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Zusammenfassung

Dendritische Zellen (DC) spielen eine Schliisselrolle im Immunsystem. Sie dienen als
professionelle antigenpriasentierende Zellen und konnen eine antigenspezifische
Immunantwort initiieren, indem sie naive T-Zellen primen.

DC konnen auch verwendet werden, um T-Zellen im Kontext der onkologischen
Immuntherapie zu stimulieren. In vitro kénnen sie leicht aus Monozyten differenziert
werden. Die daraus resultierenden unreifen DC koénnen bereits Antigene phagozytieren
und prasentieren, sie aktivieren jedoch noch keine Immunantwort solange keines der
aufgenommenen Antigene als pathogen erkannt wird. Die Ausreifung einer unreifen,
tolerogenen DC zu einer immunogenen reifen DC kann, neben anderen Methoden, durch
einen Cocktail aus TLR-Liganden oder Zytokinen erreicht werden. Die Auswahl der
Substanzen in diesem Cocktail bestimmt den Phanotyp und die funktionellen
Eigenschaften der resultierenden reifen DC. Einige der benottigten Fahigkeiten der DC in
der Tumorimmuntherapie, wo sie aus Patientenmonozyten generiert, mit Tumorantigen
beladen und dem Patienten wieder zugefiihrt werden sollen, umfassen die Migration zu
den T-Zell-Zonen der Lymphknoten, Antigenprasentation auf sowohl MHC-I- als auch MHC-
II-Molekiilen, Zytokinproduktion fiir die Direktion der T-Zell-Antwort wie IL-12p70, und die
Expression von Oberflichenmarkern wie der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86.

In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass durch Zugabe von Prostaglandin E2 (PGE2) zu
einem Cocktail mit dem synthetischen TLR3-Liganden poly-I:C und dem TLR7/8-Liganden
R848 (Resiquimod) sowohl eine gute migratorische Fahigkeit als auch eine erhohte IL-
12p70-Produktion erreicht werden kann, wahrend etwa die Fahigkeit zur Antigen-
Kreuzprasentation reduziert erschien. Anhand von Monozyten anonymer gesunder
Spender beleuchtet diese Arbeit daher den Effekt von PGE2 auf monozytenderivierte DC
nadher, indem seine konzentrationsabhangige Wirkung auf deren Phanotyp untersucht wird.
In den durchgefilhrten Versuchen wurde dabei die Expressionsdichte der
Oberflichenmarker CD83, CD80 und CD86, HLA-DR und CCR7 sowie der monozytire
Marker CD14 durchflusszytometrisch analysiert. Die Ergebnisse zeigen bei Exposition mit
PGE2 dosisabhdngig eine Heraufregulation von CD80, CD83, CD86 und CCR7 in der
Population reifer DC, deren Maximum in unteren mikromolaren Konzentrationen erreicht
wird. Gleichzeitig induzierte PGE2 dosisabhdngig auch die Entstehung einer zweiten
Zellpopulation mit anderen Eigenschaften, die stattdessen den monozytdren Marker CD14
re-exprimierte. Dies ist fiir kiinftige Studien eine interessante Beobachtung, da sie eine

differenzierte Betrachtung beider resultierender Subpopulationen anregt.



Abstract

Dendritic cells (DC) play a key role in the immune system. They serve as professional
antigen presenting cells and can initiate an antigen-specific immune response by priming
naive T cells.

DC can also be used to stimulate T cells in the context of tumor immunotherapy. In
vitro, they can easily be differentiated from monocytes. The resulting immature DC are
capable of antigen phagocytosis and presentation, but do not yet activate an immune
response as long as none of the uptaken antigens is recognized as pathogenic. The process
of converting an immature, tolerogenic DC to an immunogenic mature DC can, among
other methods, be achieved by using a cocktail of toll-like receptor (TLR) ligands and
cytokines. The choice of the substances included into this cocktail later determines the
phenotype and capabilities of the resulting mature dendritic cells. Some of the required
DCs' capabilities in the field of cancer immunotherapy, where they are to be generated
from patient monocytes, loaded with tumor antigen and re-transferred into the patient,
include migration to the T cell areas of lymph nodes, antigen presentation on both MHC-I
and MHC-II molecules, cytokine production for shaping the T cell response such as IL-
12p70, and the expression of surface markers such as the costimulatory molecules CD80
and CD86.

Adding Prostaglandin E2 (PGE2) to a cocktail of the TLR3 ligand poly(I:C) and the TLR7/8
ligand R848 (Resiquimod) has been shown to result in a good migratory capacity as well as
an elevated IL-12p70 production. In earlier research, the capability of antigen cross-
presentation however appeared to be reduced when PGE2 was added. Hence, using
anonymous healthy donor monocytes, this work was designed to further investigate the
effects of PGE2 on DC dose-dependently by studying their phenotype. Particularly, the
density of the cell surface markers CD83, CD80 and CD86, HLA-DR and CCR7 as well as the
monocyte marker CD14 have been studied in flow cytometry. The results suggest a dose-
dependent up-regulation by PGE2 of CD80, CD83, CD86 and CCR7 in the population of
mature DC reaching its maximum at low uM concentrations. Simultaneously, PGE2 also
dose-dependently induced the generation of a second cell population, which instead re-
expressed the monocyte marker CD14. This is an interesting finding as well as it

encourages a differential look at both resulting subpopulations in future analyses.
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Abkurzungen

APC |professionelle Antigen-prasentierende Zelle - antigen presenting cell
ATP | Adenosintriphosphat
CD | Differenzierungsmarker - cluster of differentiation
CTL | CD8+ Zytotoxischer Lymphozyt - cytotoxic lymphocyte
DAMP |Stress-assoziierte Molekiilstruktur - damage-associated molecular pattern
DC | Dendritische Zelle(n) - dendritic cell(s)
ER | Endoplasmatisches Retikulum
FACS | Durchflusszytometrie - fluorescence-activated cell sorting
FMO | Fluorescence Minus One
FSc| Forward Scatter
GM-CSF | Granulocyte-monocyte colony stimulating factor
GMP | Good Manufacturing Practise
HLA | Human Leukocyte Antigen
iDC|unreife, noch nicht aktivierte dendritische Zelle(n) - immature dendritic cell(s)
IFN | Interferon
IL | Interleukin
LPS|Lipopolysaccharid
LRS | Leukozytenreduktionssystem
MDSC |myeloide Suppressorzelle - myeloid-derived suppressor cell
MFI | Mittlere Fluoreszenzintensitat
MHC | Major Histocompatibility Complex
moDC | monozytenderivierte dendritische Zelle - monocyte-derived dendritic cell
MPS | Mononukledres Phagozytensystem
nm | Nanometer
nM, pM | molare Konzentration (nmol/L, pmol/L)
PAMP | Pathogen-assoziierte Molekilstruktur - pathogen-associated molecular pattern
PBMC | Mononukledre periphere Blutzellen - peripheral blood mononuclear cells
PBS | Phosphate buffered saline

PD| Programmed Death




PGE2 Prostaglandin E2
PRR | Erkennungsrezeptor typischer Pathogene - pattern recognition receptor
SD|Standardabweichung - standard deviation
SMAC | "Immunologische Synapse" - supramolecular activation cluster
SSc| Side Scatter
TAM Tumor-assoziierter Makrophage
TCR | T-Zell-Rezeptor - T cell receptor
TGF | Transforming Growth Factor
Th|CD4+ T-Helferzelle

TLR | Toll-Like Rezeptor

Treg| CD4+ regulatorische T-Zelle



A e Einfiihrung

Krebserkrankungen stellen weltweit eine der fiihrenden Ursachen fir Morbiditat und
Mortalitat des Menschen dar. Zu Beginn des Jahrzehnts kam es allein 2020 weltweit bei
einer geschitzten Jahresinzidenz von ca. 19,3 Millionen Neuerkrankungen zu knapp 10
Millionen krebsbedingten Todesfdllen. Fiir die kommenden Jahrzehnte wird global mit
weiter deutlich steigenden Zahlen gerechnet.” In der EU ist die Mortalitit insgesamt zwar
seit Langem riicklaufig, dennoch werden allein hier im Jahr 2023 noch immer ca. 1,3 Mio.
krebsbedingte Todesfille erwartet®.

Um erfolgreich die Tumoriiberlebensrate zu steigern, sind neben der chirurgischen
Tumorresektion auch weitere konventionelle Therapieverfahren wie Radio- und
Chemotherapie etabliert. Als Kehrseite wird bei diesen Behandlungsformen durch
unspezifische Wirkung auch in erheblichem MaRe gesundes Gewebe geschadigt, das nicht
an der Tumorerkrankung beteiligt ist. Verbleiben nach Abschluss der Behandlung einzelne
vitale Tumorzellen im Patienten, kOnnen diese trotz vorangegangener Therapie zum
Rezidiv und neuen Metastasen fithren.

Das Konzept der Immuntherapie hat es sich deshalb zur Aufgabe gemacht, durch
Nutzung des Immunsystems eine modglichst spezifische, systemische und nachhaltige
antitumorale Abwehr zu generieren®. Die Verfahren der Immuncheckpoint-Blockade oder
der Einsatz anderer monoklonaler Antikérper sind hierfiir bekannte erfolgreiche Beispiele
aus der klinischen Praxis. Auch therapeutische Tumorvakzine sind ein zentraler Baustein
auf dem Feld der onkologischen Immuntherapie, zu dem seit Jahrzehnten geforscht wird
und der auch anlassgebend fiir diese Arbeit ist.

Eine der zentralen Herausforderungen stellt die Uberwindung der mannigfaltigen
Immunresistenzmechanismen dar, die Tumoren entwickeln kénnen. Diese fiithren nicht nur
zum primdren Versagen der natirlichen Immunreaktion, sondern koénnen auch die
Wirksamkeit immuntherapeutischer MaRnahmen kompromittieren.® %

Fir deren Anwendung und Weiterentwicklung ist daher zunachst ein grundlegendes

Verstdndnis der Tumorimmunologie unabdingbar.

A.1 ¢ Das menschliche Immunsystem

A.1.1 ¢ Angeborene und adaptive Immunitat

Zellen des Immunsystems

Das Immunsystem erkennt Pathogene anhand molekularer Strukturen (Antigene).
Hierunter fallen neben exogenen Mikroben auch geschddigte korpereigene Gewebe, wie
virusinfizierte oder entartete Zellen. Traditionell wird dabei in Faktoren der angeborenen
(innaten) und der hochspezifischen, adaptiven Immunitat untergliedert, die auf vielfaltige

Weise miteinander interagieren.



Zellen des Immunsystems werden je nach gemeinsamer Progenitorzelle den myeloiden
oder aber den lymphoiden Zellen zugeordnet. Sie unterscheiden sich nicht nur in
Effektorfunktion und sezernierten Zytokinen, sondern kénnen auch anhand ihrer
Oberflachenmolekiile als Differenzierungsmarker voneinander abgegrenzt werden. Haufig
sind diese als "CD" (cluster of differentiation) in der chronologischen Reihenfolge ihrer

Entdeckung nummeriert.®

Die adaptive Immunitat

Uber die Mechanismen der adaptiven Immunitit konnen bestimmte Teilstrukturen von
Antigenen, sog. Epitope, hochspezifisch erkannt werden. Bei Erstkontakt mit einem
jeweiligen pathogenen Antigen steht diese Kompetenz des Immunsystems jedoch noch
nicht sofort zur Verfiigung, sondern muss zundchst epitopspezifisch entwickelt werden.

Lymphozyten sind Vermittler der adaptiven Immunitdt. Sie sind die einzige Art
menschlicher Kérperzellen, die klonal spezifische Antigenrezeptoren mit einer einzelnen
Spezifitdat je Klon exprimiert. Die genetische Kodierung dieser Rezeptoren entsteht durch
somatische DNA-Rekombination wihrend des Prozesses der Lymphozytenausreifung.

B-Lymphozyten produzieren nach ihrer Ausreifung und Aktivierung in Knochenmark und
sekunddren lymphatischen Organen antigenspezifische Antikorper, die gegen Epitope
sowohl zellgebundener als auch 16slicher Substanzen gerichtet sein kénnen und die nach
Antigenbindung von anderen Zelltypen erkannt werden.

T-Lymphozyten hingegen sind die Mediatoren der zellularen adaptiven Immunitat. Sie
verfiigen iuber klonal antigenspezifische T-Zell-Rezeptoren (I _cell receptors, TCR), mit
denen Antigene auf korpereigenen Zellen erkannt werden konnen, die diese ihnen aktiv auf
ihrer Zelloberfliche prasentieren. Nach ihrer Reifung in Knochenmark und Thymus
zirkulieren sie funktionell inaktiv als naive T-Lymphozyten, bis sie durch spezifischen
Antigen-Erstkontakt und gleichzeitige aktive Aktivierung, das sog. Priming, proliferieren
und ihre jeweiligen Effektorfunktionen aufnehmen.

Zusatzlich zum TCR tragen T-Lymphozyten die Korezeptoren CD4 oder CD8, mit denen
sie unterschiedliche Wege der Antigenprdsentation erkennen. CD8-tragende (CD8+) T-
Lymphozyten haben als cytotoxische T-Lymphozten (CTL) die Aufgabe, kOrpereigene Zellen
zu eliminieren, auf denen sie pathologische Antigenstrukturen erkennen. CD4+ T-
Lymphozyten erfiillen andere Aufgaben, wie etwa die antigenvermittelte Stimulation
anderer Immunzellen als sog. T-Helferzellen (Ty) oder aber die Dampfung iiberschieRender
Immunreaktionen und den Erhalt der Selbsttoleranz als regulatorische T-Zellen (T.,).

Nach ihrer Aktivierung von naiven in funktionell aktive Effektorzellen bleiben sowohl
von B- als auch von T-Lymphozytenklonen langlebige Geddchtniszellen (Memoryzellen)
erhalten, die bei erneutem Antigenkontakt schnell wieder proliferieren und sich ohne
erneutes Priming in Effektorzellen differenzieren konnen. Auf diese Weise steht bei
wiederholtem Antigenkontakt eine zuvor einmal aktivierte antigenspezifische adaptive

Immunreaktion umgehend wieder zur Verfiigung.®



Die angeborene Immunitat und ihre Rezeptoren

Im Gegensatz zur adaptiven Immunitdt zeichnen sich die Mechanismen der angeborenen
(innaten) Abwehr durch eine schnelle und frithe Verfiigbarkeit bereits bei erstmaliger
Antigenexposition aus. Neben loslichen Faktoren, wie dem C-reaktiven Protein und
Faktoren des Komplementsystems, existieren auf verschiedenen Zellarten auch zellulare
Rezeptoren des angeborenen Immunsystems. Anders als bei der adaptiven
Antigenerkennung durch Lymphozyten sind diese unveranderlich im Erbgut codiert und
zeichnen sich durch eine jeweils sehr breite Antigenspezifitit aus. Als
Erkennungsrezeptoren typischer pathogener Antigene (Pattern recognition receptors, PRR)
konnen sie insgesamt etwa 10* verschiedene Antigene erkennen. Diese finden sich
entweder typischerweise auf Krankheitserregern (pathogen-associated molecular patterns,
PAMPs) oder gehen von geschidigten korpereigenen Zellen aus (damage-associated”® bzw.

danger-associated® molecular patterns, DAMPs).®

Ein wichtiges Beispiel fiir PRR sind die Toll-Like-Rezeptoren (TLR). TLR sind, ebenso wie
der angeschlossene Signalweg, bereits bei evolutorisch sehr frithen Lebensformen
nachweisbar®. Sie sind integrale membranstidndige Glykoproteine und konnen von PAMPs
oder auch synthetisch hergestellten Liganden aktiviert werden® ®. TLR-1, -2, -4, -5, -6 und -
10 finden sich auf der Zelloberflache und iiberwachen das extrazelluldare Milieu. TLR-3, -7, -
8 und -9 erkennen in Endosomen, Lysosomen oder dem endoplasmatischen Retikulum
pathogene Nukleinsdurestrukturen, wie doppelstrangige RNA (TLR3) oder einzelstdangige
RNA (TLR 7 und 8), welche zwar nicht spezifisch fiir Pathogene ist, jedoch tublicherweise
bei Vorkommen in Endosomen pathogenen Ursprungs sind.® ®

Eine Ligandenbindung an innate Immunrezeptoren hat die Aktivierung unterschiedlicher
Signalkaskaden zur Folge, um eine Reaktion des Immunsystems auf das erkannte Pathogen

herbeizufiithren.®

Zellen des angeborenen Immunsystems

Hierfiir steht eine Vielzahl an Mechanismen und Zelltypen bereit, deren wichtigste
Vertreter fiir diese Arbeit im Folgenden kurz beleuchtet werden.

Phagozyten beispielsweise nehmen mittels Phagozytose Pathogene auf, wie etwa
Mikroben, nekrotische und apoptotische Zellreste oder antikorperbeladene (opsonierte)
Zellen und Strukturen, und zerstdéren diese in Lysosomen. Hierunter zeichnen sich
neutrophile Granulozyten ferner durch Granula aus, die Substanzen enthalten, die im
Rahmen einer Inflammation extrazelluldare Pathogene ebenso wie gesundes Gewebe
zerstoren konnen.® Zellen des mononukledren Phagozytensystems (MPS) hingegen
umfassen Monozyten und Makrophagen. Anders als bei neutrophilen Granulozyten ist
neben der Phagozytose eine ihrer Hauptaufgaben die Interaktion mit anderen Immunzellen
durch ausgepragte Zytokinsekretion und Zell-Zell-Interaktionen.®

Monozyten werden anhand ihrer Oberflichenrezeptoren CD14 und CD16 Kklassifiziert:

Die klassischen Monozyten als erste Gruppe tragen den Rezeptor CDI14% 9 der als PRR



insbesondere fiir die Erkennung bakterieller Lipopolysaccharide (LPS), sowie als Korezeptor
fir mehrere TLR fungiert”. Sie migrieren in periphere Gewebe, wo sie zu Makrophagen
differenzieren konnen. Neben ihrer phagozytotischen Aktivitit kénnen sie Mediatoren
ausschiitten, die proinflammatorisch, antimikrobiell und tumorizid wirken. Aulerdem
existieren weitere, nonklassische Monozyten, die anstelle von CD14 den Rezeptor CD16
tragen® ®. Als Rezeptor fiir den invariablen Fc-Teil von IgG-Antikorpern dient dieser der
Erkennung opsonierter Pathogene, gegen die bereits eine adaptive Immunreaktion in Form
von Antikorpern ausgebildet wurde®. Diese Monozyten patrouillieren entlang von
GefdRendothelien und extravasieren tendenziell nur bei inflammatorischen Zustanden im
Gewebe. Ferner beschriebene intermedidare Monozyten tragen beide Marker.®

Makrophagen sind Phagozyten, die weit verstreut in peripheren Geweben residieren und
entweder als organspezifische, ortsstindige Makrophagen wahrend der Embryogenese oder
aber aus eingewanderten Monozyten entstanden sind. Auch Makrophagen koénnen
unterschiedliche Aktivierungsreize erfahren und verschiedene funktionelle Phdnotypen
einnehmen. Im onkologischen Setting werden sie tendenziell dem tumorhemmenden Mi-
Phinotyp oder dem eher tumorférdernden MZ2-Phdnotyp zugeordnet®. M1-Makrophagen
sind effiziente Bekdmpfer von Pathogenen nicht nur durch Phagozytose und Eliminierung
durch lysosomale Enzyme, sondern auch durch Sezernierung toxischer Substanzen wie
reaktiver Sauerstoffspezies und Stickstoffoxid (NO). M2-Makrophagen nehmen dagegen
wichtige Aufgaben in der Remodellierung und Reparatur geschidigter Gewebe wahr. Sie
konnen zum Beispiel durch Metalloproteinasen die Extrazelluldrmatrix verdndern und
durch das Zytokin VEGF das Einwachsen neuer BlutgefidRe (Neoangiogenese) fordern.®

Natiirliche Killerzellen (NK) gehoren nicht zu den Phagozyten und dhneln in Morphologie
und Funktion den zytotoxischen T-Lymphozyten. Sie erkennen geschadigte korpereigene
Zellen, ohne dabei klonal antigenspezifisch zu agieren, etwa bei gestoérter Prasentation von
Autoantigenen auf deren Zelloberfliche oder CD16-vermittelt bei Opsonierung durch
Antikorper. Auf diese Weise spielen auch sie in der antitumoralen Immunitit eine

bedeutende Rolle.®

A.1.2 ¢ Dendritische Zellen

Dendritische Zellen - eine Briicke zwischen nativer und adaptiver Immunitat

Eine wichtige Briicke zwischen angeborener und adaptiver Immunitit stellen

dendritische Zellen (dendritic cells, DC) dar®. Sie nehmen eine Wachterfunktion wabhr,

indem sie wie kein anderer Zelltyp Antigene aufnehmen, verarbeiten und transportieren,
um anschlieBend mit anderen Immunzellen wie insbesondere den T-Lymphozyten zu
interagieren. Auf diese Weise sind sie in der Lage, sowohl die schnelle angeborene
Immunreaktion als auch die spezifische adaptive Reaktion nicht nur zu initiieren, sondern
auch ihre Art zu dirigieren.

Ahnlich wie Makrophagen gehen sie entweder als organspezifische, ortsstindige DC aus

der Embryogenese hervor, wie etwa die Langerhans-Zellen der Haut, oder sind auf



hamatopoietischem Weg im Knochenmark entstanden, eingewandert und haben sich erst
vor Ort in DC differenziert®. Sie gehen dabei aus der gleichen gemeinsamen myeloiden
Progenitorzelle hervor wie Monozyten.® 2 Diese als "klassisch" oder "konventionell"
bezeichneten DC finden sich vor allem in Epithelien und lymphoiden Organen®. Auch
CD14+ Monozyten selbst kénnen sich unter dem Einfluss der Zytokine GM-CSF und IL-4 in
inflammatorischen Situationen zu DC, den sog. monozytenderivierten dendritischen Zellen
(monocyte-derived DC, moDC) differenzieren®: 589,

Daneben existiert ferner die nach ihrer Morphologie benannte Gruppe der
plasmazytoiden DC, die hauptsdchlich im Blut vertreten sind, dort Antigene aufnehmen
und sich besonders durch eine zytokinvermittelte, antivirale Wirkung auszeichnen, indem

sie auf virale RNA und DNA reagieren®.

Antigenprozessierung und Aktivierung der DC

Ortsstandige klassische DC adhdrieren an ihrer Umgebung mit speziellen
Adhasionsstrukturen, genannt Podosomen?”. Mittels rezeptorvermittelter Endo- und
Phagozytose sowie unspezifischer Pinozytose nehmen sie konstant Antigene aus ihrer
Umgebung auf. Durch Expression einer Vielzahl von innaten PRR wie den TLR werden die
aufgenommenen Antigene Kkonstant auf das Vorkommen pathogener Strukturen
iiberwacht.®

Sollte eine solche erkannt werden, durchlaufen DC einen komplexen
Ausreifungsprozess, der ihre weitere Funktion programmiert. Entscheidend hierfiir ist die
Beschaffenheit der Stimuli, die die DC wahrenddessen erfahrt: Nicht nur die Art des
erkannten Antigens, sondern auch die Zusammensetzung des vorherrschenden
Zytokinmilieus pragt ihren weiteren Werdegang."'" Einige DC konnen nach ihrer Ausreifung
an Ort und Stelle verbleiben, ihr Profil sezernierter Zytokine verdndern und
inflammatorische Stimuli vermitteln, die weitere Immunzellen an den Ort der
Antigenerkennung rekrutieren."? Andere DC verlieren, insbesondere unter dem Einfluss
von Gewebsmediatoren wie Prostaglandin E2 (PGE2) “°'?  ihre Adharenz und migrieren
iber die LymphgefidRe in die parafollikuldaren Zonen der Lymphknoten, wo sie auf naive T-
Zellen treffen um diese antigenselektiv zu aktivieren.

Dieser Migrationsprozess findet mithilfe der chemotaktischen Zytokine (Chemokine)
CCL19 und CCL21 statt, die konstitutiv in LymphgefaRen und T-Zell-Zonen der
Lymphknoten sezerniert werden. Entlang ihres Konzentrationsgradienten und mittels des
Chemokinrezeptors CCR7 migrieren sowohl aktivierte DC als auch naive T-Zellen an ihr
gemeinsames Ziel. Auf diese Weise werden im Lymphknoten beide Zelltypen konzentriert,
sodass die Wahrscheinlichkeit des Zusammentreffens einer aktivierten, antigenbeladenen

DC mit einer passenden antigenspezifischen naiven T-Zelle maximiert wird.®

Antigenprasentation

Im Lymphknoten angekommen, besteht deshalb die ndchste wichtige Aufgabe der

dendritischen Zelle in der Antigenprasentation an die naiven T-Zellen.



Jede kernhaltige Korperzelle prasentiert Peptidfragmente aus ihrem Proteom auf ihrer
Oberflache an T-Zellen. Dem adaptiven Immunsystem prasentiert sich auf diese Weise eine
Stichprobe aller physiologischer, wie auch ggfs. pathologischer Proteinfragmente, die in
der jeweiligen Zelle synthetisiert wurden.

Als Trager der Peptide dienen dabei Molekiille des Major Histocompatibility Complex
(MHC), heterodimere Molekille mit einer genetisch interindividuell hochvariablen
Peptidbindungsstelle, codiert auf den polymorphen HLA-Genloki (Human Leukocyte
antigen). Die T-Zell-Rezeptoren eines Individuums, die die prasentierten Antigene
erkennen, reagieren dabei nicht nur spezifisch auf das Antigen, sondern auch auf die
eigenen MHC-Molekiile (MHC-Restriktion).

Zwei verschiedene Klassen von MHC-Molekiillen kommen zum Einsatz. Auf MHC-Klasse I
findet die Antigenprasentation aus zelleigenen Proteinen statt. Dariiber hinaus ist eine
bestimmte Gruppe von Immunzellen ebenfalls in der Lage, auf MHC-Molekiilen der Klasse
II auch Peptidfragmente von Proteinen zu priasentieren, die aus dem Extrazellularraum
aufgenommen und nicht in der Zelle selbst synthetisiert wurden. Diese Zellen werden als
professionelle antigenprasentierende Zellen des Immunsystems (antigen-presenting cells,
APC) bezeichnet und umfassen neben DC auch Makrophagen und B-Lymphozyten.

Die Corezeptoren der T-Zellen dienen der Erkennung der jeweiligen MHC-Rezeptoren:
CD4 bindet an MHC-II-Molekiile, sodass beispielsweise T-Helferzellen nur auf Antigene
reagieren, die von APC prasentiert werden. CD8 hingegen bindet an MHC-I-Molekiile,
sodass CTL mit allen kernhaltigen Zellen interagieren und auf deren selbst synthetisierte
Antigene reagieren.

Die Erkennung von MHC-I-Molekiillen auf der Zellmembran ist gleichzeitig ein
inhibitorisches Signal an NK-Zellen. Sollte die Autoantigenprdsentation an CD8+ CTL
gestort sein, was etwa in Fdllen maligner Entartung beobachtet werden kann, kann die Zelle

auf diese Weise stattdessen von NK-Zellen erkannt und eliminiert werden.®

Kreuzprasentation

Damit das Priming naiver CD8+ T-Lymphozyten erfolgreich stattfinden kann, muss eine
DC auch in der Lage sein, pathogene Antigene aus fremden Zellen an diese zu prasentieren.
Eine haufige Unterart klassischer dendritischer Zellen, identifizierbar durch den Marker

CD141 (BDCA-3), ist deshalb in der Lage zur sogenannten Kreuzprdsentation, bei der

Antigenstrukturen trotz Aufnahme aus dem Extrazelluldirraum auf MHC-I-Molekiilen

prasentiert werden.®

A.1.3 ¢ Priming naiver T-Lymphozyten

Erstes Signal: Antigenerkennung
Trifft nun ein naiver T-Lymphozyt im Lymphknoten auf eine dendritische Zelle mit dem
passenden Antigen auf einem passenden MHC-Molekiil, so bildet sie mit dieser zunichst

eine adhidrente Verbindung aus, die sogenannte immunologische Synapse, oder



supramolecular activation cluster, SMAC. Auf diese Weise entsteht eine mechanisch stabile
Verbindung, in der weitere Signale zwischen DC und T-Zelle ausgetauscht werden

konnen.®

Zweites Signal: Kostimulation und Koinhibition

Fiir eine erfolgreiche Aktivierung naiver T-Zellen durch DC ist neben der
Antigenerkennung als erstem Signal auRerdem die Erkennung sogenannter Kostimulatoren
als zweites Signal wichtig. Sie bestimmen das weitere funktionelle Schicksal des T-
Lymphozyten.

Hierbei handelt es sich um Membranproteine, die in niedriger Intensitat konstitutiv auf
APC wie insbesondere den DC exprimiert werden und deren Dichte sich dort durch
Aktivierung der jeweiligen Zelle, etwa PRR-, Zytokin- oder Ty-zellvermittelt, nochmals
deutlich erhoht.

Die wichtigsten Vertreter der Kostimulatoren umfassen die B7-Familie mit den
homologen membranstdndigen Glykoproteinen CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2), die vom
Rezeptor CD28 auf T-Zellen erkannt werden. Erhdlt ein naiver T-Lymphozyt nach
Antigenerkennung kein zusatzliches Signal durch die erhohte Expression von
Kostimulatoren, wie dies etwa bei Kontakt mit nicht-aktivierten DC vorkommen kann, die
nur harmlose Autoantigene prasentieren® - oder etwa auch durch ein bestimmtes Milieu
im Umfeld eines malignen Tumors von einer Aktivierung abgehalten wurden® - so findet
im Dienste der Selbsttoleranz auch keine Aktivierung des spezifischen T-Lymphozyten
statt; vielmehr kann dieser dauerhaft in einen autotoleranten Zustand versetzt werden.

Neben B7 und CD28 gibt es weitere Rezeptor-Ligandenpaare, die auf T-Zellen ebenfalls
eine stimulierende oder aber eine inhibierende Wirkung haben und deshalb als
Koinhibitoren bezeichnet werden. Zu Letzteren gehdren die Rezeptoren CTLA-4 (cytotoxic T

lymphocyte antigen 4) und PD-1 (programmed death 1), die auch als Immun-Checkpoints

bezeichnet werden. CTLA-4 fungiert als kompetitiver Antagonist zu CD28, der mit
erheblich hoherer Affinitat an B7-Molekiile bindet und damit erst bei Vorhandensein einer
hohen B7-Dichte die Stimulation tiber CD28 zulasst. PD-1 bindet an die entsprechenden PD-
Liganden auf beispielsweise APC, Endothel-, aber auch Tumorzellen, und inhibiert die
Signalwege von CD28 und dem TCR. Nach zuvor erfolgtem Priming kann PD-1 auf diese
Weise sogar die Aktivitait von Effektorzellen erschopfen. Durch die Balance
kostimulierender und koinhibierender Signale wird eine liberschieRende Immunreaktion

gebremst und eine Selbsttoleranz sichergestellt.®

Drittes Signal: Zytokine beim T-Zell-Priming

Ist auch die Hiirde der Kostimulation iiberwunden, proliferiert der T-Lymphozyt (klonale
Expansion) und es erfolgt die Differenzierung in funktionell aktive Effektorzellen und
langlebige Memoryzellen. Bei diesen Prozessen spielen nun Zytokine eine wegweisende

Rolle, die sich in der immunologischen Synapse anreichern.



Nach initialer Aktivierung sezerniert der T-Lymphozyt autokrin Zytokine wie Interleukin
2 (IL-2). Dieses induziert Uberleben, Proliferation und Differenzierung.®

Aber auch die DC liefert Zytokinsignale wie das Interleukin 12 (IL-12)"", ein Zytokin aus
der gleichnamigen Familie mit pleiotropen Wirkungen auf innate und adaptive Funktionen
des Immunsystems. Seine wirksame Form, IL-12-p70, ist ein Heterodimer aus den
Untereinheiten p35 und p40, die kovalent verbunden sind. Tritt anstelle von IL-12-p70
dagegen nur die Untereinheit IL-12-p40 alleine auf, so wirkt diese wiederum kompetitiv
antagonistisch zum Zytokin in seiner aktiven Form."® IL-12p70 wirkt determinierend auf

die spateren Effektorfunktionen der T-Lymphozyten, wie in Kiirze erldutert wird.

Effektorfunktionen der CD8+ CTL

Trifft nach dem Priming ein CD8+ CTL erneut auf sein spezifisches Antigen, das von
einer beliebigen kernhaltigen Zelle auf MHC-I prasentiert wird, kommt es mit dieser erneut
zur Ausbildung einer immunologischen Synapse, in die sich die Granula des CTL per
Exozytose entleeren. Sie enthalten Granzyme als Wirkstoffe, Serinproteasen, die unter
anderem via Proteolyse die Kaskade der Caspasen in der Zielzelle aktivieren und diese
somit in die Apoptose treiben. Das ebenfalls in den Granula enthaltene Perforin, ein
membrandurchdringendes Molekiill homolog zum C9-Komplementfaktor, ermoglicht den
Granzymen den Eintritt in die Zielzelle. AuRerdem bindet der CTL iiber den FasL an den
Fas-Todesrezeptor auf der Zielzelle, dessen Aktivierung ebenfalls zur Apoptose fiihrt.
Innerhalb weniger Stunden kommt es zum Zelltod der Zielzelle, bei dem auch ihr Genom
abgebaut wird.®

Parakrin sezernieren CTL dabei das Zytokin Interferon Gamma (IFENy), welches
seinerseits eine aktivierende Wirkung auf Effektorzellen des Immunsystems besitzt. Es
bewirkt unter anderem die verstarkte Antigenprasentation und kann APC zur verstiarkten
Expression von Kostimulatoren aktivieren. Makrophagen werden zum klassischen M1-
Phanotyp aktiviert, sodass es zu einer vermehrten Phagozytose, Pathogeneliminierung und
Ausschiittung proinflammatorischer Mediatoren kommt. APC werden ferner =zur
Sezernierung von IL-12p70 angeregt, welches seinerseits als positiver
Riickkopplungsmechanismus die Sekretion von IFNy in CTL begiinstigt.® Im onkologischen

Kontext fithrt IFNy auch zur Hemmung des Tumorzellwachstums®.

Effektorfunktionen von CD4+ T-Helferzellen

CD4+ T-Lymphozyten differenzieren neben regulatorischen T-Zellen insbesondere zu T-
Helferzellen aus. Diese wiederum konnen bestimmte funktionelle Phanotypen annehmen.

Thi-Helferzellen wirken analog zum M1-Phianotyp von Makrophagen
proinflammatorisch. Sie sezernieren neben anderen proinflammatorischen Zytokinen
ebenfalls IFNy, sowie IL-2, das zur Rekrutierung und Stimulation weiterer T-Lymphozyten
fuhrt. Sie exprimieren auRerdem den zelluldren Liganden CD40L, der an den Rezeptor
CD40 auf APC bindet. Durch diese Zell-Zell-Interaktion kommt es dhnlich wie durch IFNy
zur Aktivierung (Licensing) der jeweiligen APC: Makrophagen werden verstdrkt zum M1-



Phdnotyp aktiviert, DC werden zur Migration, Kostimulation und Produktion von IL-12p70
angeregt,® was wiederum insbesondere dann von essentieller Bedeutung ist, wenn wenig
innate Aktivatoren wie TLR-Liganden zur Aktivierung der DC vorliegen®. Im onkologischen
Kontext ist dieser T-Helfer-Subtyp daher prognosebegiinstigend.® 'V

Th2-Helferzellen hingegen produzieren primar die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13. Dieser
Reaktionstyp ist insbesondere in antihelminthischen Immunreaktionen und Allergien
vertreten. Makrophagen werden zum alternativen M2-Phdnotyp aktiviert®, der die
Geweberemodellierung und ein Tumorwachstum begiinstigt® ¥,

Ein weiterer Subtyp, Thil7, sezerniert insbesondere IL-17 und IL-22, wirkt aktivierend
auf neutrophile Granulozyten und entfaltet seine Rolle in der Bekdmpfung extrazellularer

Bakterien und Pilze.®

Polarisation von Immunreaktionen

Analog wird die effektorzellvermittelte Immunitat in drei generelle Typen kategorisiert:
Typ 1 ist unter anderem durch IFNy-produzierende CTL und Thl-Helferzellen vermittelt,
die ihrerseits Zellen des MPS aktivieren. Typ 2 wird unter anderem von Th2-Zellen und
ihren Zytokinen, Typ 3 von Th17-Zellen und ihren Zytokinen getragen.®®

Bereits beim T-Zell-Priming wirken die genannten Einfliisse auf die Differenzierung der
T-Lymphozyten und determinieren ihren kiinftigen adaptiven Reaktionstyp auf das
erkannte Antigen. Es kommt zur Polarisation der Immunreaktion auf einen der
Reaktionstypen: Zytokine des jeweils einen Typs wirken dabei nicht nur féordernd auf seine
eigene weitere Ausbildung, sondern hemmen zusatzlich die jeweils Anderen.®

Fiur die Ausbildung einer protektiven antitumoralen Antwort muss die
antigenprasentierende dendritische Zelle daher in der Lage sein, IL-12p70 zu

produzieren™, um eine Typ-1-Reaktion gegen das Tumorantigen in die Wege zu leiten.

A.2 ¢ Tumorimmunologie

A.2.1 ¢ Die physiologische Tumorimmunitat

Uberblick itber wichtige antitumorale Wirkmechanismen

Auch Tumoren konnen wie eindringende Pathogene innate und adaptive
Immunantworten hervorrufen, die sich aus einem komplexen Zusammenwirken
verschiedener Arten von Immunzellen und Zellen der Tumorumgebung speisen. Beteiligt
sind beispielsweise tumorspezifische CTL und T-Helferzellen, insbesondere vom Th1l-Typ.

APC in der Tumorumgebung werden durch DAMPs, Zytokine wie IFNy aus T-Zellen oder
direkten CD40L-CD40-Interaktionen aktiviert. M1-Makrophagen iiben ihre phagozytotische
Tatigkeit aus, greifen Tumorzellen mit reaktiven Sauerstoff- oder Stickstoffspezies direkt
an, und sezernieren Zytokine wie IL-12p70®, das neben den bereits beschriebenen Effekten

in der Tumorumgebung auRerdem zur Sekretion anti-angiogenetischer Zytokine fiithrt und



das dampfend auf Suppressorzellen wirkt, die sich in der Tumorumgebung gebildet
haben"?.

AuRer durch CTL kommt es auch Komplement- oder antikérperabhdngig zur
zellvermittelten Zytotoxizitdt, etwa durch Fc-Rezeptor-tragende Makrophagen und NK-
Zellen, die zudem bei Vorliegen verschiedener aktivierender Liganden auf Tumorzellen, IL-
2 aus Thl-Helferzellen und Herabregulation der Antigenprasentation tiber MHC-I durch den
Tumor aktiviert werden.

Viele Tumoren werden von mononukledren Zellen infiltriert. Die Beschaffenheit dieses
Infiltrates ldsst prognostische Riickschliisse zu, etwa auf die Wahrscheinlichkeit der

Metastasierung.®

Tumorantigene

Verschiedene Strukturen des Tumors werden vom Immunsystem als pathologische
Antigene erkannt.

Die wichtigste Rolle spielen Neoantigene, die von veranderten Genen produziert werden,
etwa durch somatische Mutationen, Frameshifts oder posttranslationale Veranderungen®.
Auch mutierte Onkogene oder Tumorsuppressorgene fallen unter diese Kategorie. Da sie
sonst nicht in vivo prdsent sind, besteht ihnen gegeniiber keine physiologische Toleranz.
Zumeist handelt es sich um cytosolische Proteine, die iiber das Proteasom auf MHC-I-
Rezeptoren der Tumorzellen pradsentiert werden. Werden sie von DC aufgenommen,
werden sie auf MHC-II und via Kreuzprasentation auf MHC-I prasentiert. Thre
interindividuelle Immunogenitat ist dabei nicht nur davon abhangig, wie viele genetische
Verdnderungen vorliegen, sondern auch wie affin die jeweils entstehenden Peptide zu den
polymorphen MHC- und T-Tell-Rezeptoren eines Individuums sind.®

Ebenfalls erkannt werden konnen Antigene, die im physiologischen Kontext
normalerweise nicht zu erwarten sind. Hierzu zdhlen zum Beispiel onkofetale Proteine, die
nur wahrend der Embryonalentwicklung und in Tumoren vorkommen und fiir die keine
Langzeittoleranz besteht. Cancer-Testis-Antigene werden von Gameten und Trophoblasten
der Plazenta, nicht aber in normalen somatischen Geweben gebildet, und finden sich
beispielsweise in malignen Melanomen.

Eine weitere Gruppe von Antigenen spielt zwar fur die physiologische Immunitadt eine
untergeordnete Rolle, ist jedoch ein guter Angriffspunkt fir spezifische
immuntherapeutische Verfahren: Diese Antigene sind zwar physiologisch vorhanden,
finden sich aber in deutlicher Uberexpression auf Tumorzellen. Hierzu zihlen etwa
Her2/Neu in manchen Mammakarzinomen, oder Differenzierungsantigene der
Ursprungsgewebe wie MART-1 (Melan-A) in malignen Melanomen oder CD20 in manchen

Lymphomen.®

Immunologische Begiinstigung von Tumorentstehung

Wahrend das Immunsystem manifeste Tumoren bekdampft, fithren andere

Immunreaktionen primadr erst zur Tumorentstehung. Eine chronische Inflammation wie bei



Virushepatitiden oder Helicobacter-Befall kann beispielsweise durch die anhaltende
Exposition mit freien Radikalen, die von innaten Immunzellen ausgeschiittet werden,
langfristig zur DNA-Schadigung fiithren.

Andere Immunreaktionen begilinstigen das Wachstum und die Metastasierung von
malignen Tumoren. M2-Makrophagen kénnen das Extrazellulairgewebe tumorbegiinstigend
remodellieren und mittels des Wachstumsfaktors VEGF zum Einwachsen neuer BlutgefiRe
ins Tumorumfeld fihren, die neben einer verbesserten Perfusion aulerdem einen
moglichen Metastasierungsweg darstellen.® VEGF inhibiert auRerdem die Aktivierung
dendritischer Zellen und erschwert damit eine antitumorale Immunantwort®,

Derartige Mechanismen koénnen Tumoren gezielt ausschopfen, um ihr Wachstum zu

begiinstigen und auch um eine antitumorale Immunitit auszuschalten.®

A.2.2 e Immun-Evasion von Tumorzellen

Fehlschlagen der antitumoralen Immunantwort

So vielfdltig die antitumoralen Wirkmechanismen des Immunsystems sind, so
unterschiedlich kann ihr Fehlschlagen begriindet sein. Viele der tumoralen Mechanismen,
das Immunsystem zu umgehen, entwickeln sich nicht zuletzt durch Kkonstanten
Selektionsdruck durch das Immunsystem.®

Grob unterteilen lassen sich diese Mechanismen zum einen in tumor-intrinsische
Mechanismen, bei denen sich die Tumorzelle selbst verdndert, sowie in tumor-extrinsische
Mechanismen, bei denen der Tumor auf seine Mikroumgebung und deren Zellen, oder

sogar systemisch einwirkt.®

Verlust der Immunogenitat

Mit der Zeit, nicht zuletzt durch Selektionsdruck, werden Tumoren immer weniger
immunogen. Beispielsweise kann die Expression der als pathogen erkannten Antigene
verloren gehen, oder deren Prasentation auf MHC-I-Molekiilen gestort sein, etwa durch eine
Storung ihrer intrazelluldren Prozessierung nach proteasomalem Abbau.

Auch konnen Resistenzen bei Signalwegen auftreten, die fiir die Immunerkennung

wichtig sind, wie die Reaktion auf die Zytokine IFNy oder TNF.% ¥

Aktive Inhibierung der Immunantwort

Tumoren konnen aulerdem eine breite Palette an regulatorischen Mechanismen
ausschopfen, um zytotoxische Reaktionen zu unterdriicken.

Eine Moglichkeit ist die Uberfithrung reaktiver T-Lymphozyten in einen dysfunktionalen
erschopften Phdnotyp, der durch eingeschriankte Effektorfunktionen und erhoéhte
Expression inhibitorischer Rezeptoren wie den Immuncheckpoints CTLA-4 und PD-1
gekennzeichnet ist. Da Tumorantigene oft keine starke innate Reaktion an PRR ausldsen,
werden APC mitunter nicht stark zur Kostimulation uber B7-Molekiile angeregt. Die

konstitutiv exprimierten Kostimulatoren reichen jedoch fiir eine Bindung an den starker



affinen CTLA-4-Rezeptor aus, was zur T-Zell-Inhibierung fiithrt. Exprimiert der Tumor den
Liganden fiir PD-1, kann eine Immunreaktion weiter zuriickgefahren werden.

Auch lésliche Faktoren und Zytokine wie beispielsweise TGF-f kdnnen vom Tumor oder
Zellen in seiner Mikroumgebung produziert werden, um Proliferation und
Effektorfunktionen von Lymphozyten und Makrophagen zu dampfen.®

In der Tumorumgebung kénnen dariiber hinaus zellulare Regulatoren induziert werden,
die T-Zell-Antworten unterdricken. Neben regulatorischen T-Zellen zdhlen dazu
insbesondere die myeloid-derivierten Suppressorzellen (myeloid-derived suppressor cells,
MDSC), eine heterogene Gruppe verschiedener Zelltypen. Sie wirken immunmodulierend
und akkumulieren an Orten chronischer Inflammation. Dabei verfiigen sie iber
verschiedene  Mechanismen, wie IL-10, TGF-R, Prostaglandine, inhibitorische
Rezeptorliganden und Andere, um innate und adaptive Immunantworten zu supprimieren.
Sie fordern ihrerseits die Differenzierung regulatorischer T-Zellen.® Tumorassoziierte
Makrophagen (TAM) als einer ihrer Vertreter kdénnen wie eingangs erwdahnt durch
Immunmodulierung, Typ-2-Polarisation, Remodellierung der Extrazellularmatrix und
Forderung einer Neoangiogenese Wachstum und Metastasierung eines Tumors fordern.®

Auch DC koénnen dazu konditioniert werden, die Typ-2-Polarisierung antitumoraler
Zellen auszuldsen. Durch die Wirkung inhibitorischer Zytokine wie IL-6 und IL-10 kénnen
sie etwa daran gehindert werden, T-Zellen zu primen oder deren Typ-1-Polarisation zu
induzieren. Andere Faktoren, zu denen beispielsweise Prostaglandin E2 (PGE2) zahlt, sowie
tumorderivierte regulatorische T-Zellen hemmen die Ausschiittung von IL-12p70 durch
dendritische Zellen®.

Andere Zellen in der Tumorumgebung sind Krebs-assoziierte Fibroblasten (CAF). Durch
Verdichtung der Extrazelluldrmatrix und Regulation von Zytokin- und Chemokingradienten
hindern sie tumorspezifische T-Zellen, myeloide Effektorzellen und dendritische Zellen

daran, den Tumor zu infiltrieren.®

A.2.3 e Immuntherapie

Ebenso vielfdltig wie die Mechanismen, mit denen Tumoren einer Eradikation durch das
Immunsystem entgehen, sind wiederum auch mogliche Angriffspunkte fir
immuntherapeutische Verfahren, um eine Tumorimmunitit zu induzieren bzw.
wiederherzustellen, und dabei neben der vollstindigen und systemischen immunologisch
vermittelten Tumoreradikation ein bleibendes immunologisches Geddchtnis zu etablieren.
Gesunde Gewebe sollen dabei moglichst intakt bleiben.® %

Verfahren auf dem Gebiet der Immuntherapie sind Gegenstand groRflachiger aktueller

Forschung und werden kontinuierlich weiterentwickelt.

Immuncheckpoint-Blockade

Ein klinisch erfolgreicher Ansatz besteht in der Immuncheckpoint-Inhibition (ICI). Durch
Inhibierung der Inhibitoren CTLA-4 oder PD-1, oder dessen Liganden PD-1L mittels

monoklonaler Antikdrper ist es moglich, den dysfunktionalen erschépften Phdanotyp von T-



Zellen im Tumorinfiltrat zu reversieren und ihre Effektortdtigkeit gegen den Tumor
wiederherzustellen.

Die endgiltige Losung aller Probleme ist die ICI jedoch nicht: Durch den damit
induzierten Wegfall eines wichtigen Mechanismus der Selbsttoleranz koénnen als
Nebenwirkung der Checkpointinhibitoren autoimmune und entziindliche Reaktionen in
verschiedenen Organen auftreten. Eine Mehrheit der mit allein dieser Methode behandelten
Tumoren in Patienten entwickelt im Behandlungsverlauf Resistenzen oder spricht bereits
initial nicht auf die Therapie an, da die Tumoren andere Mechanismen ausschopfen, um

sich vor der zytotoxischen Zerstérung durch das Immunsystem zu schiitzen.®

CAR-T-Zellen

Immunzellen, die in vitro kultiviert und modifiziert worden sind, konnen nach
Verabreichung in vivo eine antitumorale Immunreaktion bewirken. Ein erfolgreiches
Beispiel aus der klinischen Anwendung sind T-Zellen mit einem chimdren Antigenrezeptor
(CAR), der genetisch verandert wurde und als Antigenbindungsstelle ein
tumorantigenspezifisches Immunglobulin dhnlich eines Antikérpers enthalten. Dadurch
wird die MHC-Restriktion aufgehoben, sodass sich der Rezeptor patientenunabhdngig
verwenden lasst.

Obwohl bei Antigenbindung an diesen artifiziellen Rezeptor die Signalkaskaden des TCR
und des Rezeptors CD28 fiir Kostimulatoren gleichermalen ausgelést werden, kann es
auch bei CAR-T-Zellen zum Auftreten des dysfunktionalen, erschoépften Zustandes
kommen. AulBerdem kann auch hier der Tumor durch Ausschépfung anderer

Immunresistenzmechanismen zum Therapieversagen fithren.®

Antikorpertherapie

Die Gabe monoklonaler Antikorper kann zu schnellen und spezifischen antitumoralen
Effekten fiihren. Antitumorale Antikorper konnen direkt auf Oberflachenmolekiilen von
Tumorzellen binden und zu deren Zerstdrung mittels Komplement, NK-Zellen oder
phagozytierenden Makrophagen fithren. Andere Antikorper richten sich gegen Molekiile,
die beispielsweise durch Signalkaskaden oder auf andere Weise fiir das Tumorwachstum
vonnoten sind.

Ein Nachteil der Antikorpertherapie ist jedoch, dass sie kein immunologisches

Langzeitgedachtnis hinterlasst.®

Unspezifische Immunstimulation im Umfeld des Tumors

Da hiufig die Mikroumgebung des Tumors eine entscheidende Rolle dabei spielt,
Immunreaktionen zu unterdriicken, besteht ein weiteres Konzept darin, unspezifische
immunologische Stimuli im Tumorumfeld zu setzen, um die vorhandenen inhibitorischen
Signale zu iberwiegen, die Tumorimmunsuppression zu reversieren und neue
Immunreaktionen gegen den Tumor zu induzieren. Hierfiir eignen sich beispielsweise

synthetische TLR-Agonisten, die dendritische Zellen im Tumorumfeld entgegen



inhibitorischer Signale aktivieren. Als Zielrezeptoren in konventionellen Gewebs-DC sind
insbesondere TLR3 und TLR7 verbreitet, die sich mit topischen Aktivatoren wie etwa
Imiquimod in vivo stimulieren lassen.® Aufgrund der immunogenen Wirkung werden diese
Therapieansidtze auch als antigenfreie "In-situ-Vakzine" bezeichnet®”, im Gegensatz zur

Immunisierung durch zugefiithrtes Antigen.

Vakzinierung mit Tumorantigen

Der Einsatz von antigenbasierten Vakzinen im onkologischen Kontext umfasst nicht nur
die prdaventive Vakzinierung gegen Produkte bestimmter onkogener Viren wie des HPV-
Virus"®, sondern auch die Verwendung therapeutischer Vakzine, die bei bereits manifester
Krebserkrankung zur Induktion einer spezifischen Immunreaktion gegen den bestehenden
Tumor dienen.®

Viele Tumorpatienten besitzen auf tumorassoziierte Antigene zunidchst keine
vorbestehende suffiziente T-Zell-Reaktivitat’®. Die Vakzinierung mit Tumorantigen hat
zum Zweck, Tumorimmunitdt aufzubauen unter Umgehung des, oft immunoprotektiven,
Tumormikroumfeldes.® Auf diese Weise soll eine starke und anhaltende Reaktion durch T-
Zellen hervorgerufen werden, welche die Tumorumgebung infiltrieren und dort ihre
Effektorfunktionen ausiiben.

Dabei ist nicht nur die Generierung tumorspezifischer CTL wichtig, sondern auch
antigenspezifische Thl-Helferzellen sind unabdingbar. Auch sie iuben fundamentale
antitumorale Aufgaben aus, insbesondere in Situationen, in denen wenig andere Signale
wie DAMPs vorhanden sind. Dazu gehoOren beispielsweise die Typ-1-Polarisierung und
Tumorproliferationshemmung durch IFNy, die antigenabhdngige Aktivierung von DC und
M1-Makrophagen durch CD40L und die Stimulation und Rekrutierung spezifischer CTL
mittels IL-2.%

Derzeit erlebt das Konzept der therapeutischen Tumorvakzine eine Renaissance,
nachdem sich zunadchst keine zufriedenstellende klinische Wirksamkeit gezeigt hatte. So
hat sich herausgestellt, dass die alleinige Generierung tumorspezifischer T-Zellen zumeist
nicht fiir einen therapeutischen Erfolg ausreicht, sondern man mannigfaltige individuelle
Faktoren von Umwelt, Patient und Tumor ebenfalls beriicksichtigen muss“. Gegenstand
zahlreicher Studien ist es beispielsweise, erfolgreich generierte tumorspezifische T-Zellen
durch eine Kombinationstherapie mit ICI im funktionell aktiven Zustand zu erhalten und
damit einen wichtigen Resistenzmechanismus auszuschalten."” Auf der anderen Seite ware
dieser Ansatz wiederum ineffektiv in anderen Fillen, in denen der Tumor gar nicht erst

18 Auch die Kombination mit anderen

von spezifischen T-Zellen infiltriert werden kann'
Therapieverfahren, wie der etablierten Radio- und Chemotherapie, kann die Wirksamkeit
der Vakzine verbessern?.

Therapeutische Vakzine stellen daher wie andere immuntherapeutische Verfahren auch
keine eigenstdandige Universallosung dar, wecken jedoch in den richtigen Konstellationen

ein zunehmendes therapeutisches Interesse®.



Bei der Wahl der Antigene fiir ein therapeutisches Tumorvakzin spielen gemeinsame
Tumor-assoziierte Antigene, wie auch patientenspezifische Neoantigene eine Rolle® !9,
Moderne Algorithmen haben die Moglichkeiten revolutioniert, Peptide zu identifizieren, die
gut von MHC-Molekiilen und TCR gebunden werden und somit als geeignete Kandidaten fur
die Vakzinierung in Frage kommen.®

Diese Antigene koénnen zum Einen direkt in vivo 1ber verschiedene
Darreichungsformen, etwa peptid- oder nukleinsdurebasiert’, in Kombination mit
Adjuvanzien erfolgen, um dendritische Zellen zu aktivieren. Ebenso kann das Vakzin

jedoch auch aus bereits in vitro praparierten DC bestehen.?

A.3 e Therapeutische Tumorvakzine mit dendritischen Zellen

A.3.1 e Dendritische Zellen als Basis fiir Tumorvakzine

Das Konzept DC-basierter Vakzine

Fiir diesen Ansatz miissen Zellen jedem zu behandelnden Patienten individuell
entnommen und in Zellkultur expandiert werden. Die so gewonnenen DC werden ex vivo
mit Tumorantigen inkubiert und anschlieRend wieder dem Patienten verabreicht.®

Ein Vorteil dieses Verfahrens ist die geringe Toxizitit und gute Vertraglichkeit®.
Nebenwirkungen umfassen typischerweise unspezifische Reaktionen wie Fieber, Miidigkeit,
Lymphadenopathie und Reaktionen an der Applikationsstelle’”. In der Vergangenheit
konnte eindriicklich gezeigt werden, dass durch diese Art der Vakzinierung erfolgreich
neoantigenspezifische T-Zell-Immunitat generiert werden kann®”. Heute laufen zahlreiche
klinische Studien mit DC-basierten Tumorvakzinen® 2V,

Ebenfalls Gegenstand der Forschung ist bis heute die Standardisierung einer optimalen
Methode fiir das ressourcenintensive Verfahren, patienteneigene DC in vitro zu generieren

und fir die Vakzinierung zu praparieren® 17,

Wahl geeigneter DC

Nach ihrer Verabreichung miissen die DC eine Reihe von Aufgaben wahrnehmen, um
erfolgreich eine antitumorale T-Zell-Antwort induzieren zu konnen. Hierzu gehort
einerseits die phanotypische Reife nach Aktivierung, sichtbar etwa an Kostimulatoren auf
der Zelloberflache"”. Ferner miissen sie in der Lage sein, zum Lymphknoten zu migrieren
und dort antigenspezifische T-Zellen zu stimulieren. Dabei miissen sowohl die
Immunreaktion in Richtung einer Thl-Reaktion polarisiert, als auch durch
Kreuzprasentation antigenspezifische CTL aktiviert werden. Die DC muss hierfiir
ausreichende Mengen IL-12p70 sezernieren konnen"?,

Da sich gewebsstdndige klassische DC, die sich hierfiir am Besten eignen, nur in sehr
geringer Dichte finden und daher nicht mit verhdltnismaRigem Aufwand gewinnen lassen,

hat sich als praktikablere Losung etabliert, mit anderen Arten von DC zu arbeiten,



insbesondere monozytenderivierten DC% %17, Klassische CD14+ Monozyten lassen sich mit
einfachen Methoden in groRer Menge aus peripherem Blut gewinnen und selektieren, etwa
durch ihre Eigenschaft zur Plastikadhdrenz in Zellkultur oder positiver Selektion durch
immunomagnetische Partikel"”. Hierfiir miissen jedoch einige Nachteile in Kauf genommen
werden: In-vitro generierte moDC haben tendenziell eine schlechtere Migrationsfahigkeit
als klassische DC und kreuzprdsentieren Antigene weniger gut als die CD141(BDCA3)+
cDCU& 17,

Antigenbeladung

Um nach ihrer Differenzierung aus Monozyten die unreifen, noch nicht aktivierten
phagozytierenden DC mit Tumorantigen zu beladen, stehen mehrere Methoden zur
Verfiigung. Moglichkeiten bestehen etwa in direktem Beladen mit geeigneten HLA-affinen
Peptiden, die nicht zuvor prozessiert werden miissen, oder nukleinsdurebasierter
Antigencodierung®”. Sogar die Fusion von DC mit Tumorzellen ist eine beschriebene
Methode®. Ein groRer Vorteil der in-vitro-Generierung von DC ist jedoch auch die
Moglichkeit, diese direkt mit Tumorlysat zu inkubieren. Durch Phagozytose werden
Tumorantigene von der DC aufgenommen und verarbeitet, ohne patientenspezifische
Neoantigene zuvor manuell exakt bestimmen und synthetisch fiir das Vakzin aufbereiten

Zu missen 162D,

A.3.2 e Ausreifung monozytenderivierter dendritischer Zellen

Zytokinbasierte DC-Ausreifung

Monozyten differenzieren sich unter GM-CSF und IL-4 zu unreifen DC, die die
Expression von CD14 verlieren"”. Um in vivo eine effektive Immunantwort zu generieren,
missen sie an richtiger Stelle und zum richtigen Zeitpunkt die richtigen Stimuli erhalten,
damit sie addquat aktiviert und ausgereift werden, um alle ihre benétigten, o.g. Fahigkeiten
auszubilden."? Welche Substanzen sich in welcher Konzentration hierfiir am Besten
eignen, ist weiterhin Gegenstand der Forschung®1”,

Als Goldstandard war hierfiir iiber langere Zeit ein Cocktail aus den Zytokinen TNFa, IL-
1R, IL-6 und PGE2 etabliert®?. Dieser fiithrte zuverldssig zu einer Hochregulation der
Reifungsmarker MHC-I und -II, CD40, den Kostimulatoren CD80 und CD86, und dem fiir die
Migration zum Lymphknoten essentiellen Chemokinrezeptor CCR7. In anderen Aspekten
zeigte sich jedoch eine Limitierung dieses Zytokincocktails: Die DC waren nicht in der
Lage, groRere Mengen IL-12p70 zu produzieren. Hierfiir wird der Mediator PGE2

verantwortlich gemacht."”

Prostaglandin E2 in der DC-Ausreifung
Prostaglandin E2 (PGE2) ist ein lipider Mediator, der durch die Enzyme Cyclooxigenase
und nachgeschaltete Prostaglandin-Synthasen aus Arachidonsaure gebildet wird. Er spielt

vor allem als parakrin sezernierter Gewebsbotenstoff eine Rolle, da er im Gewebe schnell



in einen inaktiven Metaboliten umgewandelt wird und somit Kkeinen weiten
Diffusionsradius hat.?® Die immunologischen Wirkungen sind dichotomer, teils
gegensdtzlicher Natur und konnen kontext- und konzentrationsabhdangig sowohl
stimulierende, als auch hemmende Wirkungen auf die gleichen Mechanismen haben.® 2% In
der Mikroumgebung von Tumoren Dbeispielsweise entfaltet es vielseitige
immunsupprimierende Wirkungen und kann daher zu einem Fortschreiten der Krankheit
beitragen®. Aber auch physiologisch kommt es an mannigfaltigen Orten und Situationen
vor, beispielsweise im Rahmen akuter Inflammationen, wo es Vasodilatation und
mastzellvermittelte GefaRhyperpermeabilitat fiir die Leukozytenrekrutierung bewirkt®.

An Zielzellen wirkt PGE2 uiber vier E-Typ-Prostanoidrezeptoren (EP1-EP4), die jeweils G-
Protein-gekoppelte membranstindige Rezeptoren®? mit unterschiedlichen Isoformen®®
sind, welche jeweils unterschiedliche Signalkaskaden bewirken®?.

Auf dendritischen Zellen sind ausschlieRlich die Rezeptoren EP2 und EP4 funktionell
aktiv't 2% 29 Diese haben wunterschiedliche Affinititen zu PGE2, sodass sie in
physiologischen Konzentrationen, die bis 100nM reichen, konzentrationsabhdngig zu
unterschiedlichen Wirkungen fithren. EP2, der vor allem bei hoheren Konzentrationen
aktiviert wird, fuhrt zu einer Inhibierung proinflammatorischer Zytokine wie IL-12.%% EP4
hingegen wirkt bereits bei niedrigen PGE2-Konzentrationen, wird bei Ligandenbindung
jedoch rasch internalisiert, was bei hoheren oder langerfristig aktiven PGE2-
Konzentrationen ebenfalls die Wirkung von EP2 dominieren 1asst®® 2%,

Die Wirkung im Zusammenhang mit DC unterscheidet sich jedoch nicht nur
konzentrations- sondern auch kontextabhdngig: Vermittelt durch EP1 und EP3 fiithrt PGE2
zunachst bei der gemeinsamen hdmatopoietischen Stammzelle zu einer bevorzugten
Differenzierung in DC anstatt zu Monozyten. Die Weiterdifferenzierung von Monozyten zu
DC wird gleichzeitig jedoch gehemmt. Wahrend der Ausreifung unreifer, phagozytierender
DC (iDC) wirkt PGE2 hingegen wiederum stimulierend, wahrend es anschlieRend eine
inhibierende Wirkung auf reife DC im Lymphknoten ausiibt.®®

Bei der Herstellung DC-basierter Tumorvakzine kann deshalb PGE2 im Cocktail der
Substanzen zur Ausreifung von iDC Verwendung finden. Hier fithrt es EP4-vermittelt®” zu
einer raschen Podosomenaufléosung innerhalb von Minuten und férdert die Migration der
DC zum Lymphknoten, indem es unter anderem die verstdrkte Expression und Aktivierung
des CCR7,'Y sowie Matrix-Metalloproteinase 9 bewirkt. Dies funktioniert jedoch nur bei
Zugabe in frithen Stadien der Ausreifung; sind DC einmal aktiviert worden, kann PGE2
diese Effekte nicht mehr bewirken.?® Neben der verbesserten Migration fithrt PGE2 zu
einer verstiarkten Expression wichtiger Molekiile fiir die Antigenprasentation wie CD40,
CD86 und MHC-II?", bewirkt jedoch insbedondere in hoheren Konzentrationen®®
gleichzeitig auch die Inhibierung von Zytokinen wie dem essentiellen IL-12p70®. In der
Literatur ist sogar das Phdnomen beschrieben, dass moDC sich bei Aktivierung PGE2-
vermittelt entweder zu einem migratorischen Phdnotyp oder einem ortsstindigen,
zytokinproduzierenden Phanotyp entwickeln und die jeweils andere Aufgabe nicht

ausfiihren konnen"# 9.



TLR-vermittelte Ausreifung von DC

Um die aktivierten DC mit optimalen funktionellen Eigenschaften auszustatten, wurden
nach dem zytokinbasierten Ausreifungsprotokoll deshalb auch alternative Ansatze
entwickelt. Neben der Moéglichkeit, DC durch Licensing via CD40L-CD40-Interaktionen zu
aktivieren, ist dabei insbesondere die Moglichkeit in den Fokus getreten, TLR-Rezeptoren
in den DC durch synthetische Liganden zu aktivieren’”. Nach dhnlichem Prinzip wie bei
den "In-situ-Vakzinen" besprochenen Verfahren ist es ein gingiger Ansatz, die in DC
exprimierten TLR3 sowie TLR7 zu stimulieren. Neben dem genannten Imiquimod stehen
jeweils eine Palette weiterer Agonisten zur Verfiigung. Dazu gehoren poly-I:C bzw. dessen
Analogon poly-ICLC als virales dsRNA-Mimetikum fiir TLR3, bzw. Resiquimod (R848) fiir
TLR 7 und 8. Die Aktivierung dieser TLR wirkt jeweils synergistisch auf die IL-12p70-
Produktion bei T-Zell-Kontakt.®® In vorangegangenen Versuchen, bei denen auf diese Weise
stimulierte moDC mit peripheren Blutleukozyten inkubiert wurden, =zeigte sich
anschlieRend konsekutiv eine ausgepragte IFNy-Produktion als Reaktion®?.

Die TLR-vermittelte Aktivierung der moDC hemmt jedoch gleichzeitig deren Chemotaxis
und Migration, weshalb in der Vergangenheit von Boullart et al. auch die Zugabe von PGE2
zu den TLR-Agonisten bei der DC-Ausreifung untersucht wurde. In diesen Versuchen
konnte durch die PGE2-Zugabe eine gute Migrationsfdahigkeit hergestellt werden, wahrend
die TLR-vermittelte IL12p70-Produktion nicht wesentlich beeintrachtigt wurde.™?

A.3.3 e Formulierung der Fragestellung

Wegweisende Protokolle arbeiten hadufig mit sehr hohen Konzentrationen PGE2®% 16 22
um 10upg/ml, d.h. etwa 28uM bei einer molaren Masse von 352g/mol®?. Diese liegen
deutlich tiber physiologisch vorkommenden Konzentrationen von bis zu 100nM®*, Wie
gezeigt kann PGE2 jedoch konzentrationsabhdngig die Dichotomie seiner Effekte in
niedrigen Konzentrationsbereichen auspragen®?,

Aus zuriickliegenden Versuchen von Gierlich et al. ist bekannt, dass sich eine gute
Migrationsfdahigkeit unter PGE2 bereits im Dosisbereich von 10ng/ml ausbildet. Eine
weitere Konzentrationserhéhung fiithrte dagegen kaum noch zu einer weiteren
Steigerung."® Der hemmende Effekt auf die Sezernierung von IL-12p70 tritt hingegen EP2-
vermittelt erst bei hoheren Konzentrationen von PGE2 auf®. Auch Versuche zur
Kreuzprasentation der moDC von prozessierten Proteinantigenen an CD8+ T-Lymphozyten
zeigten eine konzentrationsabhingige Hemmung bei zunehmender Dosis PGE2"9,

Diese Versuchsergebnisse legen nahe, eine neue Frage in den Raum zu werfen: Sollte die
Uberlegung, ob PGE2 per se bei der Etablierung zukiinftiger Protokolle zur Ausreifung von
moDC eine Rolle spielen sollte oder nicht, differenzierter betrachtet werden und dieses
insbesondere in erheblich niedrigeren, physiologischen Konzentrationen untersucht
werden?16 2%

Fir ein erfolgreiches Priming naiver T-Lymphozyten ist neben Migration,

Kreuzprisentation und Zytokinsezernierung der moDC ihr reifer Phadnotyp eine



unverzichtbare Eigenschaft, messbar unter anderem an der Ausprdagung der
Kostimulatoren CD80 und CD86"”. Bisher wurde beschrieben, dass der Ausreifungscocktail
mit den Substanzen poly-I:C, R848 und PGE2 in supraphysiologischer, mikromolarer
Konzentration zu einer Erhohung der Reifungsmarker CD80 und CD86, CCR7, dem fir
vollstandig ausgereifte DC charakteristischen®” membranstiandigen Marker CD83, sowie
dem MHC-II-Molekiil® HLA-DR fihrt"% 19,

In dieser Arbeit soll nun untersucht werden, wie sich der Phanotyp der reifen moDC
diesbeziiglich verhilt, wenn im Kontext des o.g. Ausreifungscocktails aus TLR-Liganden
eine Exposition mit verschiedenen Konzentrationen PGE2 stattfindet. Dabei soll
insbesondere die Frage beleuchtet werden, ob konzentrationsabhangig auch unerwiinschte

Wirkungen von PGE2 auf die Ausreifung der iDC zu beobachten sind.



B e Material und Methoden

B.1 ¢ Materialien

Medien, Puffer und ihre Bestandteile

Basismedium

PBS
Biocoll-Trennléosung

MACS-Puffer

CryoStor
Dextran 40
Humanalbumin
Humanserum

Penicillin-
Streptomycin

Pulmozyme

Sonstige Reagenzien
CD14 Microbeads
GM-CSF

IL-4

R848

poly(1:C)

PGE;

AH6809

GW 627368X

Trucount™ Tubes

FACS-Reagenzien

Live/Dead-Farbungen

Dendritic Cell Medium Serum-free GMP, CellGro/CellGenix,
20801-0500
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich, D8537

Biocoll Trennlésung, Merck Millipore, L6615

CliniMACS PBS/EDTA Buffer (700-25), Miltenyi Biotech, 200-070-
025

CryoStor CS5, Biolife Solutions, 205102

Dextran 40 10 % mit 0,9 % NaCl, AlleMan Pharma
Albumin (Human) 5 % Solution, Grifols

Humanserum "off the clot" AB, Biochrom, S01049.2-0,5

Gibco™ Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL), ThermoFisher

Scientific, 15140122

Pulmozyme (Dornase alfa) (1000U/ml), Roche

CD14 MicroBeads human, MACS/Miltenyi Biotech, 130-050-201
rhGM-CSF, CellGro/CellGenix, 1412-050

rhiL-4, CellGro/CellGenix, 1403-050

R848 (Resiquimod), Invivogen, tlrl-r848-5

Poly(I:C) HMW, Invivogen, tlrl-pic

Prostaglandin E2, Sigma-Aldrich, P0409-1MG

AH 6809, Cayman Chemical, 14050

GW 627368X, Cayman Chemical, 10009162

Trucount™ Absolute Counting Tubes, BD Biosciences, 340334

BD Via-Probe™ [7AAD], BD, 555815

LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit, ThermoFisher
Scientific, L34957



CompBeads

FACS-Antikorper

Hardware
Zentrifuge
Inkubator
Zellkulturwerkbank
Mikroskop
Mikroskop-Kamera

MACS® MultiStand
QuadroMACS™-Magnet

MACS® LS Saule
Zellkulturflasche

Multiwell-Plate

Kryokonserviergefall

ZentrifugiergefiRe

Pipette, elektronisch
Dispenser

Laborkiithlschrank

Anti-Mouse Ig, x/Negative Control Compensation Particles Set, BD

Biosciences, 552843

Murine Antikdrper (IgG2b) gegen humane Zellmarker:
Anti-CD83 PE-Cy™7, BD, 561132
Anti-CD86 V450, BD, 560359
Anti-HLA-DR FITC, BD, 347400
Anti-CD80 APC-H7, BD, 561134
Anti-CCR7 PE, BD, 560765

Anti-CCR7 FITC, BD, 561271
Anti-CD14 APC, BD, 345787
Anti-HLA-DR PerCP, BD, 347402
Isotypkontrolle PE-Cy™7, BD, 560542
Isotypkontrolle V450, BD, 560374
Isotypkontrolle FITC, BD, 556655
Isotypkontrolle PE, BD, 556656
Isotypkontrolle PerCP, BD, 558304
Isotypkontrolle APC, BD, 555745
Isotypkontrolle APC-H7, BD, 555745

Rotixa 50 RS, Hettich, Tuttlingen, Deutschland

HeraCell 150, Heraeus, Hanau, Deutschland

Kendro HERAsafe KS 18

DM IRB Lichtmikroskop, Leica, Wetzlar, Deutschland
Digital Camera KY-F75U, JVC, Yokohama, Japan

MACS MultiStand, Miltenyi Biotech, 130-042-303
QuadroMACS™ Starting Kit, Miltenyi Biotech, 130-091-051
LS columns, Miltenyi Biotech, 130-042-401

CELLSTAR® cell culture flasks, greiner bio-one, 658-175

CELLSTAR® Cell Culture Multiwell Plates, greiner bio-one, 662 160

(24 Wells), 677 180 (48 Wells)
Cryogenic Vial 2mL, Corning Inc, 430488

CELLSTAR®
(15mL)

Tubes, greiner bio-one, 227261 (50mlL),

accu-jet® pro, BRAND, 26300
Dispensette® III 1-10mL, BRAND, 4700140

Super-V 520, Kirsch, Deutschland, 41 34 02521



Mr. Frosty™ -|Mr. Frosty™ Freezing Container, Thermo Fisher Scientific, 5100-
Gefrierbehdlter | 0001

Fliissigstickstofftank |Biosafe Chronos 120, Cryotherm, Kirchen, Deutschland

ADVIA-System |ADVIA-120-Hdamatologie-System, Siemens Healthcare, Erlangen,
Deutschland

Alle Versuche wurden unter sterilen Bedingungen in einer Zellkulturwerkbank

durchgefiihrt, mit Ausnahme der durchflusszytometrischen Farbungen und Messungen.

B.2 e Zellkultur

B.2.1 e Isolation von Monozyten

Gewinnung des Ausgangsmaterials

Bei Thrombozytophereseverfahren im Rahmen von Thrombozytenspenden wird
routinemdlig ein leukozytendepletierendes Verfahren angewandt, bei dem vitale
Spenderleukozyten in hoher Zahl in einem sterilen Auffangbehalter (LRS-Kammer) separiert
werden. Diese sind typischerweise ein Abfallprodukt des Spendeverfahrens, sind jedoch
auch als gutes Ausgangsmaterial fiir die Herstellung monozytenderivierter dendritischer
Zellen anerkannt®’. Am Institut fiir Klinische Transfusionsmedizin und Hamotherapie des
Universitatsklinikums Wirzburg fallen regelhaft LRS-Kammern gesunder Donatoren an.
Diese werden, nach Aufklarung und Einwilligung der Spender, gemdR Richtlinie der
Ethikkommission bei der Medizinischen Fakultdt der Universitat Wiirzburg anonymisiert
ohne spezifische Einzelvoten fiir Forschungszwecke zur Verfiigung gestellt’® und dienen

fur die beschriebenen Versuche als Ausgangsmaterial.

Isolierung der PBMC

Im ersten Schritt wurden die mononukledaren Blutzellen aus den LRS-Kammern

(peripheral blood mononuclear cells, PBMC) mittels Dichtezentrifugation in Biocoll-

Trennlosung bei 400g fur 20 Minuten, ohne Bremse beim Auslauf zentrifugiert, um eine
moglichst prazise Auftrennung zu erreichen.

Die Leukozyten, die sich nach der Zentrifugation als diinne, weiRlich-triibe Schicht
darstellen, wurden vorsichtig durch manuelle Pipettierung getrennt, in PBS gewaschen und
gezdhlt. Zellzdhlungen im Rahmen dieser Arbeit wurden an das hamatologische Labor und
das Stammzelllabor der Universitdts-Kinderklinik Wiirzburg delegiert, denen hierfir
automatisierte Messsysteme (ADVIA-System, Trucount™-Tubes, s.0.) zur Verfiigung

standen.



Selektion von Monozyten

Die Selektion der vitalen Monozyten erfolgte wahrend der Zellkultur mittels
Plastikadhdrenz an Zellkulturflaschen"” 32, Fur eine noch groRere Reinheit wurde als
weiteres giangiges Verfahren"?” teils zusatzlich eine immunomagnetische positive Selektion
der Monozyten anhand CD14 vorgenommen“® !, Das Vorgehen erfolgte hierbei mit dem
MACS®-System von Miltenyi Biotech gemall Herstelleranweisung. In diesem Fall kam dafiir
ein magnetisch konjugierter muriner anti-human CD14 IgG2a - Antikoérper zum Einsatz,
dessen Bindung nicht zu einer Signaltransduktion fuhrt®®. In einem Magnetfeld konnen

anschlieRend die markierten von den restlichen Zellen getrennt werden.

Kryokonservierung

Sofern die gewonnenen PBMC bzw. magnetisch selektierten CD14+ Monozyten nicht
sofort in Zellkultur gegeben wurden, wurden sie zundchst kryokonserviert. Hierzu wurden
sie nach erneuter Zentrifugation in CryoStor-Medium resuspendiert, in
Kryokonserviergefiifie gegeben und in einer Mr. Frosty™-Tiefkiihlbox tiber Nacht bei -80°C
aufbewahrt. AnschliefRend erfolgte die Lagerung in der Gasphase eines
Fliissigstickstofftanks bei -160°C bis zur weiteren Verwendung.

Vor Beginn der Zellkultur wurden die Konserven wieder aufgetaut. Hierfiir wurde ein
Auftaumedium®® hergestellt, das bei 4°C vorgehalten wurde, aus PBS mit 2,5%
Humanalbumin, 5% Dextran-40-Losung, sowie 10U/ml Pulmozyme. Die aufzutauenden
Kryokonserviergefidfle wurden zundchst auf Eis bei ca. 0°C erwidrmt, anschlieRend bei
Handwirme langsam aufgetaut und allmédhlich bei Verfliissigung vorsichtig zundchst im
Verhédltnis 1:1, anschlieRend im Verhdltnis 1:2, im vorbereiteten Auftaumedium
resuspendiert. Daraufhin erfolgte eine Zentrifugation mit anschlieRender Erneuerung des
Mediums, um das CryoStor-Medium vorsichtig auszuwaschen. Einer in einigen Fillen
beobachteten Verklumpung der Zellen wurde durch weitere schrittweise Zugabe von

Pulmozyme begegnet.

B.2.2 e Differenzierung und Ausreifung dendritischer Zellen

Tag 0: Ansatz der Zellkultur

Die Differenzierung der Monozyten zu moDC erfolgte nach gdngigem Verfahren®: % 16 3%
in Zellkultur mittels GM-CSF und IL-4. Als Kulturmedium diente hierfiir eine Suspension
bestehend aus CellGro-DC-Medium, 1% Humanserum, 1% Penicillin-Streptomycin sowie
800IU/ml GM-CSF und 10ng/ml IL-4%?. Anhand der durch Zellzdhlung ermittelten Werte
erfolgte die Resuspendierung zu 1-1,5 x 10° Monozyten / ml. Die anschlieRende Inkubation
erfolgte fiir 5-6 Tage bei 37°C und einem Luft-CO2-Gehalt von 5%.

Bereits nach wenigen Stunden zeigte sich eine feste Adhdrenz der Monozyten am Boden der
Zellkulturflaschen, sodass nicht-adhidrente sonstige PBMC im Uberstand durch Austausch des
Kulturmediums entfernt werden konnten. Eine weitere Erneuerung des Mediums fand nach 2-3

Tagen statt.



Tag 5-6: Gewinnung der unreifen DC aus der Zellkultur

Nach erfolgter Differenzierung der Monozyten zu iDC wurde eine Mikroskopkontrolle
durchgefiihrt, bevor die iDC aus den Kulturflaschen gewonnen und gepoolt wurden, um sie
anschliefend auf die Versuchsreihen zur Ausreifung zu verteilen.

Nicht-adharentes Material, wie avitale Zellen oder verbliebene nicht-monozytare PBMC,
wurde zunidchst durch Bewegung und Dekantierung des Mediums entfernt. Nach
etabliertem Verfahren®? erfolgte anschlieRend die Ablosung der plastikadhédrenten iDC von
den Zellkulturflaschen mittels kaltem Medium. Hierfiir erfolgte die Zugabe von auf 4°C
gekiihlter PBS, Inkubation auf 0°C Eis fiur 20 Minuten und Auswaschung mit weiterer
gekiihlter PBS. Eine Probe der gewonnenen iDC wurde durchflusszytometrisch analysiert,

wie ab der ndchsten Seite beschrieben.

Ausreifung der dendritischen Zellen

Nach Pooling der iDC erfolgte im Anschluss ihre Ausreifung, d.h. Aktivierung, fur
weitere 48 Stunden, bei identischen Zellkulturbedingungen unter Beifiigung des jeweiligen
Ausreifungscocktails (Tabelle 2).

Betrachtet wurden in Anwesenheit der TLR-Agonisten poly-I:C (20ug/ml) und R848
(3pg/ml)*® unterschiedliche Konzentrationen von PGE2 im physiologischen Bereich bis
100nM, sowie dreier supraphysiologischer Abstufungen der bisweilen oft untersuchten
Konzentration von 10pg/ml (28,4uM). Um Hinweise auf rezeptorabhingige Effekte
untersuchen zu konnen, wurden einzelne zusdtzliche Kontrollbedingungen mit
Rezeptorenblockern angesetzt: GW627368X (10uM) gegen EP4, und AH6809 (10uM) gegen
sowohl EP2 als auch EP1 und EP3. Diese Rezeptorantagonisten wurden in gleicher
Konzentration fur einige Minuten mit den DC vorinkubiert, bevor diese in Kontakt mit dem

gesamten Ausreifungscocktail versetzt wurden.



TLR-Agonisten PGE2 Anti-EP1/EP2/EP3 Anti-EP4
1. (iDC) - - - -
2. poly-I:C, R848 - - -
3. poly-I:C, R848 1nM - -
4. poly-I:C, R848 10nM - -
P poly-LC,R848 | lonM | AH6809 | -
4. poly-LC, R848 | iooMy | - | GW627368X
5. poly-I:C, R848 100nM - -
sa. poly-LC, R848 | toonM | AH6809 | .
sb. poly-LC, R848 | - toooM | - | GW627368X |
6. poly-I:.C, R848 0,5pg/mL (1,42uM) - -
7. poly-I:C, R848 lpg/mL (2,84uM) - -
8. poly-I:.C, R848 10ug/mL (28,4uM) - -

Tabelle 2: Untersuchte Ausreifungscocktails. Sonstige Konzentrationen: poly-I:C je 20ug/ml; R848 je
3ug/ml; AH6809 je 10uM; GW627368X je 10uM

Nach erfolgter Ausreifung und erneuter Mikroskopkontrolle wurden die DC der
jeweiligen Versuchsbedingungen erneut nach etabliertem Protokoll®? mittels kaltem
Medium vom ZellkulturgefaR gelost und fiir die durchflusszytometrische Analyse ihres

Phanotyps vorbereitet.

B.3 e Durchflusszytometrie

B.3.1 e Farbung

Vorgehen zur FACS-Farbung

Vor und nach Ausreifung wurden die DC durchflusszytometrisch mittels fluorochrom-
konjugierter Antikdérper gegen die jeweils zu untersuchenden Oberflichenmarker
analysiert (FACS). Diese Methode erlaubt eine quantitative Bestimmung derer
Expressionsdichte.

Nach Zentrifugation wurden die DC in 200ul PBS resuspendiert und lichtgeschiitzt bei
4°C far 20 Minuten mit den Kkorrespondierenden FACS-Antikorpern fiur die
Phianotypbestimmung inkubiert.

Daraufhin erfolgte die Entfernung der verbliebenen, nicht bindenden FACS-Antikorper
durch Waschung mit je 1ml PBS, Zentrifugation und erneuter Resuspendierung der
gefarbten DC in 200ul PBS. AnschlieRend wurden diese bis unmittelbar vor Durchfithrung

der jeweiligen FACS-Messung in eine lichtundurchldssige Transportbox mit Eiseinlage



gegeben. Etwa eine Minute vor Beginn der jeweiligen Messung wurden je 5ul der jeweiligen

Live/Dead-Farbung zur Markierung avitaler Zellen zugegeben und die DC erneut mittels
Vortex resuspendiert.

Konfiguration des Zytometers

Die Messungen zur Phadnotypbestimmung erfolgten am Durchflusszytometer FACS

Canto™ II von Beckton Dickinson (BD Biosciences). Dieses bietet die Moglichkeit, bis zu acht

verschiedene Fluorochrome zugleich zu messen.®® Die Kompensation der

Spektraliiberlappungen und Datenanalyse erfolgten jeweils mit der zugehorigen Software
FACSDiva.

Das verwendete FACS Canto™ II verfugte uber drei Exzitationslaser mit den

Wellenldngen 405nm (violett), 488nm (blau) und 633nm (rot) und war unter anderem fir

die parallele Verwendung der Fluorochrome BD Horizon™ V450, BD Horizon™ V500, FITC,
PE, PerCP/7AAD, PE-Cy™7, APC und APC-H7 konfiguriert (siehe Grafik 1).
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Grafik 1: Konfiguration des Zytometers. A-H: Sensoren, benannt in der Reihenfolge des Auftreffens des

Lichtstrahles. Blaue Kdsten (aufen): Vorgeschaltete Lichtfilter, griine Kdisten (innen):
Vorgeschaltete Reflektoren®®.

a) Das Messmodul fiir den violetten Laser verfiigte liber zwei Lichtsensoren, die durch die
Verwendung der Farbfilter 780/60 und 660/20 (Angaben in nm) fiir die Messung der
Fluorochrome BD Horizon™ V450 und BD Horizon™ V500 optimiert waren.

b) Der blaue Laser war in ein Messmodul mit fiinf aktiven Lichtsensoren integriert, deren
Optimierung durch die Farbfilter 780/60nm, 670LP, 585/42, 530/30 und 488/10 fiir die
Messung der Farben FITC, PE, PerCP/7AAD und PE-Cy™7 sowie den SSc etabliert war.

¢) Der rote Laser wiederum verfiigte iiber ein Modul mit zwei Sensoren mit den Filtern 780/60
und 660/20, um die Farben APC und APC-H7 zu messen.



Farbestrategie

Um den Phadnotyp der DC zu bestimmen, wurde die Fluoreszenzintensitat der Marker
CD14, CD80, CD83, CD86, CCR7 und HLA-DR gemessen. Tabelle 3 zeigt die Farbestrategie

fur die untersuchten Oberflachenproteine.

Spender CD14 CD80 CD83 CD86 CCR7 HLA-DR | Live/Dead
1 APC APC-H7 PE-Cy7 V450 FITC PerCP -
2 APC APC-H7 PE-Cy7 V450 PE PerCP V500
3 APC APC-H7 PE-Cy7 V450 PE FITC 7AAD

Tabelle 3: Fdrbung der DC zur Bestimmung ihres Phdnotyps. Modifikationen zwischen Spendern ergaben
sich bedingt durch lokale Verfiigbarkeit oder Eigenschaften der verwendeten Antikorper. So
ersetzte etwa der PE-konjugierte Antikorper fiir den gering exprimierten Rezeptor CCR7 in
spdteren Versuchen den FITC-Konjugierten, da er sich in der Praxis aufgrund der helleren
Lichtemission als wesentlich sensitiver erwies. Bei der Datenauswertung erfolgte eine
Normierung innerhalb der jeweiligen Versuchsreihe, um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu
gewdhrleisten (Kapitel B.3.2).

Ermittlung der Kompensationsmatrix

Uberlappungen der Emissionsspektren der verwendeten Fluorochrome wurden
mathematisch kompensiert. Das Vorgehen hierfir erfolgte gemaR Herstellervorschrift®”
mit BD CompBeads. Hierbei handelt es sich um Polystyren-Mikropartikel, konjugiert mit
einem passenden Antikérper um die zur Farbung eingesetzten, hier murinen,
Immunglobuline auf deren Oberfliche zu adsorbieren®®. In je einer separaten Messung
wurden sie mit jedem der verwendeten Antikdrper einzeln gefarbt. Zusammen mit je einer
ungefarbten CompBeads-Fraktion als Negativkontrolle wurden sie anschlieBend mit den
gleichen Zytometereinstellungen gemessen, die auch fiir die Messungen der DC angewandt
wurden.

Aus den so ermittelten Uberstrahlungswerten der Fluorochrome in die verschiedenen
Farbkandle wurde durch die Software FACSDiva anschliefend die Kompensationsmatrix
ermittelt.

Durch manuelle Analyse der Uberstrahlungswerte jedes der einzelnen Farbkanile
ineinander wurde die Korrektheit der Kompensation uberprift und ggfs. wo noch
Ungenauigkeiten erkennbar waren, manuelle Feinabstimmungen vorgenommen. Durch eine
Expertin des Herstellers BD Biosciences wurde bei einem frithen Versuch die auf diese
Weise ermittelte Kompensationsmatrix bestatigt®®, bevor diese zum Schluss anhand
gefarbter Zellen jeweils durch Vergleich mit Einzel- und FMO-Messungen verifiziert wurde.

Das Kompensationsschema wurde bei Aufnahme neuer Fluorochrom-Antikérper in die
Farbeschemata in gleicher Weise ergidnzt. Die Uberstrahlungswerte der Live/Dead-
Farbungen wurden bestimmt, indem entweder ein Antikdorper der gleichen Farbe auf den
CompBeads eingesetzt wurde (V500) oder aber anhand gefarbter und ungefarbter Zellen (7-

AAD) eine manuelle Kompensation vorgenommen wurde.



B.3.2 ¢ Datenauswertung

Selektion der DC fiir die Analyse

Die DC prasentierten sich im FACS als groRe Zellen, die in den Kandlen fiir FSc und SSc
hohe Werte im Vergleich zu Monozyten prasentieren. Auf diese Weise ist bereits durch
Gating im FSc/SSc eine Abgrenzung zu sonstigen und avitalen Zellen moglich (Grafik 3).

Bei der Bestimmung der Gatinggrenzen fiel auf, dass bereits ungefarbte DC zu
ausgeprdagten Autofluoreszenzphdanomenen tendieren. Die gemessene Farbintensitdt auf
den Fluorochromkanilen zeigte eine deutliche Korrelation mit den Signalintensitdten in

FSc und SSc, wie Grafik 2 beispielhaft demonstriert.
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Grafik 2: Darstellung der Autofluoreszenz ungefirbter Zellen.
Links: FSc (x-Achse) und SSc (y-Achse) mit drei Stichproben unterschiedlicher Zellen
(Blau: Avitale Zellen, griin und orange: Zellen im DC-Gate).
Rechts: Gemessene Intensitdt derselben ungefirbten Stichproben auf verschiedenen
Farbkandlen (oben: BD Horizon V450, mittig: PE, unten: FITC). Es zeigt sich eine
Zunahme der Autofluoreszenz in Korrelation mit FSc/SSc.

Das Einschlussgate fiir DC wurde deshalb moglichst restriktiv auf den Kern der in
diesen Dimensionen sichtbaren DC-Population gehalten. Von Spender zu Spender zeigte
sich eine gewisse interindividuelle Variabilitdat der Verteilung in FSc und SSc, sodass das
Einschlussgate individuell fir jede LRS-Kammer festgelegt, und tuber alle

Versuchsbedingungen beibehalten wurde.



A: iDC-Kontrolle B: Reife DC C: Reife DC, avitale Zellen

SSc

Grafik 3: Wahl des Einschluss-Gates fiir dendritische Zellen (A-C: gleicher Spender). A: Negativkontrolle
(iDC) nach 48h Ausreifung. B: beispielhaft Reife DC unter TLR-Agonisten und 10ug/ml PGE2. Der
Verdnderung der Signale in FSc und SSc wurde bei der Definition des spenderspezifischen DC-
Gates Rechnung getragen, indem es so weitldufig gewdhlt wurde, dass es die DC-Population in
allen Bedingungen umfasste, jedoch nicht tiber diese hinaus reichte um
Autofluoreszenzartefakten vorzubeugen. C: Dieselbe Ausreifungsbedingung. Gelb: Gefiirbte
avitale Zellen, die zusdtzlich ausgeschlossen wurden. Schwarz: Berlicksichtigte DC. Hellgrau:
Sonstige

Die Definition eines weitldufigen, permissiven DC-Gates, mit dem mdglichst viele Zellen
(bzw. Events in der Messung) fiir alle Spender zugleich erfasst werden sollen, erschien
hingegen nicht zielfiihrend. Artefakte durch Autofluoreszenzphdanomene, Dubletten, ggfs.
avitale Zellen u.A. wiren eine zu erwartende Folge gewesen. Wo zutreffend, wurden stark
auf dem jeweiligen Farbkanal der Live/Dead-Farbung fluoreszierende Events durch

entsprechendes Gating zusdtzlich ausgeschlossen.

Normierung der Messwerte

Zur Gegeniiberstellung der Messwerte wird fiir eine bestmdgliche Vergleichbarkeit der
Spender untereinander eine leerwertbereinigte Normierung vorgenommen. Hierfiir werden
nicht die absoluten Messwerte direkt miteinander verglichen, sondern in Relation zum
jeweiligen spenderspezifischen Leerwert (ungefarbte DC vor Beginn der Ausreifung,
definiert als unterer Referenzwert O0) gesetzt, sowie der jeweils in den
Hauptversuchsbedingungen maximalen beobachteten Markerauspriagung (definiert als
oberer Referenzwert 1).

Diese Gegeniiberstellung erlaubt einen quantitativen Vergleich der relativen mittleren
Fluoreszenzintensititen (MFI) aller Spender, insbesondere in Bezug auf die Fragestellung
einer Konzentrationsabhdngigkeit eines jeweils beobachteten Effektes von PGE2.
Gleichzeitig finden durch diese Normierung unterschiedliche Autofluoreszenzen, die wie
gezeigt interindividuell in Korrelation mit FSc und SSc variieren, und teilweise
unterschiedliche Farbungen der Marker CCR7 und HLA-DR, Beriicksichtigung.



Die absoluten Messwerte sowie die zugrunde liegenden Leer- und Maximalwerte sind im
Anhang in Kapitel E.1, Seite 52ff. abgedruckt. Die Ermittlung der relativen Messwerte
erfolgte gemalk der nachstehenden Formel:

Abs. Messwert — Leerwert
Maximum — Leerwert

Rel . Messwert =

Auf diese Weise nehmen alle im Folgenden dargestellten Messwerte einen Platz
zwischen O (entspr. dem Leerwert, also der MFI der ungefarbten Zellen) und 1 (entspr. der

maximal beobachteten MFI) ein.

Statistik

Die Normierung, mathematische Analyse und graphische Darstellung der Daten erfolgte
mittels gdngiger Tabellenkalkulationssoftware, Microsoft Excel ®. Signifikanzpriifungen der
Ergebnisse werden, solange von einer Nicht-Normalverteilung der normierten Messwerte
ausgegangen wird, wesentlich durch die vorliegende StichprobengroRfe bestimmt (siehe
Seite 50).



C ¢ Ergebnisse

C.1 e Lichtmikroskopische Morphologie

Wahrend ihrer Differenzierung und Ausreifung wurde die Morphologie der DC
lichtmikroskopisch dokumentiert (Grafik 4).

Beginn der Zellkultur

Die Kamera fokussiert auf den Boden der Zellkulturflasche, wo sich bereits wenige
Stunden nach Aussaht eine Schicht adhdrierender Monozyten mit kleinen Auslaufern zeigt.

Die nicht-adhédrierenden PBMC wurden ausgewaschen.

Differenzierung zu iDC

Nach Mediumwechsel am 3. Tag zeigen sich weniger Zellen im Bildausschnitt. Die Zellen
entwickeln zunehmend sichtbare Ausldufer. Am Ende ihrer Differenzierung zeigen die

adhérierenden iDC langgestreckte Zellkorper mit Dendriten.

iDC als Negativkontrolle

48h nach Ablésen, Pooling und Wiederaussaht in Zellkultur sind die iDC wieder fest
adharent. Das Zytoplasma ist dabei in gleichmadRigem Abstand um den Zellkern verteilt,
neue Dendriten haben sich kaum noch ausgebildet. Viele iDC prasentieren deshalb eine

rundliche, spiegeleiférmige Morphologie.

TLR-Aktivierte DC mit Zusatz von PGE2

Bei alleinigem Einsatz der TLR-Liganden zeigt sich eine sehr feste Adhdrenz der DC. Bis
hin zu niedrigen PGE2-Konzentrationen haben sich sogar neue Dendriten als Zeichen der
Zelladhdrenz ausgebildet.

Bei hoheren Konzentrationen PGE2 zeigen sich die DC jedoch zunehmend rundlicher mit
konzentrierterem Zytoplasma als Zeichen einer verminderten Adhidrenz. Bei sanften
Bewegungen des Zellkulturgefafes wahrend der Mikroskopie bewegten diese sich

zunehmend frei im Kulturmedium.
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Grafik 4: Lichtmikroskopische Morphologie der DC auf dem Weg ihrer Differenzierung und Ausreifung
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C.2 ¢ Phianotypische Analyse mittels FACS

C.2.1 ¢ Beschreibung zweier Subpopulationen

Zu Beginn der Ausreifungsphase zeigten die unreifen DC einen einheitlichen Phanotyp.
CD14 war bei allen Spendern nicht mehr exprimiert. Die iDC zeigten kaum Positivitat fir
CD80 und CD83, wihrend CD86 und HLA-DR konstitutiv exprimiert wurden (Grafiken 5
sowie 7 bis 10).

Dieses Bild zeigte sich auch nach 48h bei den iDC, die als Negativkontrolle keine
Stimulationscocktails erhalten hatten.

Bei Ausreifung mit TLR-Liganden und PGE2 zeigte sich wie bereits zuvor beobachtet5 4
eine teilweise Positivitat fiir CD14. Dabei zeigte sich eine zweigipflige Kurve: Wahrend ein
Teil der Zellen stets fortwdhrend einen Gipfel im CD14-negativen Bereich bildete, zeigte
ein weiterer Teil eine CD14-Reexpression, die teils schon bei Zugabe der TLR-Agonisten
einsetzte und bei PGE2-Zugabe konzentrationsabhdngig bereits im nanomolaren Bereich

weiter zunahm (Grafik 5).
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Grafik 5: CD14-Reexpression.
Links: Anteil CD14-positiver Zellen an der Gesamtpopulation (Messpunkte: Spender 1-3, siehe
Legende; Balken: Mittelwert; Fehlerbalken: Je Richtung eine Stichprobenstandardabweichung.)
Rechts: Verteilung der gemessenen Fluoreszenzintensitditen fiir CD14 der einzelnen Spender.
PGE2 fiihrt zusammen mit einem TLR-Stimulus bis etwa 100nM konzentrationsabhdngig zu
einer CD14-Reexpression. Spenderabhdngig prdsentiert sich eine hohe interindividuelle
Variabilitét in der Tendenz, CD14 bereits durch alleinigen TLR-Stimulus zu re-exprimieren.
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Die zuvor beobachtete® *” hohe interindividuelle Variabilitit zwischen den Spendern
zeigte sich auch hier: Die Spender zeigten jeweils eine individuelle, aber tber die
Versuchsbedingungen hinweg konstante Tendenz zu einer insgesamt unterschiedlich
starken Verschiebung in Richtung der CD14-negativen oder der CD14-positiven
Subpopulation (Grafik 5, ebd.)

Bei Betrachtung der normierten relativen MFI der Gesamtpopulation zeigte sich eine
kongruente Tendenz aller Spender zur PGE2-konzentrationsabhdngigen Heraufregulation
von CD14 (Grafik 6).
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Grafik 6: Re-Expression von CD14, konzentrationsabhdngig induziert durch PGE2.
Links: Relative MFI-Werte der Gesamtpopulation fiir CD14 (Messpunkte: Spender 1-3, siehe
Legende; Balken: Mittelwert; Fehlerbalken: Je Richtung eine Stichprobenstandardabweichung.).
Normiert auf jeweils den spenderspezifischen Maximalwert zeigt sich eine kongruente MFI-
Zunahme bis etwa 100nM PGE2-Konzentration.
Rechts: Beispielhafte Verteilung der CD14-Fluoreszenz anhand eines Spenders (hier Spender 3),
wie bereits in Grafik 5 abgebildet.
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C.2.2 ¢ Reifungsmarker-Analyse in den Hauptversuchsbedingungen

CDS83
Die beiden anhand CD14 definierten Subpopulationen, CD14neg und CD14pos, zeigten

ein grundlegend gegensatzliches Verhalten beziiglich der weiteren Markerexpression. In
der CD14- Subpopulation zeigte sich etwa bei Betrachtung des Markers CD83 eine
konzentrationsabhdangige Zunahme bei PGE2-Zugabe (Grafik 7) - ein Phdnomen, das
spenderunabhingig bei PGE2-Konzentrationen oberhalb 10nM auftrat und ein Maximum
erst im mikromolaren Bereich entfaltete (Grafik 8). Die CD14+ Subpopulation hingegen

zeigte in keiner Bedingung erhdhte Werte fiir CD83, auch nicht nach Exposition mit PGE2.
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Grafik 7: Gegeniiberstellung von CD83 und CD14. Es kristallisieren sich zwei verschiedene
Subpopulationen heraus, die sich bei zunehmenden PGE2-Konzentrationen zunehmend deutlich
voneinander abgrenzen: Eine Population zeigt sich negativ fiir CD14 (blau) mit zunehmender
Positivitdt fiir CD83, die andere verhdlt sich genau umgekehrt (rot). An den Réiindern der
Populationsdiagramme ist die jeweilige Verteilung der Subpopulationen dargestellt (Event-
Counts je Fluoreszenzintensitdit).
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Grafik 8: Expression des Reifungsmarkers CD83.
Links: Normierte MFI-Werte der beiden Subpopulationen (Messpunkte: Spender 1-3, siehe
Legende; Balken: Mittelwert; Fehlerbalken: Je Richtung eine
Stichprobenstandardabweichung; blau: CD14-, rot: CD14+). Da bei den iDC noch keine
CD14-Reexpression auftrat, hier Betrachtung der homogenen Gesamtpopulation fiir einen

bestmdglichen Vergleich (grau).

Rechts: Verteilung der CD83-Fluoreszenz, bezogen auf die beiden Subpopulationen, hier

anhand Spender 3.

Es zeigt sich eine deutliche Zunahme der Intensitdit fiir CD83 oberhalb von 10nM PGE2 auf
CD14-negativen Zellen, wihrend dieses auf CD14-reexprimierenden Zellen nicht induziert

werden konnte.
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Kostimulatoren CD80 und CD86

Ein gleiches Bild zeigte sich auch bei den fiir das T-Zell-Priming essentiellen
Kostimulatoren (Grafik 9). Wie auch bei CD83 zeigte sich im Vergleich zur
Negativkontrolle beim konstitutiv exprimierten B7-Molekiil CD86 eine PGE2-dosisabhdngige
Erhohung der Intensitdt auf den CD14- Zellen, wahrend die Anderen die konstitutive
Expression auch dieses Markers kaum verstarkten.

CD80, das konstitutiv kaum exprimiert wurde, wurde auf beiden Populationen bereits
durch die TLR-Agonisten induziert. Eine Zugabe von PGE2 erhéhte auch hier weiterhin die
Intensitat des Markers in der CD14- Subpopulation. Bei einem Spender zeigte sich auch
eine Positivitdt in der CD14+ Subpopulation.
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Grafik 9: Expression der Kostimulatoren, CD80 (links) und CD86 (rechts).
Normierte MFI-Werte der beiden Subpopulationen (Messpunkte: Spender 1-3, siehe Legende;
Balken: Mittelwert; Fehlerbalken: Je Richtung eine Stichprobenstandardabweichung; blau:
CD14-, rot: CD14+). Da bei den iDC noch keine CD14-Reexpression auftrat, hier Betrachtung
der homogenen Gesamtpopulation fiir einen bestmdglichen Vergleich (grau).
Auf iDC findet sich eine konstitutive Expression von CD86. Bei TLR-Stimulus wurde auch
CD8O0 verstdrkt exprimiert. Fiir beide Kostimulatoren zeigt sich auf der CD14-negativen
Subpopulation eine weitere dosisabhdngige Expressionszunahme infolge einer PGE2-
Exposition.



Chemokinrezeptor CCR7

Auch eine hohere Anfarbbarkeit des CCR7 zeigte sich bei Exposition mit zunehmenden
Konzentrationen PGE2 auf der CD14- Subpopulation, wihrend die CD14+ Subpopulation
keine starkere Expression zeigte (Grafik 10).

Durch seine geringe Expressionsdichte und der damit einhergehenden schwiacheren
Sensitivitdat der Durchflusszytometrie fiir den Marker CCR7 zeigte sich bei den relativen

Intensitdaten eine grofere Schwankungsbreite als fiir andere Oberflaichenmarker.

HLA-DR

Beim Marker HLA-DR zeigten die mit TLR-Agonisten ausgereiften CD14- Zellen ebenfalls
eine hohere Intensitat als die CD14+ Subpopulation, neben einer bereits bei iDC
vorhandenen Kkonstitutiven Expression. Eine Korrelation der Markerintensitat mit der
zugesetzten PGE2-Konzentration liell sich bei HLA-DR nicht beobachten (Grafik 10).
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Grafik 10: Expression des CCR7 (links) und HLA-DR (rechts).
Normierte MFI-Werte der beiden Subpopulationen (Messpunkte: Spender 1-3, siehe Legende;
Balken: Mittelwert; Fehlerbalken: Je Richtung eine Stichprobenstandardabweichung; blau:
CD14-, rot: CD14+). Da bei den iDC noch keine CD14-Reexpression auftrat, hier Betrachtung
der homogenen Gesamtpopulation fiir einen bestméglichen Vergleich (grau).
Bei Exposition mit PGE2 zeigt sich dosisabhdngig fiir den Reifungsmarker CCR7 eine
Erhoéhung der Fluoreszenzintensitdt auf der CD14-negativen Subpopulation. Auch HLA-DR
weist auf diesen Zellen die hohere Expressionsdichte auf, jedoch ohne deutliche Korrelation
mit der PGE2-Exposition.



Kontrastierung der CD14- Subpopulation

Das hier ersichtliche Bild zeigt eine CD14- Subpopulation, die verstarkt Reifungsmarker
exprimiert, und eine CDI14+ Subpopulation, die diese nicht heraufreguliert. Noch
deutlicher ersichtlich wird dieser Effekt, wenn einem Anteil indifferenter Zellen Rechnung
getragen wird, die weder den einen noch den anderen Weg eindeutig einschlagen und
Reifungsmarker wie CD83, oder aber CD14, nur so schwach auspragen, dass sie sich keiner
der beiden Subpopulationen eindeutig zuordnen lassen (Grafik 7). In den bisherigen
Grafiken waren diese stets den CD14- Zellen (blau dargestellt) zugeordnet.

Weiter scharfen lieRe sich sich diese Kontrastierung, indem CD83+CD14- Zellen
abgegrenzt werden (Grafik 11). Diese weisen fiir alle untersuchten Reifungsmarker auRer
CD14 die hochsten Intensitdten auf und grenzen sich somit nochmals schiarfer von den
CD14+ Zellen ab (Grafik 12). Moglich ist diese Unterscheidung allerdings nur bei einer
vorhandenen CD83-Expression, welche erst bei hoheren PGE2-Konzentrationen zu
beobachten ist (Grafik 8).
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Grafik 11: Abgrenzung einer CD14-negativen Population mit Positivitdt fiir CD83 (griin), um diese von
indifferenten Zellen abzugrenzen, welche keinen der Marker tragen. Blau: Alle CD14-negativen
Events
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Grafik 12: Die abgegrenzten CD14- CD83+ Zellen zeigen auch fiir die weiteren untersuchten
Reifungsmarker die hochsten Intensitdten (Versuchsbedingung mit TLR-Agonisten und 28uM
PGE2).

C.2.3 e Zusatzliche Kontrollbedingungen

Neben diesen Beobachtungen aus den Hauptversuchen wurden einige zusdtzliche
Einzelversuche durchgefiihrt, um weitere Details von Interesse ndher zu beleuchten.
Obwohl sie nicht in  direktem Zusammenhang mit der Frage nach
konzentrationsabhingigen Effekten von PGE2 stehen, bieten sie einige Impulse von
Interesse fiir die Interpretation der o.g. Ergebnisse. Auf eine naturgemidl reduzierte

Aussagekraft von Einzelmessungen sei dabei stets verwiesen.

Blockade von PGE2-Rezeptoren

Zunachst interessierte als zusatzliche Kontrollbedingung, welchen Effekt eine Blockade
der Rezeptoren EP2 und EP4 auf die CD14-Reexpression haben wiirde. Hierfiir wurde bei
zwei der Spender eine zusdtzliche Kontrolle untersucht, bei der eine selektive
Rezeptorenblockade von EP2 und EP4 bei 10nM PGE2 und TLR-Stimulus vorgenommen
wurde.

Eine Zugabe des Rezeptorenblockers GW 627368X gegen EP4 fiihrte bei beiden Spendern
zu einer Reversierung der CD14-Reexpression. Die Antagonisierung von EP2 sowie von EP1
und EP3 durch AH6809 konnte dagegen hierauf keinen relevanten Effekt zeigen (Grafik
13). Eine Untersuchung von CD83 war hier obsolet, da dieser Marker noch nicht bei 10nM

PGE?2 induziert wurde.



CD14-Reexpression unter Rezeptorenblockade (10nM PGE?2)
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Grafik 13: Reversierung der CD14-Reexpression durch EP4-Blocker GW 627368X. In diesem Einzelversuch
zeigt er im Gegensatz zum Antagonisten der Rezeptoren EP-1,2 und -3, AH6809, je zu 10uM
zugegeben, einen deutlichen Riickgang CD14-reexprimierender Zellen unter 10nM PGE2-
Exposition mit den TLR-Agonisten.

Links: Prozentualer Anteil CD14-reexprimierender Zellen (Messpunkte: Spender 2 und 3, siehe
Legende; Balken: Mittelwert; Fehlerbalken: Je Richtung eine Stichprobenstandardabweichung).
Rechts: Verteilung der CD14-Intensitdt, hier anhand Spender 3.

Da der weniger affine Rezeptor EP2 moéglicherweise erst bei hoheren PGE2-Konzentrationen
einen sichtbaren Effekt bewirkt, wurde bei einem Spender diese Kontrollbedingung
zusdtzlich auch fiir 100nM PGE2 angesetzt. Es zeigte sich auch hier nur bei Blockade von

EP4 eine Antagonisierung der CD14-Reexpression (Grafik 14).

CD14-Reexpression unter Rezeptorenblockade (100nM PGE2)
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Grafik 14: Blockade von EP4 wirkt auch bei 100nM inhibierend auf die CD14-Reexpression, nicht jedoch
Blockade von EP2.
Zur Aussagekraft dieser Daten muss beriicksichtigt werden, dass es sich bei dieser Messung um
einen einzelnen Zusatzversuch handelt (n=1, Spender 3).
Links: Prozentualer Anteil CD14-reexprimierender Zellen.
Rechts: Verteilung der CD14-Intensitdit.



Untersuchung einzelner Bestandteile des Ausreifungscocktails

Da ferner die intrinsischen Effekte der einzelnen Bestandteile des Ausreifungscocktails,
poly-I:C, R848, und PGE2 in der hdchsten Konzentration (10pg/ml) auf die CD14-
Reexpression interessierten, wurde ein Einzelversuch unternommen, bei dem die iDC
jeweils mit keinem, einem, zwei oder allen drei der Bestandteile inkubiert wurden. Bei
dieser Messung fiithrten alle drei Bestandteile synergistisch zur CD14-Reexpression, wobei
neben PGE2 insbesondere auch R848 eine starke Rolle spielte. Fur die Relevanz dieser

Beobachtung sei auf Kapitel D.2 in der Diskussion verwiesen.
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Grafik 15: CD14-Reexpression durch die unterschiedlichen Bestandteile des Ausreifungscocktails.
Einzelversuch (n=1).
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D e Diskussion

D.1 ¢ Zusammenfassende Interpretation der Ergebnisse

Aus den vorliegenden Ergebnissen lassen sich zwei wichtige Schliisse iber dichotome
Effekte von PGE2 im TLR-basierten Cocktail auf die Ausreifung von Monozyten zu
aktivierten dendritischen Zellen =ziehen, die fiir die Herstellung moDC-basierter

Tumorvakzine von Bedeutung sind.

Effekte von PGE2 auf den Phdnotyp reifer CD14- moDC

Zum Einen zeigte sich bei allen Spendern auf reifen CD14-negativen dendritischen
Zellen wie erwartet bei Zugabe von PGE2 zu den TLR-Agonisten eine Zunahme der
Reifungsmarker CD83, CD80 und CD86, sowie CCR7. Bei HLA-DR =zeigte sich eine
konstitutive Expression bereits auf iDC mit Erhéhung durch einen TLR-Stimulus, die sich
jedoch durch PGE2 nicht mehr in erheblichem MaR steigern lieR.

Die Zunahme der Kostimulatoren CD80 und CD86 setzte bei PGE2-Konzentrationen
oberhalb von 10nM ein und erreichte ihr Maximum jeweils erst im unteren pM-Bereich.
CD80 zeigte zundchst eine Negativitdat auf iDC, wdhrend CD86 ebenfalls bereits auf iDC
konstitutiv exprimiert wurde. Neben einer leichten Zunahme beider Marker durch ein TLR-
Signal induzierte erst die Exposition mit PGE2 eine deutliche Erhéhung der
Expressionsdichte. Nur bei einem Spender geniigte fiir CD80, nicht jedoch CD86, auch
bereits ein TLR-Stimulus zur Auspragung einer deutlichen Markerzunahme.

CD83, das sich auf iDC und auch nach TLR-Aktivierung negativ zeigte, erreichte bei
allen Spendern erst durch Zugabe von PGE2 eine Positivitdit. Dieser Effekt setzte erst
oberhalb von 10nM ein und erreichte sein Maximum dabei ebenfalls im niedrigen nM-
Bereich.

Diese Beobachtungen stimmen mit bisherigen Erkenntnissen iiberein"® und zeigen nun
auch die Konzentrationsabhédngigkeit der Wirkung von PGE2. Bei den fiir die Herstellung
DC-basierter Vakzine eingangs diskutierten niedrigeren, hochphysiologischen
Alternativdosierungen um 100nM"% ¥ PGE2 zeigte sich bereits ein sichtbarer Effekt auf alle
untersuchten Reifungsmarker, der jedoch bei noch hoheren Konzentrationen zu einer
weiteren Steigerung derer Intensititen fiithrte. Wirde PGE2 daher fir die In-vitro-
Maturierung von DC in niedrigeren Konzentrationen bis 100nM eingesetzt, lieRe sich damit
hinsichtlich eines reifen Phinotyps zwar bereits ein positiver Effekt erreichen, der jedoch

noch unterhalb seiner maximal erreichbaren Auspragung liage.

Induktion einer weiteren, CD14+ Population
Zum Anderen zeigen die vorliegenden Ergebnisse jedoch auch einen gleichzeitigen,

unerwinschten Effekt von PGE2: Die konzentrationsabhdngige Induktion einer zweiten,
CD14+ CD83- Population.



Wahrend bereits die TLR-Stimulation zur Auspriagung dieses Effektes fiihrte, konnte
PGE2 den prozentualen Anteil CD14-reexprimierender Zellen weiter
konzentrationsabhdngig steigern. Schon bei niedrigen Konzentrationen lieR sich dies
beobachten, und ein Maximum wurde bereits bei 100nM PGE2 gemessen. In zusdtzlichen
Messungen konnte dieser Effekt durch Blockade des hochaffinen EP4-Rezeptors, nicht
jedoch des EP2-Rezeptors, aufgehoben werden.

Die CD14+ Subpopulation zeigte nach TLR-Aktivierung in etwa eine gleiche Intensitat fiir
die Marker CCR7, CD80 und HLA-DR wie die reifen CD14- DC, wahrend CD86 nicht uber
das Niveau der konstitutiven Expression hinaus und CD83 sogar in geringerer Intensitat als
auf iDC exprimiert wurde. Bei keinem der Marker auRer CD14 bewirkte die Zugabe von
PGE2 auf dieser Subpopulation eine dariiber hinausgehende Veranderung.

Interesse weckt nun insbesondere die Bedeutung dieser zweiten Subpopulation fiir die

Herstellung DC-basierter Vakzine.

D.2 e Die Rolle der CD14+ Subpopulation

Bisherige Beobachtung im untersuchten Ausreifungscocktail

Bei vorangegangenen Untersuchungen zum verwendeten Ausreifungscocktail wurde
ebenfalls eine Proportion CD14+ Zellen nach Ausreifung festgestellt’® ¥ die eine
schlechtere Markerexpression zeigte und einen nicht unerheblichen Anteil von bis zu 46%
der Gesamtzellen ausmachte, welcher auch hier von Spender zu Spender stark variierte“?.
In den Versuchen im Rahmen dieser Arbeit variierte dieser Anteil nach Inkubation mit TLR-
Liganden und verschiedenen Konzentrationen PGE2 sogar zwischen 4,9% bis hin zu 88,3%.

In den genannten Quellen wurde die CD14-Positivitdt als residuelle Expression gedeutet.
Die vorliegenden Ergebnisse mit Pooling und Messung vor der Ausreifung konnten nun
zeigen, dass im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiithrten Versuche zu Beginn der
Ausreifung CD14 auf der Gesamtpopulation homogen herabreguliert war, dann jedoch
wéahrend der Inkubation mit den Ausreifungscocktails wieder auf einem Teil der Zellen re-
exprimiert wurde.

Ein wesentliches Charaktermerkmal der beiden entstehenden Subpopulationen ist die
spenderabhangige Variabilitat ihrer prozentualen Verteilung. Bisher wurde tiblicherweise
die Gesamtpopulation aller Zellen untersucht® % 1:16:22_ Dje vorliegenden Ergebnisse legen
jedoch nahe, dass aufgrund ihres unterschiedlichen Verhaltens beide entstehenden
Subpopulationen, sowie auch ihre prozentuale Verteilung, stets wie hier geschehen
getrennt voneinander beleuchtet werden sollten, um eine aussagekraftige Beschreibung
des jeweiligen Verhaltens der verschiedenen Zellen liefern zu konnen. Auf diese Weise
entsteht ein differenziertes Ergebnis, das nicht durch einen unerwartet hohen Anteil der
CD14+ Subpopulation verfdalscht wird. Ein moglichst niedriger Anteil CD14+ Zellen im
Endprodukt konnte dabei moglicherweise, so legen es die untersuchten Reifungsmarker

nahe, fiir eine hohere Qualitdt des Produktes als DC-Vakzine sprechen.



CD14 auf dendritischen Zellen
Nach Ausreifung klassischer Monozyten mit GM-CSF und IL-4 werden CD14-negative

dendritische Zellen erwartet®, welche zu Beginn der Ausreifung im Rahmen dieser Arbeit
bei allen Spendern vorlagen. In der Literatur sind zwar durchaus auch reife
funktionskompetente CD14+ DC beschrieben, die beispielsweise im Rahmen von
rheumatoider oder psoriatrischer Arthritis auftreten“v.

Anstatt reifer monozytenderivierter dendritischer Zellen ist jedoch trotz Inkubation mit
GM-CSF und IL-4 auch noch die Entwicklung hin zu anderen Zelltypen méglich, die CD14
re-exprimieren und um die es sich in den vorliegenden Ergebnissen handeln kénnte.

Tatsdachlich wurde das hier beschriebene Phinomen mit Re-Expression von CD14 auf
einem Teil, sowie CD83 auf dem anderen Teil der Zellen, auch in einer Studie von Krakow
et al. beobachtet und die CD14+ Subpopulation dabei ndher beleuchtet“?. Dort fihrte nach
der Differenzierungsphase mit GM-CSF und IL-4 ebenfalls ein TLR-Stimulus zur Ausbildung
der beiden Subpopulationen, insbesondere wenn die Zellen kurz zuvor mit IL-10
vorinkubiert wurden. Ein TLR-Stimulus alleine fiihrte zwar auch dort bereits zu einer
geringen CD14-Reexpression, doch erst IL-10 konnte diesen Effekt in eine starke
Auspragung potenzieren. Wie sich auch im Rahmen einer Einzelmessung in dieser Arbeit
bestitigte (Seite 42), zeigte R848 dabei eine groRere Wirkung auf die CD14-Reexpression
als poly-I:C.

Wahrend die CD14- CD83+ Subpopulation dort als aktivierte DC identifiziert wurde,
prasentierte sich die CD14+ CD83- Subpopulation als makrophagendhnliche Zellen mit
immunomodulatorischem Phdnotyp, dhnlich tolerogener DC oder CD14+ MDSC (myeloid-

derivierter Suppressorzellen, siehe Seite 11 f.). CD14 wurde auch in den dortigen
Beobachtungen de novo re-exprimiert, nachdem der Marker zuvor komplett im FACS
erloschen war. Auch Krakow et al. empfahlen aufgrund ihrer Ergebnisse, anstelle der
Gesamtpopulation bei der Analyse monozytenderivierter Zellen die einzelnen
entstehenden Subpopulationen anhand der Marker CD14 und CD83 zu distinguieren und

getrennt voneinander zu analysieren.“?

Entstehung und Funktion von MDSC

MDSC, die eingangs bereits im Rahmen der Tumor-Immunresistenzmechanismen
beleuchtet worden sind, sind eine sehr heterogene Gruppe von unreifen Zellen mit
potenter immunsupprimierender Wirkung. Sie lassen sich hauptsachlich in die Gruppe der
monozytdaren (M-MDSC) und granulozytaren bzw. polymorphonukledaren (PMN-MDSC) MDSC
unterteilen. Im Gegensatz zu ihrer Funktion weisen sie phdnotypisch nur sehr geringe
Unterschiede zu funktionell kompetenten Monozyten bzw. neutrophilen Granulozyten auf.
M-MDSC charakterisieren sich im Wesentlichen durch eine geringere Expression von HLA-
DR als Monozyten, wahrend fiir PMN-MDSC als Unterscheidungsmarker der Rezeptor LOX-1

diskutiert wird®3 ¥,



Funktionell wirken MDSC insbesondere auf T-Zellen inhibierend. Zu ihren
Wirkmechanismen zdhlen dazu neben Zytokinen und Rezeptorliganden auch Enzyme,
sowie reaktive Stick- und Sauerstoffspezies, mit denen etwa TCR und T-Zell-Chemokine
unbrauchbar gemacht werden.“® Eines der Zytokine, das von MDSC freigesetzt wird, ist IL-
10“¥, welches wie geschildert seinerseits die Ausbildung von MDSC bewirken kann“?.

In vivo entstehen MDSC bei chronischen Inflammationsgeschehen, um einer
iiberschiefenden Immunreaktion vorzubeugen und die Selbsttoleranz aufrecht zu erhalten.

4345 erforderlich: Zuerst wird nach der Expansion unreifer Zellen“?

Dafiir sind zwei Signale!
deren terminale Differenzierung in funktionell kompetente myeloide Immunzellen
inhibiert“* *9, anschlieRend fiithrt ein proinflammatorischer Reiz zur Stimulation der
Zellen, der sie vom unreifen Zustand vollends in MDSC konvertiert.***> Dies bedeutet
wiederum keine eigenstandige Ausdifferenzierung, vielmehr wird die heterogene Gruppe
der MDSC als unreife Zellen in pathologischem Aktivierungszustand angesehen“* *®. Eine
weitere Ausdifferenzierung hin zum Phinotyp von etwa Makrophagen oder DC ist méglich,
die dann jedoch weiterhin tolerogen wirken“® 4”7, Ein wichtiges Beispiel sind im
onkologischen Kontext die eingangs beleuchteten Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM,

Seite 11 f.).

MDSC in den monozytaren Ausgangszellen

Hinsichtlich der Generierung von therapeutischen moDC-basierten Vakzinen im
tatsachlichen klinischen Einsatz bei Tumorpatienten wurde auch das Phdnomen
beobachtet, dass unabhdngig von der DC-Generierung bereits zu Beginn der Zellkultur eine
Proportion dysfunktionaler monozytirer Zellen im Sinne von M-MDSC vorliegen kann,
charakterisiert als CD14+ Zellen mit niedriger oder keiner HLA-DR-Expression und
immunsupprimierendem Phédnotyp“” *®. In einer Studie von Poschke et al. konnten zwar
auch diese mit GM-CSF und IL-4 den Marker HLA-DR wieder heraufregulieren und lieRen
sich vor Beginn der DC-Ausreifung nicht mehr sicher von funktionalen iDC unterscheiden.
Im fertigen Produkt mit reifen DC jedoch hatten sie nicht nur selbst eine schlechtere
Funktion und Phdnotyp, sondern wirkten auch inhibitorisch auf die Funktion der reifen DC
und kompromittierten dadurch die Wirksamkeit des Vakzins. Wahrend diese Studie bei
Tumorpatienten durchgefithrt wurde, die zu Beginn der Ausreifung unterschiedliche
Proportionen der MDSC aufwiesen,“” sind diese andererseits bei gesunden Donatoren nicht
zu erwarten“®?. Als wahrscheinlichere Erklarung fir das starke, spendervariable
Vorkommen der CD14+ Subpopulation in dieser und auch erwahnter vorheriger® *® Arbeit

kommen daher andere Ursachen als ein bereits initiales Vorliegen von MDSC infrage.

PGE2 und MDSC
In den hier durchgefiihrten Versuchen fand, anders als bei Krakow et al., keine
Vorinkubation mit IL-10 als ein mdgliches erstes Signal zur MDSC-Entstehung statt.

Dennoch fithrte auch hier ein TLR-Stimulus zur phdnotypischen Ausbildung der dort



beschriebenen Subpopulationen. Anstelle einer IL-10-Exposition zeigte sich durch Zugabe
von PGE2 konzentrationsabhingig eine noch weitere Zunahme der CD14+ Population.

Prostaglandin E2 ist nicht nur einer der Wirkmediatoren, die von MDSC ausgeschiittet
werden konnen“®. Ahnlich wie IL-10 spielt es auch eine entscheidende Rolle bei ihrer
Entstehung. Insbesondere wurde von Obermajer et al®’ ein positiver
Feedbackmechanismus zwischen PGE2 und der Umwandlung funktioneller Monozyten in
einen MDSC-Phanotyp beschrieben.

Viele der hieran beteiligten Faktoren, wie PGE2 selbst, induzieren in den Priakursoren der
MDSC die Cyclooxigenase COX2, das Schliisselenzym der Biosynthese von PGE2. Dies fiihrt
zu autokriner PGE2-Sekretion und einem positiven Feedbackmechanismus, der die
Differenzierung zu MDSC weiter vorantreibt und auch einen einmal etablierten
funktionellen MDSC-Phinotyp aufrechterhalt.“>

Vermittelt durch diesen Mechanismus konnte gezeigt werden, dass PGE2 fir die
Induktion von MDSC aus unreifen oder sich differenzierenden dendritischen Zellen nicht
nur erforderlich ist, sondern bereits alleine ausreicht.“”

Soweit es sich, vorbehaltlich einer hierzu durchzufithrenden funktionellen Analyse, bei
der beobachteten CD14+ Subpopulation auch im Rahmen dieser Arbeit funktionell um
MDSC handelt, kann dieser Mechanismus ihre starke Zunahme bei PGE2-Exposition

erklaren.

Pooling von DC vor der Ausreifung

Noch immer verbleibt die Frage, ob es bei den Versuchen noch ein weiteres, erstes
Signal auRer PGE2 zur Induktion etwaiger MDSC gegeben haben kodnnte, anstelle etwa einer
Vorinkubation mit IL-10 wie bei Krakow et al.*? Zu diskutieren ist in dieser Hinsicht
insbesondere die Frage, warum der prozentuale Anteil der CD14+ Subpopulation in den
Versuchen dieser Arbeit mit bis zu 88,3% nochmals erheblich hoéher lag als in
vorangegangenen Versuchen, bei denen ihr Anteil 46% nicht iberstiegen hatte“?,

Ein besonderes Augenmerk darf darauf gelegt werden, dass in dieser Arbeit vor Beginn
der Ausreifung der iDC nach etabliertem Protokoll®® ein Pooling der Zellen stattfand. Die
adhédrenten Zellen wurden hierfiir nach dort beschriebener Methodik unter Kiithlung von
den ZellkulturgefdRen abgeldst und gezidhlt, bevor sie in jeweils gleicher Zelldichte mit den
Ausreifungsmedien der jeweiligen Versuchsbedingungen inkubiert wurden.

Ein wesentlicher Vorteil des angewandten Pooling bestand darin, dass alle
Versuchsbedingungen mit derselben homogenen Ausgangs-iDC-Population in identisch
eingestellter Zelldichte durchgefiihrt wurden, deren Phdnotyp vor Ausreifung bestimmt
werden und anschlieRend mit den ausgereiften Zellen verglichen werden konnte. Auf diese
Weise konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass das Auftreten von CD14 bei den
Versuchen dieser Arbeit in allen Fallen auf eine Re-Expression zuriickzufithren war und es
sich dabei nicht um eine residuelle Expression, etwa durch ausbleibende Differenzierung,
handelte.



Trotz der etablierten Vorgehensweise®? gilt es zu diskutieren ob durch das Pooling
moglicherweise Verdanderungen an den Zellen ausgelost werden konnten, die deren
spateres Verhalten beeinflusst.

Die Adhdrenz an die umgebende Matrix beeinflusst Signalkaskaden innerhalb der
Zellen®”. Adhéasionsrezeptoren sind dabei typischerweise in integrin-assoziierten
Adhdsionskomplexen zwischen Zellen und Extrazellularmatrix organisiert, die sich durch
eine groRe Vielfalt auszeichnen und auf unterschiedliche Signalwege wirken kénnen®% V.
Durch mechanische Stimulation kénnen Zellen wiederum auferdem zur Freisetzung von
ATP angeregt werden, das an purinerge Rezeptoren binden und dariiber unterschiedliche
Wirkungen u.a. auf Differenzierungswege und sonstiges Verhalten der Zellen auspragen
kann®?. Studien an Mausen haben insbesondere eine stimulierende Wirkung von
extrazellulirem ATP auf monozytire MDSC gezeigt, vermittelt durch deren
membranstandigen P2X7-Rezeptor®3 >4,

Auch Zellorganellen wie das endoplasmatische Retikulum (ER) verfiigen tber
Stressrezeptoren, die etwa bei dessen Membranschidigung aktiviert werden.®® In murinen
Krebsmodellen konnte gezeigt werden, dass auch die Erzeugung von ER-Stress zu einer
Expansion von MDSC fiihrt®?.

Das angewandte Protokoll enthdlt somit durchaus einen Schritt, bei dem die iDC an
einem vulnerablen Zeitpunkt mechanischem Stress ausgesetzt wurden. Da dieses
Verfahren schwer zu standardisieren ist, konnten die Zellen der verschiedenen Spender
jeweils ungleichen mechanischen Wirkungen exponiert gewesen sein. Korrelierend dazu
zeigte sich auch hinsichtlich des Gesamtbestrebens, CD14 zu re-exprimieren, nach 48h
Ausreifung eine spenderbezogene Variabilitat.

Das Pooling sollte insofern als ein moglicher Storfaktor diskutiert werden. Inwieweit der
hierfir applizierte mechanische Stress tatsdachliche Einfliisse auf den Phanotyp der
spateren Zellen hat, kdnnte beispielsweise in zukiinftigen Versuchen durch einen direkten
Vergleich ermittelt werden zwischen gepoolten DC und DC, die von Anfang an im
endgiiltigen KulturgefdR ohne zwischenzeitliche Abloésung kultiviert wurden. Dabei sollte
beachtet werden, dass bereits wahrend der Differenzierungsphase stets durch
Zelluntergang eine spendervariable Reduktion der Zellzahl zu erwarten ist“”, und fur eine
bestmogliche Vergleichbarkeit eine Einstellung der gepoolten Zellen auf dieselbe Dichte
wie die der Ungepoolten wichtig ist. Sollten sich weiterhin erhebliche Unterschiede zeigen,
wéare das durchgefiihrte Pooling retrospektiv ein Nachteil dieser Arbeit, und es sollte
kiunftig auf alternative Protokolle zur DC-Generierung zuriickgegriffen werden die ohne
Pooling arbeiten.

Als eine mogliche Alternative zu Zellkulturgefalen aus Hartplastik, die eine starke
Zelladhdrenz begiinstigen, konnen fir die DC-Ausdifferenzierung auch andere Produkte
verwendet werden. Dazu zidhlen spezielle Zellkulturbeutel etwa aus der VueLife®Reihe“”,
Diese kommen insbesondere fiir die Herstellung von DC-Vakzinen nach GMP-Standards
zum Einsatz, wirden jedoch fiir Experimente in vitro einen nicht unerheblichen

zusatzlichen Kostenfaktor bedeuten.



Zell-Zell-Interaktionen

Zellen kénnen in vivo wie auch in Kultur auf vielfaltige Weise miteinander interagieren.
Ein Beispiel ist der o.g. positive Feedbackmechanismus zwischen auto- bzw. parakrin
sezerniertem PGE2 und COX2 in MDSC“>. Doch nicht nur MDSC oder sonstige funktionell
unerwiinschte Populationen in DC-Vakzinen, sondern selbst reife aktivierte und
funktionskompetente CD83+ dendritische Zellen interagieren untereinander und kénnen
sich in ihrer Funktion gegenseitig beeinflussen.

Eine interessante Rolle wird dabei dem Reifungsmarker CD83 selbst zuteil. Dieser ist
nicht nur seit Langem als charakteristischer Marker fiir vollstindig ausgereifte DC
bekannt®?, sondern kann in seiner Funktion auch Immunantworten modulieren und
Toleranz induzieren. Dies dient physiologisch der Dampfung iberschieRender
Immunreaktionen und dem Erhalt der Homoostase, kann jedoch auch bereits die fiir eine
Immunreaktion benotigte DC-Aktivierung hemmen®”. Dies kann nicht nur eine Reduktion
der Wirksamkeit in vitro generierter DC-Vakzine bedeuten, sondern eine CD83-Expression
kann auch von verschiedenen malignen Tumoren selbst als mdglicher
Immunresistenzmechanismus ausgenutzt werden.®®

CD83 ist ein Protein mit struktureller Ahnlichkeit zu den B7-Molekiilen (Seite 7 ff.), das
Homodimere formt und in einer transmembranidren zellgebundenen, sowie auch einer
16slichen Form als Splicing-Variante gebildet wird. Der membranstandige Rezeptor kommt
auf verschiedenen aktivierten Immunzellen vor, insbesondere DC. Die homotypische
Aktivierung des Rezeptors durch ein lésliches oder aber membrangebundenes CD83-
Molekiil auf anderen Zellen inhibiert ihre weitere Reifung und Sekretion
proinflammatorischer Zytokine®® wie etwa IL-12p70 bzw. dessen Untereinheit IL-12p40.
Die Expression von Reifungsmarkern wird gehemmt®”. AuRerdem wird die DC-vermittelte
T-Zell-Aktivierung gebremst und stattdessen regulatorische T-Zellen (T, Seite 2 f.)
induziert. Durch CD83-Interaktionen kann auch bereits die Differenzierung von Monozyten
zu DC gehemmt werden,®® wo 16sliches CD83 auch durch anderweitige Rezeptorenbindung
stattdessen zu einer endogenen COX2-vermittelten Produktion von PGE2 und auch IL-10
fihrt®®, was wiederum zum Kreis des positiven PGE2-COX2-Feedbackmechanismus in der
Entstehung von MDSC aus Monozyten zuriickfiihrt.

Derartige Zell-Zell-Interaktionen kénnen also einen weiteren potentiellen Stoérfaktor in
der DC-Generierung in vitro darstellen. Die Wahrscheinlichkeit ihres Auftretens steigt mit
der Dichte, in der die Zellen pro Volumen Medium sowie auch pro Grundflache des
verwendeten ZellkulturgefdRes inkubiert sind, weshalb eine konstante Zelldichte von
wichtiger Bedeutung ist.

Um diesbeziigliche Fluktuationen in dieser Arbeit zu vermeiden, wurden die Zellen
nach erfolgtem Pooling erneut gezdhlt und auf eine identische Zelldichte fiir alle
Versuchsbedingungen eingestellt. Nach o.g. Protokoll®? ist neben einer empfohlenen
Mindestzellzahl eine optimale Dichte von 1 x 10° iDC pro ml vorgesehen. Andere

Protokolle mit GMP-Standard arbeiten dagegen auch mit Konzentrationen von 2 x 10°



iDC/ml“”, Fur diese Arbeit wurde eine Dichte von 1 - 1,5 x 10 iDC/ml gewéhlt. Als evtl. zu
diskutierender Storfaktor kommen jedoch potentiell die angewandten Messverfahren zur
Zellzahlung (Seite 22) hinsichtlich ihrer Prazision fiir dendritische Zellen in Betracht.
Insgesamt konnte sich zur Vermeidung von Zell-Zell-Interaktionen wahrend der DC-
Ausreifung eine eher geringe Zelldichte im genannten Bereich moglicherweise vorteilhaft
auf die Auspriagung des erwiinschten, CD14-CD83+ Phidnotyps auswirken, da wie
beschrieben beide entstehenden Subpopulationen mit der DC-Aktivierung interferieren

konnen.

StichprobengrofRe und Signifikanzen

Abschliefend sei darauf hingewiesen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit stets unter
Beriicksichtigung der StichprobengréRe zu betrachten sind. Untersucht man beispielsweise
die Fragestellung, ob die MFI fiir einen untersuchten Marker auf der CD14- Subpopulation

« groRer ist als auf der CD14+ Subpopulation;

+ bei zugesetztem PGE2 groRer ist als bei alleinigem TLR-Stimulus;

« oder in einer Ausreifungsbedingung groRer ist als auf der homogenen iDC-
Population;

ergibt sich bedingt durch die StichprobengréRe von n=3 stets eine Aussagekraft nach
dem qualitativen Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fiir nicht-normalverteilte Werte von
p=0,25, wenn diese Fragen bei allen drei Spendern mit Ja zu beantworten sind. Um die
Beobachtungen weiter zu reproduzieren und Schlussfolgerungen auf einem hoheren
Signifikanzniveau zu treffen, konnte eine Erhéhung der StichprobengroRe im Rahmen
kiinftiger Forschung stattfinden, in deren Rahmen auch die oben diskutierten
Einflussvariablen wie Pooling und Zell-Zell-Interaktionen auf die Ergebnisse ndher

untersucht werden konnten.

D.3 e Fazit

Die durchgefiihrten Versuche zeigen einerseits die Konzentrationsabhdngigkeit des
Effektes von PGE2, zu einer verstiarkten Expression der Reifungsmarker CD83, CCR7, sowie
CD80 und CD86 auf CD14- reifen dendritischen Zellen zu fiithren: Ein Maximum wird erst
bei hohen PGE2-Konzentrationen im unteren uM-Bereich erreicht.

Gleichzeitig zeigen sie jedoch auch einen weiteren, gegensatzlichen Effekt von PGE2 in
der DC-Ausreifung, der in jedem Fall eine wichtige Rolle in der Herstellung von DC-
Vakzinen spielt: Die Beglinstigung einer zweiten, CD14+CD83- Subpopulation, bei der es
sich um monozytire MDSC mit immunsupprimierender Wirkung handeln koénnte. Ein
Maximum wurde in den durchgefiithrten Versuchen bereits bei niedrigen PGE2-Spiegeln von
100nM erreicht. Diese zweite Subpopulation zeigte phanotypisch keine gewiinschten
Effekte fir den Einsatz in DC-basierten Tumorvakzinen und konnte deren Wirksamkeit
unter Umstanden sogar kompromittieren. Mogliche begilinstigende Faktoren fir ihre

verstarkte Ausbildung, zu denen fiir eine sichere Aussage jedoch weitere Versuche in



zukiinftiger Forschung erforderlich sind, kéonnten etwa mechanische Reize vor der
Ausreifung und eine hohe Zelldichte in der Kultur umfassen.

Wie bisherige Forschungsergebnisse zeigen, tritt diese unerwiinschte CD14+
Subpopulation nicht in jedem Fall bei DC-Ausreifung mit TLR-Liganden und PGE2 auf®! 9,
Somit konnte nun jedoch ein durchaus mogliches Phdnomen demonstriert werden, das im
Falle seines unentdeckten Auftretens zu widerspriichlichen Forschungsergebnissen und
unwirksamen DC-Vakzinen fithren kénnte.

Aus dieser Arbeit ergeben sich damit zwei wichtige Erkenntnisse fur die zukiinftige
Erforschung und Anwendung moDC-basierter Produkte: Erstens erscheint es sinnvoll,
sowohl im klinischen als auch im experimentellen Kontext zur Qualitatskontrolle den
Anteil CD14+CD83- Zellen nach DC-Ausreifung zu bestimmen und ggfs. Produkte mit
einem hohen Anteil zu separieren. Zweitens sollte fiir eine prdzise Beschreibung des
Verhaltens in vitro generierter moDC-Populationen nicht per se die Gesamtpopulation,
sondern wo zutreffend die beiden entstehenden Subpopluationen (CD14+CD83-, und
CD14-CD83+) getrennt voneinander betrachtet, bzw. fiur die Gesamtbeurteilung in
Korrelation zu ihrer anteiligen Verteilung untereinander gesetzt werden.

Die Zukunft DC-basierter Vakzine koénnte indes auf einer vollig anderen Basis als
monozytenderivierten DC beruhen: Neuere Verfahren erleichtern die Gewinnung von DC
uber CD34+ hdamatopoietische Stammzellen aus Nabelschnur- oder adultem peripherem
Blut, die moDC in ihren bendtigten funktionellen Eigenschaften erheblich ubertreffen

konnten 9,



E ¢ Anhang

E.1 ¢ Absolute Messwerte

Spender 1 (Markierung ¢ in allen Diagrammen)

ungefarbt ipC TLR-Ag. +PGE2: +PGE2: +PGE2: +PGE2: +PGE2: +PGE2:
Spender 1 vor Ausreifung vor Ausreifung iDC Ohne PGE2 1nM 10nM 100nM  0,5pg/ 1ug/ 10pg/
ml ml ml
Ccbi4
Absolute MFI-Werte
Gesamtpopulation 48 127 461 3546 12990 16320 17772 30676 30935
Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum 30935
Minimum 48
% Zellen im Positivgate
mtpopulation 0,0 1,6 18,3 69,1 75,1 81,4 83,38 88,5 88,3
CD83
Absolute MFI-Werte
Gesamtpopulation 39 561 711 452 434 354 358 322 353
CD14neg 39 561 722 677 776 671 727 1432 1711
CD14pos 781 559 669 402 381 324 331 295 323
Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum 1711
Minimum 39
% Zellen im Positivgate
Gesamtpopulation 0,0 15,2 31,7 17,2 21,2 17,9 18,6 16,0 16,5
CD14neg 151 32,8 30,4 36,9 34,9 37,0 60,0 66,7
CD14pos 18,8 26,8 11,3 16,0 14,0 15,0 10,3 9,9
CD86
Absolute MFI-Werte
Gesamtpopulation 181 5779 5714 5740 5316 4551 4401 7060 7516
CD14neg 181 5833 6288 7107 5825 5249 5558 9604 10751
CD14pos 1042 2427 3145 5129 5147 4391 4177 6731 7088
CD14-CD83+ 0 5340 5701 7456 7942 7547 8045 11571 12493
Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum 7516
Minimum 181
% Zellen im Positivgate
samtpopulation 0,0 41,0 39,9 40,8 34,6 27,6 26,0 51,0 54,0
CD14neg 41,6 45,9 55,3 39,0 36,6 38,9 67,0 76,1
CD14pos 6,3 13,1 34,3 33,0 25,7 23,6 49,0 51,2
CD80
Absolute MFI-Werte
Gesamtpopulation 32 1160 1225 6202 6260 6099 6268 5948 6075
CD14neg 32 1160 1226 5552 4953 4778 5155 6905 7265
CD14pos 800 1161 1221 6493 6694 6401 6483 5824 5918
CD14-CD83+ 0 2150 2649 6695 6709 7072 7373 8908 8941
Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum 7265
Minimum 32
% Zellen im Positivgate
Gesamtpopulation 0,0 2,7 6,0 75,2 72,2 70,3 71,5 66,7 69,1
CD14neg 2,7 6,7 65,7 52,6 51,1 54,3 66,1 71,8
CD14pos 0,0 2,7 79,5 78,7 74,7 74,8 66,8 68,7
HLA-DR
Absolute MFI-Werte
Gesamtpopulation 74 1131 662 564 1029 886 962 1124 1170
CD14neg 74 1136 715 651 1243 1183 1358 1564 1618
CD14pos 1757 837 427 525 958 818 886 1067 1111
CD14-CD83+ 0 1328 927 790 1678 1682 1991 1840 1870
Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum 1618
Minimum 74
% Zellen im Positivgate
Gesamtpopulation 0,0 81,2 59,4 49,5 66,2 59,8 61,0 71,4 75,4
CD14neg 81,4 65,6 57,6 783 75,8 76,5 87,0 88,0
CD14pos 75,0 31,7 459 62,2 56,1 58,0 69,4 73,7
CCR7
Absolute MFI-Werte
Gesamtpopulation 92 112 178 214 272 249 245 255 271
CD14neg 92 112 179 234 346 324 328 471 531
CD14pos 583 115 175 206 247 231 229 227 236
CD14-CD83+ 0 135 242 282 460 442 454 581 635
Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum 531
Minimum 92
% Zellen im Positivgate
Gesamtpopulation 0,0 0,0 02 0,9 438 3,7 3,7 a8 58
CD14neg 0,0 0,1 16 10,0 8,6 9,9 23,5 29,9
CD14pos 0,0 05 0,7 3,1 25 2,5 2,4 2,6
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Spender 2 (Markierung = in allen Diagrammen)

Spender 2

CDh14
Absolute MFI-Werte

Gesamtpopulation

Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum
Minimum
% Zellen im Positivgate

Gesamtpopulation

CD83
Absolute MFI-Werte
Gesamtpopulation
CD14neg
CD14pos
Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum

Minimum
% Zellen im Positivgate
Gesamtpopulation
CD14neg

CD14pos

Absolute MFI-Werte
Gesamtpopulation

CD14neg

CD14pos

CD14-CD83+

Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum

Minimum
% Zellen im Positivgate
Gesamtpopulation
CD14neg

CD14pos

CDh30

Absolute MFI-Werte

Gesamtpopulation

CD14neg

CD14pos

CD14-CD83+

Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum

Minimum
% Zellen im Positivgate
Gesamtpopulation
CD14neg

CD14pos

HLA-DR

Absolute MFI-Werte
Gesamtpopulation

CD14neg

CD14pos

CD14-CD83+

Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum

Minimum

% Zellen im Positivgate
Gesamtpopulation
GD14neg

CD14pos

CCR7

Absolute MFI-Werte

Gesamtpopulation

CD14neg

CD14pos

CD14- CD83+

Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum

Minimum

% Zellen im Positivgate
Gesamtpopulation
CD14neg

CD14pos

ungefarbt
vor Ausreifung

42
42

3528
42

386
386

12811
386

104
104

4300
104

166
166

506
166

iDC
vor Ausreifung

437
434
867

25
25
0,0

8516
8576
1064
5901

59,6
60,1
0,0

670
664
1503
1529

0.2
0.2
0,0

40,2
39,9
87,5

119
118
240
142

01
01
0,0

TLR-Ag.

iDC Ohne PGE2

372

19,8
20,8
11,1

10785
11690

2549
14909

65,9
72,7
4,0

2,7
24
51

27,6
24,4
57,6

389
350
739
449

236
18,6
68,7

2402

1135
1287
874

20,1
24,6
10,6

10010

60,3
70,3
39,1

2216
2169
2316
2775

6,6
68
59

28,7
30,7
24,4

310
297
339
350

87
63
14,1

+PGE2:
1nM

2466

1200
1387
952

22,0
28,7
99

10342
11846

7706
15152

62,0
72,4
43,8

76
75
7,7

29,7
33,4
23,1

340
314
386
381

11,6
91
16,0

+PGE2:
10nM

5436

1029
1396
900

16,7
30,8
8,5

10486
13859

8477
16836

61,6
81,8
49,8

13,4
16,1
11,8

21,4
31,9
15,2

429
506
383
990

18,5
12,9
21,9

+PGE2:
100nM

10241

696
2124
641

11,3
52,9
38

49,0
91,5
41,4

14,8
42,5
98

13,0
37,3
86

373
361
375
417

21,3
20,9
21,4

+PGE2:

0,5pg/
m

4650

550
2687
482

14,7
59,8
2,0

55,9
93,6
453

16,1
44,7
81

9,8
32,9
33

322
361
311
409

12,7
196
108

+PGE2: +PGE2:

ug/ 10pg/
ml ml

9109

1050
3528
896

22,9
76,9
6,4

12811
18464
11089
18980

73,1
97,0
65,8

18,0
60,7
48

12,9
35,5
6,1

352
432
328
463

14,6
31,2
95

+10nM PGE2
+Anti-EP-1,2,3

4437

253
39,3
14,9

11090

64,8
83,6
50,7

14,2
17,1
12,1

16,5
2,38
10,3

410
337
465
388

19,2
126
24,1

+10nM PGE2
+Anti-EP-4

2584

27,7
325
17,8

61,6
73,4
37,1

82
91
6,7

26,4
30,6
17,8

359
325
429
380

16,7
11,1
28,2
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Spender 3 (Markierung e in allen Diagrammen)

ungefarbt ibC TLR-Ag. +PGE2: +PGE2: +PGE2: +PGE2: +PGE2: +PGE2: +10nM PGE2  +10nM PGE2 | +100nM PGE2 +100nM PGE2
Spender 3 vor Ausreifung  vor Ausreifung ibc Ohne PGE2 1nm 10nM 1000M  0,5ug/ 1ug/ 10ug/ +ANti-EP-1,2,3  +Anti-EP-4 | +Anti-EP-1,2,3  +Anti-EP-4
ml ml ml
CD14
Absolute MFI-Werte
Gesamtpopulation 52 79 80 279 694 1847 3102 2592 2295 2184 2690 545 2919 1110
Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum 3102
Minimum 52
% Zellen im Positivgate
Gesamtpopulation 0 0 0,1 4,9 18 39,3 64,8 57,1 51,2 51,5 47,1 14,6 715 377
CD83
Absolute MFI-Werte
Gesamtpopulation 17 751 974 1010 837 939 720 837 1114 1042 1022 1309 614 916
CD14neg 17 751 973 1039 906 1313 2883 3727 4295 4031 1724 1457 1562 1462
CD14pos 5 1702 1295 601 571 636 546 541 617 614 659 715 518 573
Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum 4295
Minimum 17
% Zellen im Positivgate
Gesamtpopulation 0,0 87 88 18,6 133 24,9 26,0 336 40,9 37,7 304 35,1 17,4 28,7
CD14neg 0,0 87 8,8 19,3 15,7 37,2 61,9 69,5 75,0 71,8 48,8 39,9 46,0 435
CD14pos 0,0 6,1 2,8 59 6,5 6,7 8,4 56 9,8 6,8 6,0 42
CD86
Absolute MFI-Werte
Gesamtpopulation 494 1863 3315 6359 5574 7588 7434 7553 8058 8219 7135 7211 5618 6748
CD14neg 494 1862 3315 6437 5835 8303 8917 8692 9153 9484 8441 7551 6936 7582
CD14pos 1031 5737 2805 4834 4391 6482 6627 6698 7012 7026 5669 5226 5094 5368
CD14- CD83+ 0 2951 3448 9244 9159 10549 9618 9336 9823 10375 10411 10301 7983 9440
Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum 8219
Minimum 494
% Zellen im Positivgate
Gesamtpopulation 0,0 43 69 30,3 225 41,2 40,2 42,8 47,6 48,9 36,8 37,2 20,7 33,8
CD14neg 0,0 42 6,9 31,0 24,5 29,1 59,4 58,3 62,9 65,6 50,3 40,3 36,1 43,0
CD14pos 0,0 16,3 13,3 29,0 29,8 31,2 33,0 33,2 21,7 19,9 14,5 186
CD80
Absolute MFI-Werte
amtpopulation 41 1838 1697 3014 3336 4684 4213 4099 4757 4555 5426 4913 3158 4124
CD14neg 41 1837 1696 3022 3402 5312 6460 6235 7028 6861 6500 5267 4386 5065
CD14pos 240 2550 2897 2857 3033 3714 2990 2494 2589 2380 4221 2847 2670 2565
CD14- CD83+ 0 2824 2447 4649 6272 8909 8687 7898 8568 8718 9474 8825 6759 8240
Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum 7028
Minimum 41
% Zellen im Positivgate
Gesamtpopulation 0,0 2,6 05 14,5 17,8 31,2 27,0 284 346 316 38,4 30,6 16,5 257
CD14neg 0,0 2,6 0,5 14,7 183 36,2 52,8 54,8 60,5 57,7 46,7 33,7 33,0 35,6
CD14pos 0,0 12,2 15,6 237 13,0 8,4 10,0 7,0 29,1 12,3 99 93
HLA-DR
Absolute MFI-Werte
Gesamtpopulation 169 10123 18772 18754 18861 16240 18515 18662 17681 16927 20587 14939 17767
CD14neg 169 10125 18892 19339 20021 18330 20786 20640 19459 18762 20971 16480 18512
CD14pos 387 7598 16414 16094 17068 15102 16811 16774 16005 14866 18350 14325 16533
CD14- CD83+ 0 10415 18751 19343 20710 19373 21783 21650 20822 20132 21948 17767 19156
Relative MFI-Werte normiert auf
Maximum 20786
Minimum 169
% Zellen im Positivgate
Gesamtpopulation 0,0 038 39,0 375 40,1 25,7 36,7 383 331 339 50,0 19,7 356
CD14neg 0,0 08 39,5 40,6 47,4 38,1 49,4 50,4 43,9 43,5 52,1 316 41,1
CD14pos 0,0 26,5 233 28,8 19,1 271 26,8 229 231 37,7 151 26,5
CCR7
Absolute MFI-Werte
Gesamtpopulation 104 414 153 483 548 574 517 535 497 478 588 674 a7 562
CD1dneg 104 414 153 485 548 640 762 781 644 632 703 721 628 659
CD14pos 193 181 176 456 547 473 383 350 357 333 459 398 408 403
CD14- CD83+ 0 1436 187 926 1326 1070 972 941 713 731 1020 1213 891 1028
- rmi if
Maximum 781
Minimum 104
% Zellen im Positivgate
Gesamtpopulation 0,0 4,2 0,1 12,2 135 20,9 20,7 22,6 253 225 24,0 254 16,5 20,8
CD14neg 0,0 42 01 12,5 14,0 27,3 386 40,8 416 39,2 336 28,0 31,2 28,1
CD14pos 0,0 6,1 11 10,9 11,0 8,8 9,6 7,0 13,4 10,3 10,6 8,8

E.1 Anhang - Absolute Messwerte
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