Ergebnisse zeigen.

2.3.2.3.2.3  Quantifizierung der CDR3-Sequenz in mononukleédren Ellpraparationen

Zur Quantifizierung der Tumorzellzahl in Blut- odé&nochenmarkproben wurde die
genomische DNA aus den MNCs dieser Proben mit HifeQlAamp DNA Blood Mini Kit
nach Angaben des Herstellers isoliert und in 7®yffer AE (10 mM Tris-HCI, pH 9; 0,5
mM EDTA) eluiert. Die Konzentration der gereinigtganomischen DNA wurde mittels OD-
Messung bestimmt. Die Proben wurden bei -20 °Cggeta

Zur Detektion der IgH-Sequenzen in genomischen DAparationen wurden in den
Ansatzen der IgH-PCR statt der Plasmid-DNA jewd&B0 ng der genomischen DNA
eingesetzt. Als Standard wurde parallel im selbepeEment eine serielle Verdinnung der
linearisierten Plasmide mit je 300 und 18 Kopien verwendet.

Als Referenz-Gen wurde dgsAktin-Gen gewahlt. DieTagmanSonde und Primer flr
das-Aktin-Gen sowie genomische DNA eines gesunden &snwurden dermfagman/
Actin Control Reagent&it entnommen. Fir die separgdeAktin-PCR wurden in 20 pl
angesetzt: 1 kightCycler-FastStart Hybridisation Probes Reactidix, 3,5 mM MgC}, 0,3
mM [B-Aktin-Vorwarts-Primer, 0,3 mM B-Aktin-Ruckwarts-Primer, 200 nMp-Aktin-
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TagmanSonde und die gleiche Menge genomischer Proben-DWN& fir die Patienten-
spezifische PCR bzw. verdiinnte genomische DNA ajessnden Spenders mit 6316x1F
bzw.6x10" Kopien als Standard. Dig-Aktin-PCR wurde mit demselben Programm wie die
Patienten-spezifische PCR auf deightcycle-System durchgefihrt.

IgH- und 3-Aktin-Kopienzahlen wurden fir jede genomische DRAsbe aus peripherem
Blut oder Knochenmark der Patienten im Duplikat igeft. Negativ-Proben wurden zur
Bestatigung insgesamt 5 mal gemessen. Der Antednds§pezifischer Zellen in der
untersuchten Probe wurde durch die Berechnung detigdten IgH-Kopienzahl / 2 R-
Aktin-Kopienzahl ermittelt. Die Formel erklart si@dus der Tatsache, dass die IgH-Sequenz
in einer B-Zelle nur als einzelnes Allel, das\ktin-Gen in jeder Zelle aber in zwei Kopien

vorliegt.

2.3.3 Statistische Auswertungen

Die Berechnung von Mittelwerten, Standardabweiclenngnd Medianen der Messergebnisse
sowie die Erstellung von Graphiken wurden mit ddémcelProgramm durchgefihrt.
Signifikante Unterschiede zwischen den Messergebnidir die Proben unterschiedlicher
Zellpraparationen wurden mittels ungepaartem, aitggem Student’s t-testrmittelt. Dabei
wurde ein p-Wert < 0,05 als signifikant angeseh8ignifikante Unterschiede in der

Genexpression wurden wie oben beschrieben mit HéeeSAM-Algorithmus” ermittelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse von IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs

3.1.1 Ausbeute, Viabilitdt und Reinheit
Insgesamt wurden 16 IFN-DC- und 12 IL-4 / TNF-DGyParationen aus negativ

selektionierten Monozyten hergestellt. Nach dreg@raKultur wurden die IFN-DCs und nach
7 Tagen Kultur die IL-4 / TNF-DCs geerntet. Im Mittwurden 1,2 (+ 0,6) x fonegativ
angereicherte Monozyten aBsffy-Coatseingesetzt und 3,4 (+ 2,6) x 1DCs geerntet. Dies
entspricht einer mittleren Ausbeute von 26 + 13%.zeigten sich dabei keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Praparationenq@B)Abbildung 3.1A). Die Farbung
der DCs mit Trypanblau zeigte eine hohe Viabildét IFN-DCs mit 97 + 2 % vitalen Zellen
nach der Kultur Abbildung 3.1B). Im Vergleich dazu wiesen IL-4 / TNF-DCs eine
signifikant geringere Viabilitat von 87 £ 2 % vigal Zellen nach der Kultur auf (p = 0,008).
Die Reinheiten der Zell-Praparationen wurden durelei Methoden ermittelt. Einerseits
wurde sie durchflusszytometrisch anhand der FSCSSC-Eigenschaften bestimmit,
andererseits immunphanotypisch durch Farbung miikBrpern gegen CD45, CD3, CD14,
CD19, CD56 sowie CD11lc und HLA-DR. Fur die Bestinmguder Reinheit wurden nur
solche Ereignisse bericksichtigt, die positiv flib45 als Marker fir vitale Leukozyten
waren.

In den Ausgangszellen zeigten im Mittel 74 + 11 &b Aellen FSC- / SSC-Eigenschaften
von Monozyten Abbildung 3.1C, links). In Ubereinstimmung mit diesem Ergebniskiz
durch Antikdrper-Farbung eine Reinheit von 71 24Z2D14+ Monozyten von allen CD45+
Ausgangszellen im ,Gesadate’ gemessen werden. Es konnte nur ein geringer Avbai
CD3+ T-Zellen, CD19+ B-Zellen und CD56+ NK-Zellenrvinsgesamt 3 + 3 % detektiert
werden.

Nach der Kultur waren IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs F8C- / SSC-Diagramm als klar
abgrenzbare homogene Populationen grof3er Zellarkannen. DieAbbildung 3.1C zeigt,
dass sowohl IFN-DCs als auch IL-4 / TNF-DCs sték&SC-Werte als Monozyten
aufwiesen, was auf eine GroéRenzunahme der DCs rb&idigparationen gegeniber den
Monozyten hinweist. IL-4 / TNF-DCs zeigten héhei®CSWerte als IFN-DCs. Dies spricht
fur eine starkere Granularitat der IL-4 / TNF-DCer Anteil von Zellen im ,Gesantate
mit FSC- / SSC-Eigenschaften von DCs betrug fudé&opulationen 79 + 16 %. Nach der
Farbung mit einem Antikérper gegen den DC-assdeireMarker HLA-DR zeigten beide
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DC-Préaparationen einen Anteil von 80 £ 16 % HLRD Zellen aller CD45+ Zellen
(Abbildung 3.1D). Dieselben Reinheiten konnten auch mit einem kémger gegen CD11c
ermittelt werden. Im Mittel konnten insgesamt 2 #2CD3+ und CD19+ Zellen in beiden
DC-Praparationen nachgewiesen werden. In den IFNPEparationen konnte ein
signifikant erh6hter Anteil an CD56+ Zellen beobi@thwerden (6 £ 3 % in IFN-DCs vs. 0,4
+0,4 % in IL-4 / TNF-DCs, p < 0,001). Der gro3teilfder Expression von CD56 konnte der
IFN-DC-Population zugeordnet werden (vgl. Abschaift.7).
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Abbildung 3.1: Ausbeute, Viabilitdt und Reinheit der Gesamtagiiglationen nach 3- bzw. 7-
tagiger Kultur der IFN-DC- und IL-4 / TNF-DC-Pragpdionen. (A) Die Ausbeuten von IFN-DCs
und IL-4 / TNF-DCs nach der entsprechenden Kulturden als das Verhaltnis der absoluten Zahl
der geernteten Zellen zur Zahl der eingesetzterghddegativselektion angereicherten Monozyten
bestimmt. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte all&usbeuten in %. (B) Die Vitalitat der DCs
wurde nach Trypanblau-Farbung der Zellen ermit@@ie Viabilitat ist als prozentualer Anteil der
ungeféarbten Zellen dargestellt. Die signifikant Rgée Viabilitdét der IFN-DCs gegenuber IL-4 /
TNF-DCs ist durch ein Sternchen gekennzeichnet (90&). (C) Monozyten, IFN-DCs und IL-4 /
TNF-DCs wurden durchflusszytometrisch analysielie Bbbildung zeigt das entsprechen@ate
der Monozyten bzw. DCs je einer reprasentativen dagten-, IFN-DC- und IL-4 / TNF-DC-
Praparation im FSC- / SSC-Diagramm. (D) Die Reinhder DC-Préaparationen wurde
durchflusszytometrisch bestimmt nach Farbung miem FITC-konjugierten Antikdrper gegen
CD45 und PE-konjugierten Antikérpern gegen die D@rkér HLA-DR und CD11c sowie den T-
Zell-Marker CD3, den B-Zell-Marker CD19 und den Na€ll-Marker CD56. Dargestellt sind die
mittleren Anteile der PE-positiven Zellen von alléb45+ Zellen.
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3.1.2 Morphologie

Die mikroskopische Betrachtung der ZellpraparatéenPappenheim-Féarbung zeigte eine fur
DCs typische ahnliche Morphologie der IFN-DCs ued -4 / TNF-DCs Abbildung 3.2).
Beide DC-Praparationen zeigten einen peripher isikalen, nierenférmigen Zellkern und
einen Saum zytoplasmatischer Fortsatze. IFN-DCgnvgdoch kleiner und hatten eine eher
unregelmallige Form. Das Kern-Plasma-VerhéaltnisheatFN-DCs zugunsten des Zellkerns
verschoben. Die zytoplasmatischen Fortsatze desDEN waren meist polar angeordnet. Die
IL-4 / TNF-DCs dagegen waren grol3er und hatten eimer zirkulare Morphologie. Alle
Zellen der IL-4 /| TNF-DC-Praparationen zeigten emaeliarsymmetrische Verteilung der

zytoplasmatischen Fortsatze ohne erkennbare Hetansg.

Abbildung 3.2: Morphologie von

A B : IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs. Die
. Zellen wurden auf einem

Objekttrager getrocknet und nag
Pappenheim gefarbt. Die Abbildun
zeigt je eine exemplarische Zelle d
IFN-DC- (A) und IL-4 / TNF-DC-
Praparationen (B) bei 630-fachg¢
VergréRerung.
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=
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3.1.3 Immunphanotypische Charakterisierung

Zur immunphanotypischen Analyse der DC-Préaparatiomerden je 8 IFN-DC- und 8 IL-4 /
TNF-DC-Préaparationen mit Antikérpern gegen Zelldldehenmolekile markiert, die mit der
Differenzierung und Reifung von DCs assoziiert sin@s wurden anhand ihrer FSC- / SSC-
Eigenschaften und der Expression des Leukozytereresf€D45 eingegrenziAbbildung
3.3A). Nur CD45+ Zellen der Population mit den DC-tghisn hohen FSC- und SSC-Werten
wurden fiur die Immunphanotypisierung betrachtet. rgliehen wurden sowohl die
Ausgangspopulationen der Monozyten mit den DCsaalsh die beiden DC-Populationen
untereinander.

Der Vergleich der MFI-Werte von je drei IFN-DC- ufid4 / TNF-DC-Praparationen mit
den MFI-Werten der eingesetzten Monozyten zeigtee edeutliche Reduktion des
Monozytenmarkers CD14 auf den DCs bei gleichzaitiignahme der kostimulatorischen
Molektle CD40, CD80 und CD8@&bbildung 3.3B).
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Wie in Abbildung 3.3C dargestellt, waren die Zellen beider DC-Praparatiopositiv fur
CD11c, CD86 und HLA-DR, Zelloberflachenmolekileg diypischerweise von myeloiden
DCs exprimiert werden (CD11c: 96 £ 3 % flr IFN-D@s 99 £ 1 % flur IL-4 / TNF-DCs, p =
0,03; CD86: 75 + 12 % vs. 52 + 30 %, p = 0,08 undAHDR: 98 £+ 2 % vs. 90 + 11 %, p =
0,08).

Dartberhinaus konnten Unterschiede in der Expressuierschiedener anderer
Zelloberflachenmolekiile detektiert werden, die miterschiedenen DC-Subtypen,
Phagozytose, dem Reifungszustand und T-Zell-stitoszhen Potenzial von DCs assoziiert
sind. Die Expression von drei Markern fur versckieel DC-Subpopulationen wurde
untersucht. Der plasmazytoide DC-Marker CD123 keranif einem signifikant grol3eren Tell
der IFN-DCs im Vergleich mit IL-4 / TNF-DCs nachgesen werden (72 = 16 % vs. 36 + 20
%, p = 0,003). Das Adhasionsmolekil CD209 (= DC4$)Gingegen, das nur von einer
speziellen myeloiden DC-Subpopulation exprimientdyvkonnte auf IL-4 / TNF-DCs (75 +
17 %), jedoch kaum auf IFN-DCs (2 + 1 %) detektigerden (p < 0,001). Die Expression
von CD1a, einem Marker, der von Langerhans-Zellebildet wird, war sehr heterogen in
den unterschiedlichen Praparationen, wobei keiniféignter Unterschied fur diesen Marker
zwischen IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs festgestelltrden konnte (18 + 15 % vs. 18 + 18 %,
p=1).

Desweiteren wurde die Expression von zwei Ig-Rewept als Phagozytosemarker
untersucht. Der IgE-Rezeptor CD23 ¢R¢l) konnte auf einem signifikant gré3eren Anteil
der IL-4 / TNF-DCs und nur auf sehr wenigen IFN-Diegektiert werden (30 + 23 % flr IL-
4 [ TNF-DCs vs. 3 £+ 3 % IFN-DCs, p = 0,01). Der Hgézeptor CD64 (RRI) wurde auf
einem geringen Prozentsatz beider Zellpopulatioreaihgewiesen (5 + 7 % fir IFN-DCs vs.
3+ 3% fiir IL-4 / TNF-DCs, p = 0,6).

Verschiedene Marker, die mit der Reifung von DCsoasert sind, wurden untersucht.
Der am haufigsten verwendete Marker fur die DC-lRegf CD83, konnte nur auf einem
kleinen Teil der IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs nachgesen werden (5 + 5 % fir IFN-DCs
vs. 9 + 7 % fur IL-4 / TNF-DCs, p = 0,3). Das irgellulare Adhasionsmolekil (ICAM-) 1/
CD54, welches typischerweise von reifenden DCs temghiert wird, konnte auf fast allen
DCs ohne signifikanten Unterschied zwischen IFN-R@d IL-4 / TNF-DCs nachgewiesen
werden (97 = 2 % fur IFN-DCs und 93 + 11 % fur ILLATINF-DCs, p = 0,3). IFN-DCs
zeigten im Vergleich mit IL-4 / TNF-DCs jedoch eisgirkere Expression des Rezeptors und
Ektoenzyms CD38, das kirzlich als Marker fiur ré&f€s beschrieben wurde [113] (22 £ 7 %
far IFN-DCs vs. 11 + 10 % fur IL-4 / TNF-DCs, p 08).
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Abbildung 3.3: Immunphénotypische Analyse der IFN-DCs und IL-4 TNF-DCs. (A)
Reprasentative Ergebnisse fir die Expression volol&flachenmarkern je einer IFN-DC-
Praparation (oberer Kasten) und einer IL-4 / TNFBP@paration (unterer Kasten). Die Zellen
wurden mit einem FITC-konjugierten Antikérper geg€&@D45 (x-Achse) und je einem PE-
konjugierten Antikdrper gegen die im Diagramm amgjgien Antigene markiert. Die DCs wurden
anhand ihrer FSC- / SSC-Eigenschaften eingegrenirés linkes Diagramm in beiden Késten).
Jedes Diagramm reprasentiert 5.000 gemessenenisseig (B) Parallel wurde die Veranderung der
Expression einiger Marker auf DCs im Vergleich zaridzyten betrachtet. Dargestellt sind die MFI-
Einzelwerte dieser Marker von je drei IFN-DC- urd4 / TNF-DC-Praparationen vor und nach
Kultur. (C) Die Ergebnisse der Zelloberflachenasalywon je 8 IFN-DC-Praparationen (schwarze
Saulen) und IL-4 / TNF-DC-Praparationen (weil3e &aubkind als mittlere Anteile der PE-positiven
CD45+ Zellen zusammengefasst. Signifikante Unteesighzwischen IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs
(p < 0,05) sind durch ein Sternchen gekennzeichnet.

Desweiteren war der Anteil der fiur die kostimul&onen Molekile CD40 und CD80
positiv markierten Zellen signifikant gréRer in d#N-DC-Populationen als in den IL-4 /
TNF-DC-Populationen (CD40: 14 £ 9 % fur IFN-DCs ¥st 4 % fiur IL-4 / TNF-DCs, p =
0,02 und CD80: 49 £ 19 % vs. 22 + 13 %, p = 0,006).

Zusammenfassend ergibt die immunphanotypische Asalglass IFN-DCs und IL-4 /
TNF-DCs eine fur DCs typische Expression von Zadlfiichenmolekiilen zeigten. Dennoch
werden Unterschiede deutlich. IFN-DCs zeigten stdekere Expression des plasmazytoiden
DC-Markers CD123 sowie von Molekilen, die mit einerfortgeschritteneren
Reifungszustand assoziiert sind, wie CD38, CD40 @b&0. Im Gegensatz dazu waren IL-4
| TNF-DCs positiv fir den myeloiden DC-Marker CD2@8d exprimierten den IgE-Rezeptor
CD23, der mit dem unreifen Ph&notyp phagozytierebdes assoziiert ist.
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3.1.4 Unterschiede in der Genexpression

Es wurden Genexpressionsprofile von jeweils 5 DE@&pBrationen fir beide
Kulturbedingungen erstellt und miteinander vergiich Nach der Normalisierung der
Microarrays wurden 4.375 Gene von insgesamt 8.p8&be setggefunden, die in IFN-DCs
und IL-4 / TNF-DCs mit einem g-Wert < 5 % signifikaunterschiedlich exprimiert waren.
Die Expression von 689 dieser Gene unterschied mwicidestens um den Faktor 2. Von
diesen 689 Genen zeigten 131 eine mehr als zwesf#ckere Expression und 558 eine mehr
als zweifach niedrigere Expression in IFN-DCs imrgleich zu IL-4 / TNF-DCs. Eine
hierarchische&ClusterAnalyse auf Grundlage dieser 689 GeAblildung 3.4A) verdeutlicht
die Unterschiede durch eine strenge GruppierungkésDCs gegeniber den IL-4 / TNF-
DCs. In den nachfolgenden Abschnitten wird einewfald von differenziell exprimierten
Genen beschrieben, die unterschiedlichen funktien€C-Eigenschaften zugeordnet werden
konnten Tabellen 6.2 bis 6.5m Anhang).

3.1.4.1 Signalwege von IFNg, IL-4 und TNF-a

Die Verwendung von IFN¥, IL-4 und TNFa fur die Kultivierung von IFN-DCs und IL-4 /
TNF-DCs fuhrte erwartungsgemal® zur Aktivierung améllularer Zytokin-spezifischer
Signalwege. In IFN-DCs waren die Gene typischern3kaptionsfaktoren des IFN-
vermittelten Signalweges wie STAT1, IRF7, ISGF3@ INMI starker exprimiert als in IL-4
| TNF-DCs. Desweiteren zeigten IFN-DCs die stark&pgression einer Vielzahl von
Interferon-Antwort-Genen [114]. Viele dieser Genedieren fir Proteine mit bekannter
antiproliferativer und antiviraler Effektorfunktiowie PKR fiir die doppelstrangige RNA-
abhangige Proteinkinase, das Myxovirus (InfluenZzeud) Resistenz 1-Gen Mx1 und die
Oligoadenylat-Synthetase-Gene OAS1, OAS2 und OARBen einigen Genen mit bislang
unbekannter Funktion waren auch andere typischerfémon-stimulierte Gene, die mit
speziellen DC-Funktionen assoziiert sind, in IFND&tarker exprimiert. Auf diese wird in
den folgenden Abschnitten ndher eingegangen.

In gleicher Weise konnten héhere Expressionsstaxken Genen in IL-4 / TNF-DCs
beobachtet werden, die an IL-4-spezifischen Antarolieteiligt sind [115]. Diese Gene sind
beispielsweise in Anderungen des Lipidstoffwechs@lsemotaxe, Adhasion, Apoptose und
Phagozytose involviert. Sie umfassen die Gene fir Arachidonat-15-Lipoxygenase
(ALOX15), das Chemokin MDC, das C-Typ-Lektin CD2Gfsn Transkriptionsfaktor bcl6
und den Fe-Rezeptor 2 (FCER2). Parallel zeigten auch typisSiNE-a-induzierte Gene, die
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an intrazellularen Signalkaskaden und transkrigfien Regulation beteiligt sind [115,116],
eine starkere Expression in IL-4 / TNF-DCs. Zu diregehotren z.B. die Gene fur den
Inhibitor des KernfaktorkB IkB / NFKBIA, das TNFea-induzierte Protein 3 (TNFAIP3)

oder dasarly growth respons&en EGRL1.

A Abbildung 3.4: Hierarchische Cluster-
Analysen auf Grundlage der Gene (Reihen)
von je 5 IFN-DC- and 5 IL-4 / TNF-DC-
Praparationen (Spalten). Die Farbskalierung
zeigt die starkere (rot) bzw. schwachere (griin)
Expression eines Gens in einer Praparation im
Verhdltnis zur mittleren Expressionsstarke
aller 10 Praparationen an. (A) Hierarchische
ClusterAnalyse auf Grundlage aller 689
differenziell exprimierten Gene mit einéald
change > 2. (B) Hierarchische Cluster-
Analyse auf Grundlage von Genen fir
Chemokine und Chemokin-Rezeptoren, die
auf dem Microarray prasentiert waren. Die
Gene wurden unabhéangig von den ermittelten
g—Werten undfold changesbetrachtet (C).
HierarchischeClusterAnalyse bekannter NK-
Zell-assoziierter Gene auf demdicroarray
ohne Berucksichtigung der g-Werte ufald
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3.1.4.2 Allgemeiner Stoffwechsel und Zellzyklus

Von allen 689 differenziell exprimierten Genen meinher fold change> 2 sind 265 an
allgemeinen  Kohlenhydrat-,  Lipid-, = Aminosdure-, MNadtid- oder anderen
Stoffwechselwegen, ATP-Synthese und Proteinbiogggtsowie der Zellzyklus-Regulation
beteiligt. Darunter fanden sich beispielsweise 56n& fir ribosomale Proteine. Die
Funktionen von 50 weiteren differenziell exprim&rtGenen sind unbekannt (Daten nicht
gezeigt).

Von den genannten Stoffwechsel- und Zellzyklus-Gemaren 255 starker in IL-4 / TNF-
DCs exprimiert als Zeichen einer allgemein stankeB¢offwechselaktivitat in IL-4 / TNF-
DCs im Vergleich zu IFN-DCs.

3.1.4.3 Antigenaufnahme, -prozessierung und —prasentation

Die meisten differenziell exprimierten Gene, dieder Phagozytose beteiligt sind, zeigten
hohere RNA-Niveaus in IL-4 / TNF-DCs, wie beispiwetsse die Gene fur den inhibitorischen
IgG-Rezeptor FCGRIIB, die IgA- und IgE-RezeptorédAR und FCER2, die Komplement-
Faktoren und -Rezeptoren C1QA, C3 und C1lQR1 sovds @-Typ-Lektin CD205.
Interessanterweise zeigten IFN-DCs jedoch ein&kestérExpression des Gens FCGR1A fur
den aktivierenden FeRezeptor 1a / CD64.

Es konnten keine Expressionsunterschiede von GéireMHC-Molekile und andere
Antigen-prasentierende Molekile beobachtet wert@mge Gene fir lysosomale Proteine,
die an der Antigenprozessierung beteiligt sind,enajedoch differenziell exprimiert. Von
besonderem Interesse hierbei ist die starkere Egiome der RNA fir das Lysosom-
assoziierte Membranprotein DC-LAMP in IFN-DCs, das reifen Lymphknoten-DCs
hochreguliert ist [117]. Dartber hinaus hatten IBRs groRere Mengen der Transkripte fur
lysosomale Endopeptidasen wie die Cathepsine LDu(@TSL und CTSD). IL-4 / TNF-DCs
wiesen dagegen hohere RNA-Niveaus verschiedeneesdihockproteine (HSPA9B / HSP70,
HSPD1 / HSP60 und HSPH1 / HSP110) auf, die als katdee Chaperone Antigene fur die
Préasentation auf Klasse | MHC-Molekulen binden lémfiL18].

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass IINF/DCs eine starkere Expression
der Rezeptoren phagozytierender unreifer DCs as@mie wahrend IFN-DCs bereits

Anzeichen reifer Lymphknoten-DCs zeigten.
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3.1.4.4 Migration und Adhasion

Starke Unterschiede zwischen IFN-DCs und IL-4 / IEs waren in der Expression von
Genen zu beobachten, die das Migrations- und Adh&sgerhalten der Zellen beeinflussen.
Die Abbildung 3.4B zeigt zusammenfassend die hierarchisdbkisterAnalyse auf
Grundlage der auf denMicroarray prasentierten Gene fir Chemokin-Rezeptoren und
Chemokine (vgl. auch Kapitel 3.1.4.6), die unablgwgn den ermittelten gq-Werten ufwmld
changesdie differenzielle Expression dieser Gene zwisché-DCs und IL-4 / TNF-DCs
verdeutlicht.

IFN-DCs zeigten eine starkere Expression der Génelén Chemokin-Rezeptor CCR7
und die Integrina4-Kette (ITGA / VLA4). Beide Molekile spielen eizentrale Rolle in der
Migration reifer DCs in die Lymphknoten [33,119]ugserdem hatten IFN-DCs auch gréf3ere
RNA-Mengen des Chemokin-Rezeptors CCR2, der ellerdiale Rolle in der Migration von
DCs in die Lymphknoten spielt [120]. Darluberhinamsigten IFN-DCs eine starkere
Genexpression der Matrix-Metalloprotease ADAM-&tidis Decysin 1 (ADAMDEC1)
sowie des Adhasionsmolekiils Sialoadh&sin, die Bioke bei der Wechselwirkung reifer
DCs mit der Matrix und den Zellen in den Keimzentder Lymphknoten spielen [121,122].
Schliel3lich zeigten IFN-DCs hohere Expressibaseleiniger Zytokeratin-Gene wie KRT19,
KRT14 und KRT13, die alle in lymphoidem Gewebe d&m Thymus aktiv sind [123].

IL-4 / TNF-DCs exprimierten andererseits in staeker Malle Gene fir
Adhasionsmolekile epithelialer, entzindlicher Gesvelie die IntegrimE-Kette ITGAE
[124] sowie dig32-Integrin-assoziierten Molekile CD18 / ITGB2, CDhIUITGAM, CD11c/
ITGAX und CD44.[32-Integrine sind zudem in phagozytotische Prozéssalviert [125].
Auch Gene fir Gewebe-umbildende Matrix-Metallopreésen wie MMP12 und ADAM9,
die eine Rolle in der epithelialen Migration von Raphagen und Langerhanszellen sowie in
der Fusion von Monozyten spielen, waren hoher #d ILTNF-DCs exprimiert [126,127]. Im
Einklang mit der starkeren Expression von Genea,fidli die epitheliale Adhasion wichtig
sind, exprimierten IL-4 / TNF-DCs mehr RNA fur Peote, die an der Aktinskelettbildung
und -organisation beteiligt sind wie Actininl (ACTIN das Aktinfilament-Capping-Protein
(CAPZB) und andere Zytoskelett-assoziierte Proteu Vinkulin (VCN), das typisch flr
die Adhasionsstrukturen unreifer DCs ist [31].

Wahrend IFN-DCs eine starkere Expression von Geregten, die wichtig fur die
Migration reifer DCs in die Lymphknoten und fur éhicokalisation in den Lymphknoten sind,
zeigten IL-4 / TNF-DCs eine starkere Expression y@enen, die mit der Adhasion in

peripheren, entziindlichen Geweben assoziiert sind.
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3.1.4.5 Uberlebenssignale und Aktivierungsstatus

IFN-DCs zeigten eine verstarkte Expression demapoptotischen Gene BCL2A1 und TOSO
sowie des Gens fur den IL-7-Rezeptor. Diese dreieGermitteln auch in T- und NK-Zellen
Uberlebenssignale in Anwesenheit proapoptotisclatdren wahrend der Differenzierung
dieser Zellen [128, 129]. IL-4 / TNF-DCs zeigtemeeistarkere Expression der Gene fur
Metallothioneine wie MT1X, MT1H, MT2A und Peroxyrexine wie PRDX2, PRDX3 und
PRDX6, die eine zytoprotektive Funktion unter oxiden Stressbedingungen haben [130].

Interessanterweise zeigten IL-4 / TNF-DCs andeitsraeich eine starkere Expression des
Gens fur die IL-10-Rezeptar-Kette. Der IL-10-Rezeptor transduziert das
antiinflammatorische Signal von IL-10, das eineikerung von DCs verhindern kann [131].
Ausserdem wurden in IL-4 / TNF-DCs gréf3ere RNA-Memgles Makrophagen-Kolonie-
stimulierenden Faktors (M-CSF) und seines Rezepmtetsktiert, deren Wechselwirkung die
Differenzierung von Makrophagen fordert [132].

IFN-DCs zeigten also eine starkere Expression veneB, die das Uberleben reifer DCs
in den Lymphknoten ermdglichen. IL-4 / TNF-DCs erperten dagegen Gene, die unter
antiinflammatorischen Bedingungen zu einer Dea&tivimng der DCs oder zur Differenzierung

der DCs zu Makrophagen fuhren kénnen.

3.1.4.6 Proinflammatorisches Potenzial

IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs zeigten auch eine diffiezielle Expression von Chemokinen,
Zytokinen und anderen proinflammatorischen Med&torDie Abbildung 3.4B zeigt die
hierarchische&€lusterAnalyse auf Grundlage aller auf déviicroarray prasentierten Gene fir
Chemokine sowie Chemokin-Rezeptoren ohne Berudigioly der g-Werte undold
changes(vgl. Kapitel 3.1.4.4), die die differenzielle Exggsion dieser Gene zwischen IFN-
DCs und IL-4 / TNF-DCs verdeutlicht.

IFN-DCs hatten starkere Expressionsniveaus der @Gegrdie Chemokine MCP1 / CCL2,
MCP2 / CCL8 und MCP3 / CCL7 sowie Eotaxin2 / CCL2&hr potenter Attraktoren von
Monozyten, DCs, Granulozyten, NK-Zellen und T-Zelld33]. IFN-DCs zeigten auch eine
starkere Expression der Chemokine Migp/2CXCL2, Mip-23 / CXCL3 und PPBP / CXCL7,
welche bevorzugt zytotoxische Effektorzellen degedorenen Immunsystems anlocken
[44,134]. Neben diesen chemotaktischen Mediatosdteh IFN-DCs auch gréRere Mengen
der RNA fur verschiedene Zytokine, die eine Aktivieg von Leukozyten vermitteln. Zu

ihnen gehéren IFNB und IL-4 sowie das ISG15-Genprodukt, das einersiitrazellular
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durch die Interaktion mit verschiedenen Regulattginen die Expression von IHBI-
verstarkt, andererseits aber auch als Zytokin sea¢rwerden kann. Auch das 1131
konvertierende Enzym Caspase 1 (CASP1), welche&risetzung der bioaktiven Formen
der Zytokine IL-PB und IL-18 katalysiert, war starker in IFN-DCs expiert. Die genannten
Zytokine wirken gemeinsam in der Potenzierung deN-&-Antwort und tragen zur
Aktivierung von NK-Zellen, B-Zellen und T-Zellen tj@&5,135,136].

IL-4 / TNF-DCs exprimierten dagegen starker die &dar andere Chemokine, die
besonders fir die Mobilisierung aktivierter T-Zellan entziindliche Gewebe verantwortlich
sind, wie MDC, RANTES, und Mipf1[133,137]. IL-4 / TNF-DCs zeigten auch eine stéeke
Expression von Genen fiur Enzyme des Lipidstoffwelshswie die Arachidonat-15-
Lipoxygenase und die Arachidonat-5-Lipoxygenase QX115 und ALOXS5). Diese
katalysieren die Synthese proinflammatorischer béugne, die eine Rolle bei der
Differenzierung von DCs spielen [138]. Auch die @esiniger Koagulationsfaktoren wie
Faktor XIIIA1 (F13A1) waren starker in IL-4 / TNF@» exprimiert.

IFN-DCs zeigten somit eine starkere GenexpressielervChemokine und Zytokine, die
ein breites Spektrum von Immunzellen, insbesondegeborene zytotoxische Effektorzellen,
anlocken und aktivieren. IL-4 / TNF-DCs zeigten eigen eine hdhere Expression von
Chemokinen, die insbesondere aktivierte T-Zellenocken, sowie von Enzymen zur

Herstellung proinflammatorischer Lipidmetaboliten.

3.1.4.7 Zytotoxizitat

Die IFN-DCs wiesen mehrere hdher exprimierte Garfedie fir Proteine kodieren, welche
in direkte zellvermittelte, zytotoxische Reaktionamolviert sind. Insbesondere zeigten IFN-
DCs grol3ere Mengen des Transkripts fur TRAIL, elambranstandiges oder sezerniertes,
zytotoxisches Effektormolekll der TNF-Superfamilis fir die zytotoxische Wirkung von
NK-Zellen mitverantwortlich ist [139]. Uberraschewdeise waren die Gene fur die
Granzyme B und M (GZMB und GZMM), apoptose-induerade Effektormolekiile, die
bekanntermalRen von zytotoxischen Lymphozyten, bwidere NK-Zellen, sezerniert
werden [140], mehr als zweifach starker in IFN-D&Zgrimiert. Diese Ahnlichkeit von IFN-
DCs mit NK-Zellen war bislang noch nicht beschrielveorden. Daher wurde im Folgenden
Uberprift, ob weitere Gene, die spezifisch fur N&ll&n sind, differenziell in IFN-DCs und
IL-4 / TNF-DCs exprimiert waren. Auf deiicroarray wurden 52 Gene gefunden, die eng

mit NK-Zell-Funktionen assoziiert sind. Dabei wundénsgesamt 33 inklusive der oben
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genannten Gene identifiziert, die signifikante Eegsionsunterschiede mit einem g-Wert < 5
% aufwiesen. Alle waren starker in IFN-DCs exprirhi@abelle 6.3im Anhang). Hierzu
zahlen die Gene fur weitere zytotoxische Effektdekole wie Granzym A (GZMA),
Lymphotaxin B (LTB) und Fas Ligand (FasL) wie autie Zelloberflachenantigene CD2,
CD56 und CD96. Desweiteren fanden sich darunter @Gene fur die Killerzell-
Immunglobulin-&hnlichen Rezeptoren KIR3DL2, KIR2DXIR2DL1 und KIR2DS3, zu
denen die inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren gehof@l, sowie aktivierende NK-Zell-
Rezeptoren [141] wie die Killerzell-Lektin-ahnliandRezeptoren KLRF1, KLRC1, KLRA1
und KLRK1 / NKG2D und die natirlichen Zytotoxizisédauslosenden Rezeptoren NCR1 und
NCR2. Auch die Gene fur Polypeptidketten der NKkAssoziierten Zytokin-Rezeptoren flr
IL-7 und IL-2 [142] sowie IL-12 und IL-15 [143] (IR, IL2RB, IL12RB1, IL12RB2 und
ILL5RA) waren starker in IFN-DCs exprimiert. Fermaar INDO, das Gen fiur die Indolamin-
pyrrol-2,3-dioxygenase, die einerseits mit immunutatprischen Effekten, andererseits aber
auch mit dem zytotoxischen Potenzial von NK-Zelessoziert ist [144], starker in IFN-DCs
exprimiert. Die hierarchisch€lusterAnalyse ohne Berucksichtigung der g-Werte tioldl
changesauf der Grundlage von 52 bekannten NK-Zell-assdeie Genen, die auf dem
Microarray prasentiert singAbbildung 3.4B), veranschaulicht die differenzielle Expression
dieser Gene zwischen IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs.

In IL-4 / TNF-DCs waren dagegen drei Gene mit ailiobieller Funktion hdher
exprimiert als in IFN-DCs. Hierzu gehoért beispietise das Gen fir das Cathelicidin
antimikrobielle Protein CAMP.

Als Schlussfolgerung aus diesen Ergebnissen l|&dsht sagen, dass die spezifische
Expression einer Vielzahl von Genen in IFN-DCs, elig mit NK-Zell-Funktionen assoziiert
sind, eine neue Eigenschaft von IFN-DCs ist, dit biei IL-4 / TNF-DCs nicht findet.

3.1.4.8 Myeloide und plasmazytoide DC-Marker

Schlief3lich wurden IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs aué dinterschiedliche Expression von
myeloiden und plasmazytoiden DC-Markern untersi(i€abelle 6.4im Anhang). Neben den
oben bereits erwdhnten Genen fiur die myeloiden DE€HHchenmolekile CD11b, CD11c
und CD209, war auch das Gen fur das Ektoenzym Apeptidase N / CD13, das ein
weiterer myeloider Zelloberflachenmarker ist, ggenin IFN-DCs exprimiert als in I1L-4 /
TNF-DCs. Zudem zeigten IFN-DCs auch eine schwaché&enexpression des
Transkriptionsfaktors 1d2, der die Differenzierumgeloider DCs fordert, die Differenzierung

von plasmazytoiden DCs jedoch hemmt [145,146].
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Wie oben beschrieben, zeigten IFN-DCs in der imrhédnptypischen Analyse die
Zelloberflachenexpression von CD123, einem Mar#ter,plasmazytoide DCs charakterisiert.
Dieser Marker ist auch auf Granulozyten und Monezyjedoch nur in geringem Male auf
myeloiden DCs zu finden. Daher wurden diécroarray-Daten genauer auf Ahnlichkeiten
von IFN-DCs mit plasmazytoiden DCs untersucht. Zreergleichsweise niedrigefold
changes zeigten dieMicroarray-Daten eine signifikant starkere Expression Lympiea-
assoziierter Gene, die verantwortlich fur den lymigen Charakter von plasmazytoiden DCs
sind [15]. Hierzu gehdren die Gene fur lymphoideanBkriptionsfaktoren Spi-B, EBF2,
TCF7L / E2A und TBX21 / TBET, die Pra-B-Zell Gen&UL1 und IGI sowie andere
lymphoide Marker wie CD2 und CD7.

Zusammenfassend zeigten die Genexpressionsdaten)d-DCs und IL-4 / TNF-DCs
eine Vielzahl von Genen differenziell exprimierendujeweils einen charakteristischen
molekularen Phanotyp aufweisen. Im Vergleich z4IL-TNF-DCs zeigten IFN-DCs eine
starkere Expression vieler Gene, die sowohl eirrekth NK-Zell-dhnliche zytotoxische
Aktivitat als auch Funktionen reifer DCs vermittelmie die Mobilisierung und Aktivierung
zytotoxischer Immunzellen und die Migration in digmphknoten. Zudem zeigten IFN-DCs
molekulare Eigenschaften von plasmazytoiden DCsg! ILTNF-DCs dagegen zeigten einen
myeloiden DC-Charakter mit einer starkeren Expoassion Genen, die mit den Funktionen
unreifer DCs assoziiert sind, wie die Antigenaufmeahund die Adhasion in entzindlichen

Geweben.

3.1.5 Bestatigung derMicroarray-Daten

Die durch die Microarray-Analyse ermittelten differenziellen Unterschiedeer d
Genexpression von IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs, wurdeif RNA-Ebene mit Hilfe der

quantitativen Real-Time-PCR und auf Protein-Ebertadar Durchflusszytometrie verifiziert.

3.1.5.1 Quantitative Real-Time-PCR

Zur Bestatigung deMicroarray-Daten wurde die differenzielle Expression der mRxa

10 Genen in jeweils drei IFN-DC- und IL-4-DC-Prégawnen mittels RQ-PCR bestimmt.

Die 10 Gene, die stellvertretend fir unterschigdlifunktionelle Gruppierungen ausgewahlt

worden waren, zeigten nach déicroarray-Analyse unterschiedlichi®ld changeszwischen

2 und 14 Abbildung 3.5 zeigt den Vergleich der gemittelt&AC-Werte der entsprechenden
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Zielgene und des Referenzgefi-Mikroglobulin mit dem log der fold changes Die
differenzielle Expression aller 10 Gene konnte @hrsguter Ubereinstimmung bestatigt

werden.

12 - IFN-DCs > IL-4 / TNF-DCs Abbildung 3.5: Bestatigung der

N W log, (fold change) [ 12 Ergebnisse deMicroarray-Analyse mit
101 T AAC,- Wert 10 Hilfe der quantitativen Real-Time-PCR|
Die relativen Expressionsstarken von 10
g1 [ L 8 Genen in je drei IFN-DC- und IL-4
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sind durch ein Sterncher

gekennzeichnet.

3.1.5.2 Vergleich der Microarray-Daten mit dem Immunphanotyp

Fur den Vergleich der differenziellen Zelloberflackexpression verschiedener Proteine
wurden die Ergebnisse der durchflusszytometrisdhetersuchung der IFN-DCs und IL-4 /
TNF-DCs mit den entsprechenden Daten audMiemarray-Analyse verglichenAbbildung
3.6).

Dabei zeigte sich eine gute Korrelation. Fir zweirkér, CD86 und HLA-DR, zeigte sich
jedoch zunachst keine Korrelation. IFN-DCs zeigiedl3ere Mengen beider Proteine auf der
Zelloberflache, obwohl sie geringere Mengen der RIMACDS86 bzw. gleich groRe RNA-
Mengen fur HLA-DR im Vergleich zu IL-4 / TNF-DCs fwiesen. Dies ist dadurch zu
erklaren, dass mit Hilfe der durchflusszytometresttzZelloberflachenanalyse Proteine, die
intrazellular vorliegen, nicht erfasst werden kémn€D86 und HLA-DR akkumulieren in
unreifen DCs intrazellular in MIIC-Kompartimenterhevor sie zur Zelloberflache
transportiert werden. Um zu uberprifen, ob IL-4 MFFDCs im Vergleich zu IFN-DCs
groRere Mengen der Proteine intrazellular expriemiewurden die Zellmembranen vor der
durchflusszytometrischen Testung zunéchst pernis@il Hierdurch wird die Gesamt-

Proteinmenge auf der Zelloberflache und intrazétlelrfasst. Der Vergleich der gemessenen
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MFI-Werte von IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs fir CD8&d HLA-DR korrelierte nach der

Permeabilisierung in guter Ubereinstimmung mit Neéoroarray-Daten.

IFN-DCs > IL-4 / TNF-DCs
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Abbildung 3.6: Bestatigung deMicroarray-Daten auf Protein-Ebene mittels Durchflusszytometdach
Farbung der DC-Praparationen mit Antikdrpern gegenschiedene Zelloberflachenmolekile wurden dje
mittleren Fluoreszenzwerte (MFI) durchflusszytonsetn gemessen. Fir die intrazellulare Detektion von
CD86 und HLA-DR wurden die Zellmembranen vor der skleng permeabilisiert. Analog zur
Normalisierung der Fluoreszenz-Werte dslicroarrays wurden die gemessenen MFI-Werte zyr
Normalisierung durch den MFI-Wert nach Farbung miitem entsprechenden unspezifischen Isotyp-
Antikorper dividiert (relative MFI). Die Mittelweet der relativen MFI-Werte fur die einzelnen Marker
den IFN-DCs wurden dann durch die entsprechenddteldierte in den IL-4 / TNF-DC-Praparationer
dividiert (relative MFI Ratio). Die Abbildung zeigten Vergleich der relativen MFI Ratios (schratier
Saulen) mit denfold changesder Microarray-Analyse (schwarze Saulen) nach Logarithmierung.

Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet (05 fiir die durchflusszytometrische Messung, qiW¢
< 5% fur dieMicroarray-Analyse).

=

3.1.6 Funktionalitat

Um die Relevanz der molekularen und phanotypis¢haterschiede zwischen IFN-DCs und
IL-4 / TNF-DCs fir die funktionellen Eigenschaftdieser DC-Populationen zu untersuchen,
wurden verschiedene funktionelle Tests und verigée immunphé&notypische
Untersuchungen durchgefuhrt.

3.1.6.1 Allogene gemischte Leukozyten-Reaktion

Zur Untersuchung des allostimulatorischen Poteszidér DCs wurde eine gemischte
Leukozyten-Reaktion durchgefiihrt. Hierzu wurden@xallogene MNCs mit verschiedenen
Verdinnungen von Monozyten (n = 5), IFN-DCs (n =ofler IL-4 / TNF-DCs (n = 4)

stimuliert und die SI-Werte gemessen. Widbbildung 3.7 zu sehen ist, konnten beide DC-
Praparationen eine verstarkte Proliferation der MN@duzieren. Das Ausmald der
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Proliferation war abhangig von der Konzentration ei@gesetzten Stimulatorzellen. Obwohl
die Einzelmesswerte relativ stark um die Mittelwerstreuten, konnten beide DC-
Praparationen bei allen Stimulator- / Responderaklierhaltnissen signifikant héhere SI-
Werte hervorrufen als Monozyten. Bei hoheren DCl&ahwar das allostimulatorische
Potenzial der IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs &hnlichodr wahrend bei niedrigeren DC-
Zahlen die IL-4 / TNF-DCs eine starkere Prolifesatder MNCs induzieren konnten als IFN-
DCs.

9| @ IEN-DCs Abbildung 3.7: Allostimulatorisches Potenzial von DCs in eingr
O IL-4/ TNF-DCs allogenen gemischten Leukozyten-Reaktion. IFN-D@s4 /
O Monozyten TNF-DCs oder Monozyten wurden in verschiedenenzaalen in
Anwesenheit von Antikdrpern gegen CD28 und CD49d1ml
MNCs fiir 4 Tage kokultiviert3[H]-Thymidin wurde fir die
letzten 18-20 h dazugegeben. Die inkorporierte &adivitat
wurde durchp-Szintillation gemessen. Die Ergebnisse sind gls
Mittelwerte der Stimulationsindizes dargestellt (Slcpm der
stimulierten MNCs / cpm der unstimulierten MNCs)e [Positiv-
Kontrolle durch Stimulation der MNCs mit PMA undnlamyzin
zeigte stets einen Sl-Wert > 7 (Daten nicht geyeRjgnifikante
0 1 2 3 4 5 6 Unterschiede zwischen den DCs und Monozyten sovée |d
Zahl der Stimulatorzellen / 10 Unterschied zwischen IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs Beild
Stimulatorzellen mit p < 0,05 sind durch ein Stéert
gekennzeichnet.

*

Sl-Wert

3.1.6.2 Intrazellulare Zytokin-Detektion in T-Zellen

IFN-y und IL-4 sind typische Zytokine, die jeweils vorZ€llen des T1- bzw. T,2-Typs
sezerniert werden. Fur die Untersuchung, ob IFN-D@%IL-4 / TNF-DCs allogene T-Zellen
zu einem T1- oder [2-Phéanotyp polarisieren konnen, wurde die Expresgan IFNy und
IL-4 nach Kokultur in einer gemischten LeukozyteeaRtion mittels intrazytoplasmatischer
Immunfluoreszenz gemessen. Wie Abbbildung 3.8 gezeigt, konnten im Gegensatz zu
Monozyten (n = 2) sowohl IFN-DCs (n = 3) als auth4l/ TNF-DCs (n = 3) die IFN-
Produktion in allogenen CD3r-Zellen induzieren (0,005 + 0,005 % fiir Monozyten 0,15

+ 0,15 % fur IFN-DCs vs. 1,48 + 0,97 % fiur IL-4 NF-DCs). IL-4 / TNF-DCs waren die
starkeren IFNy-Stimulatoren als IFN-DCs. Andererseits konnterMengleich zu Monozyten
und IL-4 / TNF-DCs nur IFN-DCs zusatzlich die Pr&tian von IL-4 in T-Zellen induzieren.
Aufgrund der relativ starken Streuung der Einzetevemd vergleichsweise kleinen Zahlen
der getesteten Praparationen waren die Unterscljaddeh nicht signifikant.
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A B Abbildung 3.8: Induktion der Zytokin-
Produktion in allogenen T-Zellen.
c 25 c 1.0 Allogene MNCs wurden in einem 2 : 1
% o Zellzahl-Verhaltnis mit Monozyten, IFN-
N 2.0 N 0.8 DCs (schwarze Saulen) oder IL-4 / TNF
™ o DCs (weiRe Saulen) oder ohne Stimulup
8 1.5 8 0.6 fur drei Tage kokultiviert. Die T-Zellen
g o wurden mit einem FITC-konjugierten
‘§ 1.0 2 04 Antikdrper gegen CD3 markiert. Die
=3 S Expression von IFNr (links) und IL-4
Z 05 ¥ 02 (rechts) wurde intrazellular nach Farbung
L_: =°' mit PE-konjugierten Antikérpern
S 9 ﬁ > 0 durchflusszytometrisch gemessen. Dig
%@? Qc? Qo" 4?@0 Qc? Qc? Ergebnisse sind als Mittelwerte der
F &« & & & prozentualen Anteile der PE-positiven
S ¥ L S ¥ K CD3+ Zellen zusammengefasst.
& N X o
N4 A

Ahnliche Ergebnisse wurden auch nach der sepakatig@rsuchung von CD4+ und CD8+
T-Zellen erzielt. Dabei war bei den CD8+ T-Zellar &roduktion von IFNtund IL-4 hoher
als bei den CD4+ T-Zellen (Daten nicht gezeigt).

Die Experimente zeigten, dass IL-4 / TNF-DCs einarke Tyl-lImmunantwort in
allogenen T-Zellen induzieren, IFN-DCs dagegen &meeiger stark ausgepragte, dafir aber

ballancierte [1- und Ty2-Immunantwort ausldsen.

3.1.6.3 Migration

Die Genexpressionsanalyse hat eine starkere Expnesgerschiedener Migrations-
assoziierter Gene in IFN-DCs im Vergleich zu IL-ANF-DCs gezeigt. Zur Untersuchung
der migratorischen Fahigkeit der DCs wurde die Isign von IFN-DCs und IL-4 / TNF-
DCs durch eine Fibronektin-beschichtete Filtermeanbmit 8 pum-Poren in einefiranswelt
Kammer-System gemessen. Aebildung 3.9 zeigt die Ergebnisse flr jeweils 4 getestete
IEN- und IL-4-DC-Préaparationen in Anwesenheit d€3RZ-Liganden CCL19. Im Mittel war
der Anteil migrierter Zellen bei IFN-DCs signifikeom den Faktor 2,3 gro3er als bei I1L-4 /
TNF-DCs (2.473 + 941 migrierte IFN-DCs vs. 1.06B97 IL-4 / TNF-DCs, p = 0,02). In
zwei IFN-DC-Praparationen war zudem eine ZunahnreMigration in Anwesenheit von
CCL19 im Vergleich zu Kontrollansédtzen ohne Chemoku vermerken (Daten nicht
gezeigt). In den IL-4 / TNF-DC-Praparationen konui@gegen keine CCL19-spezifische

Migration beobachtet werden.
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4000 — Abbildung 3.9: Fahigkeit der DCs zur Migration.

8 350 Die Migration der DCs wurde in 2w/ell-
N 3000 TranswellKulturkammern in  Anwesenheit des
é 2500 Chemokins Mip-B gemessen. Jede&ell wurde
% 2000 mit 250.000 Zellen beladen. Die absolute Zahl der
E 1500 migrierten IFN-DCs (schwarze Saulen) und IL-4
S 1000 TNF-DCs (weiBe Saulen) wurde
T s durchflusszytometrisch gemessen. Die Ergebnisse
N sind als Mittelwerte der Anzahl migrierter Zellen
006 00"7 zusammengefasst. Der signifikante Unterschied mijt
\qé’\,\é( p < 0,05 ist durch ein Sternchen gekennzeichnet.
™

3.1.7 NK-Zell-Eigenschaften von IFN-DCs

IFN-DCs zeigten in der Genexpressionsanalyse gégenili-4 / TNF-DCs eine verstarkte
Expression der RNA fur verschiedene NK-Zell-assom Proteine. Zur Validierung dieser
Ergebnisse wurden weitere durchflusszytometrischesddngen sowie die funktionelle
Testung des zytotoxischen Potenzials der DCs deftihg.

Interessanterweise zeigte sich in der immunphaisxipn Analyse fur den NK-Zell-
spezifischen Zelloberflachenmarker CD56, dass disaBme der CD56+ Zellen im ,Gesamt-
Gate’ der IFN-DC-Praparationen (vgl. Abschnitt 3.1) nur geringem Mal3e durch die
Zunahme von CD56+ Lymphozyten bedingt war. Die Esgpion von CD56 wurde
stattdessen auf einem Anteil von 8 + 5 % der IFNsD@ ,DC-Gaté’ nachgewiesen
(Abbildung 3.10A). IL-4 / TNF-DCs zeigten hingegen keine Expression CD56 (0,7 = 0,8
%, p < 0,001). Bei der Untersuchung der Expressimm CD16 / Fg-Rezeptor Ill, einem
weiteren haufig verwendeten NK-Zell-Marker, der laueon Neutrophilen, Monozyten,
Makrophagen und DCs exprimiert wird, zeigten sielnk Unterschiede zwischen IFN-DCs
und IL-4 / TNF-DCs (im ,GesamBate: 11 + 10 % fur IFN-DCs und 12 + 6 % fur IL-4
TNF-DCs, p =0,9; im ,DGzaté: 7 £ 5 % fiur IFN-DCs und 8 £ 7 % fur IL-4 / TNFCs, p
= 0,9; Daten nicht gezeigt).

Die Farbung der Zellen mit Antikérpern gegen andelNK-Zell-assoziierte
ZelloberflachenmarkerHgure 3.10B) zeigte eine Zunahme der relativen MFI-Werte flr
CD49b, NKG2D und insbesondere TRAIL auf IFN-DCs Vfargleich zu IL-4 / TNF-DCs,
nicht jedoch von NKp44 und NKp46.
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Abbildung 3.10: Durchflusszytometrische
Messung der Expression von NK-Zell-
Markern auf DCs. IFN-DCs und IL-4 / TNF-
DCs wurden mit Antikdrpern gegen
verschiedene NK-Zell-Proteine markiert. Die
DCs wurden anhand ihrer
Eigenschaften eingegrenzt. (A) Die
Zelloberflachenexpression von CD56 auf DC
ist anhand eines zweidimensionalen Punk
Diagramms fir je eine reprasentative IFN-DC
und IL-4 / TNF-DC-Préparation gezeigt. (B)
Die Fluoreszenzintensitaten nach Markierun
anderer NK-Zell-assoziierter Marker auf def

Zelloberflache in je einer reprasentativen IFNt

DC- und IL-4 / TNF-DC-Praparation sind als
Histogramme dargestellt.
Kurven zeigen die Hintergrund-Fluoreszen
nach Inkubation mit den entsprechende
Isotyp-Kontrollantikérpern. In den
Diagrammen sind die relativen MFI-Werte im
Verhdltnis zur Hintergrund-Fluoreszenz de
Einzelmessungen angegeben. (C) Di
intrazellulare (1C) Expression der
zytotoxischen Effektormolekiile TRAIL und
Granzym B wurde nach Permeabilisierung dg
Zellmembranen gemessen. Die Grafik zeig
die mittleren Anteile positiv markierter IFN-
DCs (schwarze Saulen) und IL-4 / TNF-DCq
(weiBe  Saulen) in  %. Signifikante
Unterschiede sind

FSC- / SSCt

Grau unterlegte

=]

11%

— =

mt p < 0,05

Fluoreszenzintensitét -
gekennzeichnet.

Daruberhinaus wurden die Zellen auf die intrazydepiatische Expression der typischen
zytotoxischen Effektormolekile TRAIL und GranzymuBtersucht Abbildung 3.10C). Ein
intrazellularer Pool von TRAIL wurde in fast alldRN-DCs und in einem signifikant
geringeren Anteil von IL-4 / TNF-DCs detektiert (346 % vs. 62 + 17 %, p = 0,004).
Ausserdem konnte in 88 + 11 % der IFN-DCs im Gegenau IL-4 / TNF-DCs (1,1 + 0,2 %,
p < 0,001) die intrazellulare Expression von Granzy, das von NK-Zellen (und

zytotoxischen T-Zellen) gebildet wird, nachgewiesarden.
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Neben dem Nachweis typischer NK-Zell-Oberflacherkeaund intrazellularer Proteine
gelang zudem der funktionelle Nachweis einer Zytitit von IFN-DCs gegentuber K562-
Zellen @Abbildung 3.11). Die IFN-DCs zeigten eine mittlere spezifischeséyder K562-
Zellen von 24 % nach 4 h Kokultur bei hohen Effekaétizahlen. Bemerkenswerterweise war
das zytotoxische Potenzial der IFN-DCs in diesensafsvergleichbar grol3 wie das der
Positiv-Kontrolle mit IL-2-aktivierten NK-Zellen.L+4 / TNF-DCs zeigten hingegen keine
lytische Aktivitat gegeniber K562-Zellen (0 % spiszine Lyse, p = 0,007Ebenso zeigten
B-Zellen als Negativ-Kontrolle keine lytische Akitit.

Abbildung 3.11: Zytotoxische Aktivitdt der

401 s e DCs. IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs wurden if
301 |A NK-Zellen verschiedenen Zellzahlen mit 1X1GFDA-
A B-Zellen SE-markierten  K562-Zellen  kokultivier

(angezeigt durch das Verhdltnis der
Effektorzellen zu den Zielzellen). Die
spezifische Lyse von Tumorzellen durch die
DCs wurde nach der Kokultur mittel
durchflusszytometrischer Detektion der
Aufnahme von Propidiumiodid gemessen. IL-
2-aktivierte NK-Zellen wurden als Positiv

Kontrolle, B-Zellen als Negativ-Kontroll

verwendet. Signifikante Unterschiede mit p|<
0,05 sind durch ein Sternchen gekennzeichngt.

U7

% spezifische Lyse

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass IFN-DCsmickine starkere Expression NK-
Zell-assoziierter Gene als IL-4 / TNF-DCs zeigteandern auch immunphé&notypische und

funktionelle Eigenschaften von NK-Zellen aufwiesen.
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3.2 Vakzinierung von Patienten mit dendritischen Zellen und
Patienten-spezifischem CDR3-Peptid

Im Rahmen eines individuellen Heilversuchs wurdemizPatienten mit Multiplem Myelom
mit DCs behandelt. Der eine Patient erhielt herkdiockmgenerierte IL-4 / TNF-DCs, der
andere Patient wurde aufgrund ihrer neuen positiiganschaften mit IFN-DCs behandelt.

3.2.1 Vergleich zweier Methoden zur Anreicherung von Monayten: Adhérenz-

Verfahren und Negativselektion

Fur die klinische Anwendung missen DCs in groRenfdstlb unter reinen Bedingungen
nach Mal3gabe deGood manufacturing practicéGMP) hergestellt werden. Eine GMP-
gerechte Negativselektion von Monozyten mit HilfenvAntikdrpern ist bislang nicht
maoglich. Die Verwendung von CD14-Antikorpern zursRioselektion von Monozyten hat
den Nachteil, dass diese Antikdrper die Zellen ncbghweise verdndern. Eine GMP-
gerechte Methode zur Anreicherung von Monozyteneofiarwendung von Antikorpern ist
das Adharenz-Verfahren. Um zu zeigen, dass diedie#ter Methode hergestellten DCs den
DCs nach Negativselektion gleichen, wurden insgéd&mFN-DC-Praparationen mit Hilfe
des Adharenz-Verfahrens hergestellt und immunplyg@mseth sowie funktionell analysiert.

Die in der Kultur eingesetzten MNCs hatten einexdnigeren mittleren Anteil von 15 +5
% CD14+ Monozyten als die durch Negativselektiogeamicherten Monozyten (p < 0,001).
Nach der Kultur lag die Ausbeute der geernteteiedelm Median bei 6 + 3 % der
eingesetzten Zellen. Im Vergleich lag die Ausbedge geernteten Zellen aus der negativ
angereicherten Monozyten-Praparation, die einerifvon 71 = 12 % CD14+ Zellen zeigte,
bei 26 + 13 % (p < 0,001; vgl. Abschnitt 3.1).

Die Reinheit der IFN-DCs, die mit dem Adharenz-\abren gewonnen wurden, war
ebenso signifikant geringer im Vergleich zur Kultart negativ selektionierten Monozyten
(36 £ 15 % vs. 79 £ 16 % Zellen mit FSC- / SSC-Bgghaften von DCs, p < 0,001). Im
FSC- / SSC-Diagramm war eine groRe Lymphozyten@djoul zu erkennenApbildung
3.12A), die bei den negativ selektionierten Zellen mygedeutet zu beobachten war. Bei der
immunphanotypischen Reinheitsbestimmung tber CDZ#8ken fanden sich 23 + 8 % CD3+
T-Zellen, 38 £ 16 % CD19+ B-Zellen und 4 + 4 % CB5Bellen. Adharenz-IFN-DCs
zeigten eine mittlere Viabilitdt von 84 + 12 % (®:A).
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Abbildung 3.12: Phénotypische und funktionelle Analyse der Adhard-N-DCs. (A) Bei der
durchflusszytometrischen Messung konnten die AdtFAERRCs im FSC- / SSC-Diagramm klar von def
Lymphozytenpopulation abgegrenzt werden. (B) Imn#émmtypische Charakterisierung der Adharenz
IFN-DCs (schraffierte Séulen) und dRosetteSef=N-DCs (schwarze S&aulen). Die DCs wurden mit
Antikérpern gegen verschiedene Oberflachenmarkekisrd und die Ergebnisse als mittlere Anteile der
positiven Zellen im ,DCGate’ zusammengefasst. Signifikante Unterschiede mgitQp05 sind mit einem
Sternchen gekennzeichnet. (C) Allostimulatorischestenzial der DCs. Adharenz-IFN-DCs und
RosetteSef-N-DCs wurden in verschiedenen Zellzahlen in Asgrheit von Antikérpern gegen CD28|
und CD49d mit 1x1D MNCs fiir 4 Tage kokultiviert’[H]-Thymidin wurde fiir die letzten 18-20 h
dazugegeben. Die inkorporierte Radioaktivitat wudiech (3-Szintillation gemessen. Die Ergebnisse
sind als Mittelwerte der Stimulationsindizes datghis Es fanden sich keine signifikanten Unteredb.
(D) Intrazellulare Detektion der Zytokin-Produktiam allogenen T-Zellen. Allogene MNCs wurden in
einem 2 : 1 Zellzahl-Verhaltnis mit Adharenz-IFN-BGchraffierte Saulen) od&osetteSef-N-DCs
(weiBe Saulen) oder ohne Stimulus fur drei Tageukikert. Die intrazellulare Expression von IRN-
und IL-4 wurde durchflusszytometrisch gemessen. Bigebnisse sind als Mittelwerte der % PE
positiven T-Zellen zusammengefasst. Es fandenksate signifikanten Unterschiede.

Die immunphénotypische Analyse der Adharenz-DCsD@-Gate' zeigte ein dhnliches
Ergebnis wie die Analyse der IFN-DCs aus negatleksnierten MonozytenAbbildung
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3.12B). DC-Marker wie die kostimulatorischen Molekile @) CD80 und CD86 sowie
HLA-DR wurden auf einem gleich groRen Anteil der ©detektiert. Der myeloide Marker
CD11c war jedoch mit 70 = 20 % auf einem signifikgaringeren Anteil der Adharenz-IFN-
DCs exprimiert (p = 0,002). Interessanterweise teeiglie Adharenz-DCs im Vergleich zu
den IFN-DCs nachRosetteSepnreicherung einen signifikant hoheren Anteil des
Reifemarkers CD83 von 37 = 26 % (vs. 5 £ 5 %, p,608). Ebenso konnte auch CD56 auf
den Adharenz-IFN-DCs nachgewiesen werden. DieseiZBlkMarker war mit 17 + 11 %
(im Vergleich zu 4 £ 4 % im ,Gesan@ate’, vgl. oben) sogar auf einem signifikant gréReren
Anteil der Adharenz-IFN-DCs exprimiert als bei deosetteSepCs (8 +5 %, p = 0,01).

Mit Blick auf das allostimulatorische Potenzial gten die Adhérenz-IFN-DCs (n = 9)
keine signifikanten Unterschiede zu dBosetteSepCs (n = 4) in der allogenen MLR
(Abbildung 3.12C). In gleicher Weise zeigten die Adharenz-IFN-D@s=(4) ein ahnliches
Potenzial zur Stimulation von IFMund IL-4 in allogenen T-Zellen wiRosetteSef-N-DCs
(n = 3) @Abbildung 3.12D).

3.2.2 Vergleich von frischen und kryokonservierten dendrtischen Zellen

Fur die klinische Anwendung ist es notwendig, eib€-Praparation fur mehrere
Vakzinierungszeitpunkte zu konservieren. Daher wuitberprift, welchen Einfluss die
Kryokonservierung auf den Phanotyp der IFN-DCs baizu wurden verschiedene IFN-DC-
Praparationen, die mit dem Adharenz-Verfahren gewonworden waren, nach einer
Kryokonservierung untersucht. Die Viabilitat derllée war nach dem Auftauen innerhalb
der ersten zwei Monate nach dem Einfrieren verghec grof3 wie zum Zeitpunkt der Ernte
der Zellen Abbildung 3.13A). Nach einer langeren Lagerung bei -80 °C zeigien
Messungen zwischen zwei und drei Monaten und bidoBate nach dem Einfrieren eine
signifikante Abnahme der Viabilitat.

Der Immunphénotyp von 4 kryokonservierten DC-Prapanen wurde nach dem
erneuten Auftauen ein, zwei und drei Wochen sowieizMonate nach dem Einfrieren
analysiert. Keine signifikanten Unterschiede wurdanVergleich mit dem Immunphanotyp
der frisch geernteten DCs beobacht&bl{iildung 3.13B). Der Immunphanotyp zu einem
spateren Zeitpunkt wurde nur anhand einer Prapard&iMonate nach Kryokonservierung
sowie bei drei Praparationen nach mehr als einelm Bayokonservierung untersucht.
Insgesamt konnte dabei ebenfalls keine signifikaviegdnderung des Immunphanotyps
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.13; Viabilitat und Immunophénotyp von Adharenz-IFN-®Cvor und nach
Kryokonservierung (kryo) zu verschiedenen Zeitpenkt (A) Der Anteil vitaler Zellen in
kryokonservierten DC-Préparationen wurde durch tdglder toten Zellen mit Trypanblau bestimmt. Die
Darstellung zeigt die mittlere Viabilitat der Zailledie nach verschiedenen Zeitraumen aufgetautemurd
Signifikante Unterschiede mit p < 0,05 sind durcin &ternchen gekennzeichnet. (B) De
Immunphéanotyp kryokonservierter Zellen (weil3e Sdulurde durchflusszytometrisch nach Farbur
mit Antikérpern gegen verschiedene Oberflachenmidéekestimmt und mit dem Immunphanotyp frisc
hergestellter Praparationen (schraffierte S&ulesrglichen. Die mittleren Anteile positiv markiertef
Zellen sind in der Grafik zusammengefasst.

Sa —

3.2.3 Generierung von dendritischen Zellen, die mit CDR3eptid beladen

wurden und Vakzinierung von Patienten mit Multiplem Myelom

Zwei Patienten mit Multiplem Myelom wurden im Rahmeines individuellen Heilversuchs
an der Klinik fur Hamatologie, Onkologie und kliole Immunologie der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf unter Zustimmung der lokalighikkommission und der Patienten mit
CDR3-Peptid-beladenen DCs behandelt. Fir beidemati wurden die Tumor-spezifischen
Nukleotidsequenzen der CDR3-Region ermittelt. DasieRten-spezifische CDR3-Peptid
wurde dann anhand der entschlisselten Gensequamzdeno Firma Seqlab hergestellt
(Tabelle 3.]. Die DCs wurden unter GMP-Bedingungen mit HileesdAdharenz-Verfahrens
aus frisch gewonnenen Apheresaten hergestellt unidig bei 37 °C mit 100 pg / ml CDR3-
Peptid beladen. Dabei wurden bei einem Patienteh ALTNF-DCs und bei dem anderen
Patienten IFN-DCs verwendet. Sodann wurden 1i0s subkutan verabreicht und der Rest
eingefroren. Weitere Vakzinierungen mit derselbelizahl folgten im Abstand von je einem
Monat. Danach wurden 4 subkutaBeosterVakzinierungen mit CDR3-Peptid, das an KLH

gebunden war, durchgefihrt.
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3.2.4 Serologisches und molekulares Monitoring der vakzierten Patienten

In beiden Fallen konnte eine gute Vertraglichkes#tr &/akzine mit nur milden lokalen
Reaktionen als Nebenwirkungen festgestellt werdéaben dem Kklinischen Ansprechen
wurde auf molekularer Ebene die Zahl der Tumornelhe peripheren Blut bestimmt. Dafir
wurde eine Patienten-spezifische quantitative Reak-PCR fir den IgH-Lokus beider
Patienten etabliert. Dabei kamen je eine CDR3-§ipehe Sonde, ein spezifischer Vorwarts-
Primer mit Bindungsstelle in der CDR3-Region futi®a 1 bzw. in der CDR2-Region fur
Patient 2 sowie ein Konsens-Ruckwarts-Primer fltieRa 1 bzw. ein CDR3-spezifischer
Ruckwarts-Primer fur Patient 2 zum Einsatalgelle 3.1 vgl. auchAbbildung 1.2). Fur die
PCR-Reaktion beider Patienten wurden dieTabelle 3.2 zusammengefassten optimalen
AnnealingTemperaturen und Mg&Konzentrationen verwendet und die im Material und
Methoden-Kapitel angegebenen QualitatskriterierdiérigH-PCR erreicht.
Idiotyp-spezifische T-Zellen im peripheren Blutrkaden in einem immunologischen Test
mit synthetischen CDR3-Nonapeptid-beladenen KlaksMHC-Tetrameren bei beiden
Patienten nicht nachgewiesen werden. Dies ist isahilichen auf die mangelnde Viabilitat
der aufgetauten MNCs der Patienten zurtckzufihaia, nach der Vakzinierung fur
nachfolgende Untersuchungen gewonnen und bei -8&r§6konserviert worden waren.
Spezifische T-Zellen konnten unter diesen Bedingangcht ausreichend expandiert werden,
so dass die Sensitivitdt des Assays nicht ausegiahh diese Zellen zu detektieren. Ein
immunologisches Ansprechen auf die Therapie kodaker nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 3.1 Ermittelte Nukleotid- und Peptidsequenzen der duspezifischen CDR3-Regionen von zwei
Patienten mit Multiplem Myelom. Die Keimbahnsequemzder V- , D- und J-Gensegmente sind unter
Anwendung derlgBlast Software http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblagt ermittelt worden. Nukleotide der
CDR2- und CDR3-Region sind fett gedruckt, Abweichem von der Keimbahnsequenz inklusive CDR3-
Region sind unterstrichen. Die Kodons fiir die Halshg des CDR3-Peptids sind kursiv gedruckt. [Die
Bindungsstellen der AS@agmanSonden sind griin und die der ASO-Primer blau gekeichnet. Fir Patient
1 wurde der Konsens-Primer JH1245 als Reverse-Priererendet.

Patient1 | CDR3- _ 5" - CG GCY STG TAT TAT TACTGT/GCCIGAL
HLA-A02 | Nukleotidsequenz GAT TGG/GGC ATT GTA GTA GAC CCA GTT GCG CCC GAC TFT
TGG GGC CAG GGA GCCT - 3 [#3H1245
CDR_‘?" H,N — CARDWGIVVDPVAPDFWGQGA - COOH
Peptidsequenz
Patient2 | CDR3- . 5'- TGG ATC CGC CAG GCT CCA GGG AG GGG CTG GAG TGG GTTTCA —
HLA-A02 | Nukleotidsequenz TACATT GCTACT AGT ACG AGT TAC ACA AAG TAC GCA GAC TCT GTG AAG GGC-
CGA TTC ACC ATC TCC @A GAC AAC GCC AAG AGC TCA CTTTTT CTG CAA ATG AGC AGC CTG AGA
GCC GAAGAC ACG GCC GTCTAT TAC TGTIGEGIAGE!
GGATAC ACC TAT GGT CCA GGC AAT CTG TT€
TGGGGCCAGIGGA ACC CTGTC ACC GTC TCC TCA GGT — 3
CDR_‘?" H:N — CARGYTYGPGNLFWGQGTL - COOH
Peptidsequenz
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Tabelle 3.2 Etablierung der Patienten-spezifischen IgH-PC&wkirden jeweils drei verschiedene PCRs (wie
in Kapitel 2.3.2.3.2.2 beschrieben durchgefuhrt diedoptimale MgGl und Annealing-Temperatur fir Primer
und Sonden, die Sensitivitdt und Spezifitdt deiePegn-spezifischen IgH-PCRs ermittelt.

Temperatur MgCl,- Steigung Sensitivitat Spezifitat
Konzentration maximal linear
Patient 1 60 °C 6mM 3,31+0,43 10° 10° ja
Patient 2 63 °C 7mM 3,28+0,17 10° 10" ja

3.2.4.1 Patient1

Patient 1 erreichte nach einer ersten HochdosisnGtierapie und nachfolgender autologer
Blutstammzelltransplantation im Rahmen der Pringighie nur eineninimal respons§l47]
und wurde daher mit IL-4 / TNF-DCs behandelt. NBeginn der Vakzinierungstherapie mit
4 DC- und 4BoosterVakzinierungen blieb der Patient fir 39 MonatdRiemission bis er ein
erneutes Rezidiv entwickeltaljbildung 3.14 oben).

Die Konzentration des Paraproteins zeigte nach Yakzinierungstherapie keine
signifikanten Anderungen. Mit Hilfe der IgH-PCR kuen vor und wahrend der
Vakzinierungstherapie noch Tumorzellen im periphdB&ut des Patienten detektiert werden.
Nach der zweiterBoosterlnjektion wurden dann Uber einen Zeitraum von 7 nisten
molekularbiologisch keine Tumorzellen mehr im Btdtektiert. Etwa zwei Jahre vor der
Diagnose des neuen Rezidivs waren die Tumorzeliedewx kontinuierlich nachweisbar. In
Knochenmarkproben waren die Tumorzellen wahrend d&szinierungs-Zeitraums
kontinuierlich messbar.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich Patiech der Primartherapie mit IL-4 /
DCs zwei Jahre in stabiler Remission befand, obwahinur ein minimales klinisches
Ansprechen auf eine Hochdosis-Chemotherapie eteei@er Patient lebt noch und spricht
auf weitere Therapien an.

3.2.4.2 Patient 2

Patient 2 erhielt im beginnenden dritten Rezidigmaweimaliger Hochdosis-Chemotherapie
und autologer Blutstammzelltransplantation 4 Ingkn mit IFN-DCs und 4Booster
Injektionen als alleinige Therapie. Die Paraprdiemezentration zeigte einen kurzfristigen
Ruckgang nach Beginn der Vakzinierungbbildung 3.14 unter). Dann konnte ein

kontinuierlicher, langsamer Anstieg des Paraprstéi@obachtet werden. Nach 11 Monaten
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musste der Patient erneut mit Chemotherapie behandeden. Molekularbiologisch zeigte
sich dieser Verlauf auch in der IgH-PCR mit peeiggn Blutproben.

Die Vakzinierung von Patient 2, der bereits mehrEnerapien erfahren hatte, konnte

einen beginnenden Progress nicht aufhalten. Treitever Therapien starb der Patient drei

Jahre nach Beginn der Vakzinierungstherapie.
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Abbildung  3.14:  Serologisches  un
molekulares Monitoring von zwei Patiente
die Patienten-spezifisch mit Idiotyp-beladengén
DCs vakziniert worden sind. Patient 1 erhiglt
als Primartherapie eine Hochdosi
Chemotherapie und erzielte einminimal
response Als Konsolidierung erhielt er
Injektionen mit IL-4 / TNF-DCs und

Boosteflnjektionen mit KLH-Id. Patient 2,
der bereits mit zwei  Hochdosi
Chemotherapien behandelt worden war,
erhielt im beginnenden Rezidiv 4 Injektiongn
mit IFN-DCs und 4Boosterlnjektionen mit
KLH-Id. Zum Zeitpunkt der Vakzinierun
zeigte Patient 2 einen erneuten Anstieg des
Paraproteins. Der Anteil der Tumorzellen |n

Blut- und Knochenmarkproben wurd
molekularbiolgisch mit Hilfe der Patienter]-

spezifischen IgH-PCR zu verschiedengen
Zeitpunkten bestimmt und als das Verhaltpis
IgH / 2 [B-Aktin in % angegeben. Di
Konzentration des Paraproteins  wurdle
routinemaRig mittels ELISA bestimmt. Di

und Knochenmarkproben (Quadrate)
beiden Patienten im  Vergleich zyr

gekennzeichnet. Nullwerte der IgH-PCR sind
als offene  Dreiecke  gekennzeichnegt.
Abkirzungen: ED, Erstdiagnose; HD+autp,
Hochdosis-Chemotherapie  mit  autologger
Blutstammzelltransplantation; DC-Id,
Injektion von mit CDR3-Peptid beladengn
DCs; KLH-Id, Boosterlnjektion von KLH-
gekoppeltem CDR3-Peptid.

Abschlie3end lasst sich sagen, dass die Verabmgchon DCs gut vertragen wurde und

nur milde lokale Nebenreaktionen verursachte. Digidche Wirksamkeit von IFN-DCs im
Vergleich zu IL-4 / TNF-DCs kann jedoch aufgrundr dgringen Patientenzahl und der
unterschiedlichen klinischen und Therapieverlaufer duntersuchten Patienten nicht
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abgeschatzt werden. Der Krankheitsverlauf kann rashhaes molekularbiologischen
Nachweises von Tumorzellen mit Hilfe einer Patiargpezifischen Real-Time-PCR gut

verfolgt werden.
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4 Diskussion

Die Entwicklung des Pocken-Impfstoffes im Jahr 1d@@6ch den Arzt Edward Jenner [148]
war der Beginn der Immunologie als wissenscha#libhsziplin. Die Ausrottung der Pocken
und weitere Erfolge mit Impfstoffen gegen ander&Khonskrankheiten gehdren zu den
grol3ten Errungenschaften der biomedizinischen TikcBahnbrechende Ergebnisse konnten
in jungster Zeit in der Pravention von Tumorerknamygen erzielt werden. So konnte gezeigt
werden, dass die Entstehung von anogenitalen Tumtrech die Impfung mit Peptiden von
menschlichen Papilloma-Viren (HPV), die fir die &shung dieser Tumoren notwendig
sind, verhindert werden kann [149]. In der Bekdmgfwon bestehenden Tumoren konnten
bislang jedoch nur geringe Erfolge erzielt werd&B(]. Die Entwicklung neuer effizienter
Impfstoffe ist daher Gegenstand intensiver Forsghion besonderer Bedeutung ist dabei
die Entdeckung, dass DCs eine priméare Antigen-§pelze Immunantwort auslésen und
aufrechterhalten konnen. DC-basierte Impfstoffe Ratienten mit Krebserkrankungen
konnen daher helfen, die Impferfolge weiter zu esgern.

Es ist jedoch ungeklart, welches Protokoll sich lzasten fur die Generierung von DCs
eignet, um eine effektive Immunantwort gegen Tumbigegne auszulosen [38]. Auf der
Suche nach einem alternativen Weg zur GenerierengDCs wurden in dieser Arbeit die
molekularen, phanotypischen und funktionellen Esglaften von IFN-DCs im Vergleich zu
herkdbmmlich generierten mit TN&- behandelten IL-4-DCs untersucht. Hierbei konnte
dargelegt werden, dass sowohl IFN-DCs als auch/IIMF-DCs typische DC-Eigenschaften
prasentieren. Dennoch wiesen beide DC-Populati@meen individuellen molekularen und
funktionellen Phénotyp aufApbildung 4.1). Der auffalligste Unterschied lag darin, dass
IFN-DCs im Vergleich zu IL-4 / TNF-DCs Eigenschaftplasmazytoider DCs besal3en und
gleichzeitig eine gesteigerte Expression von NK-Zesoziierten Genen sowie eine direkte
zytotoxische Wirkung gegen Tumorzellen zeigten. Deeite wichtige Unterschied war, dass
IFN-DCs verglichen mit IL-4 / TNF-DCs Anzeichen famen fortgeschrittenen Reifungs-
und Aktivierungsgrad aufwiesen und eine grof3ere akat zur  Migration in die
Lymphknoten hatten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen daher nahe, I#&E9Cs nicht nur in der Lage sind,
eine erworbene spezifische Immunantwort in den Usknpten zu induzieren, sondern
dariberhinaus auch eine angeborene Anti-Tumor-Antwermitteln konnen. IL-4 / TNF-
DCs zeigten dagegen einen eher myeloiden DC-Phéamoityeinem grof3eren Potenzial zur
Antigenaufnahme und Adhasion in peripheren Geweb@se Eigenschaften weisen auf eine
Beteiligung der IL-4 / TNF-DCs an einer eher lokalexmunantwort hin.
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IFN-DCs zeigen aufgrund ihrer neuen Eigenschaftegegiber IL-4 / TNF-DCs
maoglicherweise eine verbesserte Wirksamkeit alsladierter Impfstoff in der Bekampfung

von Tumorzellen und sollten daher in klinischendstn getestet werden.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der molekularen, phamthien und funktionellen Eigenschafte
von IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs. IL-4 / TNF-DCs zeig Anzeichen fiir einen eher unreife
Differenzierungsstatus. Sie haben ein hdheres Rialerur Adhésion in peripheren, entziindlichen Geave
wo sie Antigene erkennen und durch Phagozytoseehuofen und andere aktivierte Effektorzellen anlock]
wie beispielsweise aktivierte T-Zellen (blauer undangener Kasten). IFN-DCs zeigen dagegen eifen
fortgeschritteneren Reifungsstatus und sind alskestdmigrierende Zellen bereits auf dem Weg in i
Lymphknoten, um Antigen-spezifische naive T-Zelinaktivieren. Gleichzeitig zeigen sie ein zytoszkies
Potenzial gegen potenzielle Zielzellen, mit denienire Blut oder Lymphsystem Kontakt haben, und lgmn

andere Effektorzellen des angeborenen Immunsysieiosken (orangener und griiner Kasten).
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dendritische Zellen aus Monozyten generiert werden

Mit GM-CSF und IFN- a kbnnen unter serumfreien Bedingungen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Moterzyn Anwesenheit von GM-CSF und

IFN-a in serumfreiem Medium innerhalb von drei TagenDxts differenzieren. DCs haben

charakteristische phanotypische und funktionellgeBschaften, die sie von Monozyten und
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anderen Immunzellen unterscheiden und die fir eimenuntherapie relevant sind
[1,151,152]. Immunph&notypisch kdnnen DCs, dieMosozyten generiert wurden dadurch
identifiziert werden, dass sie die Expression desdzytenmarkers CD14 herunterregulieren,
aber positiv fir das Adhasionsmolekil CD11c sindd ugleichzeitig eine gesteigerte
Expression von kostimulatorischen sowie MHC-Molekiizeigen. Funktionell zeichnen DCs
sich insbesondere dadurch aus, dass sie T-Zelteneag&n konnen.

Es konnnte gezeigt werden, dass IFN-DCs diese gesrarDC-Eigenschaften besitzen.
Sie wiesen eine typische DC-Morphologie auf. SieemaCD11c+ und HLA-DR+ Zellen und
zeigten im Vergleich zu Monozyten eine starke Rédukvon CD14 bei gleichzeitiger
Zunahme der kostimulatorischen Moleklle CD40, C®&d CD86. Diese Beobachtungen
entsprechen in guter Ubereinstimmung den Ergelmisselerer Arbeitsgruppen, die die
Morphologie [89,95] und den Immunph&notyp [89,94.@8n IFN-DCs untersucht haben. In
einigen Veroffentlichungen wurden starkere Zunahmen CD40 und CD80 als in dieser
Arbeit beschrieben [94,97,153]. Dieser Unterschgtddarauf zurtickzufihren, dass in den
genannten Studien IFN-DCs in Anwesenheit von FCE8r ddumanem Serum hergestellt
wurden. Solche Zusatze fordern die Hochregulatiengénannten Zelloberflachenmolekile
[154]. In dieser Arbeit wurden dagegen serumfreseliBgungen gewahlt, da die DCs fur den
klinischen Einsatz hergestellt werden sollten.

Die IFN-DCs zeigten auch die Fahigkeit zur Stimolatvon T-Zellen. Sie konnten im
Vergleich zu Monozyten in einer gemischten Leukemygaktion allogene T-Zellen zur
Proliferation anregen. In verschiedenen Arbeiterrd@uzuvor beschrieben, dass IFN-DCs
eine starkere Expression von kostimulatorischen elkiden zeigen und ein starkeres
allostimulatorisches Potenzial besitzen als unbeélée unreife IL-4-DCs [94,96,97]. Im
Vergleich zu diesen Verotffentlichungen ist in dre&ebeit neu, dass hier IFN-DCs mit TNF-
a behandelten IL-4-DCs verglichen wurden. Dabei kengezeigt werden, dass IFN-DCs
auch im Vergleich zu IL-4 / TNF-DCs eine starkerebe@lachenexpression der
kostimulatorischen Molekile CD40 und CD80 aufwejsejedoch kein grolReres
allostimulatorisches Potenzial haben.

Eine wichtige funktionelle Eigenschaft von DCs hleir Stimulation von T-Zellen ist
ausserdem die Fahigkeit, die Expression vei-Tind T2-Zytokinen wie IFNy bzw. IL-4 in
den T-Zellen zu induzieren. IFN-DCs konnten T-Zeliir Produktion sowohl von IFNals
auch IL-4 stimulieren und eine balanciertgl7 Ty2-Immunantwort induzieren, wahrend IL-

4 | TNF-DCs eine starke Tendenz zu eingt-Polarisierung von T-Zellen aufwiesen.
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Eine durch DCs induzierte balancierte Immunantwaig, sowohl Typ 1 als auch Typ 2
Zytokine umfasst, hat moglicherweise den Vorteiinee Anti-Tumor-Immunantwort
verstarken zu kénnen, indem sie neben einer zysgben T-Zell-Antwort auch die
Freisetzung von Antikdrpern gegen Tumor-assoziidmgigene induziert und zusatzliche
Anti-Tumor-Effektorzellen des angeborenen Immurayst wie Makrophagen, Neutrophile
oder Eosinophile mobilisiert [155,156]. Die Anwekeit von IL-4 férdert zudem nicht nur
eine Ty2-Immunantwort, sie ist moglicherweise auch fur di¢ablierung einer J1-
Immunantwort gegen Tumorzellen wichtig. Beispielsgeentwickelten Mause, die kein IL-4
produzieren konnen, im Gegensatz zu normalen Mausean der Immunisierung mit
Tumorzellen keine zellulare Immunantwort gegen @idamorzellen. Denselben Effekt
zeigten auch normale Mause, die wahrend der Imrmwaisy mit Anti-IL-4-Antikorpern
behandelt wurden [157]. Dartiberhinaus stimmen engegebnisse mit Berichten von Santini
et al sowie Lapentat al Uberein, die zeigen konnten, dass IFN-DCs eiaketzellulare
und humorale Immunantwort induzieren konnen [9BBR, Diese Arbeitsgruppen
verwendeten fur ihre Untersuchungen chimare SCtbwere kombinierte Immundefizienz) -
Mause, die keine eigenen Immunzellen entwickelmemelmmunsystem jedoch durch
Transplantation menschlicher Lymphozyten (hu-PBéRonstituiert wurde (hu-PBL-SCID-
Mause). Diese Mause sind ein gutes Untersuchungdifad die immunogene Wirkung von
DCs im menschlichen Korper. Nach der Vakzinierungselr Mause mit autologen,
menschlichen IFN-DCs, die mit HIV-1-Peptiden beladearen, konnten die genannten
Arbeitsgruppen menschliche HIV-spezifische Antikgéirp[97] als auch HIV-spezifische
zytotoxische T-Zellen [92] im Blut nachweisen.

Die Fahigkeit von IFN-DCs, sowohl 4I- als auch {2-Zellen zu aktivieren, ist
wahrscheinlich auf die verschiedenen Effekte vorN-tF auf DCs und T-Zellen
zurtckzufiihren. IFNx induziert die Expression seines eigenen Gens dndeft somit
verstarkt die Freisetzung von IFN- Dieses Zytokin induziert in T-Zellen einerseite d
Expression des Rezeptors fur IL-12, ein Zytokinlcles die Differenzierung vonyI-Zellen
fordert, die von T;2-Zellen jedoch supprimiert [158]. Zudem aktivié#tN-a durch Bindung
an seinen Rezeptor den Transkriptionsfaktor STAJet, wahrend der Differenzierung von
Tyl-Zellen auch durch den IL-12-Rezeptor aktivientda\ji39]. Andererseits unterdriickt IFN-
a jedoch in hohen physiologischen KonzentrationenEkpression von IL-12 durch DCs und
verhindert dadurch eine exzessiveyliPolarisierung [85,159] und ermdglicht die

Differenzierung von 2-Zellen.
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Insgesamt kann zusammenfassend gesagt werden,d#agsrgebnisse dieser Arbeit
zeigen, dass IFN-DCs normale DC-Eigenschaften zessitDabei zeigte sich jedoch bereits,
dass Unterschiede zu den klassischen IL-4 / TNF-D&Ssehen.

4.2 IFN-DCs haben einen fortgeschrittenen Reifungszustal

Der Reifungsstatus von DCs ist ein wichtiger Patemi@r die Initialisierung einer effektiven
Immunantwort [152]. Die wichtigste Eigenschaft eeiDCs ist ihre Kapazitat zur Migration
in die Lymphknoten und zur Prozessierung und Ptasen von aufgenommenen Antigenen
zur Aktivierung von Antigen-spezifischen T-ZelledDCs sollten deshalb fur den klinischen
Einsatz als Vakzine phanotypische und funktion&ligenschaften reifer DCs besitzen. In
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass IFN-DCs nebeimstiyen DC-Eigenschaften auch einen
fortgeschritteneren Reifungsstatus als IL-4 / TNEsDaufweisen. Die Daten lassen darauf
schlieBen, dass IL-4 / TNF-DCs noch eine ausgepriaghigkeit zur Phagozytose haben und
an einer lokalen Immunantwort beteiligt sind, wattdFN-DCs auf direktem Wege in die
Lymphknoten migrieren, um eine spezifische Immuwant auszulésen. IFN- verursacht
daher moglicherweise im Gegensatz zu TiNEine irreversible Reifung von DCs, die durch
andere Signalwege eingeleitet wird.

Der klassische Reifemarker fur DCs ist CD83, einh#&slonsmolekil, das in die
Interaktion mit T-Zellen involviert ist. In dies&rbeit zeigten beide DC-Préparationen nur
eine marginale Zelloberflachenexpression von C88ser Reifemarker konnte in allen DCs
jedoch intrazellular nachgewiesen werden. Es wudrtdber schon beschrieben, dass die
Zelloberflachenexpression von CD83 posttranslatioeguliert wird und dass in Monozyten,
IL-4 / TNF-DCs und IFN-DCs ein intrazellularer Patgs Proteins vorliegt [93,160]. Es ist
auch bekannt, dass DCs unter serumfreien Kultunigegigen eine niedrigere
Zelloberflachenexpression von CD83 und kostimulattren Melokile aufweisen [154].
Daher ist es notwendig, andere Parameter fur d@yde des Reifungszustandes von DCs
heranzuziehen.

TNF-a ist in vielen Arbeiten als geeignetes Zytokin @lie Induktion der Reifung von
DCs beschrieben worden. Verschiedene Genexpreasialysen zeigten, dass TNiviele
Gene, die mit der Reifung von DCs assoziiert saidijviert [115,161,162]. Eine wichtige
Rolle kommt hierbei der Aktivierung des Transkmyisfaktors NkB durch TNFe zu [163].
Interessanterweise wurde in einigen Genexpressiahgssen nach der Stimulierung von DCs

und anderen Zellen durch TNF-jedoch neben der Aktivierung des RB-Signalwegs
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gleichzeitig eine starke Zunahme deskiBHnhibitors KB / NFKBIA beobachtet [116,161],
was auf einen negativen Ruckkopplungsmechanismus T8d--ao-vermittelten Reifung
hinweist. Die Reifung durch TNE-ist daher mdglicherweise ein reversibler Proziessgdem
die DCs nach dem zwischenzeitlichen Erwerb eineterrePhanotyps wieder unreife
Eigenschaften zuriickerlangen. Ein solches Reifungsthist von Nelson bereits beschrieben
worden [164]. Die Genexpressionsanalyse in diesbeif zeigte eine geringere Expression
von KB / NFKBIA in IFN-DCs im Vergleich zu IL-4 / TNF-DE& Dies spricht dafir, dass in
IFN-DCs der Transkriptionsfaktor MB effektiver aktiviert werden kann als in IL-4 / TN
DCs.

Die Differenzierung und Aktivierung von DCs kannrclu die Signale verschiedener
antiinflammatorischer Zytokine und Wachstumsfaktoreunterdriickt werden. Die
Genexpressionsanalysen in dieser Arbeit deuteruftana dass IFN-DCs im Vergleich zu IL-
4 | TNF-DCs weniger sensitiv fur solche SignalalsiDie in IFN-DCs beobachtete geringere
Expression der Gene fur den Makrophagen-Kolonmatdterenden Faktor-Rezeptor (M-CSF
R) und seinen Liganden M-CSF, deren Wechselwirkdigy Differenzierung von DCs
zugunsten eines Makrophagen-Phanotyps umkehren Ka82], verdeutlichen den
irreversiblen Differenzierungszustand der IFN-DOse geringere RNA-Menge der IL-10-
Rezeptora-Kette (ILRA10) in IFN-DCs weist dartberhinaus dé#r&in, dass IFN-DCs im
Vergleich zu IL-4 / TNF-DCs weniger sensitiv fur nei IL-10-vermitteltes
antiinflammatorisches Signal sind. Dieses Zytokiindwon vielen Tumorzellen sezerniert,
was zur Inaktivierung von Tumor-infiltrierenden D@&srt und dadurch eine effektive Anti-
Tumor-Immunantwort unterdriickt [165,166].

Als alternativer Reifungsstimulus wird heute oftt @ytokin-Gemisch aus TNE; IL-6,
IL-13 sowie Prostaglandin E2 verwendet. Dies verursaom sehr starke Zunahme von
CD83 und kostimulatorischen Molekllen sowie deséell-gtimulatorischen Potenzials der
DCs, fuhrte jedoch auch zu einer verminderten Kidiazur IL-12-Produktion sowie zur
Induktion von IL-10 und die Aktivierung regulatactser T-Zellen [167,168], ein Phdnomen
das auch als ,Erschopfung” oderxhaustioh bezeichnet wird. Die Verwendung von IFN-
als einizigen Reifungsstimulus ist daher moglichese eine bessere Alternative fir
immuntherapeutische Anwendungen.

Heute sind einige alternative Reifemarker bekartig eng mit den spezifischen
Funktionen reifer DCs verbunden sind. Hierzu gehom erster Linie der Chemokin-
Rezeptor CCR7 und die Fibonektin-bindende IntegdrKette. Beide Molekule sind wichtig
fur die Migration reifer DCs in die Lymphknoten @,169]. CCR7 beeinflusst auch andere
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wichtige Funktionen wie die Zytoarchitektur und daberleben reifer DCs. Ein anderes
Zelloberflachenmolekil, CD38, ein Ektoenzym und éar, kolokalisiert mit CCR7 auf
reifen DCs und kooperiert mit CCR7 in der Koordioatder Migration, des Uberlebens und
anderer funktioneller Eigenschaften reifer DCs [|[1E3n weiterer wichtiger Marker fir reife
DCs ist das Membranprotein DCLAMP, das in lysos@ndlasse 1I-MHC-Komportimenten
reifer DCs vorliegt und fur eine effektive Prozesang aufgenommener Antigene zur
Prasentation auf Klasse Il MHC-Molekilen und dietidierung Antigen-spezifischer T-
Zellen notwendig ist [117].

Die starkere Expression all dieser Gene in IFN-D¥éxdeutlicht den fortgeschrittenen
Reifungsstatus von IFN-DCs gegenuber IL-4 / TNF-D@sBe polarisierte Anordnung
zytoplasmatischer Fortsatze auf IFN-DCs zusammend®i geringeren Expression von
Genen, die fir die Aktinskelettbildung und -orgaien verantwortlich sind sowie Vinkulin
weisen ebenfalls auf den Verlust von Adhéasionsstirek und eine hohere Motilitat von IFN-
DCs hin [31]. Als funktioneller Beleg fur den foesgchrittenen Reifungszustand zeigten IFN-
DCs inTranswellMigrationsexperimenten in Anwesenheit des CCR7ahien Mip-B eine
starkere Migration als IL-4 / TNF-DCs. Diese Ergsise stehen im Einklang mit Parlagd
al., die bereits zeigen konnten, dass IFN-DCs in Assion mit einer polarisierten
Morphologie ein starkeres migratorisches Poteralislunbehandelte I1L-4-DCs haben [95].
Die grof3eren RNA-Mengen in IFN-DCs fiur Adhasionsdextrazellulare Matrix-Proteine
wie Decysin 1, Vitronektin und Sialoadhé&sin, dieLiymphknoten vorkommen [121,122],
weisen dartberhinaus darauf hin, dass sich IFN-DClymphoiden Geweben integrieren
kénnen. Zusammen mit der gré3eren Viabilitdt im gieich zu IL-4 / TNF-DCs und der
starkeren Genexpression des antiapoptotischen IBiglekiils bcl-2A1, das NkB-aktivierte
Uberlebenssignale in plasmazytoiden DCs [170] uifigrénzierenden T-Zellen vermittelt
[171], legen die Ergebnisse nahe, dass IFN-DCsticin den Lymphknoten tberleben
koénnen. Die starkere Genexpression von CathepsimenDCLAMP, die in lysosomalen
Klasse [I-MHC-Komportimenten reifer DCs vorhandends[117,172], sprechen zudem fir
die Fahigkeit von IFN-DCs zur Prozessierung exogekxdigene fur die Prasentation auf

Klasse Il MHC-Molekilen und die Aktivierung Antigespezifischer T-Zellen.
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4.3 IFN-DCs zeigen Eigenschaften von plasmazytoiden deritischen
Zellen und NK-Zellen

Die Genexpressionsanalyse bestatigte dariberhimass, IFN-DCs and IL-4 / TNF-DCs
zwei unterschiedliche DC-Populationen darstelleon\8.798 untersuchten Genen zeigten
689 Gene (8 %) eine mindestens zweifach hohereeSgmn in IFN-DCs oder IL-4 / TNF-
DCs. Die genaue Analyse der differenziell expringierGene zeigte, dass IFN-DCs neben
den typischen DC-Eigenschaften auch Ahnlichkeitéh plasmazytoiden DCs sowie NK-
Zellen haben. Immunphéanotypische und funktionelt@alfsen zeigten zudem, dass IFN-DCs
ein NK-Zell-ahnliches zytotoxisches Potenzial gader Tumorzellen besitzen.

Plasmazytoide DCs unterscheiden sich von myelold€s durch die Expression von
CD123 sowie verschiedenen Zelloberflaichenmolekilem Transkriptionsfaktoren, die
normalerweise mit der Differenzierung von lympheid€ellen assoziiert sind [15].
Andererseits zeigen sie keine oder nur geringe ésgoon myeloider Marker wie CD209. Sie
sezernieren grol3e Menge IFEN{ -B nach der Bindung viraler dsRNA oder unmethylierter
CpG-haltiger DNA-Sequenzen an die Mustererkenn@zggtoren TLR7 bzw. TLR9, die
nicht oder in geringerem Mal3e von myeloiden DCgiexprt werden [173]. Dartberhinaus
exprimieren sie antiproliferative und antiviraleg&al- und Effektormolekile, die die virale
Replikation unterbinden [174].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass IFNs[A@ genannten plasmazytoiden DC-
Merkmale auspragen. IFN-DCs waren CD123+ CD209- @d exprimierten deutlich
geringere RNA-Mengen der myeloiden DC-Marker CD1Ci11c und CD13 sowie des
Transkriptionsfaktors Id2. Dieser Transkriptiongtakfordert die Differenzierung myeloider
DCs und hemmt dagegen die Differenzierung von péastoiden DCs [145,146]. Der
plasmazytoide DC-Charakter der IFN-DCs wurde de®nem durch eine signifikant starkere
Expression von Lymphozyten-assozierten Genen &idanskriptionsfaktoren Spi-B, EBF2
und t-bet, das Pré-B-Zell Gen IGLL1 sowie anderegitoide Marker wie CD2 bestatigt.

Eine weitere Ubereinstimmung von IFN-DCs und plagyt@iden DCs ist die Expression
von Genen, die an dem durch IENvermittelten Signaltransduktionsweg beteiligt sind
Dieser Signalweg wird in plasmazytoiden DCs dur¢fRT bzw. TLR9 vermittelte Signale
angeschaltet. Diese Rezeptoren aktivieren Uber dasptermolekil MyD88 die
Transkriptionsfaktoren NEB und IRF7 [175]. Durch diese Transkriptionsfaktongird die
Expression von IFNt induziert, das seinerseits in autokriner Weiselen plasmazytoiden
DCs die IFNe-vermittelte Signalkaskade aktiviert. Dies fuhrt ptasmazytoiden DCs

schlie3lich zu der Expression von Genen, die egmgrale Rolle in der Regulation der durch
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IFN-a vermittelten antiviralen Immunantwort stel@&d]. Diese Gene kodieren u.A. fur die
Transkriptionsfaktoren STAT1, IRF7, IRF9 und nmi7$t177], antivirale Signal- und
Effektormolekile wie PKR, RIG-I, Mx1, die Oligoaddatsynthetasen OAS1, OAS2 und
OAS3 sowie IFNB und weitere IFN-induzierte Gene wie das Gen fi@ ldidolamin 2,3-
dioxygenase (INDO). Letzteres wird oft mit der Iktlan regulatorischer T-Zellen in
Zusammenhang gebracht. Dieses Protein hat untémflaromatorischen Bedingungen auf
DCs jedoch eher eine aktivierende als supprimiezenidtkung [178,179]. Es wird in reifen
DCs hochreguliert und spielt dort wahrscheinliclerebine Rolle in der Inhibierung viraler
Replikation als in der Regulation von T-Zellen [162

IFN-DCs zeigten im Vergleich zu IL-4 / TNF-DCs eistirkere Expression der meisten
der genannten Gene, die in die aktiven Signalwegeplasmazytoiden DCs involviert sind.
Diese umfassen das Adaptermolekiils MyD88, die krgnsonsfaktoren STAT1, IRF7 und
IRF9 sowie die genannten antiviralen Signal- undel&brmolekile. Die geringere
Expression des NéB-Inhibitors kKB / NFKBIA in IFN-a spricht dafir, dass NdB in IFN-
DCs aktiviert werden kann. Eine differenzielle Ggmession von TLR7 und TLR9 konnte in
IFN-DCs verglichen mit IL-4 / TNF-DCs nicht beobaehwerden. Mohty et. al. konnten
jedoch die Expression von TLR7 auf IFN-DCs zeig@8][ Die Ergebnisse vermitteln also
das Bild, dass in IFN-DCs ahnliche Signalkaskadenuliert werden wie in plasmazytoiden
DCs.

Schliel3lich weist auch die funktionelle Eigenschaih IFN-DCs, eine eher balancierte
Tul / Th2-lImmunantwort auszuldsen, auf eine Ahnlichkeipfasmazytoiden DCs hin. Denn
diese zeichnen sich dadurch aus, dass sie im Gagensmyeloiden DCs, die eher einglT
Polarisierung von T-Zellen fordern, sowoh}IF als auch J2-Immunantworten auslosen
kénnen [15].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass IFN-DCsotgh@the Ahnlichkeiten zu
plasmazytoiden DCs besitzen und ahnliche molekWaehanismen verwenden, die fur die
funktionellen Eigenschaften von plasmazytoiden D@&@sntwortlich sind.

Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen IFN-D@sd IL-4 / TNF-DCs war der
Nachweis des zytotoxischen Potenzials der IFN-D@bihre phanotypischen Ahnlichkeiten
zu NK-Zellen. Dies zeigte sich einerseits durch stérkere Expression von TRAIL in IFN-
DCs im Vergleich zu IL-4 / TNF-DCs. Fast alle IFNZB hatten einen intrazellularen Pool
von TRAIL, wahrend nur ein Teil der IL-4 / TNF-D@%eses Molekul exprimierte. Auch die
Zelloberflachenexpression von TRAIL konnte auf gam IFN-DCs nachgewiesen werden.
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Tatsé&chlich zeigten IFN-DCs, nicht aber IL-4- / TRES eine direkte zytotoxische Wirkung
auf K562 Tumorzellen. Diese Ergebnisse stehen inkl&ng mit der Beobachtung anderer
Arbeitsgruppen, dass IFN- oder LPS-aktivierte D@ alirekte TRAIL-vermittelte Lyse
verschiedener Tumorzelllinien bewirken kénnen [34180].

Eine neue Beobachtung in dieser Arbeit war die HHeghlation der Gene fir die
Granzyme A, B und M und der Nachweis eines int@gaigsmatischen Pools von Granzym B
in IFN-DCs. Die Expression von Granzymen in IFN-D®@sist daher auf eine mogliche
Beteiligung Perforin-vermittelter Tétungsmechanisntiirch IFN-DCs hin. Sowohl TRAIL
als auch Granzyme sind essenzielle Bestandteileydelytischen Effektor-Arsenals von NK-
Zellen [139,140].Eine weitere neue Beobachtung, die ungewdhnlichDiGs ist und ein
Hinweis darauf, dass IFN-DCs phénotypische Eigesfseh von NK-Zellen besitzen, war die
Expression der fur NK-Zellen typischen Zelloberfil@omolekile CD56 und in geringerem
MalRRe CD49b und NKG2D auf IFN-DCs.

Die Genexpressionsanalyse zeigte dariiberhinausreeihnlichkeiten von IFN-DCs mit
NK-Zellen. IFN-DCs zeigten im Vergleich mit IL-4TINF-DCs die differenzielle Expression
der Gene fur Killerzell-Lektin-dhnliche Rezeptor@0LRF1 / NKp80, KLRC3 / NKG2E,
KLRAL1 / Ly49, KLRK1 / NKG2D, KLRG1 / MAFA), natirthe Zytotoxizitat auslésende
Rezeptoren (NCR2 / NKp44, NCR1 / NKp46) sowie aktiende (KIR2DS1, KIR2DS3) und
inhibierende (KIR3DL2, KIR2DL1) Killerzell-immunglaulin-ahnliche Rezeptoren. Viele
der genannten NK-Zell-Rezeptoren, insbesondere NKA2Kp44, NKp46 und NKp80
wirken synergistisch in der Verstarkung der zytegoken Aktivitat von NK-Zellen [141].
Schliel3lich weist die starkere Expression der Ganelie Rezeptoren der Zytokine IL-2, IL-
7, IL-12 und IL-15 in IFN-DCs darauf hin, dass IENGs &@hnliche Signale wie NK-Zellen
empfangen koénnen. Die genannten Zytokine spieleme ewichtige Rolle bei der
Differenzierung und Aktivierung von NK-Zellen. IL-dnd IL-2 vermitteln in NK-Zellen
Uberlebenssignale bzw. regen sie zur Proliferation[181], IL-12 und IL-15 férdern die
Aktivierung der zytolytischen Effektorfunktionen43].

DCs kdnnen daruberhinaus das zytotoxische PotemaieNK-Zellen erhéhen, wahrend
die NK-Zellen gleichzeitig die Reifung der DCs stileren [46]. Die groReren RNA-Mengen
in IFN-DCs fur viele Zytokine und Chemokine wie If\ IL-4, MCPs, CXCL-2, -3 und -7
sowie fUr das IL-B-konvertierende Enzym Caspasel weisen schlie3fchud hin, dass IFN-
DCs eine Vielzahl von Immunzellen anlocken und \a&ten konnen, insbesondere
zytotoxische Effektorzellen des angeborenen Immstesys wie NK-Zellen [44,133,135,136]
und Neutrophile [44,134]. Die Wechselwirkung von {¥Kllen und DCs wurde in den letzten
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Jahren vielfach untersucht. Tati al. haben demonstriert, dass die Reifung und das F-Zell
stimulatorische Potenzial von IFN-DCs in Gegenwarh NK-Zellen gesteigert wird [99].
Die wechselseitige Aktivierung von DCs und NK-Zellird mdglicherweise durch die oben
genannten ldslichen Mediatoren vermittelt. Der N&lLharakter von IFN-DCs konnte
daher zu einem positiven Ruckkopplungsmechanismaiigagen, der einerseits den NK-Zell-
Charakter verstarkt und andererseits zu einer vesitAktivierung der DCs fuhrt.

Es ist denkbar, dass ein Teil der beobachtetent@yitntat der IFN-DC-Praparationen
von anwesenden NK-Zellen herrihrt. Da die Zahl@B56+ NK-Zellen jedoch sehr gering
war und sich nicht zwischen den IFN-DC- und IL-BNF-DC-Préparationen unterschied, ist
nicht davon auszugehen, dass sie alleine fur dieagkten Beobachtungen verantwortlich
gemacht werden konnen. Die Expression von CD56 wirdombination mit dem Re
Rezeptor 11l / CD16 als Nachweiskriterium fur NKil&® verwendet. CD16 ist jedoch anders
als CD56, dessen Expression bislang nur auf NKeBelind einer kleinen Subpopulation
zytotoxischer T-Zellen beobachtet wurde, ein wertveites Zelloberflachenmolekul. Es wird
von NK-Zellen sowie von Neutrophilen, Monozyten, Waphagen und DCs exprimiert.
Dieses Molekil wurde ohne signifikanten Unterscraed einem Anteil der IFN-DCs sowie
IL-4 / TNF-DCs detektiert. Es ist daher unwahrsoheh, dass die molekularen,
phanotypischen und funktionellen Unterschiede zZgsclFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs auf
guantitative und qualitative Unterschiede anweseNdeZellen zurtckzufihren sind.

Die Beobachtung von phanotypischen und funktiemelEigenschaften von NK-Zellen
bei den IFN-DCs ist aufgrund der kirzlichen Entdeuk der Interferon-produzierenden
Killer-dendritischen Zellen (IKDCs) in der Maus vdresonderem Interesse. Diese IKDCs
vereinen in gleicher Weise wie IFN-DCs die molekeita ph&notypischen und funktionellen
Eigenschaften von plasmazytoiden DCs als auch vBrZéllen [55,56].IKDCs kdnnen
Tumor-spezifische T-Zellen aktivieren und das Waamsvon Tumorzellen kontrollieren. In
unseren Ergebnissen fanden sich 9 hoher exprinhit&ell-assozierte Gene (FasL, GZMA,
GZMB, GZMM, KLRA1, MAFA, NCR1, KLRK1 und NKG7), dieauch anhand der
Genexpressionsanalyse von murinen IKDCs, plasmagioDCs und konventionellen
myeloiden DCs fir IKDCs beschrieben wurden [55je Dnolekularen und funktionellen
Ahnlichkeiten zwischen IFN-DCs und murinen IKDCgmiételn das Bild, dass auch beim
Menschen eine phanotypische und funktionelle Vedisohaft zwischen DCs und NK-
Zellen existiert.

Zellen mit diesen neuen Eigenschaften verdeutliatierzentrale Rolle der DCs fur das

Immunsystem, indem sie einerseits eine effektiveneltle Abwehrreaktion des angeborenen
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Immunsystems vermitteln und andereseits durch diktividrung einer adaptiven
Immunantwort eine langfristige systemische Immuretzeugen konnen.

In einigen Arbeiten wurde bereits beschrieben, dagmane NK-Zellen als auch
Neutrophile unter proinflammatorischen BedingungddC-Eigenschaften erwerben.
[50,51,182]. Die Expression von NK-Zell-Markern wearauf normalen menschlichen DCs
bislang noch nicht beschrieben. Allerdings wurde Bikpression von CD56 auf malignen
DCs bei Patienten mit seltenen malignen Erkrankange dem CD56+ Langerhansschen
Zell-Sarkom [183] oder CD4+CD56+ Tumorerkrankungeatfie auch als ,agranulares
CD4+CD56+ hematodermisches Neoplasma® bezeichnetdene[184,185], gezeigt. Man
geht davon aus, dass die Ursprungszellen diesepiagtien plasmazytoide DCs sind. Denn
neben CD56 exprimierten die Tumorzellen CD123 und\{DR, zeigten zytoplasmatische
Fortséatze und ein T-Zell stimulatorisches Potenzidese Beobachtungen zeigten, dass
sowohl myeloide DCs (Langerhanszellen) als auctsnpdaytoide DCs NK-Zell-Gene
aktivieren koénnen. Diese Kapazitdt von DCs ist nuobgrweise durch ihre enge
hamatopoetische Verwandtschaft zu erklaren. Denmgeat davon aus, dass NK-Zellen und
plasmazytoide DCs, aber auch myeloide DCs aus ejeareinsamen hamatopoetischen

Vorlauferzelle hervorgehen [186,187].

4.4 IFN-DCs sind eine vielversprechende Alternative flrZell-basierte

Vakzinierungsstrategien

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass tFhicht nur die Differenzierung von reifen DCs
induziert, sondern dariiberhinaus auch die Ausbddeines speziellen plasmazytoiden DC-
Typs mit NK-Zell-Eigenschaften auslost, der nebegr dnitierung einer erworbenen
Immunantwort auch eine unmittelbare zytotoxischekdfig auf Tumorzellen austiben kann.

Daher ist das Protokoll mit der Verwendung von I&NRindestens genauso effektiv in
der Generierung reifer DCs wie das Standard-PrditakoIL-4 und TNF-a. IFN-DCs zeigen
die phanotypischen und funktionellen Voraussetzonge nach dem Antigenkontakt vitro
und der Verabreichung im lebenden Organismus sofatte Lymphknoten zu migrieren, um
dort Antigen-spezifische T-Zellen und eine adaptmenunantwort zu aktivieren.

Ausserdem ist die Expression einer Vielzahl vonr@tianen und Zytokinen in IFN-DCs,
die insbesondere angeborene zytotoxische Immumnzellgivieren, als auch das eigene
zytotoxische Potenzial der IFN-DCs von groRem baese fur die Vakzinierung von

Tumorpatienten. Die zytotoxischen Effektorzellers dmgeborenen Immunsystems spielen
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eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr gegen gidalfektionen und Tumorzellen [188-

190]. Sie kénnen zirkulierende Tumorzellen, dieevaht fur die Ausbreitung der Krankheit

sind, im Blut oder in den LymphgefalRen abtéten. Bieobachtung des angeborenen
zytotoxischen Potenzials der IFN-DCs ist auch dgemevon besonderer Bedeutung, da
apoptotische wie nekrotische Tumorzellen die Quelle Aufnahme und Prasentation von
Tumor-assoziierten Antigenen fir weitere DCs d#iestd191] und damit die Immunabwehr

aufrechterhalten werden kann.

Zudem zeigten IFN-DCs gegenuber IL-4 / TNF-DCs ejméRere Viabilitat und eine
geringere Expression der Rezeptoren fur IL-10 unr@®F, so dass sie wahrscheinlich nicht
zu Makrophagen differenzieren [132] und unter afiimmatorischen Bedingungen, die bei
vielen Tumorerkrankungen vorliegen [166], bessezrigiben [165] und die Immunantwort
aufrechterhalten kdnnen.

Das Protokoll zur Generierung von DCs unter Verwergdvon IFNe ist desweiteren
aufgrund der kurzen dreitdgigen Kulturperiode obimen zusatzlichen Schritt zur Ausreifung
der DCs weniger zeit- und kostenintensiv. IFN-DCi¢ den beschriebenen Eigenschaften
konnten auch sehr effektiv mit Hilfe des GMP-geteohAdharenz-Verfahrens generiert
werden. Bei dieser Methode kommt es nicht zur Arduexyg von CD14-Antikdrpern zur
Anreicherung von Monozyten, die die Funktion dersD@bglicherweise beeinflussen kénnte.
Zwar zeigten Adharenz-DCs eine geringere ReinhgiD&s, die aus negativ selektionierten
Monozyten gewonnen wurden, wiesen aber dennoch glechen phanotypischen
Eigenschaften und funktionellen Kapazitaten aulerkssanterweise zeigten in dieser Arbeit
Adhérenz-IFN-DCs eine starkere Zunahme des ReileensrCD83 als IFN-DCs nach
Negativselektion. Diese Beobachtung spricht phgmsth fur einen weiter forgeschrittenen
Reifungszustand der Adharenz-DCs. Dieser Effeknidglicherweise durch die stimulierende
Wirkung kokultivierter CD4+ T-Zellen zu erklaren92]. Es ist denkbar, dass IFiN-durch
seine stimulierende Wirkung auf T-Zellen diesenekfffordert. Auch die stimulierende
Wirkung von anwesenden NK-Zellen auf die Reifungn VBN-DCs ist bekannt [99]. Diese
waren in dieser Arbeit jedoch nur in geringen Pnbzahlen nachweisbar.

Die Daten dieser Arbeit zeigten zudem, dass IFN-B@=h zu einem spéateren Zeitpunkt
appliziert werden konnen, ohne durch die Kryokoviseung ihre phanotypischen
Eigenschaften zu verlieren. Dies ist bereits fivdtDCs gezeigt worden ist [193]. Da die
Zellen nach Lagerung bei —80°C fiir mehr als zwenkte eine verringerte Viabilitat zeigten,
sollten sie entweder innerhalb von zwei Monotenwesidet werden oder alternativ in

flissigem Stickstoff kryokonserviert werden.
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In unserer Klinik wurden zwei Patienten mit Mulgph Myelom im Rahmen eines
individuellen Heilversuchs mit DCs behandelt. Dakennte gezeigt werden, dass diese
Behandlung keine schwerwiegenden Nebenwirkungevoheift. Dies steht im Einklang mit
den bislang veroffentlichen Vakzinierungsstudien P&tienten mit Multiplem Myelom [68-
75] (vgl. auchTabelle 6.1im Anhang), bei denen lokale Rotungen oder ineselt Fallen
leichtes Fieber nach der Verabreichung von DCsgéssellt wurden. Hinsichtlich der
Effektivitat der Behandlung konnte nicht gezeigtraden, dass durch die Vakzinierung mit
IFN-DCs ein Progress aufgehalten werden kann. Esldiasich hierbei jedoch um einen
Einzelfall, dessen Aussagekraft hinsichtlich vonspmechraten gering ist. Daruberhinaus
wurde der Patient vor der Vakzinierungstherapieiteemit zwei Hochdosis-Chemotherapien
behandelt. Die schwere chemotherapeutische Belragpdbwie der Progress der Erkrankung
haben sicherlich eine funktionelle Defizienz desnlamsystems des Patienten verursacht. Aus
den Erfahrungen mit vakzinierten Patienten mit Ntwdgkin-Lymphom [65,67] und mit
Multiplem Myelom [70], zeigte sich, dass Patientdig nach Hochdosis-Chemotherapie als
Primartherapie in kompletter Remission waren, ejmélere Wahrscheinlichkeit fur ein
immunologisches Ansprechen auf die Vakzinierungsibie aufweisen als Patienten, die nur
einen geringen Ruckgang der Krankheitsaktivitat hn&rimartherapie zeigten. Fir die
Ermittlung der klinischen Wirksamkeit der Vakzinieg mit IFN-DCs sind daher einerseits
groRere Fallzahlen erforderlich. Andererseits epllteher Patienten in Remission als
Kandidaten ausgewéahlt werden.

IFN-a wird erfolgreich bei der Behandlung von Patienteih Non-Hodgkin-Lymphom,
Multiplem Myelom und chronisch myeloischer Leukanmemgesetzt [83,106,194]. Diese
therapeutischen Effekte der IFddBehandlung sind mdglicherweise fur die Generieruog
DCs mit speziellen Eigenschaftém vivo verantwortlich, die fur die Induktion einer Anti-
Tumor-Immunantwort relevant sind. Aus diesem Grsimdl IFN-DCs eine vielversprechende
Alternative fur Vakzinierungsstrategien bei diestatienten, die weiter in klinischen Studien

getestet werden sollten.

102



5

8.
9.

10

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Literaturverzeichnis

. Banchereau, J. and R. M. Steinman. 1998. Déndatls and the control of immunity.

Nature392:245-252.

. Langerhans, P. 1868. Uber die nerven der menkehl hautArchives of Pathological

Anatomy44:325-337.

. Steinman, R. M. and Z. A. Cohn. 1973. Identifma of a novel cell type in peripheral

lymphoid organs of mice. I. Morphology, quantitatidissue distribution].Exp.Med.
137:1142-1162.

. Dubsky, P., H. Ueno, B. Piqueras, J. Connollf3ahchereau, and A. K. Palucka. 2005.

Human dendritic cell subsets for vaccinatidrClin.Immunol 25:551-572.

. Giebel, B., T. Zhang, J. Beckmann, J. SpanhBlt¥Vernet, A. D. Ho, and M. Punzel.

2006. Primitive human hematopoietic cells give tsdifferentially specified daughter
cells upon their initial cell divisiorBlood107:2146-2152.

. Akashi, K., T. Reya, D. Dalma-Weiszhausz, arild Weissman. 2000. Lymphoid

precursorsCurr.Opin.Immunol12:144-150.

. Akashi, K., D. Traver, T. Miyamoto, and I. L. Weman. 2000. A clonogenic common

myeloid progenitor that gives rise to all myelaielagesNature404:193-197.
Cerwenka, A. and L. L. Lanier. 2001. Naturaldtikells, viruses and cancer.
Nat.Rev.Immunoll:41-49.
Sun, P. D. 2003. Structure and function of radtkiller-cell receptorsilmmunol.Res.
27:539-548.

. Bryceson, Y. T., M. E. March, H. G. Ljunggramd E. O. Long. 2006. Synergy among
receptors on resting NK cells for the activatiomatural cytotoxicity and cytokine
secretionBlood 107:159-166.

Smyth, M. J., J. Swann, J. M. Kelly, E. Cretrdy M. Yokoyama, A. Diefenbach, T. J.
Sayers, and Y. Hayakawa. 2004. NKG2D recognitiah @erforin effector function
mediate effective cytokine immunotherapy of canddtxp.Med200:1325-1335.

Ho, C. S., D. Munster, C. M. Pyke, D. N. Hartd J. A. Lopez. 2002. Spontaneous
generation and survival of blood dendritic cellsriononuclear cell culture without
exogenous cytokine8lood 99:2897-2904.

Caux, C., B. Vanbervliet, C. Massacrier, C. ez-Dambuyant, B. Saint-Vis, C.
Jacquet, K. Yoneda, S. Imamura, D. Schmitt, aidhdchereau. 1996. CD34+
hematopoietic progenitors from human cord blooted#ntiate along two independent
dendritic cell pathways in response to GM-CSF+Tha. J.Exp.Med184:695-706.

Caux, C., C. Massacrier, B. Vanbervliet, B. Bisbl. Durand, M. Cella, A.
Lanzavecchia, and J. Banchereau. 1997. CD34+ hewiat@ progenitors from human
cord blood differentiate along two independent dgiadcell pathways in response to
granulocyte-macrophage colony-stimulating factaisgumor necrosis factor alpha: Il.
Functional analysiBlood90:1458-1470.

Liu, Y. J. 2001. Dendritic cell subsets an@#éges, and their functions in innate and
adaptive immunityCell 106:259-262.

MacDonald, K. P., D. J. Munster, G. J. ClarkDxionek, J. Schmitz, and D. N. Hart.
2002. Characterization of human blood dendritit sbsetsBlood 100:4512-4520.

Cella, M., D. Jarrossay, F. Facchetti, O. Atdhdd. Nakajima, A. Lanzavecchia, and M.
Colonna. 1999. Plasmacytoid monocytes migrateftanmed lymph nodes and produce
large amounts of type | interferodat.Med.5:919-923.

Siegal, F. P., N. Kadowaki, M. Shodell, P. Azgerald-Bocarsly, K. Shah, S. Ho, S.
Antonenko, and Y. J. Liu. 1999. The nature of thagipal type 1 interferon-producing
cells in human bloodscience284:1835-1837.

103



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Iwasaki, A. and R. Medzhitov. 2004. Toll-likeceptor control of the adaptive immune
responsedNat.Immunol 5:987-995.

Apostolopoulos, V. and I. F. McKenzie. 2001ldRaf the mannose receptor in the
immune respons€urr.Mol.Med.1:469-474.

Bajtay, Z., E. Csomor, N. Sandor, and A. Erde06. Expression and role of Fc- and
complement-receptors on human dendritic céttenunol.Lett104:46-52.

Bryant, P. and H. Ploegh. 2004. Class || MH@tige loading by the professionals.
Curr.Opin.Immunol16:96-102.

Turley, S. J., K. Inaba, W. S. Garrett, M. Eoddl, J. Unternaehrer, R. M. Steinman, and
l. Mellman. 2000. Transport of peptide-MHC classdmplexes in developing dendritic
cells.Science288:522-527.

Lebre, M. C., J. C. Antons, P. Kalinski, J.9¢huitemaker, T. M. van Capel, M. L.
Kapsenberg, and E. C. De Jong. 2003. Double-stthRHA-exposed human
keratinocytes promote Th1l responses by inducingpe-IL polarized phenotype in
dendritic cells: role of keratinocyte-derived tunmarcrosis factor alpha, type |
interferons, and interleukin-18.Invest Dermatol120:990-997.

Bacchetta, R., S. Gregori, and M. G. Ronca2005. CD4+ regulatory T cells:
mechanisms of induction and effector functidntoimmun.Rew:491-496.

O'Sullivan, B. and R. Thomas. 2003. CD40 andld#c cell function.Crit Rev.Immunol.
23:83-107.

Richards, J., F. Le Naour, S. Hanash, and tetBe 2002. Integrated genomic and
proteomic analysis of signaling pathways in deidaell differentiation and
maturation Ann.N.Y.Acad.Sc@75:91-100.

Yoshimura, S., J. Bondeson, B. M. Foxwell, F.Bvennan, and M. Feldmann. 2001.
Effective antigen presentation by dendritic cadlNiF-kappaB dependent: coordinate
regulation of MHC, co-stimulatory molecules andagyhes.Int.Immunol.13:675-683.

Jackson, S. H., C. R. Yu, R. M. Mahdi, S. Ehamgl C. E. Egwuagu. 2004. Dendritic
cell maturation requires STAT1 and is under feellvagulation by suppressors of
cytokine signalingJ.Immunol.172:2307-2315.

Tailor, P., T. Tamura, and K. Ozato. 2006. fRfily proteins and type | interferon
induction in dendritic cellCell Res16:134-140.

Winzler, C., P. Rovere, M. Rescigno, F. GranugcPenna, L. Adorini, V. S.
Zimmermann, J. Davoust, and P. Ricciardi-CastaghéB®7. Maturation stages of
mouse dendritic cells in growth factor-dependengkerm cultures].Exp.Med.
185:317-328.

Sallusto, F., P. Schaerli, P. Loetscher, CaBigh, D. Lenig, C. R. Mackay, S. Qin, and
A. Lanzavecchia. 1998. Rapid and coordinated switathemokine receptor expression
during dendritic cell maturatiofur.J.Immunol28:2760-2769.

Forster, R., A. Schubel, D. Breitfeld, E. Kreemn. Renner-Muller, E. Wolf, and M.
Lipp. 1999. CCRY7 coordinates the primary immun@oese by establishing functional
microenvironments in secondary lymphoid orga®ell 99:23-33.

Saint-Vis, B., |. Fugier-Vivier, C. Massacri€, Gaillard, B. Vanbervliet, S. Ait-Yahia, J.
Banchereau, Y. J. Liu, S. Lebecque, and C. Caud8.1Bhe cytokine profile expressed
by human dendritic cells is dependent on cell qubtynd mode of activation.
J.Immunol.160:1666-1676.

Nagorsen, D., F. M. Marincola, and M. C. Pan2004. Cytokine and chemokine
expression profiles of maturing dendritic cellsngsmultiprotein platform arrays.
Cytokine25:31-35.

Stoll, S., J. Delon, T. M. Brotz, and R. N. fdai. 2002. Dynamic imaging of T cell-
dendritic cell interactions in lymph nod&xcience296:1873-1876.

104



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Dilioglou, S., J. M. Cruse, and R. E. LewisO20Function of CD80 and CD86 on
monocyte- and stem cell-derived dendritic cdlisp.Mol.Pathol.75:217-227.

Appleman, L. J., A. Berezovskaya, |. Grass,nd. Boussiotis. 2000. CD28
costimulation mediates T cell expansion via IL-Bapendent and IL-2-dependent
regulation of cell cycle progressiahlmmunol.164:144-151.

Moser, M. and K. M. Murphy. 2000. Dendritic loggulation of TH1-TH2 development.
Nat.Immunol1:199-205.

Ohshima, Y. and G. Delespesse. 1997. T celelbiL-4 and dendritic cell-derived IL-
12 regulate the lymphokine-producing phenotypellotatigen-primed naive human
CDA4 T cells.J.Immunol.158:629-636.

Wenner, C. A., M. L. Guler, S. E. MacatoniaQGarra, and K. M. Murphy. 1996. Roles
of IFN-gamma and IFN-alpha in IL-12-induced T helpell-1 development.
J.Immunol156:1442-1447.

Lu, J., R. L. Giuntoli, R. Omiya, H. KobayasRi, Kennedy, and E. Celis. 2002.
Interleukin 15 promotes antigen-independent irowixpansion and long-term survival
of antitumor cytotoxic T lymphocyte€lin.Cancer Res3:3877-3884.

Curtsinger, J. M., J. O. Valenzuela, P. AgayalLins, and M. F. Mescher. 2005. Type |
IFNs provide a third signal to CD8 T cells to stiate clonal expansion and
differentiation.J.Immunol.174:4465-4469.

Piqueras, B., J. Connolly, H. Freitas, A. Klueka, and J. Banchereau. 2005. Upon viral
exposure myeloid and plasmacytoid dendritic cektsipce three waves of distinct
chemokines to recruit immune effectdésood 107: 2613-2618.

Gerosa, F., B. Baldani-Guerra, C. Nisii, V. Btagsini, G. Carra, and G. Trinchieri. 2002.
Reciprocal activating interaction between natuiiikcells and dendritic cells.
J.Exp.Med195:327-333.

Walzer, T., M. Dalod, S. H. Robbins, L. Zitvggend E. Vivier. 2005. Natural-killer cells
and dendritic cells: "l'union fait la forceBlood 106:2252-2258.

Amakata, Y., Y. Fujiyama, A. Andoh, K. Hodohasad T. Bamba. 2001. Mechanism of
NK cell activation induced by coculture with denitricells derived from peripheral
blood monocyteClin.Exp.Immunol124:214-222.

Ferlazzo, G., M. L. Tsang, L. Moretta, G. M&JiR. M. Steinman, and C. Munz. 2002.
Human dendritic cells activate resting naturalekilNK) cells and are recognized via
the NKp30 receptor by activated NK cellsExp.Med195:343-351.

Wilson, J. L., L. C. Heffler, J. Charo, A. Sghais, M. T. Bejarano, and H. G. Ljunggren.
1999. Targeting of human dendritic cells by autolagNK cells.J.Immunol.163:6365-
6370.

Hanna, J., T. Gonen-Gross, J. Fitchett, T. Rdvéaniels, T. I. Arnon, R. Gazit, A.
Joseph, K. W. Schjetne, A. Steinle, A. PorgadoiMBvorach, D. Goldman-Wohl, S.
Yagel, M. J. LaBarre, J. H. Buckner, and O. Mandeth 2004. Novel APC-like
properties of human NK cells directly regulate T aetivation.J.Clin.Investl14:1612-
1623.

Iking-Konert, C., C. Cseko, C. Wagner, S. Staigm K. Andrassy, and G. M. Hansch.
2001. Transdifferentiation of polymorphonuclear tnephils: acquisition of CD83 and
other functional characteristics of dendritic celldol.Med.79:464-474.

Josien, R., M. Heslan, J. P. Soulillou, anddMCuturi. 1997. Rat spleen dendritic cells
express natural killer cell receptor protein 1 (NRR) and have cytotoxic activity to
select targets via a Ca2+-dependent mechadigmp.Med186:467-472.

Chaperot, L., A. Blum, O. Manches, G. Lui, &gal, J. P. Molens, and J. Plumas. 2006.
Virus or TLR agonists induce TRAIL-mediated cytatoactivity of plasmacytoid
dendritic cellsJ.Immunol.176:248-255.

105



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Shi, J., K. Ikeda, N. Fujii, E. Kondo, K. Shgaava, F. Ishimaru, K. Kaneda, M.
Tanimoto, X. Li, and Q. Pu. 2005. Activated humanmbilical cord blood dendritic cells
kill tumor cells without damaging normal hematolmajiprogenitor cellsCancer Sci.
96:127-133.

Chan, C. W., E. Crafton, H. N. Fan, J. FlookYlKshimura, M. Skarica, D. Brockstedt, T.
W. Dubensky, M. F. Stins, L. L. Lanier, D. M. Palidand F. Housseau. 2006.
Interferon-producing killer dendritic cells providdink between innate and adaptive
immunity. Nat.Med.12:207-213.

Taieb, J., N. Chaput, C. Menard, L. ApetohJH#ich, M. Bonmort, M. Pequignot, N.
Casares, M. Terme, C. Flament, P. Opolon, Y. LeglDs Metivier, E. Tomasello, E.
Vivier, F. Ghiringhelli, F. Martin, D. Klatzmann,. Poynard, T. Tursz, G. Raposo, H.
Yagita, B. Ryffel, G. Kroemer, and L. Zitvogel. Z80A novel dendritic cell subset
involved in tumor immunosurveillancBat.Med.12:214-219.

Bensinger, W. I. 2006. The current status dficed-intensity allogeneic hematopoietic
stem cell transplantation for multiple myelorhaukemia20:1683-1689.

Markowicz, S. and E. G. Engleman. 1990. Grarygaedmacrophage colony-stimulating
factor promotes differentiation and survival of ramrperipheral blood dendritic cells in
vitro. J.Clin.Invest85:955-961.

Sallusto, F. and A. Lanzavecchia. 1994. Efficgresentation of soluble antigen by
cultured human dendritic cells is maintained byngtacyte/macrophage colony-
stimulating factor plus interleukin 4 and downreggatl by tumor necrosis factor alpha.
J.Exp.Med179:1109-1118.

Romani, N., D. Reider, M. Heuer, S. Ebner, Bmiggen, B. Eibl, D. Niederwieser, and
G. Schuler. 1996. Generation of mature dendritils ¢@m human blood. An improved
method with special regard to clinical applicakilid.Immunol.Method496:137-151.

Zhou, L. J. and T. F. Tedder. 1996. CD14+ blomshocytes can differentiate into
functionally mature CD83+ dendritic celBroc.Natl.Acad.Sci.U.S.83:2588-2592.

Dhodapkar, M. V., R. M. Steinman, M. Sapp, lesBi, C. Fossella, J. Krasovsky, S. M.
Donahoe, P. R. Dunbar, V. Cerundolo, D. F. Nixord Bl. Bhardwaj. 1999. Rapid
generation of broad T-cell immunity in humans aétesingle injection of mature
dendritic cellsJ.Clin.Invest104:173-180.

Nestle, F. O., A. Farkas, and C. Conrad. 2D@hdritic-cell-based therapeutic
vaccination against cancé&urr.Opin.Immunol17:163-169.

Reichardt, V. L., P. Brossart, and L. Kanz.£2endritic cells in vaccination therapies
of human malignant disead®iood Rev18:235-243.

Hsu, F. J., C. B. Caspar, D. Czerwinski, L.KMak, T. M. Liles, A. Syrengelas, B.
Taidi-Laskowski, and R. Levy. 1997. Tumor-specifibtype vaccines in the treatment
of patients with B-cell lymphoma--long-term resuifsa clinical trial.Blood 89:3129-
3135.

Hsu, F. J., C. Benike, F. Fagnoni, T. M. LilBsCzerwinski, B. Taidi, E. G. Engleman,
and R. Levy. 1996. Vaccination of patients with &Ftymphoma using autologous
antigen-pulsed dendritic celldat.Med.2:52-58.

Timmerman, J. M., D. K. Czerwinski, T. A. Dawvts J. Hsu, C. Benike, Z. M. Hao, B.
Taidi, R. Rajapaksa, C. B. Caspar, C. Y. Okadasah. Beckhoven, T. M. Liles, E. G.
Engleman, and R. Levy. 2002. Idiotype-pulsed deiedrell vaccination for B-cell
lymphoma: clinical and immune responses in 35 p&i®lood99:1517-1526.

Cull, G., L. Durrant, C. Stainer, A. Haynesgd &h Russell. 1999. Generation of anti-
idiotype immune responses following vaccinationhwitiotype-protein pulsed dendritic
cells in myelomaBr.J.Haematol107:648-655.

Lim, S. H. and R. Bailey-Wood. 1999. Idiotypimtein-pulsed dendritic cell vaccination
in multiple myelomalnt.J.Cancer83:215-222.

106



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Liso, A., K. E. Stockerl-Goldstein, S. AufferrmaGretzinger, C. J. Benike, V. Reichardt,
A. van Beckhoven, R. Rajapaksa, E. G. Englemar;.l8Blume, and R. Levy. 2000.
Idiotype vaccination using dendritic cells aftet@oagous peripheral blood progenitor
cell transplantation for multiple myelomBiol.Blood Marrow Transplant6:621-627.

Reichardt, V. L., C. Y. Okada, A. Liso, C. &rike, K. E. Stockerl-Goldstein, E. G.
Engleman, K. G. Blume, and R. Levy. 1999. Idiotypecination using dendritic cells
after autologous peripheral blood stem cell traasgaition for multiple myeloma--a
feasibility studyBlood93:2411-24109.

Reichardt, V. L., C. Milazzo, W. Brugger, Hngele, L. Kanz, and P. Brossart. 2003.
Idiotype vaccination of multiple myeloma patienssng monocyte-derived dendritic
cells.Haematologica88:1139-1149.

Titzer, S., O. Christensen, O. Manzke, H. Tedclolf, B. Emmerich, C. Carsten, V.
Diehl, and H. Bohlen. 2000. Vaccination of multiphyeloma patients with idiotype-
pulsed dendritic cells: immunological and cliniespectsBr.J.Haematol 108:805-816.

Wen, Y. J., M. Ling, R. Bailey-Wood, and S.Limn. 1998. Idiotypic protein-pulsed
adherent peripheral blood mononuclear cell-dertkexaldritic cells prime immune
system in multiple myelom&lin.Cancer Res4:957-962.

Yi, Q., R. Desikan, B. Barlogie, and N. Muns2002. Optimizing dendritic cell-based
immunotherapy in multiple myelomBr.J.Haematol117:297-305.

Houet, L. and H. Veelken. 2006. Active immurespy of multiple myeloma.
Eur.J.Canced2:1653-1660.

Reichardt, V. L. and P. Brossart. 2005. Deracills in clinical trials for multiple
myeloma.Methods Mol.Med109:127-136.

Banchereau, J., A. K. Palucka, M. DhodapkaBuskeholder, N. Taquet, A. Rolland, S.
Taquet, S. Coquery, K. M. Wittkowski, N. Bhardwlj,Pineiro, R. Steinman, and J.
Fay. 2001. Immune and clinical responses in paietth metastatic melanoma to
CD34(+) progenitor-derived dendritic cell vacci@ancer Res61:6451-6458.

Nestle, F. O., S. Alijagic, M. Gilliet, Y. Su§, Grabbe, R. Dummer, G. Burg, and D.
Schadendorf. 1998. Vaccination of melanoma patiefits peptide- or tumor lysate-
pulsed dendritic celldNat.Med.4:328-332.

Thurner, B., I. Haendle, C. Roder, D. DieckmdnKeikavoussi, H. Jonuleit, A. Bender,
C. Maczek, D. Schreiner, D. P. von den, E. B. BescR. M. Steinman, A. Enk, E.
Kampgen, and G. Schuler. 1999. Vaccination with @ad§1 peptide-pulsed mature,
monocyte-derived dendritic cells expands speciftotoxic T cells and induces
regression of some metastases in advanced stagelAhomaJ.Exp.Med190:1669-
1678.

Lu, W., L. C. Arraes, W. T. Ferreira, and J.Ahdrieu. 2004. Therapeutic dendritic-cell
vaccine for chronic HIV-1 infectioNat.Med.10:1359-1365.

Brown, R. D., B. Pope, A. Murray, W. Esdale ND.Sze, J. Gibson, P. J. Ho, D. Hart,
and D. Joshua. 2001. Dendritic cells from patievits myeloma are numerically
normal but functionally defective as they fail fo-tegulate CD80 (B7-1) expression
after huCD40LT stimulation because of inhibitiontbgnsforming growth factor-betal
and interleukin-10Blood 98:2992-2998.

Belardelli, F. and M. Ferrantini. 2002. Cytaésnas a link between innate and adaptive
antitumor immunityTrends Immunol23:201-208.

Samuel, C. E. 2001. Antiviral actions of ingedns.Clin.Microbiol.Rev.14:778-809,
table.

Biron, C. A. 2001. Interferons alpha and betaranune regulators--a new look.
Immunity.14:661-664.

107



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Montoya, M., G. Schiavoni, F. Mattei, |. Grass$e Belardelli, P. Borrow, and D. F.
Tough. 2002. Type | interferons produced by derdeiells promote their phenotypic
and functional activatiorBlood 99:3263-3271.

Blanco, P., A. K. Palucka, M. Gill, V. Pascuatd J. Banchereau. 2001. Induction of
dendritic cell differentiation by IFN-alpha in sgstic lupus erythematosuScience
294:1540-1543.

Carbonneil, C., A. Aouba, M. Burgard, S. Caadid, C. Rouzioux, P. Langlade-
Demoyen, and L. Weiss. 2003. Dendritic cells getieeran the presence of granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor and IFN-alpr@potent inducers of HIV-
specific CD8 T cellsAIDS 17:1731-1740.

Della, B. S., S. Nicola, A. Riva, M. Biasin, Klerici, and M. L. Villa. 2004. Functional
repertoire of dendritic cells generated in granyleanacrophage-colony stimulating
factor and interferon-alphd.Leukoc.Biol.75:106-116.

Di Pucchio, T., C. Lapenta, S. M. Santini, Mgbzzi, S. Parlato, and F. Belardelli. 2003.
CD2+/CD14+ monocytes rapidly differentiate into CI8dendritic cells.
Eur.J.Immunol33:358-367.

Lapenta, C., S. M. Santini, M. Logozzi, M. Saahll. Andreotti, T. Di Pucchio, S.
Parlato, and F. Belardelli. 2003. Potent immune@aase against HIV-1 and protection
from virus challenge in hu-PBL-SCID mice immunizeith inactivated virus-pulsed
dendritic cells generated in the presence of IFMall.Exp.Med198:361-367.

Lapenta, C., S. M. Santini, M. Spada, S. DofatUrbani, D. Accapezzato, D.
Franceschini, M. Andreotti, V. Barnaba, and F. Bigdli. 2006. IFN-alpha-conditioned
dendritic cells are highly efficient in inducingosss-priming CD8(+) T cells against
exogenous viral antigengur.J.Immunol36:2046-2060.

Mohty, M., A. Vialle-Castellano, J. A. Nunes, IBnardon, D. Olive, and B. Gaugler.
2003. IFN-alpha skews monocyte differentiation imadl-like receptor 7-expressing
dendritic cells with potent functional activitieslmmunol.171:3385-3393.

Paquette, R. L., N. C. Hsu, S. M. KiertscherNAPark, L. Tran, M. D. Roth, and J. A.
Glaspy. 1998. Interferon-alpha and granulocyte-mgitage colony-stimulating factor
differentiate peripheral blood monocytes into potamtigen-presenting cells.
J.Leukoc.Biol64:358-367.

Parlato, S., S. M. Santini, C. Lapenta, T. Deéhio, M. Logozzi, M. Spada, A. M.
Giammarioli, W. Malorni, S. Fais, and F. Belarde#01. Expression of CCR-7, MIP-
3beta, and Th-1 chemokines in type | IFN-inducecdhooyte-derived dendritic cells:
importance for the rapid acquisition of potent ratgry and functional activitie®lood
98:3022-3029.

Pogue, S. L., B. T. Preston, J. Stalder, Bdbbington, and P. M. Cardarelli. 2004. The
receptor for type | IFNs is highly expressed ondeeral blood B cells and monocytes
and mediates a distinct profile of differentiatieamd activation of these cells.
J.Interferon Cytokine Re24:131-139.

Santini, S. M., C. Lapenta, M. Logozzi, S. Bar] M. Spada, T. Di Pucchio, and F.
Belardelli. 2000. Type | interferon as a powerfdjuvant for monocyte-derived
dendritic cell development and activity in vitrodaim Hu-PBL-SCID miceJ.Exp.Med.
191:1777-1788.

Santodonato, L., G. D'Agostino, R. Nisini, SarMtti, D. M. Monque, M. Spada, L.
Lattanzi, M. P. Perrone, M. Andreotti, F. Belardedhd M. Ferrantini. 2003. Monocyte-
derived dendritic cells generated after a shortiteulture with IFN-alpha and
granulocyte-macrophage colony-stimulating factonglate a potent Epstein-Barr
virus-specific CD8+ T cell responselmmunol.170:5195-5202.

Tosi, D., R. Valenti, A. Cova, G. Sovena, V.hdy L. Pilla, F. Arienti, F. Belardelli, G.
Parmiani, and L. Rivoltini. 2004. Role of crossktbktween IFN-alpha-induced

108



100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

monocyte-derived dendritic cells and NK cells impng CD8+ T cell responses
against human tumor antigedslmmunol.172:5363-5370.

Dauer, M., K. Schad, J. Junkmann, C. Bauéieden, R. Kiefl, M. Schnurr, S. Endres,
and A. Eigler. 2006. IFN-alpha promotes definithmaturation of dendritic cells
generated by short-term culture of monocytes with-GSF and IL-4.J.Leukoc.Biol.
80:278-286.

Radvanyi, L. G., A. Banerjee, M. Weir, and\tessner. 1999. Low levels of interferon-
alpha induce CD86 (B7.2) expression and acceledasedritic cell maturation from
human peripheral blood mononuclear cellsand.J.Immunob0:499-509.

Dauer, M., K. Pohl, B. Obermaier, T. MeskenddhRobe, M. Schnurr, S. Endres, and
A. Eigler. 2003. Interferon-alpha disables dendll precursors: dendritic cells
derived from interferon-alpha-treated monocytesdafective in maturation and T-cell
stimulation.Immunology110:38-47.

McRae, B. L., T. Nagai, R. T. Semnani, J. &h $eventer, and G. A. van Seventer.
2000. Interferon-alpha and -beta inhibit the imosdifferentiation of immunocompetent
human dendritic cells from CD14(+) precurs@80d96:210-217.

Barlogie, B., J. Shaughnessy, G. Tricot, doldson, M. Zangari, E. Anaissie, R. Walker,
and J. Crowley. 2004. Treatment of multiple myeloBilaod 103:20-32.

Child, J. A., G. J. Morgan, F. E. Davies, RG®sven, S. E. Bell, K. Hawkins, J. Brown,
M. T. Drayson, and P. J. Selby. 2003. High-doserdtberapy with hematopoietic
stem-cell rescue for multiple myelomé.Engl.J.Med348:1875-1883.

Rohatiner, A. Z., W. M. Gregory, B. PetersénBorden, P. Solal-Celigny, A.
Hagenbeek, R. I. Fisher, M. Unterhalt, R. ArranzChisesi, A. Aviles, and T. A.
Lister. 2005. Meta-analysis to evaluate the rolentdrferon in follicular lymphoma.
J.Clin.Oncol.23:2215-2223.

Fenk, R., B. Hoyer, U. Steidl, M. Kondakci,Qraef, R. Heuk, L. Ruf, C. Strupp, F.
Neumann, U. P. Rohr, B. Hildebrandt, R. Haas, anddbbe. 2005. Single-agent
thalidomide for treatment of first relapse followihigh-dose chemotherapy in patients
with multiple myelomaleukemial9:156-159.

Richardson, P. G., B. Barlogie, J. Berenso®&ighal, S. Jagannath, D. Irwin, S. V.
Rajkumar, G. Srkalovic, M. Alsina, R. Alexanian, Siegel, R. Z. Orlowski, D. Kuter,
S. A. Limentani, S. Lee, T. Hideshima, D. L. Esselt M. Kauffman, J. Adams, D. P.
Schenkein, and K. C. Anderson. 2003. A phase /sitilortezomib in relapsed,
refractory myelomalN.Engl.J.Med348:2609-2617.

Rasmussen, T., L. Jensen, and H. E. John@@a. Zhe CD19 compartment in myeloma
includes a population of clonal cells persistetgrafigh-dose treatment.
Leuk.Lymphom4d3:1075-1077.

Bakkus, M. H., Y. Bouko, D. Samson, J. F. Appe K. Thielemans, B. Van Camp, A.
Benner, H. Goldschmidt, M. Moos, and F. W. Crer@@04. Post-transplantation
tumour load in bone marrow, as assessed by quargitaSO-PCR, is a prognostic
parameter in multiple myelomBr.J.Haematol126:665-674.

Fenk, R., M. Ak, G. Kobbe, U. Steidl, C. ArdpoM. Korthals, A. Hunerliturkoglu, U. P.
Rohr, S. Kliszewski, A. Bernhardt, R. Haas, andRnenwett. 2004. Levels of
minimal residual disease detected by quantitatiséeoular monitoring herald relapse in
patients with multiple myelomaiaematologice89:557-566.

Aubin, J., F. Davi, F. Nguyen-Salomon, D. Letip C. Debert, M. Taher, F. Valensi, D.
Canioni, N. Brousse, B. Varet, and . 1995. Desiaipof a novel FR1 IgH PCR strategy
and its comparison with three other strategiesierdetection of clonality in B cell
malignanciesLeukemiad:471-479.

109



113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

Frasca, L., G. Fedele, S. Deaglio, C. CapuanBalazzo, T. Vaisitti, F. Malavasi, and
C. M. Ausiello. 2006. CD38 orchestrates migratisuryvival, and Thl immune response
of human mature dendritic celBlood 107:2392-2399.

Hilkens, C. M., J. F. Schlaak, and I. M. K&003. Differential responses to IFN-alpha
subtypes in human T cells and dendritic cdllbnmunol.171:5255-5263.

Le Naour, F., L. Hohenkirk, A. Grolleau, D.Misek, P. Lescure, J. D. Geiger, S.
Hanash, and L. Beretta. 2001. Profiling changegeme expression during
differentiation and maturation of monocyte-deriwkshdritic cells using both
oligonucleotide microarrays and proteomi¢8iol.Chem276:17920-17931.

Zhou, A., S. Scoggin, R. B. Gaynor, and N\V8liams. 2003. Identification of NF-
kappa B-regulated genes induced by TNFalpha utdizxpression profiling and RNA
interferenceOncogen&2:2054-2064.

Saint-Vis, B., J. Vincent, S. Vandenabeele/&bervliet, J. J. Pin, S. Ait-Yahia, S.
Patel, M. G. Mattei, J. Banchereau, S. ZurawskKpal.oust, C. Caux, and S. Lebecque.
1998. A novel lysosome-associated membrane glyteprdC-LAMP, induced upon
DC maturation, is transiently expressed in MHC €lhg€ompartmentimmunity.9:325-
336.

Tsan, M. F. and B. Gao. 2004. Heat shock prated innate immunityCell
Mol.Immunol.1:274-279.

Puig-Kroger, A., F. Sanz-Rodriguez, N. LongoSanchez-Mateos, L. Botella, J.
Teixido, C. Bernabeu, and A. L. Corbi. 2000. Matima-dependent expression and
function of the CD49d integrin on monocyte-deriveaman dendritic cellsl.Immunol.
165:4338-4345.

Sato, N., S. K. Ahuja, M. Quinones, V. Kosigék L. Reddick, P. C. Melby, W. A.
Kuziel, and S. S. Ahuja. 2000. CC chemokine reag(@@€R)?2 is required for
langerhans cell migration and localization of Tgeelcell type 1 (Th1)-inducing
dendritic cells. Absence of CCR2 shifts the Leishrmanajor-resistant phenotype to a
susceptible state dominated by Th2 cytokines, lbocggjrowth, and sustained
neutrophilic inflammationJ.Exp.Med192:205-218.

Berney, C., S. Herren, C. A. Power, S. GortloMartinez-Pomares, and M. H. Kosco-
Vilbois. 1999. A member of the dendritic cell fagnithat enters B cell follicles and
stimulates primary antibody responses identifiecImyannose receptor fusion protein.
J.Exp.Med190:851-860.

Mueller, C. G., M. C. Rissoan, B. SalinasAis.Yahia, O. Ravel, J. M. Bridon, F.
Briere, S. Lebecque, and Y. J. Liu. 1997. Polymeidmsin reaction selects a novel
disintegrin proteinase from CD40-activated germg@iter dendritic cellsl.Exp.Med.
186:655-663.

Shezen, E., E. Okon, H. Ben Hur, and O. Abkank995. Cytokeratin expression in
human thymus: immunohistochemical mappi@gll Tissue Re®79:221-231.

Sung, S. S., S. M. Fu, C. E. Rose, Jr., FkiBaS. T. Ju, and S. R. Beaty. 2006. A major
lung CD103 (alphaE)-beta7 integrin-positive epitedendritic cell population
expressing Langerin and tight junction protethinmunol.176:2161-2172.

Ben Nasr, A., J. Haithcoat, J. E. Masterso8, Gunn, T. Eaves-Pyles, and G. R.
Klimpel. 2006. Critical role for serum opsonins armmplement receptors CR3
(CD11b/CD18) and CR4 (CD11c/CD18) in phagocyto$iBrancisella tularensis by
human dendritic cells (DC): uptake of Francisedlads to activation of immature DC
and intracellular survival of the bacterdaleukoc.Biol80:774-786.

Rust, R., J. Kluiver, L. Visser, G. HarmsBlokzijl, W. Kamps, S. Poppema, and B. A.
van den. 2006. Gene expression analysis of decilatigerhans cells and Langerhans
cell histiocytosisJ.Pathol.209:474-483.

110



127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

Namba, K., M. Nishio, K. Mori, N. Miyamoto, Msurudome, M. Ito, M. Kawano, A.
Uchida, and Y. Ito. 2001. Involvement of ADAM9 inuttinucleated giant cell
formation of blood monocyte€ell Immunol.213:104-113.

Hitoshi, Y., J. Lorens, S. I. Kitada, J. Fishé. LaBarge, H. Z. Ring, U. Francke, J. C.
Reed, S. Kinoshita, and G. P. Nolan. 1998. Tose|lssurface, specific regulator of
Fas-induced apoptosis in T cellsimunity.8:461-471.

Akashi, K., M. Kondo, and I. L. Weissman. 19B8le of interleukin-7 in T-cell
development from hematopoietic stem cdlismmunol.Rev165:13-28.

Splettstoesser, W. D. and P. Schuff-Werndd22Qxidative stress in phagocytes--"the
enemy within".Microsc.Res.Tecth7:441-455.

Haase, C., T. N. Jorgensen, and B. K. Miclne[2@02. Both exogenous and endogenous
interleukin-10 affects the maturation of bone-mesaerived dendritic cells in vitro and
strongly influences T-cell priming in vivdlmmunologyl07:489-499.

Palucka, K. A., N. Taquet, F. Sanchez-Chajpund,J. C. Gluckman. 1998. Dendritic
cells as the terminal stage of monocyte differeéiataJ.Immunol.160:4587-4595.
Baggiolini, M. 1998. Chemokines and leukodyadfic. Nature 392:565-568.

Scimone, M. L., V. P. Lutzky, S. I. Zittermarh Maffia, C. Jancic, F. Buzzola, A. C.
Issekutz, and H. E. Chuluyan. 2005. Migration diypwrphonuclear leucocytes is
influenced by dendritic cell$mmunologyl14:375-385.

D'Cunha, J., S. Ramanujam, R. J. Wagner, Witt, Knight E Jr, and E. C. Borden.
1996. In vitro and in vivo secretion of human 1ISGas IFN-induced
immunomodulatory cytokinel.Immunol.157:4100-4108.

Tsuji, N. M., H. Tsutsui, E. Seki, K. Kuida, Bkamura, K. Nakanishi, and R. A.
Flavell. 2004. Roles of caspase-1 in Listeria iti@tin mice.Int.Immunol.16:335-343.
Taub, D. D., S. M. Turcovski-Corrales, M. LeX D. L. Longo, and W. J. Murphy.
1996. Chemokines and T lymphocyte activation: kaB#emokines costimulate human
T lymphocyte activation in vitral.Immunol.156:2095-2103.

Okunishi, K., M. Dohi, K. Nakagome, R. Tanakag K. Yamamoto. 2004. A novel role
of cysteinyl leukotrienes to promote dendritic @adtivation in the antigen-induced
immune responses in the ludgimmunol.173:6393-6402.

Kayagaki, N., N. Yamaguchi, M. Nakayama, Kkéd@a, H. Akiba, H. Tsutsui, H.
Okamura, K. Nakanishi, K. Okumura, and H. Yagi2949. Expression and function of
TNF-related apoptosis-inducing ligand on murinevatéd NK celld.Immunol.
163:1906-1913.

Pardo, J., S. Balkow, A. Anel, and M. M. Sim@802. Granzymes are essential for
natural killer cell-mediated and perf-facilitatedrtor control Eur.J.Immunol32:2881-
2887.

Moretta, A., C. Bottino, M. Vitale, D. Pendg, Cantoni, M. C. Mingari, R. Biassoni,
and L. Moretta. 2001. Activating receptors and cepgors involved in human natural
killer cell-mediated cytolysisAnnu.Rev.Immunol9:197-223.

Kang, H. S., E. M. Kim, S. Lee, S. R. YoonKawamura, Y. C. Lee, S. Kim, P. K.
Myung, S. M. Wang, and I. Choi. 2005. Stage-depehdene expression profiles
during natural killer cell developmerttenomics86:551-565.

Nguyen, K. B., T. P. Salazar-Mather, M. Y. @hlJ. B. Van Deusen, X. Q. Wei, F. Y.
Liew, M. A. Caligiuri, J. E. Durbin, and C. A. Bino 2002. Coordinated and distinct
roles for IFN-alpha beta, IL-12, and IL-15 regubatiof NK cell responses to viral
infection.J.Immunol.169:4279-4287.

Kai, S., S. Goto, K. Tahara, A. Sasaki, S.ef@md S. Kitano. 2004. Indoleamine 2,3-
dioxygenase is necessary for cytolytic activitynatural killer cellsScand.J.Immunol.
59:177-182.

111



145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

Hacker, C., R. D. Kirsch, X. S. Ju, T. Hieroms, T. C. Gust, C. Kuhl, T. Jorgas, S. M.
Kurz, S. Rose-John, Y. Yokota, and M. Zenke. 2d0anscriptional profiling identifies
Id2 function in dendritic cell developmeat.Immunol 4:380-386.

Spits, H., F. Couwenberg, A. Q. Bakker, K. Mfeiand C. H. Uittenbogaart. 2000. 1d2
and 1d3 inhibit development of CD34(+) stem cetiwipredendritic cell (pre-DC)2 but
not into pre-DCL1. Evidence for a lymphoid originpye-DC2.J.Exp.Med192:1775-
1784.

Blade, J., J. F. San Miguel, M. FontanillasAkala, J. Maldonado, J. Garcia-Conde, E.
Conde, G. Conzalez-Brito, M. J. Moro, M. L. Escugel. Trujillo, A. Pascual, C.
Rozman, J. Estape, and E. Montserrat. 1996. Sumwivaultiple myeloma patients who
are potential candidates for early high-dose thenaensification/ autotransplantation
and who were conventionally treatddClin.Oncol.14:2167-2173.

Jenner, E. An inquiry into the causes andceffef the variolae vaccinae. Br.Med.J. 1-1-
1798.

Koutsky, L. A., K. A. Ault, C. M. Wheeler, [R. Brown, E. Barr, F. B. Alvarez, L. M.
Chiacchierini, and K. U. Jansen. 2002. A controtieal of a human papillomavirus
type 16 vaccineN.Engl.J.Med347:1645-1651.

Nencioni, A., F. Gruenbach, F. Patrone, arBlr®ssart. 2004. Anticancer vaccination
strategiesAnn.Oncol.15 Suppl 4:iv153-iv160.

Banchereau, J. and A. K. Palucka. 2005. Deadells as therapeutic vaccines against
cancerNat.Rev.Immunob:296-306.

Figdor, C. G., I. J. De Vries, W. J. Lesteshand C. J. Melief. 2004. Dendritic cell
immunotherapy: mapping the wayat.Med.10:475-480.

Gauzzi, M. C., C. Purificato, K. Donato, Yn JL. Wang, K. C. Daniel, A. A.
Maghazachi, F. Belardelli, L. Adorini, and S. Gessa005. Suppressive effect of
lalpha,25-dihydroxyvitamin D3 on type | IFN-med@i@onocyte differentiation into
dendritic cells: impairment of functional activéi@and chemotaxis.Immunol.174:270-
276.

Royer, P. J., S. Tanguy-Royer, F. Ebsteirgdpede, T. Simon, |. Barbieux, R. Oger,
and M. Gregoire. 2006. Culture medium and protappgmentation in the generation
and maturation of dendritic cellScand.J.Immuno63:401-409.

Hung, K., R. Hayashi, A. Lafond-Walker, C. Lenstein, D. Pardoll, and H. Levitsky.
1998. The central role of CD4(+) T cells in theitambor immune responsé.Exp.Med.
188:2357-2368.

Noffz, G., Z. Qin, M. Kopf, and T. Blankenstell998. Neutrophils but not eosinophils
are involved in growth suppression of IL-4-secrgtinmors.J.Immunol.160:345-350.
Schuler, T., Z. Qin, S. Ibe, N. Noben-Trauaihd T. Blankenstein. 1999. T helper cell
type l-associated and cytotoxic T lymphocyte-mediatimor immunity is impaired in
interleukin 4-deficient micel.Exp.Med189:803-810.

Rogge, L., L. Barberis-Maino, M. Biffi, N. Basi, D. H. Presky, U. Gubler, and F.
Sinigaglia. 1997. Selective expression of an ietékin-12 receptor component by
human T helper 1 celld.Exp.Med185:825-831.

Byrnes, A. A., X. Ma, P. Cuomo, K. Park, L. N/&5. F. Wolf, H. Zhou, G. Trinchieri,
and C. L. Karp. 2001. Type | interferons and IL-t@8nvergence and cross-regulation
among mediators of cellular immunitgur.J.Immunol31:2026-2034.

Cao, W., S. H. Lee, and J. Lu. 2005. CD83ea$gpmed inside monocytes, macrophages
and dendritic cells, but it is only stably exprekse activated dendritic cells.
Biochem.J385:85-93.

Lindstedt, M., B. Johansson-Lindbom, and CBérebaeck. 2002. Global
reprogramming of dendritic cells in response t@acerted action of inflammatory
mediatorsint.Immunol.14:1203-1213.

112



162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

Mcllroy, D., S. Tanguy-Royer, N. Le Meur, luiGle, P. J. Royer, J. Leger, K. Meflah,
and M. Gregoire. 2005. Profiling dendritic cell miation with dedicated microarrays.
J.Leukoc.Biol78:794-803.

Neumann, M., H. Fries, C. Scheicher, P. Kedkagi, A. Kolb-Maurer, E. Brocker, E.
Serfling, and E. Kampgen. 2000. Differential exgres of Rel/NF-kappaB and octamer
factors is a hallmark of the generation and maitbmatf dendritic cellsBlood 95:277-
285.

Nelson, E. L., S. Strobl, J. Subleski, D. ®xi&/. C. Kopp, and P. J. Nelson. 1999.
Cycling of human dendritic cell effector phenotypesesponse to TNF-alpha:
modification of the current 'maturation’ paradigna amplications for in vivo
immunoregulationFASEB J13:2021-2030.

Vicari, A. P., C. Chiodoni, C. Vaure, S. Aialtia, C. Dercamp, F. Matsos, O. Reynard,
C. Taverne, P. Merle, M. P. Colombo, A. O'GarraJ@nchieri, and C. Caux. 2002.
Reversal of tumor-induced dendritic cell paralygrSCpG immunostimulatory
oligonucleotide and anti-interleukin 10 receptotilzody. J.Exp.Med196:541-549.
Vicari, A. P., C. Caux, and G. Trinchieri. 200umour escape from immune
surveillance through dendritic cell inactivati@demin.Cancer Bioll2:33-42.
Jongmans, W., D. M. Tiemessen, I. J. van \dpdP. F. Mulders, and E. Oosterwijk.
2005. Thl-polarizing capacity of clinical-grade datic cells is triggered by
Ribomunyl but is compromised by PGEZ2: the imporgaotmaturation cocktails.
J.Immunother28:480-487.

Langenkamp, A., M. Messi, A. Lanzavecchia, Bn8allusto. 2000. Kinetics of
dendritic cell activation: impact on priming of THIH2 and nonpolarized T cells.
Nat.Immunol1:311-316.

Sanchez-Sanchez, N., L. Riol-Blanco, and Rddriguez-Fernandez. 2006. The
multiple personalities of the chemokine receptoiRZGn dendritic cellsJ.Immunol.
176:5153-5159.

O'Keeffe, M., R. J. Grumont, H. Hochrein, MicRsberger, R. Gugasyan, D. Vremec, K.
Shortman, and S. Gerondakis. 2005. Distinct raleshfe NF-kappaB1 and c-Rel
transcription factors in the differentiation anahgual of plasmacytoid and conventional
dendritic cells activated by TLR-9 signaBlood 106:3457-3464.

Mandal, M., C. Borowski, T. Palomero, A. Arféado, P. Oberdoerffer, F. Meng, A.
Ruiz-Vela, M. Ciofani, J. C. Zuniga-Pflucker, l.r8panti, A. T. Look, S. J. Korsmeyer,
K. Rajewsky, H. von Boehmer, and I. Aifantis. 2006e BCL2A1 gene as a pre-T cell
receptor-induced regulator of thymocyte survidatxp.Med201:603-614.

Chapman, H. A. 1998. Endosomal proteolysisMHE class Il function.
Curr.Opin.Immunol10:93-102.

Ito, T., Y. H. Wang, and Y. J. Liu. 2005. Pteytoid dendritic cell precursors/type |
interferon-producing cells sense viral infectionTmtl-like receptor (TLR) 7 and TLRO.
Springer Semin.Immunopath@6:221-229.

Barnes, B. J., J. Richards, M. Mancl, S. HanasBeretta, and P. M. Pitha. 2004.
Global and distinct targets of IRF-5 and IRF-7 dgrinnate response to viral infection.
J.Biol.Chem279:45194-45207.

Osawa, Y., S. Iho, R. Takauji, H. Takatsukay &@mamoto, T. Takahashi, S. Horiguchi,
Y. Urasaki, T. Matsuki, and S. Fujieda. 2006. Cudiative action of NF-kappaB and
p38 MAPK is involved in CpG DNA-induced IFN-alphacachemokine production in
human plasmacytoid dendritic celsimmunol.177:4841-4852.

Takauji, R., S. Iho, H. Takatsuka, S. Yamamotd akahashi, H. Kitagawa, H. lwasaki,
R. lida, T. Yokochi, and T. Matsuki. 2002. CpG-DNi#duced IFN-alpha production
involves p38 MAPK-dependent STAT1 phosphorylatiotuman plasmacytoid
dendritic cell precursord.Leukoc.Biol.72:1011-10109.

113



177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

Zhu, M., S. John, M. Berg, and W. J. Leona8®9. Functional association of Nmi with
Stat5 and Statl in IL-2- and IFNgamma-mediatedadigg. Cell 96:121-130.

Hwang, S. L., N. P. Chung, J. K. Chan, ant.Cin. 2005. Indoleamine 2, 3-
dioxygenase (IDO) is essential for dendritic cetivaation and chemotactic
responsiveness to chemokin€ell Res15:167-175.

Weber, W. P., C. Feder-Mengus, A. ChiarugRRBsenthal, A. Reschner, R.
Schumacher, P. Zajac, H. Misteli, D. M. Frey, DriheM. Heberer, and G. C.
Spagnoli. 2006. Differential effects of the trypbam metabolite 3-hydroxyanthranilic
acid on the proliferation of human CD8+ T cellsundd by TCR triggering or
homeostatic cytokineg&ur.J.Immunol36:296-304.

Vidalain, P. O., O. Azocar, H. Yagita, C. Ratabn-Combe, and C. Servet-Delprat.
2001. Cytotoxic activity of human dendritic celisdifferentially regulated by double-
stranded RNA and CD40 ligandlilmmunol.167:3765-3772.

Colucci, F., M. A. Caligiuri, and J. P. Di $an2003. What does it take to make a
natural killer?Nat.Rev.ImmunoB:413-425.

Lima, M., J. Almeida, T. M. dos Anjos, M. Lu@iros, B. Justica, and A. Orfao. 2002.
The "ex vivo" patterns of CD2/CD7, CD57/CD11c, Cb3B11b, CD45RA/CD45RO0,
and CD11a/HLA-DR expression identify acute/earlg ahronic/late NK-cell activation
statesBlood Cells Mol.Dis28:181-190.

Kawase, T., M. Hamazaki, M. Ogura, Y. Kawadsdylurayama, Y. Mori, H. Nagai, M.
Tateno, T. Oyama, Y. Kamiya, H. Taji, Y. Kagami,Naoe, T. Takahashi, Y.
Morishima, and S. Nakamura. 2005. CD56/NCAM-positivangerhans cell sarcoma: a
clinicopathologic study of 4 casdat.J.Hematol81:323-329.

Chaperot, L., N. Bendriss, O. Manches, R. &ned§1. Maynadie, F. Trimoreau, H.
Orfeuvre, B. Corront, J. Feuillard, J. J. SottdzJBensa, F. Briere, J. Plumas, and M.
C. Jacob. 2001. Identification of a leukemic coypaiet of the plasmacytoid dendritic
cells.Blood97:3210-3217.

Petrella, T., M. R. Comeau, M. Maynadie, Guault, A. De Muret, C. R.
Maliszewski, S. Dalac, A. Durlach, and L. Galib@®02. '‘Agranular CD4+ CD56+
hematodermic neoplasm' (blastic NK-cell lymphomagionates from a population of
CD56+ precursor cells related to plasmacytoid mgtescAm.J.Surg.PathoR6:852-
862.

de Yebenes, V. G., Y. R. Carrasco, A. R. Ranaind M. L. Toribio. 2002. Identification
of a myeloid intrathymic pathway of dendritic cdlvelopment marked by expression
of the granulocyte macrophage-colony-stimulatirddareceptorBlood 99:2948-2956.
Yoshida, H., H. Kawamoto, S. M. Santee, H.H{as. Honda, S. Nishikawa, C. F.
Ware, Y. Katsura, and S. I. Nishikawa. 2001. Exgi@s of alpha(4)beta(7) integrin
defines a distinct pathway of lymphoid progenitoosnmitted to T cells, fetal intestinal
lymphotoxin producer, NK, and dendritic cellslmmunol.167:2511-2521.

Di Carlo, E., G. Forni, P. Lollini, M. P. Caido, A. Modesti, and P. Musiani. 2001. The
intriguing role of polymorphonuclear neutrophilsantitumor reaction®8lood 97:339-
345.

Hallett, W. H. and W. J. Murphy. 2004. Natuidler cells: biology and clinical use in
cancer therapyCell Mol.Immunol.1:12-21.

Servet, C., L. Zitvogel, and A. Hosmalin. 20D2ndritic cells in innate immune
responses against HI'Zurr.Mol.Med.2:739-756.

Larmonier, N., D. Merino, A. Nicolas, D. CdiheA. Besson, A. Bateman, E. Solary, F.
Martin, E. Katsanis, and B. Bonnotte. 2006. Apaptatecrotic, or fused tumor cells: an
equivalent source of antigen for dendritic cellda. Apoptosis11:1513-1524.

Sporri, R. and Reis e Sousa. 2003. Newly aietd/ T cells promote maturation of
bystander dendritic cells but not IL-12 productidrimmunol.171:6406-6413.

114



193. Thurner, B., C. Roder, D. Dieckmann, M. HebrKruse, A. Glaser, P. Keikavoussi,
E. Kampgen, A. Bender, and G. Schuler. 1999. Géperaf large numbers of fully
mature and stable dendritic cells from leukaphsrpsdducts for clinical application.
J.Immunol.Method223:1-15.

194. 1998. Long-term follow-Up of the italian tr@ interferon-alpha versus conventional
chemotherapy in chronic myeloid leukemia. The d@alCooperative Study Group on
Chronic Myeloid LeukemiaBlood92:1541-1548.

Lehrbuch:

Janeway, C.A., P. Travers, M. Wolpert, M. Shlomc2802. Immunologie. 5. Auflage.
Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg.

115



6 Anhang

6.1 Abktrzungen

A Adenin (nach dem IUB Code)

Ag Antigen

ADCC Antikdrper-abhangige Zell-vermittelte Zytotaiét

APC Antigen-prasentierende Zelle

ASO Allel-spezifisches Oligonukleotid

BCR B-Zell-Rezeptor

BDC aus peripheren Blut gewonnene dendritischesgell

BMdDC aus hamatopoetischen Knochenmarkstammzediaargerte dendritische Zellen

BSA Rinderserumalbumin

C Cytosin (nach dem IUB Code)

CD cluster of differentiation

CDR komplementaritatsbestimmende Region

CFC cytokine flow cytometry

CFDA-SE Carboxyfluorescein-Diazetat-Succinimidybest

CFU Kolonie-bildende Einheit

CLP gemeinsame lymhoide Progenitorzelle

CML Chronisch myeloische Leukamie

CMP gemeinsame myeloide Progenitorzelle

cpm Countspro Minute

CR komplette Remission

CTL zytotoxische T-Lymphozyten

Cy7-PE Cyanin7-Phycoerythrin

D Guanin, Adenin oder Thymin (nach dem IUB Code)

DC Dendritische Zelle

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraazetat

ELISA Enzyme-linked immuno sorbent assay

FACS fluorescence activated cell sorting

Fc carboxyterminales Antikdrperfragment, das diestante Region der
Immunglobulinschwerketten umfasst

FCS fotales Kalberserum

FDR false discovery rate

FITC Fluoreszeinisothiocyanat

FR Geristregion

FSC Vorwartsstreulicht

G Guanin (nach dem IUB Code)

GITC Guanidin-Isothiozyanat

GM-CSF Granulozyten- / Makrophagen-kolonie-stimdieder Faktor

GMP 1. granulomonozytare Progenitorzelle

GMP 2.Good manufacturing practice

GvH Graft versus host disease
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HDT (+ auto)

Hochdosis-Chemotherapie mit autoldgjetstammzelltransplantation

HLA

menschliches Leukozyten-Antigen

HSC hamatopoetische Stammzelle

IC Intrazellular

Id Idiotyp

IFN Interferon

IFN-DCs mit IFN-a und GM-CSF aus Monozyten generierte dendritisaileed
Ig Immunglobulin

IgH Immunglobulinschwerkette

IKDC Interferon-produzierende Killer-dendritschellée
IL Interleukin

IL-4-DCs unreife mit IL-4 und GM-CSF aus Monozytgenerierte dendritische Zellen
IL-4 / TNF-DCs | zur Induktion der Reifung mit TNB-behandelte I1L-4-DCs
ImMo unreife aus Monozyten generierte dendritisébken
IRF Interferon regulatorischer Faktor

Iso Isotyp-Kontrollantikdrper

v Intravends

IVT In vitro Transkription

Jak Janus-Kinase

KLH Keyhole LimpeHamocyanin

KM Knochenmark

kryo Kryokonservierung

LPS Lipopolysaccharid

m Ménnlich

MaMo reife aus Monozyten generierte dendritischiéezie
MEP Megakaryoerythrozytare Progenitorzelle

MFI mittlere Fluoreszenzintensitéat

MHC Haupthistokompatibilitatskomplex

MIIC MHC Klasse Il Kompartiment

MLR gemischte Leukozyten-Reaktion

MM Multiples Myelom

MNC mononukleare Zelle

MRD minimale Resterkrankung

NHL Non-Hodkin-Lymphom

NKT-Zelle Naturliche Killer-T-Zelle

NK-Zelle Naturliche Killerzelle

oD optische Dichte

PBS Phosphat-gepufferte Salzldsung

PD progressive Krankheit

PDC plasmazytoide dendritsche Zelle

PE Phycoerythrin

PerCP Peridinin Chlorophyll a Protein

Pl Propidiumiodid

PMA Phorbolmyristatazetat

PR partielle Remission

RQ-PCR guantitative Real-Time-PCR

RT reverse Transkription
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S Guanin oder Cytosin (nach dem IUB Code)
SAM Significance Analysis of Microarrays

SAPE Streptavidin-Phycoerythrin

SC Subkutan

SD stabile Krankheit

Sl Stimulationsindex

SSC Seitwartsstreulicht

STAT Signaluibertrager und Aktivatoren der Trangkoip
SZT Blutstammzelltransplantation

T Thymin (hach dem IUB Code)

TAA Tumor assoziiertes Antigen

TBE Tris-Borsaure-EDTA

TCR T-Zell-Rezeptor

TGF transformierender Wachstumsfaktor

TLR Toll-Rezeptor

TNF Tumornekrosefaktor

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

VSN Variance Stabilization Normalization

w Weiblich

w Adenin oder Thymin (nach dem IUB Code)
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6.2

Wichtige Vakzinierungsstudien

Tabelle 6.1 : Zusammenfassung der wichtigsten Vakzinierungsstudien
Klinisches
Krankheit Antigen DC-Typ | Verabreichung Patientenzahl Immunreaktion Ansprechen Referenz
8x Id- ifische T-Zell-
10 X spe;l Isc 'e € 2x CR (PFS 44, 57 Monate)
) Proliferation/ 1x CRu (ohne
(Pilotphase Anti-ld-Antikorper BN H | 1996
mit messbarer Krankheitsaktivitat) su et al.
1x PR 6666
Resterkrankung) 10x KLH-spezifische 6>)(( D [6666]
Follikulares B-Zell Idiotyp | KLH BDC v T-Zell-Proliferation/ Antikdrper Timmermann
Lymphom o
15x Id-spezifische 5x CR etal.
25 T-Zell-Proliferation/ 11x CRu (ohne 2002
(in 1. CR nach Anti-ld-Antikorper Krankheitsaktivitat ) [6767]
Chemotherapie) 7x PR
23x KLH-spezifische 2% PD
T-Zell-Proliferation/ Antikdrper
Tumorlysat + KLH : 5x Metastasen-Riickgan Nestlé et al
Mel : 11x DTH gegen Tumorantigen gang :
elanom Peptide MAGEL, ImMo IN 16 (2 CR, 3x PR) 1998
MAGES, Melan A, 16x DTH gegen KLH [7979]
tyrosinase gp100
6x Metastasen-Rickgang Thurner et al.
Melanom Peptid MAGE3A1 MaMo SC & ID then IV 11 8x Peptid- spezifische CTL 1999
[8080]
Melan A, 16x Peptid-spezifische Banchereau
MAGES3, tyrosinase T-Zellen 7x Metastasen-Riickgang et al.
Mel BMdDC ID 18
elanom gp100, Flu MP, (3 CR, 4x PR) 2001
KLH 16x KLH-spezifische [7878]
T-Zell-Proliferation
i Lu et al.
Aldrithiol-2-inactiviertes . 8x andauernder Rickgang
HIV HIVAL MaMo sic 18 8x Anti-HIV-1-CTL der viralen Belastung um > 2004
90% fiir >1 Jahr [8181]
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Tabelle 6.1 : Fortsetzung

Klinisches
Krankheit Antigen DC-Typ | Verabreichung Patientenzahl Immunreaktion Ansprechen Referenz
Multiples Myelom - Wen et al.
(fortgeschritten, Idiotyp Protein ImMo \% 1 Id-spemﬂscr.\e“CTL/ Reduktion des Paraproteins 1998
refraktar) Anti-ld-Antikdrper 741
2x |ld-spezifische T-Zell-
Multiples Myelom Proliferation/ Cull et al.
(fortgeschritten, Idiotyp MaMo v 2 1x Anti-ld-Antikorper 2x PD 1999
refraktér) [68]
KLH-spezifische T-Zell-
Proliferation
5x ld-spezifische T-Zell- 1x Reduktion des
Proliferation/ Paraproteins Lim et al
) . . v i-ld-Antiké '
Multiples Myelom Idiotyp Protein + KLH ImMo 6 Anti-ld-Antikdrper 1999
2x SD [69]
6x KLH-spezifische T-Zell- 2x PD
Proliferation 1x Todesfall
2x ld-spezifische
T-Zell-Proliferation )
BDC v 12 (1/3x Id-spezifische CTL) 9x lebend nach mindestens | Reichardt et al.
16 Monaten 1999
. 11x KLH-spezifische [71]
Multiples Myel . . . i
ultipies Myelom Idiotyp Protein + KLH T-Zell-Proliferation
(nach HDT+auto) .
" Liso et al.
4x |d-spezifische T-Zell- 2000
Proliferation i
BDC v 2 17x lebend nach mindestens [70]
34 Monaten
24x KLH-spezifische T-Zell-
Proliferation
1x SD .
SC Titzer et al.
Multiples Myel 5x Id- ifische T-Zellen/
(fl:)rlp:sschr)i'tfe?:; Idiotyp Protein BMdDC (& SC Ag & 11 X Aflr:flzd'_iﬁﬂibr e‘: en 10PD 2000
g GM-CSF) p (1x verminderte (73]

Plasmazellinfiltration in KM)
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Tabelle 6.1 : Fortsetzung

T-Zell-Proliferation und/oder
Antikorper

Klinisches
Krankheit Antigen DC-Typ | Verabreichung Patientenzahl Immunreaktion Ansprechen Referenz
1x PR (Reduktion des ]

i -spezifi 2 Paraproteins) Yietal.
Multiples Myelom Idiotyp MaMo SC &IV 5 5x Id sp.e2|f|sch'eu‘l' Zellen/ 2002
(nach HDT+auto) (& IL-2) Anti-ld-Antik6rper

3x SD [75]
1x PD
2x |d-spezifische T-Zell-
Proliferation (1x TNFa )
Multiples Myelom Ldiot MaMo v 1 Sekretion) 2x SD (in PR) Relct12aol’(()j:t3et al.
(nach HDT+auto) P 10x PD (6x tot)
10x KLH-spezifische [72]

Abkurzungen: Ag, Antigen; BDC, aus peripheren Bjatvonnene dendritische Zellen; BMdDC, aus hamatiguden Knochenmarkstammezellen generierte denchiis
Zellen; CTL, zytotoxische T-Lymphozyten; HDT+autdgchdosis-Chemotherapie mit nachfolgender autol&jaistammezelltransplantation; Id, Idiotyp; ImMomneife
aus Monozyten generierte dendritische Zellen; Wravends; KLH,Keyhole LimpetHamocyanin; MaMo, reife aus Monozyten generiemadtitische Zellen; PD,
progressive Krankheit; PR, partielle Remission; Sfhkutan; SD, stabile Krankheit.
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6.3 Differenziell exprimierte Gene in IFN-DCs und IL-4/ TNF-DCs

Tabelle 6.2: Ausgewahlte Gene, die mindestens zweifach starkéffN-DCs exprimiert sind als in IL-4 /
TNF-DCs mit einem g-Wert <5 %.

Gen Gen Fold
Symbol Name change
Spezifisch durch IFNrhochregulierte Gene
MX1 myxovirus (influenza virus) resistance 1 36.27
IFIT1 interferon-induced protein with tetratricopiele repeats 1 33.18
ISG15 interferon, alpha-inducible protein (clon&15K) 27.82
IFITM3 interferon induced transmembrane proteirl-8Y) 16.40
IFITM1 interferon induced transmembrane protei®-27) 12.70
IFIT4 interferon-induced protein with tetratricopiele repeats 4 11.63
IF127 interferon, alpha-inducible protein 27 11.62
OAS1 2'5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa 10.95
OAS3 2'-5'-oligoadenylate synthetase 3, 100kDa 9.17
IFITM2 interferon induced transmembrane proteirlBD) 9.04
IRF7 interferon regulatory factor 7 8.34
OAS2 2'-5'-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa 8.30
MX2 myxovirus (influenza virus) resistance 2 (mouse 8.04
IF144 interferon-induced protein 44 7.57
Clorf29 chromosome 1 open reading frame 29 7.48
G1P3 interferon, alpha-inducible protein (clone-616) 7.38
PLSCR1 phospholipid scramblase 1 5.48
TRAIL tumor necrosis factor (ligand) superfamilyember 10 5.02
CTSL cathepsin L 4.71
ISG20 interferon stimulated gene 20kDa 4.25
LGALS3BP lectin, galactoside-binding, soluble, 8dihg protein 3.86
OASL 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like 3.76
RIG-I DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 3.75
SERPING1 serine (or cysteine) proteinase inhibitlage G (C1 inhibitor),member 1 3.55
SP110 SP110 nuclear body protein 3.02
IFITS interferon-induced protein with tetratricopiele repeats 5 2.81
STAT1 signal transducer and activator of transmipi, 91kDa 2.75
MDAS5 melanoma differentiation associated protein-5 2.71
IFRG28 28kD interferon responsive protein 2.64
HSXIAPAF1 XIAP associated factor-1 2.62
PKR* protein kinase, interferon-inducible doubleastded RNA dependent; EIF2AK?2 2.39
ISGF3G interferon-stimulated transcription factpgdmma 48kDa 2.33
GBP1 guanylate binding protein 1, interferon-indlej 67kDa 2.27
ECGF1 endothelial cell growth factor 1 (plateletided) 2.26
FCGR1A Fc fragment of IgG, high affinity la, recepfor (CD64) 2.15
NMI N-myc (and STAT) interactor 2.11
IFNB1 interferon, beta 1, fibroblast 2.03
Antigenaufnahme
LY6E lymphocyte antigen 6 complex, locus E 7.66
FCN1 ficolin 1 2.84
FCGR1A* Fc fragment of IgG, high affinity la, redepfor (CD64) 2.15
Antigenprozessierung
CTSL cathepsin L 4.71
TPSB2 tryptase beta 2 4.21
LGALS3BP lectin, galactoside-binding, soluble, 8dihg protein 3.86
Z39IG Ig superfamily protein 2.73
ACP5 acid phosphatase 5, tartrate resistant 2.60
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CTSD cathepsin D (lysosomal aspartyl protease) 2.55
DCLAMP* lysosomal-associated membrane protein 3 2.54
CD1E CD1E antigen, e polypeptide 2.06
Zytotoxizitat
TRAIL tumor necrosis factor (ligand) superfamilyember 10 5.02
DEFA1 defensin, alpha 1, myeloid-related sequence 4.64
ABP1 amiloride binding protein 1 (amine oxidasep(ger-containing)) 3.87
GzZmB* granzyme B (cytotoxic T-lymphocyte-associatatine esterase 1) 3.33
HSXIAPAF1 XIAP associated factor-1 2.62
APRIL tumor necrosis factor (ligand) superfamilyember 13 2.12
GZMM granzyme M (lymphocyte met-ase 1) 2.09
Chemokine
MCP2* chemokine (C-C motif) ligand 8 13.66
MCP1 chemokine (C-C motif) ligand 2 13.59
PPBP chemokine (C-X-C motif) ligand 7 8.95
MCP3 chemokine (C-C motif) ligand 7 6.30
Mip2a chemokine (C-X-C motif) ligand 2 451
Mip2b chemokine (C-X-C motif) ligand 3 291
SCT Secretin 2.28
Eotaxin2 chemokine (C-C motif) ligand 24 2.09
Chemokin-Rezeptoren
CCR2 chemokine (C-C motif) receptor 2 412
CCRT* chemokine (C-C motif) receptor 7 2.89
C3AR1 complement component 3a receptor 1 2.82
CCR3 chemokine (C-C motif) receptor 3 2.80
FPR1 formyl peptide receptor 1 2.65
Zytokine
ISG15 interferon, alpha-inducible protein (clon&15K) 27.82
IL17B interleukin 17B 2.45
IL4 interleukin 4 2.03
IFNB1 interferon, beta 1, fibroblast 2.03
Zytokin-Rezeptoren
IL7R interleukin 7 receptor 8.66
Wachstumsfaktoren
ECGF1 endothelial cell growth factor 1 2.26
Proinflammation
CLC Charot-Leyden crystal protein 4.78
HDC Histidine decarboxylase 2.35
GCH1 GTP cyclohydrolase 1 (dopa-responsive dysjonia 2.05
CASP1* caspase 1, apoptosis-related cysteine m®i{@aterleukin 1, beta, convertase) 2.01
Antiinflammation
CD163 CD163 antigen 4.98
USP18 ubiquitin specific protease 18 4.98
PLA2G7 phospholipase A2, group VII (platelet-acting factor acetylhydrolase, plasma) 3.72
SERPING1 serine (or cysteine) proteinase inhibitlade G (C1 inhibitor), member 1 3.55
PROCR protein C receptor, endothelial (EPCR) 2.05
Adhésion
SN Sialoadhesin 2.83
TM4SF13 transmembrane 4 superfamily member 13 2.67
VTN vitronectin (serum spreading factor) 2.58
ADAMDEC1* ADAM-like, decysin 1 2.24
POLYDOM likely ortholog of mouse polydom 2.19
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COMP cartilage oligomeric matrix protein 2.15

CD49d integrin, alpha 4 2.00
Zytoskelett

KRT19 keratin 19 2.59

BFSP1 beaded filament structural protein 1, filansi 2.48

BST1 bone marrow stromal cell antigen 1 2.19

KRT14 keratin 14 2.02

KRT13 keratin 13 2.00
Antiapoptose

BCL2A1* BCL2-related protein Al 3.55

TOSO regulator of Fas-induced apoptosis 2.20
Zellzyklus

CEB1 cyclin-E binding protein 1 7.94

GBP1 guanylate binding protein 1, interferon-indej 67kDa 2.27

* Die differenzielle Expression dieser Gene wurd#ais quantitativer Real-Time-PCR bestatigt.
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Tabelle 6.3: Ausgewéhlte Gene, die mindestens zweifach stiark#r-4 / TNF-DCs exprimiert sind als in
IFN-DCs mit einem g-Wert < 5 %.

Gen Gen Fold
Symbol Name change

Spezifisch durch IL-4 hochregulierte Gene

ALOX15 arachidonate 15-lipoxygenase 19.16
MDC chemokine (C-C motif) ligand 22 10.87
CD209 CD209 antigen 7.64
BCL6 B-cell CLL/lymphoma 6 (zinc finger protein 51) 4.31
SCAl spinocerebellar ataxia 1 (olivopontocerebetitaxia 1, autosomal dominant,

ataxin 1) 3.87
AHCYL1 S-adenosylhomocysteine hydrolase-like 1 3.43
FCGR2B Fc fragment of 1gG, low affinity 1lb, receptfor (CD32) 3.13
ALOX5 arachidonate 5-lipoxygenase 3.10
VCL Vinculin 3.10
FCER2 Fc fragment of IgE, low affinity II, receptimr (CD23A) 2.95
BHLHB2 basic helix-loop-helix domain containingask B, 2 2.89
QSCN6 quiescin Q6 2.84
ICSBP1 interferon consensus sequence binding pratei 2.82
RPL5 ribosomal protein L5 2.70
NFIL3 nuclear factor, interleukin 3 regulated 2.58
CLTC clathrin, heavy polypeptide (Hc) 2.51
RAGD Ras-related GTP binding D 2.37
CD205 lymphocyte antigen 75 2.30
PRKRA protein kinase, interferon-inducible douhimsded RNA dependent activator 2.11
GBP2 guanylate binding protein 2, interferon-indei 2.08
HOMER2 homer homolog 2 (Drosophila) 2.07

Spezifisch durch TNéFhochregulierte Gene
WNT5A wingless-type MMTYV integration site family,ember 5A 4.70
SPINT2 serine protease inhibitor, Kunitz type, 2 3.27
cLic4 chloride intracellular channel 4 3.16
JUNB jun B proto-oncogene 3.13
NFKBIA nuclear factor of kappa light polypeptiderngeenhancer in B-cells inhibitor,

alpha 3.08
MANZ2A1 mannosidase, alpha, class 2A, member 1 2.87
RPS8 ribosomal protein S8 2.85
UMP-CMPK UMP-CMP kinase 2.82
RPL10A ribosomal protein L10a 2.76
TNIP1 TNFAIP3 interacting protein 1 2.75
TRIP15 thyroid receptor interacting protein 15 2.61
TEGT testis enhanced gene transcript (BAX inhibitpr 2.59
PRDX2 peroxiredoxin 2 2.54
TIEG TGFB inducible early growth response 2.54
TNFAIP3 tumor necrosis factor, alpha-induced proti 2.50
ATP5G2 ATP synthase, H+ transporting, mitochondF@lcomplex, subunit ¢ (subunit

9), isoform 2 2.37
CCL4 chemokine (C-C motif) ligand 4 2.37
ACLY ATP citrate lyase 2.28
EGR1 early growth response 1 2.08
EEF2 eukaryotic translation elongation factor 2 2.02

Antigenaufnahme

DCSIGN CD209 antigen 7.64
C1QA complement component 1, g subcomponent, giphgoeptide 4.69
C1QR1 complement component 1, q subcomponent, tiacep 4.55
C3 complement component 3 3.39
FCGR2B Fc fragment of IgG, low affinity llb, receptfor (CD32) 3.13
FCER2 Fc fragment of IgE, low affinity II, receptior (CD23A) 2.95
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RAC2 ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 2.82
CD205 lymphocyte antigen 75 2.30
FCAR Fc fragment of IgA, receptor for 2.19
PIGF phosphatidylinositol glycan, class F 2.19
SCARF1 scavenger receptor class F, member 1 2.05
IGBP1 immunoglobulin (CD79A) binding protein 1 2.04
Antigenprozessierung
CD13 alanyl (membrane) aminopeptidase 4.21
CSTA cystatin A (stefin A) 2.52
HSPA9B heat shock 70kDa protein 9B (mortalin-2) 2.52
CSTC cystatin C (amyloid angiopathy and cerebraidrehage) 2.27
HSPD1 heat shock 60kDa protein 1 (chaperonin) 2.26
CSTB cystatin B (stefin B) 2.25
TAPBP TAP binding protein (tapasin) 2.18
HSPCO051 ubiquinol-cytochrome c reductase complexKD) 2.16
HSPH1 heat shock 105kDa/110kDa protein 1 2.07
Zytotoxizitat
RTN3 reticulon 3 2.55
MMD monocyte to macrophage differentiation-assaalat 2.18
CAMP cathelicidin antimicrobial peptide 2.09
Chemokine
MDC chemokine (C-C motif) ligand 22 10.87
RANTES chemokine (C-C motif) ligand 5 5.03
MIF macrophage migration inhibitory factor 2.97
MIP3 chemokine (C-C motif) ligand 23 2.38
MIP1R3 chemokine (C-C motif) ligand 4 2.37
CKLF chemokine-like factor 2.11
Chemokin-Rezeptoren
HM74 putative chemokine receptor 2.33
Zytokin-Rezeptoren
IL1IR1 interleukin 1 receptor, type | 2.40
ILIORA interleukin 10 receptor, alpha 2.37
IFNGR2 interferon gamma receptor 2 2.33
Wachstumsfaktoren
PDGFC platelet derived growth factor C 6.77
CRH corticotropin releasing hormone 4.04
M-CSF colony stimulating factor 1 (macrophage) 3.33
INHBA inhibin, beta A 2.60
VEGF vascular endothelial growth factor 3.78
Wachstumsfaktor-Rezeptoren
M-CSF R colony stimulating factor 1 receptor 2.10
Proinflammation
ALOX15 arachidonate 15-lipoxygenase 19.16
ALOX5 arachidonate 5-lipoxygenase 3.10
CPD carboxypeptidase D 2.49
ASC apoptosis-associated speck-like protein coimgia CARD 2.31
TRIM8 tripartite motif-containing 8 2.04
Koagulation
F13A1 coagulation factor Xlll, Al polypeptide 4.28
F8 coagulation factor VIII, procoagulant compong@r@mophilia A) 2.05
PRCP prolylcarboxypeptidase (angiotensinase C) 2.03
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Antiinflammation

SERPINE1 serine (or cysteine) proteinase inhibittade E (nexin, plasminogen activator
inhibitor type 1), member 1 8.86
SPINT2 serine protease inhibitor, Kunitz type, 2 3.27
TNIP1 TNFAIP3 interacting protein 1 2.75
THBD Thrombomodulin 2.61
TNFAIP3 tumor necrosis factor, alpha-induced proti 2.50
PTDSS1 phosphatidylserine synthase 1 2.22
Adhésion
CD11b integrin, alpha M 4.64
CD103 integrin, alpha E 4.37
CD11c integrin, alpha X 4.27
MMP12 matrix metalloproteinase 12 (macrophage atzjt 3.58
CD99 CD99 antigen 3.43
P4HA1 procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygse (proline 4-hydroxylase),
alpha polypeptide | 2.88
CD44 CD44 antigen (homing function and Indian blgodup system) 2.78
RAP1A RAP1A, member of RAS oncogene family 2.72
CD4 CD4 antigen 2.64
ADAM9 a disintegrin and metalloproteinase domain 9 2.58
SPP1 secreted phosphoprotein 1 (osteopontin) 2.51
CD49e integrin, alpha 5 2.50
TIMP1 tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (érgid potentiating activity,
collagenase inhibitor) 2.47
RAP1GDS1 RAP1, GTP-GDP dissociation stimulator 1 2.44
TIP2 tight junction protein 2 (zona occludens 2) 2.38
ITGB1BP1 integrin beta 1 binding protein 1 2.37
CD97 CD97 antigen 2.30
RAP1GAl RAP1, GTPase activating protein 1 2.18
SPARC secreted protein, acidic, cysteine-rich (@stetin) 2.18
CD18 integrin, beta 2 2.12
PCSK5 proprotein convertase subtilisin/kexin type 5 2.04
ADD3 adducin 3 (gamma) 2.03
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 (CD54) 2.02
TGFBI transforming growth factor, beta-induced, B&k 2.01
Zytoskelett
PSTPIP2 proline-serine-threonine phosphatase titegaprotein 2 3.69
TUBA3 tubulin, alpha 3 3.38
VCL Vinculin 3.10
DSTN destrin (actin depolymerizing factor) 291
TNS Tensin 2.84
JWA cytoskeleton related vitamin A responsive prote 2.80
RIL LIM domain protein 2.75
OK/SW-cl.56 beta 5-tubulin 2.65
FLNA filamin A, alpha (actin binding protein 280) 2.64
S100A4 S100 calcium binding protein A4 (calvasculin 2.47
ACTN1 actinin, alpha 1 2.33
CAPZB capping protein (actin filament) muscle Zeljimeta 2.33
CAST Calpastatin 2.32
SPTAN1 spectrin, alpha, non-erythrocytic 1 (alpbdrin) 2.32
VIL2 villin 2 (ezrin) 2.27
LCP1 lymphocyte cytosolic protein 1 (L-plastin) 2.21
GAPCENA rab6 GTPase activating protein (GAP androspme-associated) 2.19
DIAPH1 diaphanous homolog 1 (Drosophila) 2.18
D10S170 DNA segment on chromosome 10 (unique) 170 A3 2
PACSIN2 protein kinase C and casein kinase sulesitmateurons 2 2.13
DIAPH2 diaphanous homolog 2 (Drosophila) 2.10
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Antiapoptose und Zytoprotektion

GPX3 glutathione peroxidase 3 (plasma) 5.40
MT1X metallothionein 1X 4.38
CAT Catalase 3.21
ABCC3 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRREmber 3 2.98
tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygerastivation protein,
YWHAQ theta polypeptide 291
MT1H metallothionein 1H 2.69
MT2A* metallothionein 2A 2.62
TEGT testis enhanced gene transcript (BAX inhibitpr 2.59
PRDX2 peroxiredoxin 2 2.54
PEA15 phosphoprotein enriched in astrocytes 15 2.54
PXF peroxisomal farnesylated protein 2.50
NDRG1 N-myc downstream regulated gene 1 2.35
PRDX6 peroxiredoxin 6 2.23
MCL1 myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related 2.15
TNFAIP8 TNF-induced protein 2.14
PRDX3 peroxiredoxin 3 2.14
PPIC peptidylprolyl isomerase C (cyclophilin C) 2.09
Apoptose
CYCS cytochrome ¢, somatic 2.17
MTCH1 mitochondrial carrier homolog 1 (C. elegans) 2.16
VDAC1 voltage-dependent anion channel 1 2.02
Zellzyklus
G0S2 putative lymphocyte GO/G1 switch gene 4.77
CCND2* cyclin D2 4.13
QSCN6 quiescin Q6 2.84
CCNG1 cyclin G1 2.72
ITPR1 inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 1 2.57
MFHAS1 malignant fibrous histiocytoma amplified seqce 1 2.53
AKAP11 A kinase (PRKA) anchor protein 11 2.43
BTG2 BTG family, member 2 2.42
CCNI cyclin | 2.39
PPP1CC protein phosphatase 1, catalytic subumitngaisoform 2.37
ATR ataxia telangiectasia and Rad3 related 2.37
PTPRO protein tyrosine phosphatase, receptor ©pe, 2.34
SEL1L sel-1 suppressor of lin-12-like (C. elegans) 2.29
CCNG2 cyclin G2 2.23
PDCD4 programmed cell death 4 (neoplastic transdition inhibitor) 2.19
CDK2AP1 CDK2-associated protein 1 2.12
PPM1B protein phosphatase 1B (formerly 2C), magmesiependent, beta isoform 2.08

* Die differenzielle Expression dieser Gene wurd#les quantitativer Real-Time-PCR bestatigt.
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Tabelle 6.4: Wichtige Gene fur die Aktivierung und FunktionnvdlK-Zellen, die mit einem g-Wert < 5 %
signifikant starker in IFN-DCs als in IL-4 / TNF-B&xprimiert sind.

Gen Gen Fold
Symbol Name change

Gene, die von NK-Zellen exprimiert werden

IL7R interleukin 7 receptor 8.66
INDO indoleamine-pyrrole 2,3 dioxygenase 6,38
TRAIL tumor necrosis factor (ligand) superfamilyember 10 5.02
DEFA1 defensin, alpha 1, myeloid-related sequence 4.64
GZMB granzyme B (cytotoxic T-lymphocyte-associasedine esterase 1) 3.33
GZMM granzyme M (lymphocyte met-ase 1) 2.09
KLRF1 killer cell lectin-like receptor subfamily pember 1; NKp80 1.91
LAG3 lymphocyte-activation gene 3; CD223 1.88
LTB lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3) 83.
GZMA granzyme A (cytotoxic T-lymphocyte-associasstine esterase 3) 1.83
NKG7 natural killer cell group 7 sequence 1.77
CD2 CD2 antigen (p50), sheep red blood cell regepto 1.64
NCR2 natural cytotoxicity triggering receptor 2; pd 1.55
IL2RB interleukin 2 receptor, beta 1.53
IL12RB2 interleukin 12 receptor, beta 2 1.48
KLRC3 killer cell lectin-like receptor subfamily @ember 3; NKG2E 1.45
NCR1 natural cytotoxicity triggering receptor 1; 46 1.45
NK1 CD160 antigen 1.42
KIR3DL2 killer cell immunoglobulin-like receptorhtee domains, long cytoplasmic tail, 2 1.41
KLRA1 killer cell lectin-like receptor subfamily Anember 1; LY49 1.34
IL12RB1 interleukin 12 receptor, beta 1 1.33
KIR2DS1 killer cell immunoglobulin-like receptomyd domains, short cytoplasmic tail, 1 1.33
CD96 CD96 antigen 1.33
FasL tumor necrosis factor (ligand) superfamilymber 6 1.32
CD49b integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subuniVbf-2 receptor) 1.30
CXCR3 chemokine (C-X-C motif) receptor 3 1.27
KIR2DL1 killer cell immunoglobulin-like receptorw domains, long cytoplasmic tail, 1 1.27
CD56 neural cell adhesion molecule 1; NCAM1 1.27
KLRK1 killer cell lectin-like receptor subfamily kmember 1; NKG2D 1.27
IFNG interferon, gamma 1.21
IL1I5RA interleukin 15 receptor, alpha 1.21
KIR2DS3 killer cell immunoglobulin-like receptomyd domains, short cytoplasmic tail, 3 1.19
KLRG1 killer cell lectin-like receptor subfamily Gagember 1; MAFA 1.19
Mobilisierung und Aktivierung von NK-Zellen
ISG15 interferon, alpha-inducible protein (clon&15K) 27.82
MCP1 chemokine (C-C motif) ligand 2 13.59
PPBP pro-platelet basic protein (chemokine (C-X-@ifnligand 7) 8.95
IFNB1 interferon, beta 1, fibroblast 2.03
CASP1 caspase 1, apoptosis-related cysteine peofisdisrieukin 1, beta, convertase) 2.01
IL12A interleukin 12A (natural killer cell stimulaty factor 1, cytotoxic lymphocyte
maturation factor 1, p35) 1.37
IL12B interleukin 12B (natural killer cell stimulatorydtr 2, cytotoxic lymphocyte
maturation factor 2, p40) 1.24
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Tabelle 6.5: Ausgewahlte Gene, die typischerweise von plasmaismooder myeloiden DCs exprimiert
werden und in IFN-DCs und IL-4 / TNF-DCs mit einegWert <5% signifikant unterschiedlich exprimiert

sind.
Gen Gen Fold
Symbol Name change
Gene, die von plasmazytoiden DCs exprimiert werden
Mx1 myxovirus (influenza virus) resistance 1 36,27
OAS1 2'5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa 10,95
OAS3 2'-5'-oligoadenylate synthetase 3, 100kDa 9,17
IRF7 interferon regulatory factor 7 8,34
OAS2 2'-5'-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa 8,30
INDO indoleamine-pyrrole 2,3 dioxygenase 6,38
RIG-I DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 3,75
STAT1 signal transducer and activator of transmipi, 91kDa 2,75
PKR protein kinase, interferon-inducible doubl@stted RNA dependent 2,39
ISGF3G interferon-stimulated transcription factog@mma 48kDa; IRF9 2,33
Nmi N-myc (and STAT) interactor 2,11
IFNB interferon, beta 1, fibroblast 2,03
MYD88 myeloid differentiation primary response g¢88) 1,89
EBF2 early B-cell factor 2 1,81
CD2 CD2 antigen (p50), sheep red blood cell regepto 1,64
CD123 interleukin 3 receptor, alpha (low affinity) 1,62
CD7 CD7 antigen (p41) 1,58
SPIB Spi-B transcription factor (Spi-1/PU.1 relgted 1,57
TCF7L transcription factor 7-like 1 (T-cell specifiHMG-box); E2A 1,27
TBX21 T-box 21; TBET 1,27
Gene, die von myeloden DCs exprimiert werden
CD209 CD209 antigen 7,64
CD11b integrin, alpha M (complement component reme3, alpha; macrophage
antigen alpha polypeptide) 4,64
CD11c integrin, alpha X (antigen CD11C (p150), alplolypeptide) 4,27
CD13 alanyl (membrane) aminopeptidase (aminopeggidd, aminopeptidase M,
microsomal aminopeptidase, CD13, p150) 4,21
ID2 inhibitor of DNA binding 2, dominant negativelix-loop-helix protein 2,08
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6.4 Zusammenfassung

Die Entwicklung von Impfstoffen mit dendritischeelien (DCs) ist seit mehr als zehn Jahren
Gegenstand intensiver Forschung. DC-basierte Vakizamnten in einigen Patienten Tumor-
spezifische Immunantworten auslésen. Trotz groRemiungen konnte jedoch eine
therapeutische Wirksamkeit der Behandlung mit DG&bg nur bei einer begrenzten Zahl
von Patienten gezeigt werden.

Auf der Suche nach einem alternativen Weg zur Genmg von DCs wurden in dieser
Arbeit die molekularen, phénotypischen und funktiten Eigenschaften von DCs, die mit
GM-CSF und IFNea generiert wurden, im Vergleich zu herkdmmlich @M-CSF und IL-4
generierten und mit TNB- behandelten DCs (IL-4 / TNF-DCs) untersucht. Heerkonnte
gezeigt werden, dass sowohl IFN-DCs als auch ILFNF-DCs typische DC-Eigenschaften
besitzen. Dennoch wiesen beide DC-Populationenneinéividuellen molekularen und
funktionalen Phanotyp auf. Der auffalligste Untérsd lag darin, dass IFN-DCs im Vergleich
zu IL-4 / TNF-DCs Eigenschaften plasmazytoider Dkissaflen und gleichzeitig eine
gesteigerte Expression von NK-Zell-assoziierten €aesowie eine direkte zytotoxische
Wirkung gegen Tumorzellen zeigten. Der zweite wgitUnterschied war, dass IFN-DCs
verglichen mit IL-4 / TNF-DCs Anzeichen fir einemrtigeschrittenen Reifungs- und
Aktivierungsgrad und eine grof3ere Kapazitat zugrstiion in die Lymphknoten aufwiesen.

Mit beiden Methoden wurden CD11c+ CD86+ HLA-DR+IZe mit einer typischen DC-
Morphologie hergestellt. Eine Genexpressionsanalyegte, dass es sich um zwei
unterschiedliche DC-Populationen handelt. IFN-DCattdn Eigenschaften von reifen
plasmazytoiden DCs in Kombination mit Eigenschaften NK-Zellen. Sie waren CD123+
Zellen und wiesen eine starkere Expression der G@nd-N-3, TRAIL, Granzyme, KLRs
and andere NK-Zell-Rezeptoren auf. In 90% der IFSisDvurde ein intrazytoplasmatischer
Pool an TRAIL und Granzym B beobachtet. Dariberhinauggtee IFN-DCs eine
zytolytische Aktivitat gegenuber K562-TumorzelleDurchflusszytometrisch konnte nach
Farbung mit Propidiumiodid eine mediane spezifisciige der Tumorzellen durch IFN-DCs
von 28% ermittelt werden, wéhrend IL-4 / TNF-DCgelgen keine Tumorzelllyse induzierten
(p=0.008). IFN-DCs zeigten gleichzeitig normale B@aktionen und konnten in einer
gemischten Leukozytenreaktion effizient T-Zellenmslieren. Desweiteren hatten IFN-DCs
grolRere Mengen der RNA flr die Reifemarker DCLAMIEZR7 und CD49d und wiesen eine
2,3-fach starkere Migration als IL-4 / TNF-DCs imafiswell-Experimenten auf (p=0.01).
Andererseits hatten IL-4 / TNF-DCs einen ausgepré&gt myeloiden DC-Phanotyp, der durch

die Oberflachenexpression von CD209 gekennzeichwat Sie zeigten eine starkere
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Expression von Genen, die mit der Phagozytose ued Stimulierung einer lokalen
Immunantwort assoziiert sind. Diese umfassen dieeGéir Fc-Rezeptoren, Komplement-
Rezeptoren sowie Integrin-Ketten, die an der Adirésin Epithelien und entziindeten
Geweben beteiligt sind.

Die Arbeit zeigte zudem, dass IFN-DCs fur den ikbthen Einsatz generiert werden
kénnen. Ein Patient, der in unserer Klinik mit IENGs behandelt wurde, zeigte eine gute
Vertraglichkeit des Vakzins. Fur die Ermittlung déinischen Wirksamkeit der Behandlung
mit IFN-DCs sind jedoch gréf3ere Fallzahlen erfolidier

Zusammenfassend legen die Ergebnisse dieser Avdtedt, dass IFN-DCs nicht nur in der
Lage sind, eine erworbene spezifische Immunantwortien Lymphknoten zu induzieren
sondern dartberhinaus auch eine angeborene AnteiFdmiwort vermitteln kdnnen. Diese
neuen positiven Eigenschaften von IFN-DCs sind mbgtweise relevant fur zukinftige

Vakzinierungsstrategien. Daher sollten IFN-DCslinikchen Studien getestet werden.
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6.5 Summary

Dendritic cell (DC) based vaccines for patientshwihalignant diseases generated under
different culture conditions have been investigdmdmore than a decade. They can induce
antitumor immune responses in some patients. Despése efforts, clinical results of DC
vaccination studies showed therapeutic efficacy ank limited number of patients so far. In
search of an alternative way for DC generation wamened the molecular and functional
characteristics of monocyte derived human DCs geedrwith GM-CSF and IFN- (IFN-
DCs) in comparison to DCs generated by the clalspicdocol using GM-CSF and IL-4 /
TNF-o (IL-4 / TNF-DCs).

We could show that both, IFN-DCs and IL-4 / TNF£Cdisplay typical DC
characteristics, but also have distinct molecutad tunctional phenotypes. Strikingly, IFN-
DCs showed a more plasmacytoid phenotype associmtbd\NK cell characteristics. On the
other hand, our results also confirm previous respibrat IFN-DCs have signs of a pronounced
maturation state and an increased migratory captecthe lymph nodes in comparison to IL-
4 | TNF-DC.

Both methods resulted in CD1lc+ CD86+ HLA-DR+ cellsth a typical DC
morphology. Gene expression profiling revealed tlstinct DCs populations. IFN-DCs
combined mature plasmacytoid DC with natural kidell characteristics. They were CD123+
and showed higher RNA levels for IHN-TRAIL, granzymes, KLRs and other NK cell
receptors. Intracytoplasmatic TRAIL and granzymev&e observed in 90% of IFN-DCs.
Moreover, IFN-DCs displayed cytolytic activity agai K562 cells with a median specific
lysis of 28% as determined by propidium iodide kptawhereas IL-4 / TNF-DCs did not
induce any tumor cell lysis (p=0.008). Simultangu$FN-DCs had normal DC functions as
they efficiently stimulated T cells in mixed leukte reactions. Further, IFN-DCs showed
higher RNA levels for the maturation markers DCLAMBECR7 and CD49d and displayed a
2.3 fold greater migration in transwell experime(js0.01) than IL-4 / TNF-DCs. On the
other hand, IL-4 / TNF-DCs had a more myeloid phyoe characterized by the surface
expression of CD209 and showed higher expressieidef genes involved in phagocytosis
and local immune responses including Fc receptorsplement receptors as well as integrins
related to adhesion to epithelium and inflammesligs

Further, we could show that IFN-DCs can be gendrdébe the clinical use. In our
departement one patient with Multiple Myeloma wasted with IFN-DCs. The vaccine was
well tolerated. Still, for the investigation of tleénical efficacy of IFN-DCs, a higher number

of patients is necessary.
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In conclusion, our results suggest that IFN-DCs mainonly stimulate adaptive but also
mediate innate antitumor immune responses. Thisdcbe relevant for future vaccination

strategies. Therefore, IFN-DCs should be testegiimical trials.
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